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RESUMO

As populacdes de cdes semi-domiciliados, errantes e ou abandonados representam um
problema de saude publica e bem estar animal em todo 0 mundo. Portanto, o presente trabalho
buscou avaliar a ocorréncia da reducéo do tempo na a¢do do Gluconato de zinco associado ao
Dimetilsulfoxido, para que o céo fosse considerado estéril, através da aplicagdo da medicagédo
na cauda do epididimo. Foram utilizados 10 cdes machos, divididos em dois grupos, controle
e teste, 0s quais passaram por um periodo de adaptacdo antes do inicio das coletas. Foram
avaliadas as alteragdes nos parametros seminais, na ultrassonografia e histopatologia testicular
e realizada mensuracdo do cortisol sanguineo, para avaliacdo do estresse. Os resultados
obtidos foram submetidos aos testes estatisticos de ANOVA e Tukey com p<0,05. Dentro do
grupo teste, houve reducdo das caracteristicas fisicas seminais, e aumento significativo
(p<0,05) nas patologias espermaticas. As principais lesdes presentes na histopatologia foram
edema, hemorragia, degeneracdo em graus diversos, infiltrados linfoplasmocitarios de
maneira geral e necrose, caracterizando a irreversibilidade do processo. As alteracbes
observadas no exame ultrassonogréafico, a parir do aumento da ecogenicidade no grupo teste,
demonstrou diferenca estatistica entre as médias (p<0,05) em todos os dias, quando
comparados o grupo controle, validando esse método como diagnéstico para avaliagdo de
alteracdes em curto espaco de tempo. Em relacdo a mensuracdo dos niveis de cortisol, ndo foi
constatado alteracdes significativas, estando os valores dentro do intervalo normal. A injecédo
com solucéo a base de Gluconato de zinco 2,62% + DMSO 0,5% na cauda do epididimo, foi
eficaz em causar a subfertilidade dos cées, exceto em um dos animais, que aos 21 dias apds

aplicacdo retornou aos padrdes normais de sémen.

Palavra-chaves: Controle populacional. Avaliagdo seminal. Estresse.



ABATRACT

As semi-domiciled, stray and abandoned dogs populations represent OR hum Problem of
Public Health and Welfare Animal Worldwide. Therefore, the present work aimed to evaluate
the time reduction occurred while zinc gluconate action to associate when Dimethyl sulfoxide,
for that dog was considered sterile, through the application of medication in the epididymis
tail. Were used 10 male, divided into two groups, checking and testing that went through a
period of adaptation before making the top of the collections. Were evaluated as amendments
seminal parameters in testicular ultrasonography and histopathology and carried out
measurement of blood cortisol, paragraph evaluation of stress. The results obtained were
submitted statistical to testicles ANOVA and Tukey with p <0.05. Within the test group, there
was reduction of seminal physical characteristics and Significant increase (p <0.05) of the
sperm pathologies. As major injuries found in histopathology were edema, bleeding,
degeneration degrees in miscellaneous, lymphoplasmacytic departed general way and
necrosis, featuring the irreversibility of the process. Were observed changes not ultrasound
examination showed difference between how statistics average (p <0.05 ) in all days, when
compared the control group and the test group, validating that half as diagnosis paragraph
changes assessment short rhythm space. In relation to the measurement of cortisol levels was
not found significant changes, with the values within the normal range. Injection solution with
a zinc gluconate base 2.62% + 0.5% DMSO in the epididymis tail, was effective on cause of
subfertility dogs, except for hum of animals that was 21 days after application returned to

regular patterns semen.

Key word: Population control. Seminal assessment. Stress.
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1 CONTEXTUALIZACAO

As populagdes de cédes semi-domiciliados, errantes e ou abandonados representam um
problema de saude publica e bem estar animal em todo 0 mundo (WHO, 1992; WSPA, 1999).
Acdes para seu controle tém sido centradas em programas de esterilizacdo cirdrgica, posse
responsavel e legislacdo especifica (CLEVENGER; KASS, 2003; GOMES et. al., 2003).

A condicgéo natural de reproducdo pode ser interrompida por diversos motivos. Nos
animais de producdo, a castracdo tem sido promovida visando ao ganho de peso, num espaco
de tempo mais curto (COSTA et al., 2002) ou a outras vantagens econdmicas e de manejo.
Nos animais de companhia, a castracdo pode ser indicada para tratar desvios de
comportamento (VINKE et al., 2008), ou para controle populacional, naqueles de vida livre
nas areas urbanas (SHOCHAT et al., 2010). A escolha de uma politica que priorize machos
ou fémeas (ou ambos) é determinante para o sucesso da estratégia de controle.

A esterilizacdo cirargica apesar de ser uma boa medida para a reducdo de nascimentos
apresenta limitacdes para a sua execuc¢do, como: alto custo, riscos no pds-operatorio, ambiente
controlado, nimero reduzido de animais esterilizados por dia e profissionais especializados
(SOERENSEN et. al., 2007). H& também rejeicdo desta técnica por parte de alguns
proprietarios de cdes que a consideram ndo compativel com o bem estar animal (SOTO, 2003;
IMMEGART; THRELFALL, 2000). Estudos também tém destacado a importancia para que
ocorra a efetividade do programa de esterilizacdo cirtrgica no controle de populagdo animal
ha necessidade que uma elevada porcentagem de cdes seja submetida a este método por um
longo periodo de tempo (AMAKU; FERREIRA, 2009). Tais medidas nem sempre séo
possiveis de serem efetuadas nos municipios, devido principalmente a elevados custos
operacionais, comprometendo assim a sua exequibilidade e eficécia.

Muitas pesquisas estdo sendo realizadas na tentativa de tornar os métodos de
esterilizacdo mais acessiveis para a populacdo, a fim de reduzir o nimero de cées que sofrem

eutanasia todos 0s anos.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Avaliar o tempo e a a¢do do Gluconato de Zinco associado ao Dimetilsulfoxido com
aplicacdo na cauda do epididimo, na castragdo quimica de cdes no municipio de Belém.

1.1.2 Especificos

Avaliar as alteracdes nos parametros do sémen ap0s a aplicacéo da droga;

Relatar os niveis de cortisol antes da aplicacdo e antes da orquiectomia;

Descrever as alteracfes ultrassonograficas na regido da cauda do epididimo antes e
depois da aplicagéo do produto;

Descrever alteracBes anatomopatoldgicas na cauda do epididimo, causadas pelo

tratamento;
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1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Importéncia da castracdo quimica

A castracdo do macho é importante ndo apenas para o controle de coberturas
indesejadas, mas também pela diminuicdo do comportamento caracteristico, tais como monta,
demarcacao pela urina e agressividade (OLIVEIRA, 2007).

Técnicas menos invasivas tém sido estudadas, tais como a utilizacdo de agentes
esclerosantes no testiculo ou epididimo (FAYRER-HOSKEN et al., 2000). A esterilizacdo
quimica tem sido reportada por varios autores (PINEDA et al., 1977; FAHIM et al., 1993;
IMMEGART; THRELFALL, 2000; WANG, 2002).

Pesquisas que envolvem esterilizacdo quimica de machos séo restritas, e um dos
fatores esta relacionado aos resultados obtidos com a maioria dos agentes esclerosantes, que
ndo resultam em azoospermia e causam irritacdo ou ulceracdo do escroto (FAHIM et al.,
1993). O zinco tem pH neutro e faz parte da composicdo do plasma seminal e dos tecidos do
trato reprodutor masculino. Além disso, o plasma seminal e os tecidos desta regido contém
uma concentragdo de zinco maior que em qualquer outro 6rgao (FAHIM et al., 1993). Em
baixas concentra¢@es, 0 zinco é importante para a espermatogénese - incorpora-se ao flagelo
das espermatides alongadas e também é encontrado nas fibras densas externas (FAHIM et al.,
1993), mas em concentracgdes elevadas inibe a divisdo e replicacdo das células germinativas e
causa fragmentacdo da membrana celular e do nucleo (FAHIM et al., 1993; BLOOMBERG,
1996).

