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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de trés posologias diferentes do Gluconato
de Zinco associado ao Dimetilsulfoxido (Infertile®) na castracdo quimica de cées. Foram
avaliados trinta cdes adultos, sem raga definida, porte médio, com idades variando de 1 a 3
anos. Antes da aplicagdo do produto os animais foram submetidos a duas coletas de sémen
para estabelecer uma média do padrdo espermatico normal, bem como a exame
ultrassonografico testicular para avaliagdo comparativa posterior a aplicacdo do produto,
sendo analisada a ecodensidade testicular. Os cées foram divididos em cinco grupos
experimentais, com 5 animais em quatro grupos, e um com 10 animais. A aplicacdo do
produto foi feita com a introducdo de meia agulha de insulina, tamanho de 0,3x13 mm nos
grupos controle, 1, 2 e 3, que foram constituidos por cinco animais em cada grupo. O grupo 4
foi submetido a introdugdo de uma agulha inteira de insulina, tamanho de 0,3x13 mm e
constituido por 10 animais. O periodo de observacdo apos a aplicacdo do produto foi até 65
dias, e semanalmente foram analisados o padrdo espermatico de um animal de cada grupo,
bem como realizada a castragdo de um animal por grupo para analise histopatoldgica.

Ao exame ultrssonogréafico, houve diminuicéo da ecogenicidade em todos 0s grupos.

A andlise do padrdo espermatico demonstrou que houve altera¢cBes em todos os parametros
nos grupos tratados, a exce¢do do volume e concentragdo (p< 0,05).

No exame histopatoldgico ndo houve alteragdes significativas no grupo controle, e nos demais
grupos as lesdes observadas foram de procsso inflamatorio, degeneracéo testicular em graus
variaveis, necrose e reabsorcao de tubulos seminiferos proximo ao local de aplicacéo.

Portanto constatamos nesse estudo a eficiéncia do Gluconato de zinco associado ao DMSO
(Infertile®) na reducdo da funcdo espermaética, por alteragdes na estrutura testicular, sem
interferéncia significativa no padrdo comportamental dos animais tratados, sendo uma
alternativa mais econdmica e simples que o procedimento cirurgico, e viavel para o controle

populacional de caes.

Palavras-chave: Cées, Gluconato de zinco, Castracdo Quimica.



ABSTRACT

This research conducted in the city of Belém do Para, evaluated the effect of three different
doses of Zinc Gluconate associated with dimethyl sulfoxide (Infertile ®) on chemical
castration of dogs. We assessed thirty adult dogs, mongrel, midsize, aged 1-3 years. Before
applying the product, the animals were submitted to two semen collections to establish a
standard average sperm normal and also the testicular ultrasound for benchmarking after
application of the product being analyzed echodensity testicular expressed in units of pixel
intensity. The groups were divided into five groups: a control. Application of the product was
made with the introduction of insulin needle half size, 0.3 x13 mm in control groups 1, 2 and
3, which were five animals in each group. Group 4 had a different application form with an
insulin needle full size, 0.3 x13 mm, consisting of 10 animals. The observation period was up
to 65 days, and were analyzed weekly standard sperm of one animal of each group as well as
the castration of an animal per group for histopathological analysis weekly.

The average pixel before and after application of the product was 20.60 + 6.36 and 16.42 £
10.22 with a significant difference between them.

The pattern analysis showed that sperm were no changes in all parameters in the treated
groups, except for the volume and concentration.

Histopathology no significant changes in the control group and the other groups the lesions
were inflammatory degeneration to varying degrees, necrosis and resorption of seminiferous
tubules near the application site.

So we see in this study the efficiency of zinc gluconate associated with DMSO (Infertile ®) in
reducing sperm function by changes in testicular structure without significant interference in
the behavior of the treated animals, being a simple and economical alternative to the surgical
procedure and feasible to control dog population.

Keywords: Dogs, Zinc Gluconate, Chemical Castration.
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1 CONTEXTUALIZACAO

O céo é uma espécie cosmopolita, que vive sempre nas proximidades de aglomerados
humanos e a reproducdo descontrolada desses animais, principalmente os errantes, podem
causar sérios problemas de saude animal e publica (MASCARENHAS, 2003). Segundo Costa
(2004), as zoonoses mais comuns transmitidas pelos cdes sdo a raiva, leptospirose,
leishmaniose, larva migrans cutanea e toxoplasmose.

Soto (2003) observou que a eutanasia e recolhimento ndo sdo eficientes dentre as
medidas para controle populacional, inclusive Rowan (1994) ressalta que a eutanasia de cées
com saude é inaceitdvel numa sociedade que busca animais de companhia. Como segundo
aspecto, este autor considerou a eutanasia foco central de uma sociedade consumista que vé o
animal como objeto descartavel.

A Organiza¢do Mundial de Saude (WHO, 1990) recomenda que a proporcdo ideal seja
de 1 cdo para cada 8 habitantes. Segundo Reichman (2010), a proporcdo habitantes/cées em
Sdo Paulo € 1:4. Okamoto (2004), refere a propor¢do de 1:2 na cidade de Pinhais, Parana.
Em Belém, ndo ha o calculo proporcional, porém o Centro de Zoonoses de Belém estimou
uma populagcdo de 240.000 cées vacinados em 2010, o que ndo nos permite avaliar a
populacéo total, uma vez que os animais de rua ndo sdo levados & campanha, e muitos ndo séo
levados por motivos diversos (IBGE, 2010). Ja em Sao Paulo, Magnabosco (2006) e Canatto
(2010) observaram a prevaléncia de cdes machos domiciliados, demonstrando a necessidade
de um controle populacional especifico para esse sexo.

A ovariosalpingehisterectomia (OSH) e a orquiectomia, sdo 0s métodos mais indicados
para o controle populacional de cdes e gatos. J& Soto (2009) concluiu que a castra¢do quimica
em cdes é uma alternativa vidvel e com possibilidade de atingir uma populacdo de cées em
tempo e custo inferior ao de um procedimento cirargico. Em alguns paises, os produtos
esterilizantes a base de zinco j& sdo amplamente utilizados em campanhas de contracepc¢ao
masculina de cdes (LEVY et al., 2008). Hawkins (2006) e Levy et al. (2008) relataram que
nos Estados Unidos da América ocorrem eventos de contracepc¢ao nos quais mais de 200 caes
sdo esterilizados em um unico dia com Gluconato de zinco.

Diante do exposto, este estudo se prop6s a avaliar a eficacia do Gluconato de zinco
(26,2 mg) associado ao Dimetilsulfoxido (0,05 mg) como uma alternativa para o controle

populacional de caes.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1Geral

Avaliar o efeito do Gluconato de zinco (26,2 mg) associado ao Dimetilsulféxido (0,05

mg) na castra¢do quimica de cées no municipio de Belém, Para.

1.1.2Especificos

e Avaliar e comparar a eficacia das diferentes posologias recomendadas;

e Avaliar e comparar as alteracbes nos parametros do sémen entre 0S grupos antes e

ap0s os tratamentos;

e Descrever as modificacOes ultrassonogréficas no parénquima testicular antes e depois

da aplicacéo do produto;

e Observar e comparar as alteragdes histopatoldgicas do parénquima testicular, causadas
pelo tratamento.



1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Histérico e importancia da castracao quimica

Aguiar (2007) refere que a castracdo quimica era usada como punicdo desde a
Antiguidade para impor humilhagdes a vencidos em guerras e, na primeira metade do século
XX, com o objetivo de "purificar a raca"”, tornando varios tipos de criminosos estéreis,
registrando também a castragdo por motivos religiosos, como no caso dos castrati, destinados
a ter voz aguda para cantarem em igrejas.

O primeiro relato utilizando o Dietilestilbestrol para reducdo da testosterona como
alternativa a prisdo perpétua ou pena de morte data de 1944 (MILLER, 1998). A partir de
1966, comecou a utilizagdo dos derivados da medroxiprogesterona nos Estados Unidos para
tratamento de pedofilos (SCOTT; HOLMBERG, 2003). A substancia base do produto
quimico usado nunca foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) (SPALDING,
1998).

O primeiro pais a utilizar a castragdo quimica como meétodo de punigdo em humanos foi
0 Canadéd em 1997. Atualmente, nos Estados Unidos da América, nove estados tem realizado
estudos demonstrando a eficiéncia na utilizacdo do regime de inje¢des semanais (CABRAL,
2010). Os outros paises que ja utilizam esse método sdo Poldnia, Argentina, Coréia do Sul,
Israel, Italia, Suécia, Alemanha e Dinamarca. Estd em fase de implantacdo na
Franca, Espanha e india ( MELO, 2011).
No Brasil desde 1988 ha projetos de lei e uma proposta de emenda constitucional
apresentadas no Congresso Nacional com a finalidade de inserir pena de castragdo quimica no
Caodigo Penal (DA ROSA,1988).

Em animais, € um processo estudado h&d mais de cinco décadas, sendo Freund
(1953, apud NUNES, 2012), o primeiro a testar esse método em Cavia porcellus (porquinhos-
da-india) com &cido acético por via intratesticular.

Essa alternativa é testada desde a década de 70 em cdes de maneira oposta a intengdo
em humanos, pois a esterilizagcdo quimica em cdes € um método ligado a compaixdo, como
alternativa para o controle populacional, evitando sofrimento de ninhadas e maus tratos aos
animais abandonados, sendo a primeira solucdo utilizada para esse fim, composta por nitrato
de prata, formaldeido e permanganato de potassio, diluidos em etanol absoluto (DIXIT et al.,
1975; IMMEGART;THRELFALL, 2000).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Canad%C3%A1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fran%C3%A7a
http://pt.wikipedia.org/wiki/Espanha
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Fahim et al. (1993) foram os primeiros a testar e comprovar a eficiéncia de solucGes a

base de zinco associada a Arginina em um procedimento de castragdo quimica em caes.

1.2.2 Morfologia e fisiologia testicular do céo

De forma geral, os testiculos se localizam no escroto, definitivamente na cavidade
albulginea que reveste os testiculos, epididimos e o funiculo espermatico (DYCE et al., 2010).
Esta tunica emite septos conjuntivos contendo vasos sanguineos, linfaticos e nervos, dividindo
0 parénquima testicular em lébulos (SLATTER, 2003). Estes possuem trés compartimentos
funcionais, dos quais o primeiro é o compartimento intersticial, que contém vasos sanguineos,
células de Leydig responsaveis por produzir a testosterona, estradiol e outros horménios, e
tecido conjuntivo de suporte (NELSON; COUTO, 2006). O segundo compartimento é o
compartimento basal dos tubulos seminiferos, que contém espermatogbnias e células de
Sertoli. O terceiro € o compartimento adluminal dos tdbulos seminiferos, que contém
espermatocitos e espermatides (Figura 1). Os compartimentos basal e adluminal, sdo
separados pela barreira hematotesticular, constituida pelas células de Sertoli e seus complexos
juncionais (JOHNSTON et al., 2001; NELSON; COUTO, 2006).

As duas principais fungdes do testiculo sdo a espermatogénese e a producao e secre¢ao
de androgenos (JOHNSTON et al., 2001).

A espermatogénese, consiste em uma sequéncia de eventos divididos em duas fases
(Figura 1): a espermatocitogénese, em que ha formacdo de espermétides a partir de
espermatogonias, e a espermiogénese, em que ha diferenciacdo de espermatides em
espermatozdides (JOHNSTON et al., 2001).

Estes processos ocorrem por mitose e meiose (JOHNSTON et al. (2001); SLATTER
(2003); HAFEZ;HAFEZ (2004), além de metamorfose ( SLATTER, 2003).

A espermatogénese tem duracdo média de 62 dias no cdo (JOHNSTON et al., 2001).

A maturacdo epididimaria dos espermatozdides é dependente de testosterona
(JOHNSTON et al.,, 2001). Durante a passagem no epididimo, o desenvolvimento da
habilidade fertilizante esta relacionado com modificacbes em varios aspectos da integridade
funcional dos espermatozoides: desenvolvimento do potencial para manter a motilidade
progressiva, alteracdo dos padrdes metabdlicos e a situacéo estrutural de organelas especificas
da cauda, modificacBes na cromatina nuclear, modificacbes na natureza da superficie de
membrana plasmatica, movimentacdo e perda da gota protoplasmatica (JOHNSTON et al.,
2001). O principal local de armazenamento de espermatozdides do aparelho reprodutivo
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masculino (GARNER; HAFEZ, 1982) é a cauda do epididimo, que apresenta 70% do namero
total de espermatozoides.