A castracdo quimica com a utiliza¢do do gluconato de zinco como principio ativo, tem
sido proposta como mais uma ferramenta para o controle populacional canino em areas
urbanas (TEPSUMETHANON et al., 2005). Dentre as vantagens deste método estdo o seu
baixo custo, a possibilidade de esterilizacdo de um grande nimero de animais em um Gnico
dia, simplicidade do processo, auséncia de pos-operatdrio e de ambiente controlado para a sua
execucdo. Algumas investigacBes também tém descrito a elevada aceitabilidade da
esterilizacdo quimica por parte dos proprietarios de cédes e a compatibilidade com o bem estar
animal, pois a estrutura anatémica do testiculo é preservada (CEDILLO et al., 2006).

1.2.2 Os Testiculos
O testiculo dos mamiferos é um érgéo oval ou arredondado geralmente localizado fora

da cavidade abdominal, em uma prega cutdnea denominada escroto. Esta localizacédo
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testicular € importante na maioria das espécies de mamiferos devido a necessidade de uma
temperatura inferior a temperatura abdominal, para a manutencdo das funcdes testiculares
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). Os testiculos apresentam tanto funcdo enddcrina quanto
exocrina, ambas governadas pelos hormonios gonadotroficos hipofisarios. O hormdénio
foliculo estimulante (FSH) estd diretamente relacionado com o inicio e manutencdo da
atividade gametogénica dos tubulos seminiferos. O horménio luteinizante (LH) controla a
atividade enddcrina das células de Leydig, as quais produzem a testosterona, que além de dar
suporte a atividade gametogénica, é responsavel pelos caracteres sexuais secundarios no
macho adulto (ASHDOWN; HANCOCK, 1988).

De acordo com alguns autores ha correlacdo positiva entre o peso testicular e a
producdo espermatica (AMANN, 1970; OLAR et al., 1983; FRANCA; RUSSELL, 1998).
Porém, o tamanho testicular ndo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, ou seja,
0 investimento somatico em massa gonadal € maior em animais de pequeno porte em relacéo
aqueles de maior porte corporal (KENAGY; TROMBULAK, 1986). A quantidade de
espermatozdides produzidos é sempre muito maior que 0 NnUMero necessario para a
fecundacéo, e o fato de o tamanho do testiculo ndo necessariamente acompanhar o tamanho
corporal é um contribuinte para a economia energética uma vez que animais de grande porte
produziriam quantidades excessivamente altas de espermatozoides (PAULA, 1999).

Este 6rgdo é revestido externamente por uma capsula conjuntiva (tunica albuginea)
gue envia septos para o seu interior, dividindo-o em I6bulos. Nestes l6bulos sdo encontrados
dois compartimentos: o compartimento intersticial ou intertubular, que contém vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, células e fibras de tecido conjuntivo, macré6fagos, mastocitos
e células de Leydig, e o compartimento tubular onde se encontram os tubulos seminiferos que
sdo constituidos pela tanica prépria, epitélio seminifero e lume tubular. Na tunica propria
encontram-se as celulas miodides ou peritubulares, a membrana basal e as fibras colagenas. No
epitélio seminifero estdo presentes as células de Sertoli e as da linhagem espermatogénica. No
limen tubular encontra-se o fluido secretado pelas células de Sertoli e os espermatozdides
(RUSSEL et al., 1990).

1.2.3 Gluconato de Zinco
O zinco tem pH neutro e faz parte da composicdo do plasma seminal e dos tecidos do

trato reprodutor masculino. Além disso, o plasma seminal e os tecidos desta regido contém

uma concentracdo de zinco maior que qualquer outro 6rgdo do corpo (FAHIM et al., 1993).
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No sistema imunoldgico o zinco desempenha papel fundamental, pelo fato das células do
sistema imune apresentar altas taxas de proliferacdo, e o mineral estar envolvido na traducéo,
transporte e replicacdo do DNA (BLANC et al., 1991).

A influéncia direta do zinco no sistema imune acontece devido a este elemento
estimular a atividade de enzimas envolvidas no processo de mitose, como a DNA e a RNA
polimerase, timidina quinase, desoxiribonucleotidol terminaltransferase e ornitina
descarboxilase (DELAFUENTE, 1991; SENA; PEDROSA, 2005). O zinco pode, ainda,
afetar o processo de fagocitose dos macrdéfagos e neutrofilos e interferir na lise celular
mediada por células natural killer e na ag&o citolitica das células T (BLANC et al., 1991).

O Gluconato de Zinco provoca uma lesdo localizada no testiculo com
comprometimento do parénquima testicular variando de, diminuicdo do namero de células
germinativas a total atrofia, determinando quadro de esterilidade irreversivel. Uma aplicacéo
do produto torna totalmente estéreis até 80% dos animais e os 20% restantes tornam-se
inférteis, pois apesar de capazes de produzir espermatozdides, o fazem em quantidade e
qualidade insuficiente para a fertilizacdo (RHOBIFARMA, 2010 apud DAVID, 2012).

Os produtos utilizando compostos a base de zinco possuem boa tolerancia por parte
dos animais, sem reacGes adversas nem efeitos colaterais, afetando somente as células no
tecido em que sdo injetados (TEPSUMETHANON, 2005). Isso se deve a nao-toxicidade
sistémica do zinco, tornando processos de intoxicacdo por excesso raros, sendo mais grave
sua deficiéncia (LEONARD et al., 1987).

A exposicdo a concentracdo elevada de zinco leva ao aumento dos leucdcitos
polimorfonucleares, macrofagos e linfdcitos estimulados pela presenca do mineral
(Toxicological..., Atlanta-EUA, 2005). Acredita-se que a injecdo intratesticular da solucdo a
base de zinco leva a uma alteracdo semelhante a observada na orquite auto-imune, processo
inflamatorio testicular mediado por formacdo de anticorpos contra os proprios antigenos
testiculares do individuo. Ocorre lesdo no epitélio germinativo com consequente destruicédo
dos espermatocitos, espermatides e espermatozoides o que resulta na esterilidade do animal
(MANN & LUTWAK-MANN, 1981).

Em um experimento realizado por Fahim et al. (1993), no qual foi testada a acédo de
injecdo de gluconato de zinco na cauda do epididimo de cées adultos, foi observada
azoospermia aos 90 dias ap6s o tratamento. A avaliacdo histologica do epididimo e dos
testiculos um ano ap6s o tratamento, 0s mesmos autores observaram atrofia dos tabulos

seminiferos, formagéo de tecido cicatricial e atrofia da rede testicular, aléem de enrolamento da
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cabeca e corpo do epididimo. Entretanto, a concentracdo de testosterona plasmatica ndo foi
alterada.

Wang (2002), avaliando o efeito de injecdo intratesticular de gluconato de zinco em
cdes com idades entre 2 anos e Y2 e 10 meses, observou aspermia, azoospermia ou
necrospermia aos 60 dias do inicio do tratamento em 95% dos animais. O mecanismo de a¢do
da droga foi atribuido ao zinco, que causou atrofia dos tibulos seminiferos com formacéo de
tecido de granulacao, o que impediu a migracdo dos espermatozoides dos tubulos seminiferos

para o epididimo.

1.2.4 Dimetilsulfoxido (DMSO)

Ja foram verificadas acima de trinta propriedades farmacologicas e terapéuticas do
DMSO as quais resultam da sua capacidade de interagir ou combinar com &cidos nucléicos,
carboidratos, lipideos, proteinas e muitas drogas sem alterar de forma irreversivel a
configuracdo molecular (Sojka et al. 1990). Essas propriedades garantem seu reconhecimento
como droga das mais versateis ja conhecidas na medicina.

Penetracdo e difusdo — A particular habilidade em transpor a pele integra,
difundindo-se em todos os tecidos e fluidos organicos faz do DMSO uma arma poderosa,
frequentemente (til no tratamento de lesdes localizadas em tecidos densos ou de dificil acesso
RAND-LUBY et al., 1996.

Carreadora - Devido a intensa capacidade de penetracdo, muitas substancias quando
associadas a0 DMSO podem ser carreadas através das membranas (BRAYTON, 1986; ROSE
& HODGSON, 1993; RAND-LUBY et al., 1996. Essa propriedade tem sido utilizada quando
as lesdes se localizam em tecidos que apresentam dificuldade a penetracéo.

Potencializadora - A propriedade anterior pode ter relagdes com essa. Ambas devem
ser consideradas criteriosamente pelo clinico, antes de administrar a droga, j& que podem ser
altamente benéficas (BLYTHE et al.,1986; ROSE; HODGSON, 1993) ou maléficas
(BRAYTON, 1986).

Imunomoduladora - Além de inibir a quimiotaxia de polimorfonucleares (PMN) no
espaco pleural, amplia a disponibilidade de receptores na membrana celular, facilitando a
interacdo de antigenos (Sojka et al., 1990).

Antiinflamatoéria - A partir da década de sessenta essa propriedade tem sido
considerada miraculosa e vastamente conhecida (BLYTHE, 1986; BRAYTON, 1986),
resultando de mecanismos multiplos (ALSUP; DEBOWES, 1984; SOJKA et al., 1990), entre
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0s quais sdo citados: 0 antagonismo das substancias originadas da cascata do acido aracdonico
(STONE, 1993) e do fator de agregacdo plaguetaria (BRAYTON, 1986), inibicdo da
infiltracdo de PMN (ALSUP; DEBOWES, 1984; SOJKA et al., 1990; ROSE; HODGSON,
1993), remocdo dos RLO produzidos pelos neutrofilos (BLYTHE et al.1986; SOJKA et al.,
1990; HENRY, 1992; PARKS, 1995; MACKAY, 1996; MURRAY, 1996) os quais estdo
envolvidos na evolucdo do distarbio circulatorio a caminho da necrose. Apesar dos Varios
mecanismos citados, 0 DMSO ¢ mais eficaz na inflamacdo aguda (ROSE; HODGSON,
1993).

Vasodilatadora - E resultante da ag&o histaminogénica (BRAYTON, 1986; STONE,
1993) e anticolinesterasica (BRAYTON, 1986) somada a vasodilatacdo no leito capilar
subdermal e a desagregacdo plaquetaria que resultam em importante protecdo contra lesdo
isquémica (BRAYTON, 1986; RAND-LUBY et al., 1996), sendo reconhecida como
importante na garantia de enxertos.

Diurética - Essa propriedade pode compor o mecanismo pelo qual a droga reverte
anomalias neurolOgicas decorrentes de traumatismos cranianos, sem serem observadas
alteracdes eletroliticas (BLYTHE et al.,, 1986; SOJKA et al., 1990) em pacientes
normovolémicos.

Analgésica - Deve-se indiretamente a propriedade antiinflamatdria, e diretamente ao
bloqueio quimico da fibra C em nervos aferentes periféricos (STONE, 1993) além da acéo
central andloga a morfina (ROSENBAUM et al., 1965; WOOD & WOOD, 1975; HAIGLER
& SPRING, 1983; BRAYTON, 1986). Por outro lado, essa acdo central € postulada nédo
envolver receptores opidides (BRAYTON, 1986).

Miorrelaxante - Associado a efeitos tranquilizante e sedativo, tem sido observado em
varias espécies (ROSENBAUM, 1965; BRAYTON, 1986; STONE, 1993). Essa propriedade
sem duvida decorre principalmente do conforto resultante das outras propriedades, ou seja,
antiinflamatédria e analgésica (STONE, 1993).

1.2.5 Exame Andrologico e Coleta de Sémen

O exame fisico completo bem como o trato reprodutivo do cdo deve ser avaliado,
partindo-se do escroto, testiculos, epididimo, prosseguindo para o pénis e finalmente,
examinando-se a glandula prostatica e posteriormente as caracteristicas fisicas, morfoldgicas e
microbiologicas do sémen a fresco (MIES FILHO, 1987; CHRISTIANSEN, 1988;
FELDMAN; NELSON, 1996).
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Enfermidades nos 6rgdos reprodutivos de cdes tém variados graus de morbidade,
mortalidade e sofrem influéncias do histérico reprodutivo, de tratamentos farmacologicos
prévios e de condi¢cBes ambientais, podendo dessa forma ocorrer variacGes regionais na
incidéncia de determinadas anormalidades reprodutivas (PREVIATO et al., 2005).

A coleta de sémen é um procedimento rotineiro na clinica reprodutiva de cées e suas
indicac@es incluem: exame androldgico, inseminacdo artificial, congelamento ou resfriamento
do sémen e suspeita de afeccdes prostaticas (JOHNSTON et al., 2001; KUTZLER, 2005). A
eleicdo da técnica de coleta e dos materiais utilizados varia conforme o perfil do cédo e a
preferéncia do profissional (KUTZLER, 2005).

O sémen canino pode ser coletado pelo método da manipulacdo digital do pénis
(ENGLAND, 1999; JOHNSTON et al., 2001; KUTZLER, 2005), que em geral requer
condicionamento prévio do céo e/ou presenca de uma fémea em estro. Uma vez que o cao se
habitue a coleta por manipulagdo digital, a presenca da fémea em estro pode ser dispensavel
(ENGLAND, 1999; JOHNSTON et al., 2001; KUTZLER, 2005). Nos casos em que a coleta
de sémen por manipulacdo digital ndo apresenta sucesso, por exemplo, em cdes com
patologias locomotoras, quadros clinicos dolorosos e auséncia de libido, a coleta por
eletroejaculacdo pode ser indicada (JOHNSTON et al., 2001; KUTZLER, 2005).

Comparativamente, a coleta por eletroejaculagéo apresenta algumas desvantagens em
relacdo a manipulacdo digital, pois € um procedimento que requer anestesia geral, produz
grande volume de fluido prostatico, levando a piores resultados para criopreservacao
(CHRISTENSEN et al., 2011) e resulta em menor nimero total de espermatozoides no
ejaculado, devido ocorréncia de ejaculacdo retrograda em direcéo a bexiga (OHL et al., 1994;
CHRISTENSEN et al., 2011).

No entanto, alguns estudos apontam que os parametros de motilidade, integridade,
viabilidade e morfologia espermatica dos espermatozoides coletados por eletroejaculacéo sdo
semelhantes aos observados em coletas por manipulacdo digital (OHL et al., 1994;
CHRISTENSEN et al., 2011), tornando a eletroejaculacdo uma alternativa viavel nos casos
em que a coleta por manipulacéo digital ndo € possivel.

O ejaculado é coletado fracionadamente com o auxilio de um funil de vidro ou plastico
que desemboca em tubos graduados (GILL et al., 1970).

O volume é mensurado atraves da graduacdo do tubo coletor e a quantidade de
ejaculado obtido, pode variar de acordo com a idade, tamanho, frequéncia de coletas, método
e duracdo das coletas (MIES FILHO, 1987; FELDMAN; NELSON, 1996).
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A motilidade é avaliada subjetivamente, colocando-se uma gota de sémen sobre
lamina aquecida (35-37 °C), sendo esta recoberta por laminula. O exame é realizado com
microscopia optica, em objetiva de 40x. A avaliacdo da motilidade espermatica é definida
como o percentual de espermatozoides moveis de um ejaculado (0-100) (CBRA, 2013).

O vigor também é avaliado subjetivamente, colocando-se uma gota de sémen sobre
lamina aquecida (35-37 °C), sendo esta recoberta por laminula e o exame é realizado sob
microscopia optica, em objetiva de 40x e representa a intensidade com a qual as células
espermaticas se locomovem. O resultado obtido deve ser expresso em escore de zero a cinco
(0-5), conforme o CBRA (2013).

A concentracdo é determinada por meio de contagem das células espermaticas em
Camara de Neubauer, ap6s diluicdo de 1:20 em formol salino, e 0 nimero de espermatozoides
é expresso em mm?3 (CUNHA, 2008).

Segundo Cunha (2008), uma das metodologias que pode ser utilizada para a avaliacéo
da morfologia espermatica é a coloracdo dos esfregacos de sémen pelo Vermelho Gongo e
Cristal Violeta, e ap0s a coloracdo, os esfregacos devem ser avaliados em microscopia de
campo claro com aumento de 1000x, observando-se as estruturas da cabeca, colo, peca
intermediaria e cauda (defeitos maiores, relacionados a espermatogénese, de origem testicular
e menores, relacionados ao transporte e armazenamento no epididimo, alteracdo na técnica,
febre, trauma e processo infeccioso). Devem ser avaliadas 200 células espermaticas em cada
esfregaco. Os resultados devem ser expressos em porcentagem e registrados individualmente.