Segundo Arthur et al.( 2001), o transito epididimario leva 8-14 dias e intervalo entre o
estdgio mais sensivel — profase meidtica — e a ejaculacdo é de, aproximadamente, 30 dias.
Entdo, o intervalo entre uma injdria causada no testiculo e o surgimento de espermatozdides

anormais no ejaculado é geralmente de 35 dias, dependendo do sitio da injuria.

Figura 1- Imagem histopatoldgica de testiculo normal. 1-Células mioepiteliais. 2- Espermatog6nia.
3- Espermatdcito. 4- Espermatide. 5- Espermatide alongada. 6- Células de Sertoli 7- Células de Leydig.

Fonte:fabiomizote.wordpress.com/espermatogénese.

1.2.3 Esterilizantes com Gluconato de Zinco

Nunes (2012) refere que no ano de 2003, ocorreu a entrada do Neutersol® no mercado,
sendo este o0 primeiro agente esterilizante ndo cirdrgico permanente a receber aprovacao
regulatoria da FDA (ANON, 2003; WIEBE; HOWARD, 2009). O produto utiliza Gluconato
de Zinco (13,1 mg/ml) sendo neutralizado pela adi¢do de L-arginina na mesma concentragdo
e é recomendado para cées entre 3 e 10 meses de idade. Ficou indisponivel no mercado entre
2005 e 2007, e em 2008 foi lancado no México, pela empresaArk Science, LLC, e obteve o
nome modificado para Zeuterin®(EUA), Esterilsol® (fora dos EUA) e encontra seu uso
regulado nos EUA, México, Colémbia, Bolivia e Panam, podendo ser usado com uma
autorizacdo especial de forma limitada, em alguns paises em que ndo possui a aprovacao
regulamentar (ALLIANCE FOR CONTRACEPTIONS IN CATS & DOGS, 2011)
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Conforme o Sumério para regulamentacdo do Neutersol®, no experimento oficial
(FDA, 2003) 224 caes entre 3 e 10 meses de idade completaram o estudo num periodo de 6
meses. Uma aplicacdo em cada testiculo produziu esterilizacdo quimica em 99,6% cées,
conforme andlise de sémen em série. A testosterona ndo foi completamente eliminada. Dentre
os efeitos colaterais, pode ocorrer irritacdo e ou ulceracdo do escroto no local da injegéo,
vocalizagdo, vomito, dor a palpacdo, irritacdo ou dermatite escrotal, inchaco leve e
temporario, aumento no nimero de glébulos brancos, anorexia, letargia e diarréia, por até uma
semana. E ainda, hd a observagdo que os animais continuam férteis por 30 dias apds a
aplicacgéo.

No Brasil, ha relato do uso de dois produtos utilizando o Gluconato de zinco:
Testoblock® (BioRelease Technologies) que contém 0,1M de zinco sendo a concentragdo
final de 13,1 mg de zinco/ml de solucdo, neutralizado em veiculo & base de L- arginina na
mesma concentracao, e € liberado pela FDA para cdes a partir 3 a 10 meses de idade. A dose
varia de 0,2 a 1 ml de acordo com o diametro testicular. E, mais recentemente, em 2009, foi
registrado o Infertile® (Rhobifarma), sob o n° 9.427/2008 no MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), que apresenta o Gluconato de Zinco (26,2 mg)
associado ao DMSO (5 mg), e a dose varia de 0,5 a 2 ml de acordo com o diametro testicular.

1.2.4 Controle reprodutivo do macho

O bloqueio reprodutivo permanente do macho pode ser obtido por meio de intervencéo
cirtrgica (orquiectomia, vasectomia), terapia medicamentosa ou da utilizacdo de agentes
esclerosantes no testiculo ou epididimo (OLIVEIRA, 2007).

Os agentes esclerosantes que tém sido utilizados incluem glicerol (IMMEGART;
THRELFALL, 2000), tanato de zinco, gluconato de zinco (FAHIM et al., 1993), clorexidina,
dimetilsulfoxido (PINEDA et al.,1977; PINEDA; DOLEY,1984) e &cido latico
(NISHIMURA et al.,1992).

1.2.4.1 Castracdo Quimica
Segundo Miiller et al. ( 2010), para que a esterilizacdo quimica seja considerada t&o

eficaz quanto a esterilizagdo cirdrgica, ela deve preencher alguns requisitos como: ser eficaz

em uma grande porcentagem de animais tratados, segura para 0s animais tratados e para o
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meio ambiente e finalmente, ser irreversivel apds um Unico tratamento. O primeiro produto
que preencheu estes requisitos foi o Gluconato de zinco (OLIVEIRA et al., 2011).

As pesquisas que envolvem esterilizagdo 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). Entretanto, em alguns paises os produtos esterilizantes a base de zinco ja sdo
amplamente utilizados em campanhas de contracep¢do masculina de cédes (LEVY et al.,
2008).

Existem diversos relatos na literatura da utilizacdo de agentes esclerosantes no
testiculo, epididimo e ducto deferente (PINEDA et al., 1977; NISHIMURA et al., 1992;
IMMEGART; THRELFALL, 2000). Esses autores demonstraram que ao serem injetados no
parénquima testicular, os agentes esclerosantes levam & atrofia testicular e decréscimo da
espermatogénese, além de promoverem redugdo da concentracdo de androgenos, o que
contribui para a diminuicdo de alteracbes andrdgeno-depedentes, tais como doengas da
préstata e alteraces de comportamento (demarcagdo pela urina, monta, agressividade).

A aplicacdo da droga no testiculo leva a uma resposta sistémica imune devido a
ruptura da barreira de células de Sertoli, além de inflamag&o local com liberacéo de antigenos
testiculares (JOHNSTON et al., 2001). Observaram esses autores também, que se estes
agentes sdo injetados no ducto deferente ou epididimo, ocorrerd azoospermia pela inducéo de
ocluséo fibrosa, contudo a possibilidade do surgimento de altera¢cdes androgeno-dependentes
néo pode ser descartada.

1.2.4.1.1 GLUCONATO DE ZINCO POR VIA INTRATESTICULAR

O Gluconato de Zinco (GZ) provoca uma lesdo localizada no testiculo com
comprometimento do parénquima testicular variando de, diminuicdo do nimero de células
germinativas a total atrofia, determinando quadro de esterilidade irreversivel. Uma aplicacao
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).

A acdo do produto € irreversivel, entretanto Silva et al. (2011), analisam que parte do
mecanismo de ac¢do do gluconato de zinco sobre os testiculos baseia-se no desencadeamento
de uma resposta inflamatdria exacerbada, que leva a interrupcdo da espermatogénese e
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consequente azoospermia dos animais, entdo que a administragdo de uma droga com acgdo
anti-inflamatoria, mesmo que secundaria, poderia comprometer a eficicia da esterilizagéo.

A administracdo do medicamento & base de Gluconato de Zinco, segundo Harper
(2004), deve ser feita 0 mais proximo possivel da cabega do epididimo, pois coincide com a
proximidade da rete testis, o que facilita a difusdo da solugdo por todo o testiculo e epididimo.
Essa localizacdo também foi de elei¢do para Oliveira (2007) e Mazzei et al.(2012).

Immegart; Threlfall (2000) em estudos anteriores utilizando-se injecdo intratesticular
de Gluconato de zinco + Arginina (GZ+Arg) em cdes, mostraram eficacia apenas em cées
entre 3-10 meses de idade e que segundo os autores, provavelmente, a razao para se restringir
a utilizacdo da droga a apenas animais jovens tenha sido devido ao volume testicular, que é
menor em animais pré-puberes quando comparado aos animais adultos e a distribuicdo da
droga no testiculo tenha sido facilitada por esta caracteristica anatbmica, e o grau de difusdo
da droga que depende da solubilidade e das propriedades de ligagéo dos seus componentes.

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 ndo-toxicidade
sistémica do zinco, tornando processos de intoxicagdo por excesso raros, sendo mais grave
sua deficiéncia (LEONARD et al., 1986).

Acredita-se que a injecdo intratesticular da solugdo a base de zinco leva a uma
alteracdo semelhante & observada na orquite autoimune, processo inflamatério testicular
mediado por formacdo de anticorpos contra 0s proprios antigenos testiculares do individuo,
nesse caso, ocorre lesdo no epitélio germinativo e destruicdo dos espermatdcitos, espermatides
e espermatozoides o que resulta na esterilidade do animal (MANN; LUTWAK-MANN,
1981).

Fahim et al.(1993), foram os primeiros a testar e comprovar a eficiéncia de solugbes a
base de zinco em um procedimento de castragdo canina com agente esclerosante. Foi testada a
acdo de injecdo de GZ+ARG na cauda do epididimo de cées adultos. A azoospermia induzida
apareceu trés meses apés a injecdo da solugdo, e perdurou por um ano apos a aplicagéo.
Histologicamente, esses autores observaram atrofia dos tubulos seminiferos, formacdo de
tecido cicatricial e atrofia da rede testicular, além de enrolamento da cabeca e corpo do
epididimo. Entretanto concluiram que, a concentracdo de testosterona plasmatica ndo foi
alterada.

Wang (2002), avaliando o efeito de injecéo intratesticular de GZ+ ARG em cées com

idades entre 2% al0 meses, observou aspermia, azoospermia ou necrospermia aos 60 dias do
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inicio do tratamento em 95% dos animais. Segundo o autor, 0 mecanismo de ac¢do da droga
foi atribuido ao zinco que causou atrofia dos tubulos seminiferos com formacéo de tecido de
granulacdo que impediu a migracdo dos espermatozdides dos tubulos seminiferos para o
epididimo.

Em outro experimento, foi relatado que a concentracdo de testosterona plasmatica
reduziu até em 52% nos cdes tratados com inje¢cdo com GZ+ARG , entretanto, alguns animais
do experimento mantiveram a concentra¢do do andrdgeno semelhante ao do grupo controle
(FDA, 2003; HARPER, 2004). Ainda Harper (2004), concluiu que a inje¢éo de Gluconato de
zinco ndo deve ser utilizado para correcdo de alteragdes androgeno-dependentes.

Tepsumethanon et al.( 2005), utilizando o0 GZ+ ARG em 5 cées observaram auséncia de
sinais de desconforto durante a aplicacdo, e edema até 7 dias ap0s a aplicacdo do produto,
reduzindo este apds até 6 semanas. Um dos cdes apresentou uma Ulcera escrotal superficial
ap6s uma semana. Aos 21 dias 0s cdes comegaram a apresentar auséncia de ejaculacdo e
aspermia. Apos 60 e 75 dias, histopatologicamente os autores observaram fibrose nos tubulos
seminiferos.

Oliveira (2007) ), demonstrou que a injecdo intratesticular da solucdo a base de zinco
induziu a alteracOes testiculares em animais jovens e adultos, apesar do volume testicular ser
diferente. Sua eficacia foi avaliada em animais entre oito meses e 10 anos de idade por um
periodo de seis meses, e indicam que a solucdo GZ+ ARG é eficaz em bloquear a
espermatogénese. A autora observou azoospermia aos 60 dias apds a injecdo de zinco, e 0
grau de dano celular encontrado a avaliacdo histoldgica e ultraestrutural dos testiculos sugeriu
a irreversibilidade do processo.

Levy et al.(2008), usando 0 GZ+ ARG, comparou a castracdo de cées pelo uso da
injecdo intratesticular em 103 cdes com os procedimentos cirdrgicos tradicionais em 58 caes.
Observaram deiscéncia em 3,4% nos animais operados, e reacOes de necrose no local da
injecdo em 3,9% dos animais tratados 6 dias apds a aplicacdo, demonstrando que os dois
métodos apresentam um pequeno percentual de complicagdes semelhantes, entretanto no
grupo que utilizou a castracdo quimica essas complicagdes foram menores, uma vez que havia
quase o dobro de animais tratados.