Conforme estudo de Cunha (2008), a avaliacdo de Vivos e Mortos consiste em
misturar 1 gota de corante eosina-nigrosina com 1 gota de sémen in natura em uma lamina
pré-aquecida. O esfregaco feito € examinado em microscopio com objetiva de 40x para
identificar os espermatozoides vivos (aparecendo sem coloracdo) e os mortos que absorveram
o corante e se tornaram vermelhos (BARTH; OKO, 1989). Sdo contadas 200 células

espermaticas de cada amostra.

1.2.6 Avaliagao do estresse através do Cortisol

Os seres vivos sobrevivem gragas a manutencdo de um equilibrio complexo, dindmico
e harmonioso, denominado homeostase, que é ameacado quando 0s organismos Sdo expostos
a situacdes adversas. Nestas situacBes ocorre uma série de respostas adaptativas que se
contrapBem aos efeitos dos estimulos estressantes, na tentativa de restabelecer a homeostasia
(ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).
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O estresse pode ser definido como um estado antecipado ou real de ameaga ao
equilibrio do organismo e a reacdo do mesmo, que visa restabelecer o equilibrio através de um
complexo conjunto de respostas fisioldgicas e comportamentais. A manutencdo deste estado
de equilibrio, homeostase, é essencial para a vida e é constantemente desafiado por forcas
internas ou externas. Esses desafios ativam o0s sistemas sensoriais, através de estimulos
interoceptivos, como os produzidos, por exemplo, por mudangas no volume ou osmolaridade
do sangue, ou por estimulos exteroceptivos, tais como o cheiro de um predador,
desencadeando uma cadeia de respostas que objetivam minimizar os danos para o organismo
(ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

E bem conhecido o efeito negativo do estresse sobre o desempenho reprodutivo, mas
0s exatos mecanismos que controlam esse efeito ndo estdo bem esclarecidos (RAZDAN et al.,
2001). Estudos tém demonstrado que estressores ambientais (temperatura, manejo,
instalagdes, social) aumentam a secrecdo enddgena de ACTH que estimula a adrenal produzir
cortisol e esterdides sexuais, 0s quais inibem ou alteram a secrecdo de hormonios
gonadotréficos, causando problemas de infertilidade ou baixa eficiéncia reprodutiva
(HENNESSY; WILLIAMSON, 1983; TSUMA et al., 1996; TSUMA et al., 1998). Por
exemplo, estresse causado por privacdo de alimento, ap6s 48 horas a ovulagdo, eleva a sintese
de cortisol e prostaglandina F2a e afeta a motilidade do oviduto e, consequentemente, diminui
a taxa de clivagem dos embrides e o numero de espermatozdides acessorios na zona pellcida
(MBURU et al., 1998; RAZDAN et al., 2001).

As respostas ao estresse sdo desencadeadas inicialmente pela ativacdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), provocadas pela liberacdo do hormoénio liberador de
corticotrofina (CRH), pelo hipotdlamo, e a subsequente liberacdo de hormdnio
adrenocorticotrépico (ACTH), pela pituitaria anterior, e de glicocorticoides pelo cortex da
adrenal (VARLEY; STEDMAN, 1994).

A responsividade do eixo HPA ao estresse €, em parte, determinada pela habilidade
dos glicocorticoides em regular a liberacdo de ACTH através de um sistema de
retroalimentacdo negativa. O cortisol exerce um feedback negativo sobre a liberacdo de
ACTH, tanto a nivel de hipotdlamo como da pituitaria. No hipotalamo, ele induz a reducéo do
CRH e na hipofise, reduz a quantidade de ACTH em resposta ao CRH. Além da hipofise e de
sitios hipotalamicos, ha evidéncias consideraveis sobre a importancia do sistema limbico, do
hipocampo, e do cortex frontal na regulagdo da atividade do eixo HPA. De fato, o hipocampo
contém a maior densidade de receptores de corticosterdides no sistema nervoso (SN)
(VARLEY; STEDMAN, 1994).
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1.2.7 Exame ultrassonogréfico

A ultrassonografia € um metodo diagndstico ndo invasivo, considerado seguro para o
operador, auxiliares e principalmente para os animais, ja que ndo ha necessidade de sedacgéo e
nem relatos de alteragdes fisiologicas em funcéo da técnica. Outra vantagem da técnica esta
na possibilidade de avaliagOes seriadas e em tempo real (SINGH et al., 2003).

O testiculo canino caracteriza-se por ser uma estrutura oval, de ecogenicidade média e
ecotextura fina e homogénea e possui tunica albuginea fina, regular e hiperectica. O
mediastino testicular é visualizado como uma estrutura ecogénica linear central, no plano
sagital médio, e com um eco central focal, no plano médio transversal. Com frequéncia,
ambos os testiculos podem ser visibilizados em um Unico plano de varredura. A cabeca e a
cauda do epididimo estdo localizadas respectivamente nos polos cranial e caudal do testiculo e
0 corpo pode ser visto dorsal a este. O epididimo é menos ecogénico que o testiculo e as vezes
pode parecer anecoico. Sua ecotextura pode se apresentar mais grosseira quando comparada a
do testiculo (SINGH et al., 2003).

A ecogenicidade e a ecotextura dos testiculos de cdes é caracterizada por ser
homogénea, com padrdo regular e ecogenicidade média, semelhante a observada em
humanos. Para a execucdo do exame ultrassonografico de testiculos e epididimos ndo é
necessaria a realizacdo de preparo prévio do paciente, tampouco tricotomia da regido
testicular. Devem ser obtidas imagens nos planos longitudinal e transversal. Para se realizar as
medidas do 6rgao podem-se utilizar os transdutores de 5,0 ou 7,5 MHz (PUGH et al., 1990).

Vannuchi (2009) efetuou o exame ultrassonografico dos testiculos de cdes, decorridos
cinco anos do tratamento com a formulacdo do Infertile® e ndo constatou a presenca de
qualquer imagem compativel com neoplasia.

O uso da ultrassonografia como meio diagndstico vem sendo amplamente estudada
visando a determinacdo de parametros confiaveis que determinem a inclusdo dos mesmos em
programas de reproducdo (PECHMAN; EILTS, 1987).

1.2.8 Histopatologia

A degeneragdo do epitélio seminifero constitui a causa mais comum e importante de
declinio da fertilidade em machos das espécies domésticas (McENTEE, 1990;
NASCIMENTO; SANTOS, 2003). Segundo McEntee (1990) e Nascimento e Santos (2003)

existem multiplas etiologias para a degeneracdo testicular, dentre as quais se destacam
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alteracbes térmicas, criptorquidismo, edema de bolsa escrotal, dermatite de bolsa escrotal,
orquites, deficiéncia de vitamina A, obstrucdo epididimaria e elevacdo da temperatura
ambiental.

O testiculo ou o epididimo podem se tornar infectados pela via hematdgena, por meio
da ascensdo de patdgenos de qualquer parte do trato urindrio ou em consequéncia de feridas
penetrantes. Embora a infeccdo de um possa ocorrer sem o envolvimento do outro, 0S
microrganismos causadores sdo 0s mesmos. A orquite-epididimite € mais comum nos cdes do
gue nos gatos. A infeccao bacteriana dos testiculos, epididimos ou escroto causa alteracdes na
espermatogénese, como resultado das propriedades destrutivas dos préprios microrganismos e
do edema, inflamagé&o e hipertermia locais (JUBB et al., 1993).

Segundo Oliveira (2007), as alteracfes histopatologicas testiculares apos a aplicacéo
do gluconato de zinco foram caracterizadas como lesdo inflamatdria aguda, aumento do nivel
de leucdcitos polimorfonucleares, macrofagos e todos os tipos de linfdcitos, edema, necrose,
presenca apenas de células de sertoli na maioria dos tubulos seminiferos com auséncia de
espermatogonias, sendo essas alteracbes maiores em areas proximas ao local da injecédo, o que
pode estar relacionado com a concentracdo da droga no local ou a uma caracteristica fisico-
quimica inerente a droga (IMMEGART; THRELFALL, 2000).