Soto et al. (2007) avaliando o gluconato de zinco em caes, dividiram em 5 grupos ,
sendo o Grupo 1(solugdo salina); Grupo 2 ( GZ-13,1 mg); Grupo3 (GZ-26,2 mg); Grupo 4
(Gz-13,1 mg +DMSO0-0,5mg); Grupo 5 (GZ- 26,2 mg + DMSO- 0,5 mg), observando por

seis meses. Foram realizadas avaliagcBes quinzenais através de espermograma, assim como
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ultrassonografia testicular e analise histopatolégica no final do experimento. Os autores
observaram altera¢des principalmente nos grupos 3, 4 e 5, entretanto, segundo 0s autores o
grupo 5 apresentou o maior nimero de alteracfes quando comparados aos demais tratados,
com quadro mais significante de subfertilidade. N&do observaram azoospermia em nenhum
grupo tratado.

Motta (2008), utilizando formulacdo manipulada composta por GZ+DMSO, em caes
adultos, com avaliagdes semanais, e a partir de 35 dias, o autor comegou a observar
necrospermia, oligospermia e/ou azoospermia em 80%dos animais. Apds 160 dias, foram
colhidos os testiculos para exame histopatolégico, concluindo entdo o autor, que o farmaco
ndo foi plenamente eficaz em bloquear a espermatogénese de cdes na fase adulta, pois s6
apresentavam lesdes proximas ao local de aplicagéo.

Soto et al. (2009) avaliaram o efeito do GZ+DMSO em cdes por seis meses, através de
espermograma quinzenal e uma ultrassonografia testicular e histopatologia ao final do
experimento, e apos 3 meses de tratamento, 0s animais que apresentavam 60% de motilidade,
receberam mais uma aplicagdo do farmaco. Segundo os autores, na avaliacdo posterior a
motilidade reduziu para menos de 20%.

Em estudo realizado por um periodo de um ano, Muller et al. (2010) relataram que a
azoospermia dos cdes observada aos 60 dias foi mantida durante todo o periodo de
monitoramento dos animais, confirmando a irreversibilidade e a eficcia do medicamento em
longo prazo.

Mazzei et al. (2012), observaram o efeito do GZ+ DMSO em cédes em cinco meses de
experimento, com avaliagbes mensais de espermograma, alocados em grupo controle e
tratado. Os animais tratados receberam duas injecdes intratesticulares de 1ml de GZ+ DMSO
e 0 grupo controle 1,0 ml de solugédo de NaCl 0,9%, ambos em intervalo mensal. Segundo os
autores, foi detectada queda na qualidade espermatica, porém, apenas 27% foram
considerados inférteis (azoospermia ou aspermia), enquanto os demais (73%) desenvolveram

um quadro de subfertilidade.

1.2.5 Dimetilsulféxido (DMSO)

Ja foram verificadas mais de 30 propriedades farmacoldgicas e terapéuticas do DMSO
as quais resultam da sua capacidade de interagir ou combinar com acidos nucléicos,
carbohidratos, lipideos, proteinas e muitas drogas sem alterar de forma irreversivel a
configuracdo molecular (SOYKA et al., 1990).
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Essas propriedades garantem seu reconhecimento como uma das drogas mais versateis
utilizadas tanto em seres humanos como em animais ha mais de 60 anos segundo Adamson et
al.(1966).

Dentre as principais a¢des do DMSO, Alves (1997) ressalta:

Penetracédo e difusdo nos tecidos e fluidos animais (SOYKA et al., 1990);

Carreadora - Devido a intensa capacidade de penetracdo, muitas substancias quando
associadas ao DMSO podem ser carreadas através das membranas (BRAYTON, 1986;
BLYTHE et al.,1986; ROSE; HODGSON,1993; RAND-LUBY et al., 1996);
Imunomoduladora - Além de inibir a quimiotaxia de polimorfonucleares no espaco pleural,
amplia a disponibilidade de receptores na membrana celular, facilitando a interacdo de
antigenos (SOYKAet al., 1990);

Antiinflamatoria- A partir da década de 60 do seculo XX, o DMSO tem sido considerado
miraculoso e vastamente conhecido ( BLYTHE et al., 1986; BRAYTON,1986), resultando de
mecanismos multiplos ( ALSUP; DEBOWES, 1984; SOYKA et al.,1990). O DMSO é
bastante eficaz na inflamacdo aguda (ROSE; HODGSON, 1993);

Analgésica - Deve-se indiretamente a propriedade antiinflamatoria, e diretamente ao bloqueio
quimico da fibra C em nervos aferentes periféricos (STONE, 1993) aléem da agdo central
andloga a morfina (ROSENBAUM, 1965; HAIGLER; SPRING, 1983; BRAYTON, 1986).
Por outro lado, essa acdo central é postulada por ndo envolver receptores opidides
(BRAYTON, 1986):;

Toxicidade - E reconhecida como baixa, segundo Brayton (1986) e Stone (1993)

Vias de excrecdo - A principal via de excrecdo é urinaria. Para ocorrer efeitos colaterais como
hemdlise, hemoglobinuria, célica e diarréia, sdo necessarias concentracGes acima de 20% de
DMSO, o que é incomum na sua utilizacdo como farmaco. Evidéncias indicam que o DMSO
ndo é cancerigeno (BRAYTON, 1986);

Vias de administragdo - O DMSO pode ser administrado em animais pela vias: tdpica, oral,
auditiva, ocular, intravenosa, intramuscular, intratesticular, intraarticular, intraperitoneal,
intravesical e intrauretral ( RAND-LUBY et al., 1996; ALVES, 1997).

1.2.6 Coleta de sémen e Exame androlégico
O exame fisico completo bem como o trato reprodutivo do cdo deve ser

completamente avaliado, partindo-se do escroto, testiculos, epididimo, prosseguindo para o

pénis e finalmente, examinando-se a glandula prostatica e posteriormente as caracteristicas
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fisicas, morfolégicas e microbiolégicas do sémen a fresco (MIES FILHO,1987;
CHRISTIANSEN, 1988; FELDMAN; NELSON, 1996). Diversos métodos foram descritos
para a coleta de sémen nesta espécie, tais como: massagem digital, uso de vagina artificial,
vibrador elétrico e eletroejaculacdo (CHRISTIANSEN, 1988). Segundo Boucher et al. (1958),
a massagem digital permite a obtencdo de um ejaculado de qualidade superior ao ser obtido
por vagina artificial, sendo que o primeiro método é especialmente confiavel mesmo para cédes
ndo condicionados .

A massagem digital consiste em massagear 0 prepucio do cdo na altura do bulbo da
glande, até que o animal atinja a erecdo parcial. O prepucio é entdo retraido para tras do bulbo
e 0 pénis é apertado com moderada pressdo, posteriormente ao bulbo (SEAGER;
FLETCHER, 1972; CHRISTIANSEN, 1988). O ejaculado é coletado fracionadamente com o
auxilio de um funil de vidro ou pléstico 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 podem variar de acordo com a idade, tamanho, freqiéncia de coletas,
método e duracdo das coletas. O volume normal vai de 1 a 40 ml por ejaculado (MIES
FILHO,1987; FELDMAN; NELSON,1996). Aguiar et al. (1994), citaram valor de 5,98 *
2,3ml para ejaculado total de cées de até 20 kg.

A motilidade é avaliada subjetivamente, colocando-se uma gota de sémen sobre lamina
aquecida (35-37 °C), sendo esta recoberta por laminula. O exame € realizado sob microscopia
Optica, em objetiva de 40x. A avaliagdo da motilidade espermatica é definida como o
percentual de espermatozdides mdéveis de um ejaculado (0-100) (CBRA,1996). Aguiar et al.
(1994) observaram valores médios de 68,91 + 12,38% para motilidade espermética em caes
com peso corpdreo de, no maximo 20 kg.

O vigor também ¢é avaliado subjetivamente, colocando-se uma gota de sémen sobre
ldmina aquecida (35-37 °C), sendo esta recoberta por laminula e o exame € realizado sob
microscopia éptica, em objetiva de 40xe 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 0 CBRA (1996). Aguiar et al. (1994), verificaram o valor de 3,19 £ 0,76 para
0 vigor espermatico em cdes com peso corpdreo de, no maximo 20kg.

A concentragdo é determinada através da contagem das células espermaticas em Camara
de Neubauer, apés diluicdo de 1:20 em formol salino, e 0 nimero de espermatozoides é
expresso em mm® (CUNHA, 2008). Aguiar et al. (1994), observaram que o normal para cées
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de até 20 kg de peso corp6reo, uma concentracio espermatica de 47,73 + 12,20 x 10° / ml de
ejaculado.

Segundo Cunha (2008), uma das metodologias que pode ser utilizada para a avaliagdo
da morfologia espermatica € a coloracdo dos esfregacos de sémen pelo Vermelho Gongo e
Cristal Violeta, e apds a coloragdo, 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.

Feldman; Nelson (1996) e Johnston et al. (2001) referem que, reprodutores normais
devem apresentar 70% de células espermaticas com morfologia normal com no maximo 20%
de defeitos menores e 10% de defeitos maiores em seus ejaculados.

Conforme estudo de Cunha (2008), a avaliagcéo de Vivos e Mortos consiste em misturar
1 gota de corante eosina-nigrosina com 1 gota de sémenin naturaem uma lamina pré-
aquecida. O esfregaco feito é examinado em microscopio com aumento de 40x para
identificar os espermatozdides vivos (aparecendo sem coloracéo) e 0s mortos que absorveram
0 corante e se tornaram vermelhos, segundo metodologia de Barth; Oko (1989). Séo contadas
200 células espermaticas de cada amostra.

1.2.7 Ultrassonografia Testicular

Gonzales (2004) orienta que para a realizagdo de exame ultrassonogréfico dos testiculos
de cées, geralmente ndo é necessario a tricotomia na maioria dos casos, pois a superficie da
pele do escroto é relativamente sem pélos. O mesmo autor, adverte que € mais conveniente
examinar os testiculos com o cdo em decubito lateral para reduzir o movimento do paciente, e
que também pode ser realizado com o cdo em decubito dorsal e o transdutor de (de 5a 7,5
MHz) colocado diretamente sobre a pele do escroto apos aplicacdo do gel(CARVALHO,
2004).

Testiculos normais sdo de média ecogenicidade e tém uma ecotextura bem homogénea e
s&o hiperecdicos, quando comparados com a maioria dos érgdos abdominais, exceto o baco
(PUHG et al., 1990). A borda do testiculo é caracterizada por uma tinica albuginea fina, lisa e

hiperecOica. Na imagem sagital é visivel uma linha hiperecoica central que representa o
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mediastino do testiculo, e em vista transversal, 0 mediastino testicular aparece como um foco
hiperecdico localizado centralmente. Em cdes muito jovens, os testiculos sdo pequenos, mas
homogéneos, e o0 mediastino pode ser identificado. Em outros cées, pequenos focos
hiperecogénicos, representando area dos septos testiculares ocasionalmente sdo visiveis. O
tamanho dos testiculos esta diretamente relacionado com o peso corporal (HECHT et al.,
2001; HECHT et al., 2003).

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

Pastore (2008) apud Pinho (2010), registrou diferenca entre animais puberes e
impuberes da mesma idade, onde 0s puberes apresentavam ecogenicidade maior que 0s
impuberes, sugerindo esse método diagndstico como parametro indicador de precocidade
sexual em bovinos.

Evans et al. (1996), estudando o desenvolvimento sexual em touros de corte,
interpretaram avaliacdes de ecogenicidade testicular, concluindo que esta, aumentou durante a
fase mais ativa de crescimento dos tubulos seminiferos, com mais células germinativas
potencialmente maduras. Chandolia et al. (1997), descrevem que a redugéo inicial na
intensidade de pixel entre 0 nascimento e 8 semanas de idade, isso provavelmente reflete a
producdo de liquido nos testiculos ou explicada pelo aumento significativo no volume dos
tubulos comumente vista antes do inicio da espermatogénese e que, por sua vez, 0 aumento
nos valores numéricos de pixel entre 8 e 22 semanas de idade poderia ter sido devido a
formacdo gradual dos tipos de célula mais madura da espermatogénese, e que depois de
estabelecida a espermatogénese, a intensidade de pixel(IP) estagnou.

Arteaga et al. (2005) afirmam que a ultrassonografia € melhor associada com padrbes
seminais futuros do que com a qualidade seminal no momento da avaliagdo em bovinos, uma
vez que 0s autores s6 observaram correlacdo da IP com a qualidade seminal 2 a 4 semanas

ap0Os o exame ultrassonografico e ndo com a qualidade seminal no momento do exame.
1.2.8 Histopatologia
Dentre as alteracdes histopatologicas mais comuns observadas nos testiculos, temos a

degeneracdo do epitélio seminifero que se constitui a causa mais comum e importante de

declinio da fertilidade em machos das espécies domésticas. A etiologia é multifatorial, o
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processo pode ser uni ou bilateral e ndo envolve necessariamente o testiculo como um todo
(JUBB et al., 1993; NASCIMENTO; SANTOS, 1997; ACLAND, 1998).

A atrofia testicular pode decorrer de influéncias sistémicas ou ambientais (JONES et al.,
2000). Orquite e epididimite ocorrem com frequéncia na maioria das espécies animais
(JONES et al.,2000), podendo a primeira resultar de traumas, agentes infecciosos, granulomas
espermaticos ou compor extensdo de cistites, uretrites, prostatitese epididimites
(KENNEY, 1971; FELDMAN; NELSON, 1987; NASCIMENTO; SANTQOS, 1997). De outra
parte, neoplasias primarias do epididimo sdo extremamente raras (JUBB et al., 1993),
enquanto que tumores testiculares sdo comuns em cdes e incomuns em outras especies
domeésticas.

Segundo Oliveira (2007), as alteracfes histopatoldgicas testiculares apds a aplicacéo do
gluconato de zinco foram caracterizadas como uma lesdo inflamatdria aguda, aumento do
nivel de leucdcitos polimorfonucleares, macrofagos e todos os tipos de linfocitos, edema,
necrose, presenca apenas de células de sertoli na maioria dos tubulos seminiferos com
auséncia de espermatogbnias, sendo essas alteragdes maiores em &reas proximas ao local da
injecdo, 0 que pode estar relacionado com a concentracdo da droga no local ou a uma
caracteristica fisico-quimica inerente a droga ( IMMEGART; THRELFALL, 2000).

Soto (2007), observou um decréscimo de células germinativas em todos 0s grupos,
sendo mais evidente no grupo que utilizou a associagdo GZ(2,62%) + DMSO
(0,5%) apresentando degeneracao testicular e decréscimo de células germinativas, reas com
intensa atrofia,alteragbes da arquitetura de tubulos seminiferos, calcificacdo intratubular,
vasculites e diminuicdo de células de Sertoli, enquanto no epididimo houve diminui¢do da
arquitetura tubular e diminuig¢do do contetdo intraluminal.

Soto et al.( 2009), observaram que 12 meses apos a injecao intratesticular da droga, na
avaliacdo histoldgica dos testiculos, houve degeneragdo testicular, diminui¢cdo do nimero de
células germinativas, atrofia, ruptura da arquitetura dos tdbulos seminiferos e perda das
celulas de Sertoli.

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 andlise histologica 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
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passagem dos espermatozdides dos tubulos seminiferos para o epididimo, como sugerido por
Wang (2002).

Portanto os efeitos do Gluconato de Zinco no parénquima testicular restringem-se ao
desordenamento nas células germinativas promovendo alteracdes desde um decréscimo dessas
celulas, mais evidente préximo ao local da aplicacdo promovendo atrofia e consequentemente
a infertilidade. Tal processo pode ser de maneira direta ou indireta devido a uma reagao
inflamatdria causada pelo Gluconato de Zinco.
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2 AVALIACAO DO EFEITO DO GLUCONATO DE ZINCO + DMSO, NA
CASTRACAO QUIMICA DE CAES NO MUNICIPIO DE BELEM, PARA

2.1 INTRODUCAO

A superpopulacdo de cées é um problema de satde publica comum nos centros urbanos,
entretanto observamos que as acgOes para 0 controle dessa situagdo, se encontra em
desvantagem perante a velocidade reprodutiva desses animais. Se um casal de cdes pode
produzir em 10 anos 80.000.000 de animais de acordo com a Sociedade de Prote¢do Animal
Internacional, percebemos que o controle precisa ser rapido, porém eficiente. Rodaski et al.
(2001) demonstraram que os principais problemas que dificultam o controle reprodutivo pela
maior parte da populacdo é a burocracia, tempo, transporte e 0s custos.

Dessa forma, Soto (2003) observou que a eutanasia e recolhimento ndo sdo eficientes
dentre as medidas para controle populacional, inclusive Rowan (1994) ressalta que a eutanasia
de cdes com saude € inaceitavel numa sociedade que busca animais de companhia.

No Brasil, foi observado que a dindmica da populacdo canina apresenta uma maioria de
machos, em torno de 60 e 70%, enquanto as fémeas constituem 30 a 40% no total da
populacdo (DIAS, 2001; PARANHOS, 2002; SOTO, 2003).

Dentre os métodos contraceptivos, a cirurgia demonstra ser o procedimento mais
indicado, (SOTO, 2003), entretanto inviavel em algumas regides por necessitar de ambiente e
equipamentos cirdrgicos, assim como medicacdes pds- operatorias. A castracdo quimica em
caes é uma alternativa para essas regides, por ser um procedimento mais simples, com custo
inferior ao de um procedimento cirdrgico e que ndao demanda de material e ambiente
adequado (SOTO et al., 2009).

Dentre as substancias utilizadas com essa finalidade, o Gluconato de Zinco é a
substancia que se enquadra nos requisitos de seguranga aos animais tratados e para o meio
ambiente, eficaz em uma grande porcentagem de animais tratados, e irreversivel apés um
anico tratamento (OLIVEIRA et al., 2011). Hawkins ( 2006) e Levy et al. ( 2008) relataram a
ocorréncia de eventos de contracepc¢do nos quais mais de 200 cées séo esterilizados em um
Unico dia com Gluconato de zinco, estimulando a pesquisa sobre 0 uso dessa substancia como
alternativa aos métodos cirrgicos de contracepgao em caes.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar as alteracGes testiculares promovidas pelo
Gluconato de Zinco a 2,62% associado ao DMSO a 5% em cdes, atraves dos exames
ultrassonografico, androlégico e histopatoldgico.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi submetida & apreciagio e aprovagio pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural da Amazonia conforme a Resolugdo N° 879
do CFMV, sob 0 nimero 003/2012- CEUA- 7.641-2012.

2.2.2 Animais e local da pesquisa

O experimento foi realizado em Belém, no Campus da Universidade Federal Rural da
Amazénia (UFRA), no canil do projeto Vida Digna do Instituto de Saude e Producdo Animal
na Amazonia, no periodo de Agosto a Novembro de 2012, sendo fornecido aos animais
alimentacdo a base de racdo comercial e &gua a vontade.

Foram utilizados 30 cées inteiros, pesando entre 8 a 14 kg, com idades entre 1 a 5 anos
(baseados na andlise da arcada dentéria), sem raca definida, porte médio, provenientes do
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), canil da UFRA, canil da UFPA e do abrigo
ASDEPa.

Apos a adaptagdo e avaliacdo clinica dos animais por um periodo de 2 semanas,
coletou-se 0 sangue para 0s exames de hemograma e pesquisa de hemoparasitas, sendo
posteriormente realizada vacinacdo anti-rdbica e vermifugacdo com medicacdo para o

combate de endo e ectoparasitas.

2.2.3 Etapas do experimento

2.2.3.1 Exame Androldgico

Apl6s o periodo de adaptacdo, as coletas de sémen foram realizadas por meio de
massagem digital para avaliacdo espermatica, conforme recomendacdo do Colégio Brasileiro
de Reproducéo Animal (CBRA, 1996).

Os animais foram submetidos a duas coletas de sémen em dias diferentes (Figura 2A),
para obtermos o padrdo seminal individual antes da aplicacdo do produto. Posteriormente as
coletas foram semanais para observacdo das alteracGes. Cada ejaculado apos a separacdo em
fracBes (Figura 2B) foi submetido a uma avaliacdo fisico-morfologica para determinacdo de:
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volume (ml), concentracdo (milhdes/ml), motilidade individual progressiva (MIP, 0-100%),
vigor (0-5), patologias espermaticas (%) e contagem de vivos e mortos, onde 0s resultados s&o
expressos em unidades, através da contagem de vivos e mortos (CBRA,1996).

O volume foi calculado ap6s a coleta do ejaculado em tubos graduados, separando as
trés fracOes: uretral, rica em espermatozdides, e prostatica (HEIDRICH, 1977) conforme a
Figura 2B.

Em um tubo contendo 0,5 ml de solucdo de formol-salino foi adicionado 20uL de

sémen para anélise de concentracdo espermatica.

Para avaliacdo da motilidade, foi colocada uma gota de sémen em lamina sob uma

laminula, ambas pré-aquecidas, e foi observada em microscopia éptica com objetiva de 40x.

O vigor foi avaliado através da avaliacdo de uma gota de sémen a qual foi observada o

movimento retilineo progressivo dos espermatozdides.

Além desta avaliacdo em microscépio Optico de luz, foram preparados dois esfregacos
finos em laminas, para serem coradas pelo método de Cerovsky (CEROVSKY, 1976) para

contagem das anormalidades espermaticas, classificadas em patologias maiores e menores.

Para avaliar a contagem de vivos e mortos, uma gota de sémen a fresco foi misturada

ao corante Eosina/ Nigrosina, sendo observada em microscopia éptica em objetiva de 40x.

Figura2 - Coleta de sémen de cdo através de massagem digital (A) e separacdo das trés fracdes do ejaculado de
cdo (B), sendo: 1- Fragdo uretral, 2- Fracdo rica em espermatozoéides, 3- Fracdo prostética (HEIDRICH, 1977).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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2.2.3.2 Grupos e dias (APENDICE 1)

Os animais foram divididos em cinco grupos, e o periodo de avaliagdo durante 35 dias
apos a medicacao foi selecionado para confirmar a indicacdo do produto, que refere apds 30
dias a incapacidade reprodutiva dos animais tratados.

Grupo C (Controle) — Uma aplicagéo.

Este grupo, com cinco animais, recebeu apenas uma aplicagao de soro fisiologico, na
dose de 1 ml para cada testiculo, na profundidade de meia agulha de insulina. Foi castrado
um animal nos dia 7, 14, 21, 28,35.

Grupo 1- Uma aplicagéo.

Este grupo, com cinco animais, recebeu apenas uma aplicacdo intratesticular do
GZ+DMSO, de acordo com o maior didmetro transversal testicular, respeitando-se o padréao
estabelecido pelo fabricante, ou seja, as doses variam de acordo com o didmetro mensurado,
na profundidade de meia agulha de insulina. Foi castrado um animal nos dia 7, 14, 21, 28,35.

Grupo 2- Duas aplicacGes.

Este grupo, com cinco animais, recebeu duas aplicagbes do GZ+DMSO, de acordo
com o maior didmetro transversal testicular, respeitando-se o padrdo estabelecido pelo
fabricante, ou seja, as doses variam de acordo com o didmetro mensurado. A segunda
aplicacdo foi realizada 30 dias ap0s a primeira, na profundidade de meia agulha de insulina.
Foi castrado um animal nos dia 37, 44, 51, 58,65 (os dias serdo contados para avaliacdo a
partir da reaplicacéo).

Grupo 3 - Uma aplicacéo.

Este grupo, com cinco animais, recebeu apenas uma aplicagdo do GZ+DMSO,
entretanto esta dose foi até a saturagdo testicular, que variou de 0,5 a 2 ml acima do padréo
estabelecido pelo fabricante, na profundidade de meia agulha de insulina.



34

Grupo 4 — Uma aplicacéao.

Este grupo com 10 animais, por ser um grupo diferente dos outros devido a forma de
aplicagdo, recebeu apenas uma aplicacdo do GZ+DMSO, entretanto esta dose foi até a
saturacéo testicular, que variou de 0,5 a 2 ml acima do padrdo estabelecido pelo fabricante.
Esse grupo recebeu aplicagdo com uma agulha inteira de insulina, diferindo do grupo anterior
devido a profundidade, portanto a porcao testicular afetada foi diferente.