Silva et al. (2010) avaliaram o efeito da injecdo intratesticular de gluconato de zinco
em cdes nos primeiros dias subsequentes a injecdo, por meio de analise histolégica e
ultraestrutural. Os achados encontrados por estes autores, associados com os relatados por
Oliveira et al. (2007), demonstram que a injecdo intratesticular de zinco possui acdo mais
especifica sobre a espermatogénese, seja de forma direta ou por meio do desencadeamento de
uma reacdo inflamatoria local e ndo devido apenas a formacdo de fibrose que impediria a
passagem dos espermatozoides dos tubulos seminiferos para o epididimo, como sugerido por
Wang (2002).
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2. CASTRACAO QUIMICA DE CAES POR MEIO DO USO DO GLUCONATO DE
ZINCO ASSOCIADO AO DIMETILSULFOXIDO

2.1. Introducéo

A Organizacdo Mundial de Salde aponta que a reducdo da populagdo canina,
especialmente os ndo domiciliados, pode ser alcancada atraves da conscientizacdo das pessoas
sobre os beneficios da castracdo (BOGEL, 1990). Diante disso, o estudo de métodos
contraceptivos para o controle populacional de cdes vem aumentando exponencialmente nos
ultimos anos, a busca de um método que seja eficaz, rapido, de baixo custo, pouco invasivo,
que atenda a toda populacéo e que leve em conta o bem-estar animal (BOGEL, 1990).

Os agentes esclerosantes, quando injetados no parénquima testicular, levam a sua
atrofia e decréscimo da espermatogénese, além de promoverem reducdo da concentracdo de
androgenos, o que contribui para a diminuicdo de alteracdes andrdogeno-dependentes, tais
como doengas da prostata e alteracGes de comportamento (OLIVEIRA, 2006). A aplicacdo da
droga no testiculo leva a uma resposta sistémica imune devido a ruptura da barreira de células
de Sertoli, além de inflamac&o local com liberacdo de antigenos testiculares (JOHNSTON et
al., 2001).

Dentre as substancias utilizadas com essa finalidade, 0 GZ é a substancia que se
enquadra nos requisitos de seguranca aos animais tratados e para 0 meio ambiente, eficaz em
uma grande porcentagem de animais tratados, e irreversivel apds um unico tratamento
(OLIVEIRA et al., 2011). Hawkins (2006) e Levy et al. (2008) relataram a ocorréncia de
eventos de contracepcdo nos quais mais de 200 cdes sdo esterilizados em um unico dia com
Gluconato de zinco, estimulando a pesquisa sobre 0 uso dessa substancia como alternativa aos
métodos cirdrgicos de contracep¢do em caes.

Portanto o presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia da reducdo do
tempo na acdo do Gluconato de zinco associado ao Dimetilsulfoxido, para que o cdo fosse
considerado estéril, com a aplicacdo da medicagdo na cauda do epididimo, além de mensurar
0 estresse do animal atraves da dosagem de cortisol no sangue, alteragcdes no padréo seminal,

na ultrassonografia testicular e na histopatologia.
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural da Amazodnia, sob o nimero de processo, 23084.016930/2014-10.

2.2.2 Animais e local da pesquisa

O experimento foi realizado, no canil experimental do projeto Vida Digna do Instituto
de Saude e Producdo Animal (ISPA), no Campus Belém da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA), no periodo de dezembro de 2014 a julho de 2015, sendo fornecido aos
animais alimentacdo a base de ragdo comercial e agua a vontade.

Foram utilizados 10 cées, com idades entre 1 a 5 anos, sem raca definida, porte médio,
com peso entre 8 a 16 kg, provenientes dos bairros da Terra Firme e Guama da cidade de
Belém.

Os animais foram selecionados por meio de exame fisico criterioso, onde foi dado
énfase a procura de ectoparasitas (pulgas e carrapatos), em razdo de comprometer 0 peso do
animal, podendo ocorrer hiporexia (apetite diminuido), doencas venéreas transmissiveis
dentre elas Tumor de Sticker, que inviabilizava a participagcdo do mesmo no experimento.

Foi realizado hemograma para detectar possiveis infeccdes, dentre elas
hemoparasitoses, além de anemias. Apds obtencdo dos resultados laboratoriais e com 0s
animais higidos, foram realizadas: a vacinacgao antirrabica e vermifugagdo (com medicacdo a
base de Pamoato de Pirantel, Praziquantel e Ivermectina). E os animais foram submetidos a

um periodo de duas semanas de adaptacdo com a nova rotina.

2.2.3 Exame Androldgico

Apols periodo de adaptacdo foram realizadas as coletas de sémen por meio de
massagem digital para avaliacdo espermaética, onde foi massageado o prepucio do cdo na
altura do bulbo da glande, até que o animal atingisse a erecdo parcial. O prepucio foi retraido
caudalmente ao bulbo e no pénis foi realizada moderada presséo, posteriormente ao bulbo de
acordo com Christiansen, 1988. O ejaculado foi coletado fracionadamente (fragdes: uretral,

rica em espermatozoides e prostatica foram divididas com o auxilio de um funil de plastico
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que desembocava em tubos graduados (Figura 1). Conforme recomendacdo do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

Os animais foram submetidos a duas coletas de sémen em dias diferentes, com
intervalo de sete dias, para obtencdo de um padrdo seminal individual antes da aplicacdo do
(NaCl 0,9% para 0 GC e GZ + DMSO para o GT), para verificar volume, motilidade, vigor,
vivos e mortos, patologias totais (maiores e menores) e concentracdo, além do aspecto
morfoldgico dos testiculos, seguindo as normas do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(CBRA, 2013).

Figura 1: Coleta de sémen de cdo através de massagem digital.

A motilidade foi avaliada, colocando-se uma gota de sémen sobre uma lamina pré-
aquecida a uma temperatura de (35-37 °C), por uma placa aquecedora, sendo esta recoberta
por uma laminula. O exame foi realizado por meio de microscopia Optica, em objetiva de 40x.
A avaliacdo da motilidade espermaética foi definida como o percentual de espermatozoides
moveis de um ejaculado (0-100) (CBRA, 2013).

O vigor foi avaliado da mesma forma, porém o resultado foi expresso em uma escala
de zero a cinco (0-5), conforme o0 CBRA (2013).

Foram preparados dois esfregagos em laminas, para serem corados pelo método de
Cerovsky, 1976, para contagem das anormalidades espermaticas, classificadas em menores e
maiores, onde foram contabilizadas 200 células.

Para contagem de vivos e mortos, uma gota de sémen a fresco foi misturada ao corante
Eosina-Nigrosina, feito um esfregaco e contabilizando um total de 200 células, sendo
observada em microscopia Optica em objetiva de 40x.
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A concentracdo foi determinada através da contagem das células espermaticas na
Camara de Neubauer, ap6s dilui¢do de 1:20 em formol salino e o0 nimero de espermatozoides

foi expresso em mm3,

2.2.4 Grupos de Animais

Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo controle e o Grupo teste, com
cinco animais cada, sendo que quatro animais (dois do grupo controle e dois do grupo teste),
foram avaliados apenas por 7 dias, através do espermograma e ultrassonografia, antes e apos a
aplicacdo da medicacédo e em seguida realizada a orquiectomia (D7). O restante da amostra foi
avaliada por 21 dias, com posterior orquiectomia (D21). Esta divisdo dentro dos grupos foi
realizada com o objetivo de avaliar a diferenca entre as lesbes com 7 dias ap0s a aplicacdo do

Infertile® e com 21 dias. Assim como no grupo controle com a administracdo de NaCl 0,9%.

2.2.4.1 Grupo Controle

Neste grupo foi administrado 1 a 2 ml de solucéo estéril de NaCl 0,9%, respeitando o
tamanho de cada testiculo.

A dose de NaCl 0,9% aplicada com profundidade de agulha inteira 13 mm x 0,45 mm,
na cauda do epididimo seguindo o padrdo de volume estabelecido pelo Robifarma, fabricante
do Infertile®. David (2012), utilizando a dose de saturagéo de 0,5 mL, obteve melhor resposta
em seu experimento, a mesma dose foi utilizada neste trabalho, no qual dois animais foram

castrados com 7 dias e o restante com 21 dias ap0s a aplicacdo da droga.