2.2.3.3 Aplicacéo da droga

No dia da aplicacdo, previamente aplicamos uma tranquilizacdo com Acepromazina em
sub-dose (0,025mg/kg) e uma aplicacdo de AINE a base de Meloxican (0,2mg/kg), 30
minutos antes da aplicacdo do Gluconato de zinco+ DMSO de acordo com a metodologia de
Lorena et al (2008), o que ficou demonstrado pelos autores ser suficiente para abolir a
analgesia ap0s o procedimento. Em seguida o escroto foi limpo com solugdo antisséptica.

Mensuramos o testiculo na sua por¢do medial transversal, com a utilizacdo de
paquimetro (Figura 3). Utilizamos uma seringa e agulha de insulina (0,3x13 mm), onde
introduzimos apenas a metade da agulha de insulina nos grupos controle, 1, 2 e 3, uma para
cada testiculo, para injetar o volume da solugdo & base Gluconato de zinco+ DMSO. No
Grupo 4, foi aplicada apenas uma dose com a introducéo total de uma agulha de insulina.

Figura 3 - Mensuracdo testicular do cdo com paquimetro, submetido a inje¢do de Gluconato de zinco + DMSO.
Localizacdo do maior didmetro testicular. Fonte: Arquivo Pessoal.
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A aplicacéo foi realizada na regido dorso-cranial de cada testiculo, ao lado da cabega do
epididimo (o mais préximo possivel do ducto eferente) e a agulha foi inserida num plano
paralelo em relacéo ao testiculo, imobilizando o animal na posi¢édo dorso ventral conforme

Figura 4.

Testis
injection e Epididymis

Testis—»

Seminiferous
tubule

- \as deferens

Figura 4 - A) Foto mostrando a aplicacdo intratesticular da solugéo de gluconato de zinco + DMSO. Fonte:
Arquivo Pessoal. B) Desenho esquematico mostrando o correto posicionamento da aplicagdo. Fonte: Ark
Science.

2.2.3.4 Doses aplicadas

O Gluconato de Zinco, na concentracdo de 26,2 mg + DMSO 0,05 mg/ml (Infertile®),
sdo recomendados em doses de acordo com o maior didmetro transversal testicular, até o
maximo de 2ml em cada testiculo.

A Tabela 1 mostra o maior diametro transversal testicular e a dosagem do farmaco que

deve ser aplicada, respectivamente.
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Tabela 1- Tabela de doses de aplicacdo do Gluconato de Zinco +DMSO, ap6s a mensuracao

testicular.
Tamanho do maior diametro transversal Volume aplicado (ml)/ Dose
testicular (mm) padréo

12-17 (porte pequeno ou filhote ate 2 meses) 0,5

18-23 (porte médio) 1,0

24-27 (porte grande) 1,5

27 ou mais (porte gigante) 2,0

Dose de saturagéo testicular 0,5 a 2 acima da dose padrao

Fonte: Rhobifarma modificado.

2.2.3.5 Orquiectomia

As cirurgias foram realizadas no departamento de cirurgia do Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural da Amazé6nia. Todos os cdes foram submetidos a orquiectomia
bilateral, com subsequiente coleta dos testiculos. Os animais foram submetidos a jejum so6lido
e liquido por 12 horas. O protocolo anestésico constou da administracdo da Acepromazina
0,2% (0,05 mg/kg IM) como medicacdo pré-anestesica. Na inducdo anestésica, foi utilizado a
Ketamina (10mg/kg) associado ao Diazepan (1 mg/kg) por via endovenosa. Foi infiltrado na
regido subcuténea pré escrotal, Cloridrato de Lidocaina (5 mg/ml). A técnica utilizada foi a
pré-escrotal (BOOTHE, 2003), nesse caso, optamos pelo método fechado (sem abertura da
tunica vaginal). O tecido subcuténeo foi suturado com catgut cromado 2.0, e a pele com fio de
nylon 2.0. No pos- operatorio, utilizamos a Enrofloxacina (5mg/kg) por via subcutanea,
durante 7 dias, Meloxican (0,2mg/kg) por 3 dias e alcool iodado no local. O pds-operatério

foi acompanhado por 8 dias até a retirada dos pontos e devolucéo dos animais.

2.2.3.6 Ultrassonografia Testicular

Os exames ultrassonograficos foram realizados com auxilio de um aparelho
ChisonUltrasound® D 600 VET( Figura 5), com transdutor linear transretal - 7,0 MHz. Foram
feitas imagens nos planos longitudinal e transversal (CARVALHO, 2004) avaliando:
tamanho, contornos, ecotextura e ecogenicidade dos testiculos (Figura 6A e 6B).
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Figura 5- Ultrassonografia testicular em cdo. Fonte: Arquivo Pessoal

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 0 (zero) representa a cor preta anecoica e o valor de 255 representa o branco
hiperecoica. A partir destas imagens determinamos a ecodensidade testicular, expressa em
quantidade de pixels/area.

Utilizamos o Programa Image 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 &rea e estatisticas de pixel de valor definido pelo usuario (RASBAND, 1997).
As analises da ecogenicidade em pixel dos testiculos 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 l1cm? (Figura7). Posteriormente, com 0s
valores dos dois testiculos foi obtida a média da ecodensidade testicular por animal.

Os exames foram realizados antes da aplicacdo e no dia da cirurgia de acordo com o

grupo, fazendo uma avaliagdo comparativa das imagens.
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Figura 6- Imagem ultrassonografica de testiculo de cdo: A) Imagem longitudinal; B) Imagem transversal.
Notar posicionamento do mediastino na parte central do parénquima, com ecogenicidade homogénea.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 7 - Foto mostrando imagem ultrassonografica de testiculo de cdo, do grupo controle antes da aplica¢do,
com marcaco aleatéria pelo Programa Image J, de um quadrado de 1 cm?, para calculo das unidades pixels.
Fonte: Arquivo Pessoal.

2.2.3.7 Histopatologia

Apbs a orquiectomia, os testiculos coletados, foram fixados em solu¢do de Bouin
(SLATTER, 2003) por 24hs, sendo posteriormente lavado e preservado em alcool 70% até o

momento do processamento, no Laboratério de Patologia Animal - LABOPAT da UFRA.
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Posteriormente, foram crivados 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 5 micrometros de espessura e as
laminas coradas pela hematoxilina e eosina para anélise em microscopio Optico de luz, com

aumento del10x e 40x para verificar a ocorréncia de alteragcdes no parénquima testicular.

2.2.3.8 Analise Estatistica

Os dados foram catalogados em planilhas eletrnicas submetidas ao teste estatistico
ANOVA (Analise de variaveis) através de software especializado (SAS, 2001). 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, concentragdo, vivos e mortos, patologias espermaticas maiores e menores e a
intensidade de pixel (IP), antes e depois da aplicagdo do produto para avaliar o efeito da dose
(de acordo com o grupo ) e dos dias de tratamento.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Avaliacao Clinica

No presente estudo ndo foram observados sintomas de vocalizagdo, provavelmente
devido a provavelmente a sedacdo prévia, corroborando com os achados de SETCHELL et al.
(1994) uma vez que as terminacGes nervosas deste 6rgdo estdo localizadas no escroto, assim
m como ndo houve alteracdo no consumo de alimento, fato observado igualmente por Soto et
al.(2007).

Foi observado vomito em dois animais do grupo tratado (0,08%), enquanto Oliveira
(2007) por 150 dias e Tepsumethanon et al. (2005) por 75 dias, ndo observaram desconforto
ou reacOes adversas para 0 animal, evidenciado pela auséncia de alteracBes clinicas
significativas e nenhuma mudanga de comportamento dos caes durante o periodo observado.

Ocorreu edema testicular em todos os animais, inclusive no grupo controle, por um
periodo de até 10 dias, sintoma constatado por Motta (2008) e Tepsumethanon et al. (2005),
discordando de Soto et al (2007), que também utilizaram a associagdo GZ+ DMSO néo

observando essa alteragcdo em seu experimento.
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Observamos reagdo no local de aplicacéo por até 35 dias nos grupos tratados, e apenas
um animal do Grupo 3 — 14 dias (5 %) apresentou vermelhiddo, e irritagdo local
provavelmente por lambedura ou extravazamento da solugdo entre o parénquima e o escroto,
entretanto esse animal recebeu o triplo da dose que seria padrdo conforme a mensuragdo
testicular, enquanto Cedillo et al. (2006) encontraram 3,1% de cées tratados com 0 GZ+ ARG
com JUlceras ou fistulas na dose padrdo, e Wang (2002), utilizando GZ+ ARG, relatou
irritacdo escrotal em apenas 2% dos cdes, ap0s 3 dias da aplicagdo, sem necessidade de
tratamento, por ndo haver agravamento das les6es. Oliveira (2007) relatou que apenas um cao
do grupo tratado adulto (10%) com GZ+ ARG desenvolveu irritacdo do escroto e dermatite
apos 30 dias do tratamento enquanto Soto et al.(2009) avaliando o GZ+ DMSO durante 7
meses, ndo observou alteragdes no local de aplicagdo nos animais tratados.

Em nosso trabalho observamos reacdo no local de aplicagdo em 5% dos animais tratados,
sendo que Levy et al. (2008), utilizando GZ+ ARG, observaram reagdes de necrose apos a
aplicacdo em 3,9 % dos procedimentos de 161 cées, demonstrando a probabilidade da
ocorréncia de problemas no pos-aplicacdo, devido provavelmente a contaminagdo no local de

aplicacdo ou reacdo individual ao Gluconato de Zinco.

2.3.2 Doses aplicadas de acordo com os Grupos

Conforme indicacdo do fabricante, as doses foram calculadas a partir da mensuracgao
do maior didmetro transversal testicular.

Nos Grupos 3 e 4 , foram aplicadas doses até a saturacdo testicular, por isso estes
grupos possuem doses maiores quando comparadas aos animais dos outros grupos com a

mesma medida testicular, conforme a Tabela 2.
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Tabela 2 - Tabela da relacdo didmetro transversal dos testiculos direito e esquerdo (mm) X

volume (ml) da solugéo de gluconato de zinco + DMSO , de acordo com 0s grupos.

Grupo/Testiculo

Dias/Diametro transversal (mm)

Dias/VVolume aplicado (ml)

D7 D14 D21 D28 D35 D7 D14 D21 D28 D35
GC - Test. D 25 23 2.6 2.3 2.3 1 1 1 1 1
GC - Test. E 24 2.2 2.7 2.2 2.3 1 1 1 1 1
G1-Test. D 26 22 2.3 2.1 2.0 1,5 1 1 1 1
G1-Test. E 24 23 2.3 2.3 2.0 1,5 1 1 1 1
G2 - Test. D 25 22 2.4 2.1 2.5 1,5 1 1,5 1 1,5
G2-Test. E 25 23 2.5 2.1 2.7 1,5 1 1,5 1 1,5
G3-Test. D 22 24 2.0 2.0 2.0 1,5 3 2,5 1,5 2
G3-Test. E 21 24 2.1 2.0 2.1 1,5 3 2,5 1,7 3
G4 - Test. D 22 23 2.0 2.2 2.0 1,7 2,8 2,7 1,6 2,2
G4 - Test. E 21 24 2.0 2.1 2.2 1,5 3 2,3 1,7 3

Fonte: Arquivo Pessoal

2.3.3 Avaliacao ultrassonogréfica testicular em Intensidade Pixel

2.3.3.1 Média geral e desvio padrdo da ecogenicidade antes e depois da aplicacdo do

Gluconato de zinco + DMSO em todos 0s grupos.

A média e o desvio padrdo da ecogenicidade dos animais estudados foi de 20,60+6,36
e 16,42 £10,22 pixel, antes e depois da aplicagdo doGZ+ DMSO respectivamente, sendo

observada diferenca estatistica entre as médias (p<0,05), conforme tabela 3.

Tabela 3- Média geral e desvio padrdo da ecogenicidade do parénquima testicular de cées

submetidos a aplicagdo do Gluconato de Zinco + DMSO.

Dias Meédia + DP (Pixel) Minimo Maximo
Antes da aplicacao 21,51+4,56 7,38 30,99
Depois da aplicacéo 11,4845,8 3,98 28,92

(F=9,52; P=0,0028)
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Esta diferenca no presente estudo, ocorreu devido ao processo inflamatério e
degeneracdo causada apds os tratamentos, 0 que causou uma diminuicao da ecogenicidade por
acumulo de liquido promovido pelo edema, corroborando os resultados encontrados por
Mazzei et al.( 2012) que observaram em todos 0s animais tratados, alteragcdes na arquitetura,
ecotextura e ecogenicidade testicular apds a aplicacéo da droga.

2.3.3.2 Média e Desvio Padrédo antes e depois da aplicagdo do GZ+ DMSO de acordo com 0s
dias de avaliagédo x Grupo.

2.3.3.2.1 GRUPO CONTROLE

A média e o desvio padrdo da ecogenicidade antes e depois da aplicacdo de soro
fisioldgico (Tabela 4), no dia sete foi de 20,50+3,47 e 12,92 0,68, no dia 21 foi de 23,32
14,04 e 9,23 £3,20 e no dia 35 foi de 26,42 £5,85 e 14,08 +£2,05, sendo observada diferenca
estatistica entre as médias ( p<0,05) em todos os dias, provavelmente pelo aumento de liquido
promovido pela aplicacdo (Figura 8A e 8B).

Tabela 4- Média e desvio padrdo da ecogenicidade do parénquima testicular de cées
submetidos a aplicacdo de solugéo fisiologica de acordo com os dias de avaliagdo e a dosagem

de aplicacgéo (Grupo controle).

Dias de Média £ DP(Pixel)  Média + DP(Pixel) F P
avaliacdo  antes da aplicacdo  depois da aplicacéo
7Dias 20,50 = 3,47 12,92 £ 0,68 18,27 0,0057
21Dias 23,32 +4,04 9,23+ 3,20 29,74 0,0021
35Dias 26,42 +5,85 14,08 £ 2,05 15,80 0,0077

DP-Desvio Padréo .
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A B

Figura 8 - Imagem ultrassonografica de testiculo de cdo do grupo controle, em posicéo longitudinal, antes (A) e
apo6s 35 dias (B) da aplicacdo da solucdo fisiologica. A e B — Parénquima testicular com ecogenicidade

heterogénea apds aplicagdo de soro fisioldgico.

Esta diferenca estatistica em todos os dias, difere dos resultados encontrados por Mazzei
et al.( 2012) que observaram alteracOes apenas em 28% dos animais do grupo controle, apesar
dos autores utilizarem duas doses de soro fisiologico com intervalo de 1 més entre as
aplicagdes, entretanto suas avaliagdes eram quinzenais, por um periodo de 5 meses, com 7

animais.

2.3.3.2.2 GRUPO 1

No Grupo 1 (uma aplicagdo do GZ+DMSO) a média e o desvio padrdo da
ecogenicidade antes e depois da aplicagcdo do GZ+ DMSO, foi no dia 7,27,38 + 1,1 e 10,67
+ 1,44; no dia 14 foi del3,19 £ 4,23 e 7,43 £ 2,67; no dia 28 foi de 27,38 +4,89 e 12,13
2,01 e no dia 35 foi de 13,65 =+ 0,76 e 25,27 + 3,37 respectivamente sendo observada
diferenca estatistica entre as medias ( p<0,05) em todos os dias, & excecdo do dia 21.
Provavelmente esse aumento da ecodensidade nas duas avaliacGes iniciais deve ser pelo
edema causado pelo Gluconato de Zinco, e cuja reacdo diminuiu aos 21 dias, e aos 35 dias
ocorre elevacdo demonstrando ainda o efeito da substancia no parénquima testicular ( Figura
9A e 9B) conforme tabela 5.
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A

Figura 9 - Imagem ultrassonografica de testiculo de cdodo Grupo 1, em posi¢do longitudinal, antes (A) e apds
21 dias (B) da aplicacdo do GZ+ DMSO. A- Parénquima testicular normal (homogéneo). B- Parénquima

testicular com aumento de ecogenicidade(seta).

Tabela 5- Média e desvio padrdo da ecogenicidade do parénquima testicular de cées
submetidos a aplica¢do do Gluconato de Zinco + DMSO de acordo com os dias de avaliacdo e

a dosagem de aplicacao (Grupo 1).

Dias de Média £DP(Pixel) Média £DP(Pixel) F P
avaliacao antes da aplicagdo  depois da aplicagio
7Dias 27,3811 10,67 £ 1,44 338,14 < 0.0001
14Dias 13,19 £4,23 7,43 + 2,67 17,37 0,023
21Dias 18,73 £ 4,63 17,92 + 2,67 0,08 0,77
28Dias 27,38 £4,89 12,13+2,01 34,80 0,0027
35Dias 13,65 +0,76 25,27 £ 3,37 45,26 0,0009

DP-Desvio Padréo .

Essas alteracdes em todos os dias, foram constatadas por Soto et al. (2009) e Mazzei et
al. (2012), que também observaram alteracGes no exame ultrassonografico de todos os
animais tratados com o Gluconato de Zinco 26,2 mg + DMSO 0,05 mg, quando comparados

ao Grupo Controle.

2.3.3.2.3 GRUPO 2

No Grupo 2 (duas aplicacbes do GZ+ DMSO com intervalo de 30 dias) a média e o
desvio padrdo da ecogenicidade antes e depois da aplicacdo do farmaco, no dia 37 foi de
10,62 + 1,38 € 4,35 + 3,69 ; dia44 foide 20,70 £5,28 e 1,10 £ 8,48; no dia 51 foi de 24,30
+ 5,21 e 39,49 £ 4,10; no dia 58 que foi de 23,32 £4,04 16,28 +0,79 e no dia 65 foi del18,78
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+1,48 e 32,31 £3,28 respectivamente sendo observada diferenca estatistica entre as médias
( p<0,05) em todos os dias, ocorrendo uma diminui¢do significativa logo na primeira
avaliacdo(Dia 37), seguida de uma ligeira elevacdo, e em seguida mantendo-se baixa no
ultimo dia de avaliacdo, provavelmente devido a alteracGes no parénquima testicular (Figura
10A e 10 B), conforme Tabela 6.

A B

Figural0- Imagem ultrassonografica de testiculo de cdo do Grupo 2 em posicdo transversal, antes(A) e apds 58
dias(B) da aplicacdo do GZ + DMSO. A- Parénquima normal (homogéneo). B- Parénquima testicular com

ecogenicidade heterogénea.

Tabela 6- Média e desvio padrdo da ecogenicidade do parénquima testicular de cées
submetidos a aplica¢do do Gluconato de Zinco + DMSO de acordo com os dias de avaliacdo e

a dosagem de aplicacao (Grupo 2).

Dias de Média £DP(Pixel) = Média £DP(Pixel) F P
avaliacdo antes da aplicacdo depois da aplicacéo
7Dias 10,62 +1,38 4,35+ 3,69 10,07 0,019
14Dias 20,70 5,28 8,48 +1,10 20,48 0,004
21Dias 39,49 +£4,10 24,30+ 5,21 20,94 0,004
28Dias 23,32 4,04 16,2 +0,79 11,65 0,0143
35Dias 32,31 £3,28 18,78 £1,48 56,41 0,0006

DP-Desvio Padréo.

Provavelmente, esta diferenca ocorreu devido as alteragfes na arquitetura, ecotextura e
ecogenicidade testiculares ap0s a aplicacdo do farmaco, semelhante aos resultados
encontrados por Mazzei et al.(2008), que utilizaram duas doses do GZ+DMSO e duas doses
de soro fisiologico com intervalos mensais observando essa alteracdo em todos os animais

tratados, e a dose utilizada foi semelhante a do nosso experimento no Grupo 2.
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2.3.3.2.4 GRUPO 3

No Grupo 3 (uma aplicacdo do GZ+DMSO até a saturacdo testicular- meia agulha), a
média e o desvio padrdo da ecogenicidade antes e depois da aplicacdo do GZ+DMSO no dia
7, foi de 24,73 £3,78 e 8,22 £3,34; dia 14 foi del4,03 £2,47 e 3,27 £ 7,90; no dia 21 foi de
20,78+4,58 e 14,45 +3,18; no dia 28 foi de 29,72 +2,29 e 10,96 +0,81 e no dia 35 foi de
30,72 + 3,39 e 16,13 £1,91 respectivamente, sendo observada diferenga estatistica entre as
médias ( p<0,05) em todos os dias. Esse resultado € inferior ao Grupo 2 no ultimo dia de
avaliacdo,com diminuicdo da ecodensidade de forma mais intensa, provavelmente devido a
quantidade do farmaco aplicada alterando de forma significativa o parénquima testicular
( Figura 11A e 11B), conforme Tabela 7.

A B

Figura 11 - Imagem ultrassonografica de testiculo de céo, do Grupo 3 em posicao longitudinal, antes (A) e ap6s
28 dias(B) da aplicacdo do GZ+ DMSO. A- Parénquima normal (homogéneo). B- Parénquima testicular com

ecogenicidade heterogénea.

Tabela 7-Média e desvio padrdo da ecogenicidade do parénquima testicular de cées
submetidos a aplica¢do do Gluconato de Zinco + DMSO de acordo com os dias de avaliacdo e

a dosagem de aplicacao (Grupo 3).

Dias de MédiaxDP(Pixel) MédiaxDP(Pixel) F P
avaliacdo antes da aplicacdo depois da aplicacéo
7Dias 24,73 £3,78 8,22 £3,34 42,77 0,001
14Dias 14,03 £2,47 7,90£3,27 8,89 0,0241
21Dias 20,78+4,58 14,45+3,18 49,54 0,0049
28Dias 29,72 £2,29 10,96 +0,81 237,98 < 0,0001
35Dias 30,72+3,39 16,13 £1,91 56,03 0,0006

DP-Desvio Padrao
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2.3.3.2.5 GRUPO 4

No Grupo 4 (uma aplicacdo do GZ+DMSO até a saturacéo testicular - agulha inteira), a
média e o desvio padrdo da ecogenicidade antes e depois da aplicacdo do GZ+DMSO no dia
7 foide 22,73 £1,69 e 6,22 £ 1,34; dia 14 foide 13,03 £1,47e 6,90 + 2,27; no dia 21 foi de
18,07+5,11e 11,07 % 0,7; no dia 28 foi de 28,69 +1,18e 9,91 + 0,78 e no dia 35 foi de
29,65 + 4,35 e 15,11 +1,86 respectivamente, sendo observada diferenca estatistica entre as
médias ( p<0,05) em todos os dias, bem como uma diminuigéo significativa logo no primeiro
dia de avaliacdo e posterior elevacdo porém em valores correspondentes a metade da
avaliacdo antes do tratamento, demonstrando uma diminui¢do da progressao das alteraces no

parénquima testicular, conforme Tabela 8.

A B
Figura 12- Imagem ultrassonografica de testiculo de cdo do Grupo 4, em posi¢do longitudinal, antes(A) e ap6s
28 dias(B) da aplicacdo do GZ+ DMSO. A- Parénquima normal (homogéneo). B- Parénquima testicular com
ecogenicidade heterogénea.

Tabela 8- Média e desvio padrdo da ecogenicidade do parénquima testicular de cées
submetidos a aplicacdo do Gluconato de Zinco + DMSO, de acordo com os dias de avaliacdo
e a dosagem de aplicacdo (Grupo 4).

Dias de Média + DP(Pixel) MédiatDP(Pixel) F P
avaliacéo antes depois
7Dias 22,73 £1,69 6,22 1,34 40,56 0,001
14Dias 13,03 +1,47 6,90+2,27 7,89 0,0239
21Dias 18,07+5,11 11,07+ 0,7 11,01 0,0104
28Dias 28,69 £1,18 9,91+ 0,78 235,96 <0,0001
35Dias 29,65+ 4,35 15,11 +1,86 55,05 0,0006

Os Grupos 3 e 4 apresentaram reducdo significativa dos parametros logo na primeira

avaliacdo, inferior aos demais grupos tratados, justificado por utilizarem uma dose maior do
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GZ+ DMSO, entretanto, convém ressaltar que o Grupo 4 apresentou resultados inferiores
inclusive ao Grupo 3, demonstrando uma alteracdo maior que a causada pela aplicagdo com
meia agulha de insulina, constatando a observacéo de Pinho (2010) que a diminuigédo da IP
representa uma futura diminuicdo dos pardmetros seminais, nesse caso, sera evidente uma

diferenca entre os parametros seminais entre os Grupos 3 e 4.