2.2.4.2 Grupo Teste

Este grupo recebeu a dose que variou de 1,5 ml a 2,5 ml ao estipulado pelo fabricante
do Infertile®, a partir da mensuracédo dos testiculos, sendo que foi administrado a mais 0,5 ml
como dose de saturacdo em cada testiculo.

2.2.5 Aplicacédo da droga

Os animais foram submetidos a jejum prévio de 12 horas. Os animais foram
tranquilizados utilizando acepromazina 0,2% em sub-dose (0,05mg/kg), para que o paciente
permita ser manipulado durante a administracdo do GZ + DMSO e nédo ocorra falhas durante
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o0 procedimento. Foi realizada também a aplicacdo de anti-inflamatério ndo esterioidal a base
de Meloxican (0,2mg/kg), 30 minutos antes da aplicacdo do GZ + DMSO, de acordo com a
metodologia de David (2012), porém a aplicacdo do GZ + DMSO foi em uma area diferente
da estipulada pelo fabricante.

Os testiculos foram previamente mensurados, na sua por¢do medial transversal com o

auxilio do paquimetro (Figura 2), e limpos com solugdo antisséptica.

Figura 2: Mensuracdo do testiculo de cdo com paquimetro, submetido & injecdo de Gluconato de
zinco + DMSO. Localizacdo do maior didmetro testicular.

A aplicacdo do farmaco foi realizada na cauda do epididimo (Figura 3) de cada
testiculo, utilizando uma seringa e agulha de insulina, para aplicacdo de NaCl 0,9% para o
grupo controle e de Gluconato de zinco + Dimetilsulfoxido para o grupo teste.

Figura 3: Aplicacdo intratesticular da solucdo de gluconato de zinco + DMSO.
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2.2.6 Doses aplicadas

O Gluconato de Zinco, na concentracdo de 26,2 mg + Dimetilsulfoxido 0,05 mg/mL
(Infertile®), sdo recomendados em doses de acordo com o didmetro medial transversal
testicular, até 0 méximo de 2 mL em cada testiculo. A Tabela 1 mostra o didmetro medial

transversal testicular e a dosagem do farmaco que deve ser aplicada, respectivamente.

Tabela 1 — Doses de aplicacdo do Gluconato de Zinco + Dimetilsulféxido, apos a mensuragdo

do diametro medial transversal testicular.

Tamanho do didmetro medial transversal Volume aplicado (ml)/ Dose
testicular (mm) Padréo
12-17 (porte pequeno ou filhote até 2 meses) 0,5
18-23 (porte médio) 1,0
24-27 (porte grande) 1,5
27 ou mais (porte grande) 2,0
Dose de saturacdo testicular 0,5 a 2 acima da dose

Fonte: Rhobifarma modificado

2.2.7 Doses aplicadas de acordo com o grupo

Conforme indicacdo do fabricante, as doses foram calculadas a partir da mensuragéao
do maior diametro transversal testicular, sendo este padrdo também utilizado para o grupo

controle e a dose de 0,5 ml a mais da dose correspondente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Relacdo diametro transversal dos testiculos direito e esquerdo (cm) x volume (ml)
da solugdo de Gluconato de zinco + Dimetilsulfoxido, de acordo com os grupos controle e
teste.

GRUPO CONTROLE GRUPO TESTE
COMP(cm)  APLIC(ml) COMP(cm)  APLIC(ml)
ANIMAL1  TD 2,5 2,0 ANIMAL1  TD 2,0 1,5
TE 2,6 2,0 TE 2,1 15
ANIMAL2  TD 2,3 1,5 ANIMAL2  TD 2,6 2,0
TE 2,1 15 TE 2,6 2,0
ANIMAL3  TD 2,4 2,0 ANIMAL3  TD 25 2,0
TE 2,3 15 TE 2,8 2,5
ANIMAL4  TD 2,3 1,5 ANIMAL4  TD 2,3 2,0
TE 2,1 15 TE 2,4 2,0
ANIMAL5  TD 1,5 1,5 ANIMAL5  TD 2,0 1,5
TE 2,0 15 TE 2,0 15

2.2.7 Orquiectomia e pOs-operatério

As cirurgias foram realizadas no Bloco Cirargico (ISPA/UFRA). Todos os cdes foram
submetidos a orquiectomia bilateral, com subsequente coleta dos testiculos em frasco secos e
encaminhados até o LABOPat (ISPA). Os animais foram submetidos a jejum prévio de 12
horas. O protocolo anestésico utilizado foi de acepromazina 0,2% (0,05 mg/kg IM) como
medicacdo pré-anestésica. Na inducdo e manutencdo anestésica, foi utilizado a Ketamina
(10mg/kg) associado ao Diazepan (1 mg/kg) por via endovenosa. Posteriormente foi infiltrado
na regido subcutanea pré-escrotal, cloridrato de lidocaina (5 mg/mL), para evitar a
necessidade de um refor¢o anestésico. A técnica utilizada foi a pré-escrotal (BOOTHE, 2003),
pelo método fechado (sem abertura da tanica vaginal). O tecido subcutaneo foi suturado com
catgut cromado 2.0, e a pele com fio de nylon 2.0. No p6s-operatdrio, utilizamos cefalexina
(20mg/kg) por via oral, durante sete dias, Meloxican (0,2 mg/kg) por trés dias e sulfadiazina
de prata pomada no local, por 10 dias. O po6s-operatério foi acompanhado por dez dias até a

retirada dos pontos e devolugéo dos animais para 0s respectivos donos.
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2.2.8 Avaliacédo do Estresse por meio da mensuragéo do cortisol

Este foi avaliado, por meio da coleta de sangue por venopuncdo da veia cefélica, e
enviado para um laboratério humano em Belém, para dosagem dos niveis de cortisol no
sangue através do método de quimioluminescéncia, antes da aplicagdo do produto e no dia
que foi realizada a castragdo do animal. Com o objetivo de avaliar se a técnica causaria um

grau de estresse elevado no animal, ou se respeitaria 0 bem estar do mesmo.

2.2.9 Ultrassonografia Testicular

Os exames ultrassonograficos foram realizados com o auxilio do aparelho Mindray
Diagnostic Ultrasound System Modelo: Z6 Vet, com transdutor linear transversal e frequéncia
de 7 - 12 Mhz. Foram feitas imagens nos planos longitudinal e transversal (CARVALHO,
2004) avaliando: tamanho, contornos, ecotextura e ecogenicidade dos testiculos e epididimos.

Os valores de escala de cinza do parénquima testicular de cada testiculo foram
determinados a partir das imagens digitais, e expressos em unidades de intensidade pixel. O
alcance total das intensidades de pixel foi definido por valores numéricos de 0 a 255, em que
o valor zero representa a cor preta anectica e o valor de 255 representa o branco,
caracteristicos de imagens hiperecoicas. A partir destas imagens foi determinado a
ecodensidade testicular, expressa em quantidade de pixels/area. Utilizamos o Programa
Imagem J, que é um software de dominio publico, baseado em um programa de
processamento de imagem, desenvolvido no National Institutes of Health, que calcula a area e
estatisticas de pixel de valor definido pelo usuario (RASBAND, 1997).

As analises da ecogenicidade em pixel dos epididimos foram feitas tomando-se uma
regido pré-determinada em cada imagem do testiculo direito e esquerdo. Para se avaliar a
homogeneidade da ecotextura testicular e a area respectiva de pixels, cada regido das imagens
selecionadas foi delimitada, com um quadrado de meio cm? (Figura 4). Posteriormente, com
os valores dos dois testiculos foi obtida a média da ecogenicidade testicular por animal.

Os exames foram realizados antes da aplicagcdo e posteriormente no D7, D14 e D21

com o objetivo de realizar a avaliagdo comparativa das imagens.
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“ FIBROSE

A

Figura 4: Imagem Ultrassonogréafica do testiculo de um do cdo Grupo Teste: A) Corte transversal antes da
aplicacdo do Infertile®. B) Corte transversal com 7 dias apés a aplicacdo da droga, formacdo de fibrose.

2.2.10- Histopatologia

Apds a orquiectomia, os testiculos coletados, foram fixados em solucdo de Bouin
(SLATTER, 2003) por 24 horas, sendo posteriormente lavado e preservado em alcool 70% até
0 momento do processamento, no Laboratdrio de Patologia Animal - LABOPAT da UFRA.