2.3.3.3 Média antes e depois da aplicacdo do Gluconato de zinco + DMSO de acordo com 0s

dias de avaliacéo.

Ocorrem alteracbes em todos os dias observados, devido provavelmente a alteracdo
promovida pela injecdo e introducdo de substancias externas ao testiculo, e o processo agudo
inflamatorio vai reduzindo até o periodo de 21 dias, levando a restauracdo no grupo controle e
manutencdo da diferenca nos grupo 2, 3 e 4 (Tabela 9).

Tabela 9- Média e desvio padrdo da ecogenicidade do parénquima testicular de cées
submetidos a aplicagdo do Gluconato de Zinco + DMSO de acordo com o dia de avaliag&o,
independente do tratamento.

Dias de Avaliacdo
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
Antes Depois  Antes Depois Antes Depois  Antes Depois Antes  Depois
Media 2176 7,63 1446 742>  1967° 17,750 27,73 11,03° 27,62 16,92°
DP 7,01 4,03 5,14 2,32 4,98 12,31 4,50 3,21 7,87 571

Min 9,26 1,75 8,554 3,18 13,55 11,28 18,22 4,86 12,55 12,98
Méx 28,79 13,52 27,80 11,26 31,54 42,73 32,34 17,43 34,62 32,67

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. Anova, Tukey (P<0,05).

Os resultados demonstram uma diminuicdo da ecogenicidade testicular logo apds a
aplicagdo em todos os grupos tratados, provavelmente devido ao processo inflamatério
desencadeado pelo Gluconato de zinco, levando a um processo degenerativo, semelhante aos
resultados de Soto et al.(2007), que observou diminuicdo das células espermaticas em todos
0S grupos, reduzindo a ecogenicidade testicular.
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2.3.3.4 Média antes e depois da aplicacdo do Gluconato de zinco + DMSO de acordo com 0s
grupos

Houve reducgédo da ecogenicidade em todos os grupos, comparando antes e depois da
aplicacdo do farmaco, devido ao processo inflamatorio produzido pela invasdo do parénquima
testicular por substancias externas, e observamos nos grupos tratados a maior diferenca desse

parametro no Grupo 4 e a menor diferenca no Grupo 2 (Tabela 10).

Tabela 10- Média e desvio padrdo da ecogenicidade do parénquima testicular de cées
submetidos a aplicagdo do Gluconato de Zinco + DMSO de acordo com a dosagem (Grupo).

Dias de tratamento

GC Gl G2 G3 G4

Antes  Depois  Antes Depois  Antes Depois  Antes  Depois Antes Depois
Média 2341 1396° 19,74° 14,51° 20,18* 19,557 21,08 14,45  2243* 9,84
DP 4,84 6,84 7,15 6,80 14,18 6,07 649 9,08 2,76 1,39
Min 6,48 4,86 8,54 5,05 1,75 9,26 10,48 3,18 13,03 6,22
Max 3267 30,40 32,13 29,39 42,73 31,54 32,34 34,49 29,6515,11

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. Anova, Tukey (P<0,05).

Verificamos uma diminuigdo significativa nos grupos tratados, e mais expressiva nos
Grupos 3 e 4 devido ao aumento na dose aplicada, conforme os resultados encontrados por
SOTO et al. (2009).

2.3.4 Avaliacdo do Sémen

Os valores minimos referenciais no espermograma dos cées, para considerar a
possibilidade satisfatoria de fertilidade dos animais foram de 85 % de motilidade, nimero de
espermatozéides de 0,3 x 10° /ml e nimeros de células espermaticas normais de 80% de

acordo com a metodologia de Morrow (1988) e Christiansen(1988).

2.3.4.1 De acordo com o Grupo

2.3.4.1.1 CONCENTRACAO (CONCT X10°)

Houve reducdo da concentracdo em todos os grupos comparando os valores antes e
depois da aplicacdo, sendo no Grupo controle de 38,7+ 82 e 40,4 + 112, no Grupo 1 de 38,6
+ 25e32,4% 10, no Grupo 2de 37,5 £ 35¢e 29,9+ 76, no Grupo 3 de 39,5 = 86 €27,8+10
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e no Grupo 4 de 39,4+ 27 e 13,7+ 37 respectivamente, ocorrendo diferenca estatistica nos
Grupos 2 e 4 (Tabela 11).

Tabela 11 — Média e desvio padrdo de concentracdo espermatica em todos 0s grupos antes e
depois dos tratamentos.

Parametro GC Gl G2 G3 G4
CONCt x10° Antes 38,7+82 38,6 +25 37,5+ 35° 39,5+ 86 39,4+272
Depois 40,4 +112 32,4+10 29,9+ 76° 27,8+10 13,7+ 37"

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. Anova, Tukey (P<0,05).

Esses resultados estdo de acordo com os de Mazzei et al.( 2012) que encontraram na
concentracdo dos animais tratados com GZ+ DMSO, valores abaixo dos niveis necessarios
para a fertilizacdo, assim como Wang (2002), Oliveira (2007) e Motta ( 2008). Apenas Fahim
et al.(1993) ndo observaram alteracdo da concentragéo de cées que foram tratados com GZ+
ARG, durante 1 ano em avalia¢gbes mensais.

2.3.4.1.2 VOLUME ( ml)

N&o houve variacdo de volume significativo em nenhum grupo apds a aplicacdo do
GZ+DMSO ( Tabela 12).

Tabela 12— Média e Desvio Padrdo de Volume (ml) em todos os grupos antes e depois dos

tratamentos.
Parametro GC Gl G2 G3 G4
Volume( ml) Antes 0,7 £ 0,27 1,2+0,27 1,66+ 1,43 1,17 £ 0,23 1,41 +0,48

Depois  1,15+0,54 35%+278 2,91 +2,63 1,53+0,91 1,35+0,4

Os resultados encontrados em nosso estudo, estdo de acordo com os achados por Fahim
et al.( 1993 ) que ndo observaram nenhuma mudanca significativa no volume apds aplicacdo
GZ + ARG na cauda do epididimo de cdes, em avaliacbes mensais por 1 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, quando comparado ao
controle, enquanto Mazzei et al.(2012), observaram a média de 1,56 ml nos grupos tratados.
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2.3.4.1.3 VIGOR

Em nosso experimento, o vigor antes e depois da aplicacdo foi no Grupo controle de
3,6 £0,89 para 4,07 £ 1,18, no Grupo 1 de 4 + 1 para 3,5 £ 1,21, no Grupo 2 de 4 + 0,7 para
2,83 + 1,26, no Grupo 3 de 4,25 £ 0,95 para 2,57 £ 0,85 e no Grupo 4 de 4,3 + 0,82 para
0,9+0,57 sendo significativo (p<0,05) nos grupos 2,3 e 4 ( Tabela 13).

Tabela 13- Média e desvio padrdo de vigor espermético em todos os grupos antes e depois

dos tratamentos.
Parametro GC Gl G2 G3 G4
Vigor Antes 3,6 +0,89 4+1 4+0,7° 425+0,952 4,3+0,82°2

Depois 4,07+1,18 35+1721 2,83+1,26° 257 +0,85° 0,9+0,57"

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. Anova, Tukey (P<0,05).

Apesar de haver diminuicdo significativa nos grupos 2, 3 e 4, destacamos que o Grupo 4
ficou abaixo dos valores apropriados para a fertilizagdo assim como Soto et al. (2009), que foi
de 0,7, apds 6 meses. Mazzei et al. (2012), também obtiveram valores impréprios para a
fertilizagdo nos grupos tratados que foi de 2 + 0,1, ap6s 5 meses de aplicacdo do GZ+ DMSO.
Essa diminuicdo foi devido as lesdes no parénquima, promovendo alteragdes na

espermatogénese.

2.3.4.1.4 MOTILIDADE (%)

O percentual de motilidade variou no Grupo controle de 81 + 9,61 para 80+ 19,68, no
Grupo 1 de 86 £6,51 para 72,3+ 5,21, no Grupo 2 de 85 +9,35para71,11 = 5,1, no Grupo 3
de 88,75 £ 6,29 para 56,07 = 27,6 € no Grupo 4 de 84,5 + 8,95 paral9,25+£12,5, sendo
significativa nos grupos 2, 3 e 4 , onde p< 0,05, e a motilidade diminuiram devido as
alteracdes causadas no parénquima testicular, conforme a Tabela 14.
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Tabela 14— Média e desvio padrdo de Motilidade (%) em todos 0s grupos antes e depois dos

tratamentos
Parametro GC Gl G2 G3 G4
Motilidade(%6) Antes 81 +9,61 86 +6,51 85 +9,35° 88,75 + 6,29° 84,5 + 8,95°

Depois 80+19,68  72,3+521 71,11+ 5,1° 56,07 + 27,6° 19,25+12,5

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. Anova, Tukey (P<0,05).

Fahim et al. (1993), tambem observaram a diminuicdo da motilidade ap6s 90 dias da
aplicagdo do GZ + ARG, confirmando a diminuicdo inclusive no Grupo controle que voltou a
normalidade ap6s 2 meses da aplicacdo, enquanto Soto et al. (2009) utilizando 0 GZ+ DMSO
obteve o valor de 14,54% de motilidade apds 6 meses de avaliacdes, e apds 3 meses de
experimento reavaliando essa variavel, os cdes que ainda apresentavam motilidade de 60%
foram submetidos a mais uma aplicacdo do farmaco, e na avaliacdo seguinte, a motilidade
reduziu para menos de 20%, diferindo de Mazzei et al. ( 2012 ), que utilizaram o GZ+
DMSO e constataram resultados de 48.88% + 2,22 para a motilidade ap6s 5 meses de

tratamento, resultado bem acima do encontrado em nosso experimento.

2.3.4.1.5VIVOS E MORTOS

A contagem de vivos e mortos (Figura 12), demonstra que houve diferenca (p<0,05)
apenas no Grupo 3 que foi de 10 £ 5,59 para 33,07 £ 24,14 e no Grupo 4 de 9,7 £ 7,37para
60,3 + 40,27, provavelmente devido a esses grupos serem 0s que utilizaram maior dose do
Gluconato de Zinco, ocasionando lesdo no parénquima testicular e morte de diversos

espermatozdides( Tabela 15).

Tabela 15 — Média e desvio padrdo de vivos e mortos de todos o0s grupos antes e depois dos

tratamentos.
Parametro GC G1 G2 G3 G4
Vivos/ Antes 20,2+ 13,60 8,4+ 6,18 26,2£839  10%559° 9,7+7,37°
mortos Depois  15,15+13,06 13,1+6,72  38,06+267  3307+24,14°  60,3+40,27"

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. Anova, Tukey (P<0,05).
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Essa alteracdo na contagem de vivos e mortos também foi avaliada por Motta (2008),
em um cdo que utilizou 0 GZ+DMSO manipulado para cées a partir de 35 dias, entretanto o

autor ndo realizava a contagem dessas alteracdes.

4

Figura 13- Esfregaco de sémen de cdo tratado com GZ + DMSO, do grupo 3, apés 21 dias de aplicagdo.
Eosina+Nigrosina, Objetiva de 1000x. Fonte: Arquivo Pessoal.

2.3.4.1.6 PATOLOGIAS MAIORES E MENORES (%)

As patologias espermaticas maiores e menores foram agrupadas representando um
total de patologias, sendo significativa (p < 0,05) nos Grupo 2 que foi de 11,07 £ 9, 4 para
21,42 £ 19, no Grupo 3 de 7,65 + 5,75 para 33,86 = 23,09 e no Grupo 4 de 13,85 + 13,79 para
25,5 + 7,95. Essas alteragdes foram devidas provavelmente as alteracbes no parénquima
testicular, conforme Tabela 16.