Posteriormente, foram clivados com cortes longitudinais de 0,5 cm, colocados em
cassetes histoldgicos e submetidos a desidratacdo, diafanizacdo e incluso em Paraplast®. Os
blocos foram cortados em micrétomo rotativo com cerca de cinco micrometros de espessura e
as laminas coradas pela hematoxilina e eosina para analise em microscopio optico de luz, com

aumento de 100x e 400x para verificar a ocorréncia de alteragcdes no parénquima testicular.

2.2.11 Andlise Estatistica

Os dados foram catalogados em planilhas eletrénicas submetidas ao teste estatistico
ANOVA (Andlise de variaveis) através de software especializado (SAS, 2009). As médias
dos grupos foram comparadas através do Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Foram comparadas as médias e desvio padrdo de volume espermatico, motilidade,
vigor, concentracdo, vivos e mortos, patologias espermaticas maiores e menores e a
intensidade de pixel (IP), antes e depois da aplicagdo do produto para avaliar se a aplicacdo na
cauda do epididimo causaria a reducdo de tempo preconizada pelo fabricante, para que o

animal fosse considerado estéril.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao do estresse pela mensuracao do cortisol

A partir da mensuracdo dos niveis de cortisol (Tabela 3), ndo foi constatado alteragdes
significativas, estando os valores dentro do intervalo normal para cées, que corresponde a 0,5
pg/dL — 6 pg/dL (FELDMAN; NELSON, 1996), o que demonstra que 0s animais estavam
completamente adaptados ao manejo apds as duas semanas iniciais, portanto, ndo sofrendo

qualquer tipo de ameaca ou estresse que desencadeassem a resposta de luta e/ou fuga.

Tabela 3 — Dosagem de cortisol, antes da aplicacdo e antes da orquiectomia, no grupo
controle e no grupo teste.

GRUPO CONTROLE GRUPO TESTE

Antes da Antes da Antes da Antes da

aplicacéo orquiectomia aplicacéo orquiectomia
ANIMAL 1 2,7mcg/dL 2,5 mcg/dL ANIMAL 1 0,5 mcg/dL 0,6 mcg/dL
ANIMAL 2 1,0 meg/dL 1,0 meg/dL ANIMAL 2 1,6 mcg/dL 1,5 meg/dL
ANIMAL 3 1,0 meg/dL 1,1 mcg/dL ANIMAL 3 0,9 mcg/dL 1,0 meg/dL
ANIMAL 4 1,2 meg/dL 1,1 mcg/dL ANIMAL 4 2,6 mcg/dL 1,0 meg/dL
ANIMAL 5 1,5 meg/dL 1,3 mcg/dL ANIMAL 5 1,1 mcg/dL 1,0 meg/dL

3.2 Avaliacdo ultrassonografica testicular

Os valores do padrdo da ecogenicidade antes e depois da aplicacdo de NaCl 0.9%,
apresentaram certa diminuicdo 21,36+10,42 e 21,24+10,22 antes da aplicacdo e 13,36+4,08 e
14,1745,04; 10,89+1,47 e 14,48+3,91; 16,22+2,70 e 11,90+7,57; no D7, D14 e D21
respectivamente para 0 grupo controle. Ja no grupo teste ocorreu aumento na ecogenicidade
21,13+6,35 e 23,25+3,56 antes da aplicacdo, 20,30+2,85 e 28,67+8,48; 27,31+11,18 e
23,72+4,04; 28,90+6,28 e 28,41+4,61; no D7, D14 e D21 respectivamente, apos a aplicacéo
do Infertile® (Tabela 4), obtendo diferenca estatistica entre as médias (p<0,05) em todos os
dias, quando comparados o grupo controle e o grupo teste. Provavelmente devido ao processo
inflamatdrio e a lesdo causada pela droga, alem de formacdo de fibrose em um dos animais

notada no exame de ultrassom.
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Tabela 4 - Média e desvio padrao da ecogenicidade da cauda do epididimo dos cdes do grupo

controle e grupo teste.

Testiculo Direito Testiculo Esquerdo

GC GT GC GT
Antes 21,36+10,42%  21,13%#6,35*  21,24+10,22°  23,25+3,56°
D7 13,36+4,08? 20,30+2,85° 14,175,043 28,67+8,48°
D14 10,89+1,47¢  27,31+11,18° 14,48+3,912 23,72+4,04°
D21 16,22+2,70° 28,90+6,28° 11,90+7,572 28,41+4,61°

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. ANOVA; Teste de Tukey (p<0,05)

O aumento da ecogenicidade encontrada no GT, referente ao periodo de estudo,
discordam dos dados obtidos por David (2012), com relagdo aos grupos que fizeram uso do
Infertile®, sendo que para o grupo controle, nossos resultados concordam, pois ocorreu uma
diminuicdo na ecogenicidade, provavelmente devido ao aumento de liquido causado pela
aplicacdo e as doses de NaCl 0,9% diferem da utilizada na metodologia de David (2012), pois
0 grupo controle do presente trabalho seguiu o padrao de dose estipulado pela laboratério do
Infertile® utilizando uma dose de 0,5 ml a mais de volume, como dose de saturacdo, tanto

para 0 grupo controle como para o grupo teste.

3.3 Avaliacdo do sémen

Nossos resultados apresentaram diminuicdo significativa da concentracdo espermatica
guando observamos o GT 105,35+28,08 antes da aplicacdo, 1,8 +4,02; 6,38 £9,29; 9,66
116,31, no D7, D14 e D21 respectivamente, estando de acordo com os de David (2012) e
Mazzei et al (2012) que encontraram na concentragdo dos animais tratados com GZ+
DMSO, valores abaixo dos niveis necessarios para a fertilizacdo(Tabela 5), assim como
Wang (2002), Oliveira (2007) e Motta ( 2008).

N&o ocorreu alteracdo significativa de volume no grupo teste, apds aplicacdo de
Gluconato de zinco + Dimetilsulfoxido.

Os resultados encontrados em nosso estudo (Tabela 5) coincidem com David (2012),
apos aplicacdo de GZ + DMSO, na regido cranial do testiculo, sendo avaliado posteriormente
por 35 dias e com Fahim et al (1993) ap6s aplicacdo GZ + Arginina, na cauda do epididimo

de cées, onde ambos ndo observaram nenhuma mudanga significativa no volume, em
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avaliacbes mensais por um ano, enquanto Soto et al (2007), observaram um decréscimo
significativo do volume no grupo tratado com GZ + DMSO, ficando abaixo inclusive dos
outros grupos tratados.

Ocorreu diminuicéo significativa de vigor no grupo teste, apds a aplica¢do da droga,
sendo estes os seguintes valores: 3,5 = 0,70 antes da aplicagdo, 0,6 +1,34; 1 £ 1; 1,33 + 1,52,
no D7, D14 e D21 respectivamente, (Tabela 5), em comparagdo aos parametros estimados
pelo CBRA (2013) para a fertilizacdo, os animais apresentaram valores bem abaixo, dos
considerados normais.

Porém um dos animais do GT ao chegar no 21° dia apds a aplicagdo teve seu vigor
normalizado para os niveis aceitos, onde ndo ocorreu formacdo de fibrose na cauda do
epididimo para gque fosse evitado assim a passagem de sptz viaveis.

Dentro do grupo controle houve alteracdo de motilidade, porém néo significativa ao
ponto de os animais serem considerados inférteis ou sub-férteis (Tabela 5), j& no grupo teste
houve alteracdo em 80% dos animais, onde os valores se apresentaram da seguinte maneira:
82,5 +8,29, antes da aplicacdo da droga, 14 +31,30; 36,66 +32,14; 30 £51,96, no D7, D14 e
D21 respectivamente, onde o decréscimo ocorrido, foi bem mais acentuado no sétimo dia
apos a aplicacdo, no entanto os valores se mantiveram abaixo do que é preconizado pelo
CBRA, como um padréo aceitavel.

No entanto um dos animais teve sua motilidade significativamente diminuida ao
sétimo dia apos a aplicacdo, mas ao chegar no 21° dia, estava com sua motilidade dentro dos
padrdes aceitaveis pelo CBRA (2013).

Dentro da contagem de vivos e mortos (Tabela 5) ocorreu uma pequena alteragdo
dentro do grupo controle, no sétimo e 14° dia, porém ndo significativa para causar
infertilidade ou sub-fertilidade nos mesmo. Agora no grupo teste a mudanca foi significativa
(p < 0,05), com os seguintes resultados obtidos: 15,05 £6,98 antes da aplicacdo, 85 £33,54;
68,66 +27,30; 58,83 £47,73, no D7, D14 e D21 respectivamente, ocorrendo um aumento
significativo na média, concordando com os achados de David (2012).

Entretanto um dos animais do GT ao alcancar o 21° dia, encontrava-se com o0s valores
aceitaveis pelo CBRA para um céo fértil.

Observamos um aumento significativo (p<0,05) nas patologias espermaticas (Figura
5), no Grupo teste (Tabela 5), ficando ambos acima do parametro normal que seria de até
20%, conforme recomendagdo do CBRA (2013), assim como David (2012). Mazzei et
al.(2012) observaram aumento nas patologias espermaticas (24,05% + 1,4), apds 5 meses de

avaliagOes e Soto et al. (2007) que observaram aumento significativo no grupo em que foi
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aplicado a associagdo do GZ(26,2 mg) + DMSO (0,05 mg) a partir de 45 dias da aplicagéo,
assim como um aumento no grupo tratado apenas com GZ isolado, comprovando o efeito do
Gluconato de Zinco na espermatogénese.

Figura 5: Esfregaco de sémen de cdo do Grupo Teste, com patologias espermaticas apés aplicacdo de Gluconato
de Zinco + Dimetilsulfoxido. Coloracdo: Vermelho Congo e Violeta. Aumento de 1000x.
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Tabela 5 — Média e desvio padrdo das caracteristicas do sémen de cdes submetidos a
aplicacdo do Gluconato de Zinco + DMSO de acordo como dia da avaliagéo.

ANTES D7 D14 D21
GC GT GC GT GC GT GC GT
CONCENT 91,25 105,35 73,2 18 78,33 6,38 74,33 9,66
+13,15 428,08 +50,13* +4,02° +19,69° 9,29 +2390° +16,31°
MOTIL. 86 +4,18 82,5 76 14 78,33 36,66 76,66 30
8,29  +11,40° +31,30° +7,63* +32,14°> +577° +51,96°
VIGOR 3,8 £0,44 3,5 3,40 0,6 3,66 1+1° 3,66 1,33
0,70  +0,89%  +134° 0,572 +0,77%8  +1,52°
VOL. 1,98 2,52 1,74 2,34 1,76 2,33 15 2,26
+0,35 +1,12 +0,70 +1,46 +0,58 +1,52 0,17 +1,96
VIVOS E 14,35 15,05 23,5 85 20,5 68,66 19,66 58,83
MORTOS 4,74 16,98  +13,08° +33,54° 45672 +27,30° +2,51% +47,73°
PAT. 15,25 14,75 20,07 39,5 18,5 53,75 12,83 46,25
MAIOR +3,26 +1,63  £9,722 +QP +0,64° 19,54  +4,48° +32,88P
PAT. 11,4 51 13,6 125+0 9+312 11,25 9,16 15,75
MENOR 4,46 +3,39  #11,13 +4,59 6,44 +1,06

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. ANOVA, Tukey (p<0,05).

Foram observadas alteracdes no padrdo seminal, a partir de sete dias apos a aplicacdo
do Infertile®, coincidindo com o trabalho de David (2012), porem um dos animais apds a
aplicacdo nédo produziu a segunda fracdo (CBRA, 2013), rica em espermatozoides, apenas
observando-se pequenas quantidades, presentes na primeira fracdo do ejaculado, no entanto
100% mortos, enquanto Soto et al. (2007), somente a partir dos 30 dias, ressaltando que em
cdes que receberam uma injecao as alteraces ocorreram em 72% dos animais.

Mazzei et al. (2008) também utilizando o Gluconato de zinco + Dimetilsulfoxido
apenas com uma aplicacdo, definindo que apenas 27% foram considerados inférteis
(azoospermia ou aspermia), enquanto os demais (73%) desenvolveram um quadro de
subfertilidade. Oliveira (2007), utilizando 0 GZ+ARG, observou azoospermia dos cées jovens
e adultos aos 60 dias apés a injecdo de zinco, entretanto, em nosso experimento, por se tratar
de uma zona de aplicacdo diferente do que preconiza o fabricante do produto, o decréscimo e
manutencdo dos pardmetros abaixo do padrdo, sdo provavelmente devido as lesfes na cauda
do epididimo, ocasionando alteracdo nos parametros preconizados pelo CBRA (2013), com

excecdo de um dos animais do grupo teste que ao chegar no D21 seus padrdes seminais
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haviam voltado para normalidade, quando se refere a vigor, motilidade, vivos e mortos e

concentracao.

4 AVALIACAO ANATOMOPATOLOGICA

4.1 Grupo controle

No grupo controle, a avaliacdo macro (Figura 6), ndo apresentou alteracdo em
estrutura, e as lesdes encontradas ao corte, na avaliagdo micro, foram as seguintes: em alguns
segmentos do tubulo epididiméario, ndo foi observado epitélio tubular, presenca de grandes
lagos preenchidos por sptz (Figura 7 A e B). Discreta presenca de células linfocitarias
observada na margem da alteracdo, esta compativel com granuloma espermatico, que pode ter
sido causada pelo trauma da aplicacdo. No demais a maioria dos cortes encontravam-se dentro

da normalidade tanto com 7 dias ap06s aplicacdo do NaCl 0,9%, quanto com 21 dias.
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Figura 6: Foto do testiculo de cdo do GC, aos 21 dias apo6s a aplicacdo de Nacl 0,9%.
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Figura 7: Fotomicrografia do epididimo. Detalhe do ducto epididimario de cdo do grupo controle, ap6s 21 dias
de aplicagdo. Massas de espermatozoides no limen tubular (seta). Aumento 100x (A), 400x (B)

4.2 Grupo Teste

As alteracGes observadas na parte macro (Figura 8), foram principalmente hemorragia
e necrose, ja na parte micro além destas ja citadas foram observadas: edema, necrose de
tubulos, reabsorcgdo tubular, degeneracdo, reacdo linfoplasmocitaria, presenca de macréfagos,
alguns com coloracdo amarelo ouro, caracteristico de lipofucsina serdide e auséncia de

espermatozoéides nos tubulos, vacuolizacéo e fibrose tubular (Figura 9 A e B).

g
6
il

Figura 8: Foto do testiculo de cdo do GT, apds 7 dias da aplicacdo do Infertile®, apresentando grande area de
hemorragia e necrose.
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Figura 9: Fotomicrografia de epididimo de cdo do grupo teste aos 21 dias, A) com presenca de macréfagos,
necrose de coagulagdo, cariolise, lipofuscina serdide. B) auséncia de sptz dentro dos tdbulos e presenga de
vacuolos. Aumento de 100x.



52

5 CONCLUSOES

A injecdo com solucédo a base de Gluconato de zinco 2,62% + DMSO 0,5% na cauda
do epididimo, foi eficaz em causar a sub-fertilidade dos cées.

No exame ultrassonografico ocorreu aumento da ecogenicidade no GT, validando esta
ferramenta diagnostica como um grande auxilio, para descoberta de alteragbes em um curto
intervalo de tempo.

Dentro do grupo teste, ocorreu reducdo das caracteristicas fisicas seminais, 0 que
caracterizou um quadro de subfertilidade. Os resultados dos espermogramas demonstraram
que a solugdo de GZ+DMSO, foi eficaz ao que se propos, porem com maior significancia na
obstrucdo da passagem de sptz viaveis, pois na avaliacdo histopatologica foi observado
espermioestase, caracteristico de um processo obstrutivo, impedindo a passagem dos sptz
viaveis, causando quadros de oligospermia e até azoospermia, as principais lesbes presentes
na histopatologia foram: edema, hemorragia, degeneracdo em graus diversos, infiltrados
linfoplasmocitarios de maneira geral e necrose, caracterizando a irreversibilidade do processo

e a eficicia do tratamento.
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