Tabela 16— Média e Desvio Padrdo de Patologias maiores e menores (%) de todos 0s grupos
antes e depois dos tratamentos.

Parametro/Grupo GC Gl G2 G3 G4

P. Maiores (%) Antes 6,3+ 4,62 126+3,83 58+5 7,02 +5° 6,5+ 5,4°
Depois 7,46 £7,33 10 £ 6,96 16,15+ 13,65 20+ 12,98" 17,28 +2,81°

P. Menores (%) Antes 0,7+0,8 1,2+1,15 33+4/4 0,63 +0,75° 7,35+8,39
Depois 1,4+ 1,46 254+206 5,27+6,39 13,86+ 10,11° 8,22 +5,14

P. Total (%) Antes 7542 13,8+4,98 11,07+9,4 7,65+5,75 13,85 £13,79
Depois 8,86 £8,79 12,54+9,02 21,42+19 33,86 +23,09 255+7,95

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. Anova, Tukey (P<0,05).
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Observamos um aumento significativo (p<0,05) nas patologias espermaticas, nos
Grupos 3e 4( Figura 14), ficando ambos acima do parametro normal que seria de até 20%,
conforme recomendacdo do CBRA, assim como Mazzei et al.(2012) observaram aumento nas
patologias espermaticas (24,05% + 1,4), ap6s 5 meses de avaliacdes e Soto et al. (2007) que
observaram aumento significativo no grupo em que foi aplicado a associacdo do GZ(26,2 mg)
+ DMSO (0,05 mg) a partir de 45 dias da aplicacdo, assim como um aumento no grupo
tratado apenas com GZ isolado, comprovando o efeito do Gluconato de Zinco na

espermatogénese.

Figural4-Esfregaco de sémen de cdo do Grupo 4 no dia 21, com patologias espermaticas apds aplicacdo de
Gluconato de Zinco+DMSO. Coloracdo Vermelho Congo e Violeta. Objetiva de 1000x. Fonte: Arquivo Pessoal.

2.3.4.2 De acordo com os dias de avaliagcdo

Podemos observar uma reducdo significativa dos parametros até 35 dias, devido a avaliacéo
dos Grupos 3 e 4,onde a reducdo de parametros foi mais rapida, e a partir dos 35 dias, temos
apenas o0 Grupo 2, que foi reaplicado ap6s 30 dias, apresentado um aumento dos parametros
aos 37 dias e posterior decréscimo (Tabela 18).
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Tabela 17- Média e desvio padrdo das caracteristicas do sémen de cdes submetidos a

aplicagéo do Gluconato de Zinco + DMSO de acordo como dia da avaliagéo.

Dias Caracteristicas do sémen

Avaliagao/

Parametro  CONCtx10° Vol.(ml) Vigor (%) (%)Vivos/ (%)Pat. (%)Pat. (%)Pat.tot

Motilidade mortos Maiores Menores al

Antes 189+69° 1,4+0,6° 4,2+0,8° 85,4+8,3° 12,9+12,6° 8,545,5° 1,7+2,8° 10,3+8,3
D7 138+44° 1,8+0,7° 2,8+1,4°  61,8+0,1° 54,3+48,7°  14,3+16,7* 6,5+ 83*  20,9+25
D14 93+56° 2,1+#1,6% 2,5+0,9° 52,6427,3°  32,2427,9%  13,9+7,6° 7,2+45,6° 21,1+13,2
D21 68+45° 1,4+22 3,143,5° 41,649,2° 21,0+20,1°  17,7¢134%  7,1495° 25,6+22,9
D28 75+4° 1,1+0,5° 1,4+0,6° 32,8£11,8°  45,7#17,5°  18,4+12,5°  13+12,3*  31,4+248
D35 30+1° 0,740,4* 0,8+0,5" 16,6+16 65+9,5° 18,5+19° 1,7+0,3" 20,2+11,3
D37 84 +69° 2,1+41,1*  2+17° 52,5¢37,7°  26,5+18° 12,849,8" 0,8+1,4° 13,7+11,3
D44 41+2° 342,9° 2,240,5° 60+18,2° 51,7444,9° 20,117,  8,5+6,3 28,6+24,3
D51 99+11° 4,740,3°  2,0+1,4° 45+353" 40+53,7° 11,245,3" 2,240,3" 13,5+ 5,6
D58 845° 7,245,3°  0,5+0,7° 40+28,2° 56,5¢68,5°  25,7¢159°  2,7+1,7° 28,5+17,6

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente. Anova, Tukey (P<0,05).

Observamos alteracGes a partir de sete dias apds a aplicacdo do GZ+ DMSO, enquanto
Soto et al.(2007), somente a partir dos 30 dias, ressaltando que em cées que receberam uma
injecdo as alteragcdes ocorreram em 72%  dos animais, e nos animais que receberam duas
aplicagdes as alteracdes foram observadas em 100%. Mazzei et al. (2008) também utilizando
0 GZ+ DMSO 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 o GZ+ARG, observou azoospermia dos caes
jovens e adultos aos 60 dias apds a injecdo de zinco dias, entretanto, em nosso experimento, 0
decréscimo e manutencdo dos pardmetros abaixo do padrdo, sdo provavelmente devido as

lesGes no parénquima testicular, ocasionando alteracdo na espermatogénese.
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2.3.5 Avaliacao Histopatoldgica

No presente experimento as principais lesdes nos grupos tratados foram ordenadas de
acordo com o grupo de estudo e os dias de avaliagéo.

2.3.5.1 Grupo controle (Uma aplicacéo de solucao salina)

Na primeira avaliacdo apds sete dias da aplicacdo da solugdo salina, foi observado
degeneracdo (1%), presenca de espermatozdides no tubulo eferente e epididimo, reacdo
intersticial com infiltrado linfocitario, sem necrose. Aosl4 dias foi observada a presenca de
espermatozdides no tabulo eferente e epididimo, sem necrose. Aos 21 dias, havia presenca de
espermatozdides no epididimo, sem necrose, tubulos seminiferos com degeneracéo leve. Aos
28 dias foi observado presencga de espermatozdides no epididimo. Aos 35 dias, foi observado
epididimo com abundantes massas de espermatozdides no limen, o que demonstra que nao

houve alteracdo na fertilidade (Figura 15).

GC-35 dias
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Figural5- A- Aspectos da superficie de corte longitudinal de testiculo de cdo do grupo controle. B- Achados
histologicos epididimario com detalhe do ducto epididimario apds 35° dias de aplicacdo. Massas de
espermatozoides no limen tubular (seta). HE. Objetiva 10x. Fonte: Arquivo Pessoal

No Grupo controle, as les6es encontradas foram moderadas por ser um processo agudo
retornando a normalidade apds 21 dias, semelhantes as descritas por Soto et al. (2009), sem

prejuizo da espermatogénese.
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2.3.5.2 Grupo 1(Uma aplicagédo GZ+ DMSO)

As alteragdes observadas aos sete dias foram hemorragia, edema, necrose de tubulos
(Figura 16) em torno de 20 %, reabsorcéo tubular (Figura 16) em torno de 20 %, degeneracdo
(1%), reacdo linfoplasmocitéria, presenca de macrofagos e espermatozoides em alguns
tubulos e fibrose tubular. Aos 14 dias foi observado edema, necrose, degeneragdo em graus
variados e reabsorcdo tubular. Aos 21 dias, foram observados tubulos necréticos (30%),
edema, necrose intersticial, reabsorcdo tubular, fibrose, degeneragéo leve e grave (10%) e
presenca de espermatozoides. Aos 28 dias, foi observada degeneracdo tubular (90%),
vacuolizagdo de células germinativas, reabsorcdo tubular. Aos 35 dias foi observado no
aspecto macroscopico areas hemorragicas (Figura 17A), e histologicamente foi observado
estdgio de reabsorcdo avangada, degeneracdo moderada, vacuolizacdo de células
germinativas, epididimo com inflamacdo cronica leve, levando a alteracdo na

espermatogénese (Figura 17 B e 18).

Figura 16- Achados histoldgicos de testiculo do Grupo 1, ap6s 7 dias de aplica¢do do Gluconato de zinco +
DMSO com degeneragdo grave dos tlbulos seminiferos (setas) destacando areas em necrose (1) e em reabsorcédo
(2). HE. Objetiva 40x. Fonte: Arquivo Pessoal.
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1-35 dias

4 = E
Figura 17-A- Aspectos da superficie corte longitudinal de testiculo Grupo 1, ap6s 35 dias de aplicagdo do

Gluconato de zinco+DMSO, mostrando areas escuras a avermelhadas proxima do mediastino. B- Achados
histologicos com sinais de degeneracdo moderada, com dilatacdo luminal e vacuolizacdo de células epiteliais (1),
sem espermatozoide luminal. Auséncia de necrose. HE. Objetiva 40x. Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 18- Achados histolégicos de testiculo do Grupo 1, apds 35 dias de aplicacdo do Gluconato de zinco+

DMSO. Mostrando degeneracdo moderada de tdbulo seminifero (auséncia de espermatides alongadas e
espermatozdides- seta). HE. Objetiva 40x. Fonte: Arquivo Pessoal.
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2.3.5.3 Grupo 2 (Duas aplicagdes de GZ+ DMSO)

Observamos a partir de trinta e sete dias, degeneracéo tubular (30%), necrose discreta,
infiltrado de linfocitos e macrofagos, células descamadas, reabsorcdo tubular. Aos 44 dias foi
observada hemorragia (Figura 19B), reabsorcdo tubular, fibrose, areas de normalidade
espermatogénica, vacuolizacdo de células de Sertoli, células descamadas e multinucleadas,
degeneracdo tubular, e necrose. Aos 51 dias observamos areas de degeneracdo tubular,
vacuolizagdo de células de Sertoli, fibrose, areas de normalidade espermatogénica, necrose.
Aos 58 dias lesbes de necrose com padrdo de coagulagdo, fibrose, reabsorcdo tubular,
presenca de espermatozdides em alguns tubulos seminiferos, degeneracdo. Aos 65 dias
observamos &reas de espermioestase e vacuolizacdo de células germinativas (Figura 20B),
auséncia de espermatozdides em grande parte dos tabulos, dilatacdo do lamem tubular,
degeneracdo, fibrose, reabsor¢do tubular e auséncia de necrose, levando a alteracdo na

espermatogénese.
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Figural9-A- Aspectos da superficie corte longitudinal de testiculo grupo 2, apds 44 dias de aplicacdo do
Gluconato de zinco+DMSO, com &reas hemorragicas ao redor do local de aplicacdo (seta). B- Achados
histoldgicos testiculares de cées do Grupo 2, ap6s 44 dias de aplicagdo. Degeneracao grave (1) e necrose (2). HE.

Objetiva 10x. Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 20-A- Aspectos da superficie corte Iongltudlnal de testiculo grupo 2, ap6s 65 dias de aplicacdo do
Gluconato de zinco+ DMSO, com aspecto atrofiado no local de aplicacdo. B- Achados histologicos testiculares
de cdes do Grupo 2, ap6s 65 dias de aplicacdo.Tubulos seminiferos em degeneracdo grave, muitos com
vacuolizacdo das células germinativas (1). Massa de espermatozéides no Iimem (seta), e auséncia de necrose.
HE. Objetiva 10x. Fonte: Arquivo Pessoal.

Os achados histolégicos encontrados no Gltimo dia de avaliagdo como necrose, fibrose,
degeneracdo, e reabsorcdo em tdbulos seminiferos, com alguns apresentando somente a
membrana basal, foram semelhantes aos encontrados por Tepsumethanon (2005) utilizando
GZ+ARG, apos oito semanas de aplicagdo, entretanto o autor ndo se refere aos achados de

epermioestase encontrados em nosso experimento.
2.3.5.4 Grupo 3 (Uma aplicacdo GZ+ DMSO até a saturacao testicular- meia agulha)

Foi observada a partir de sete dias apds a aplicacdo, necrose de coagulacdo (20 a 40 %-
Figura 21B), espermioestase, degeneracdo tubular, células descamadas, inflamagédo
intersticial. Aosl14 dias foi observada necrose, degeneracdo tubular, edema, hemorragia,
fibrose. Aos 21 dias, observamos reabsorgdo tubular (15%), degeneragéo (25%), necrose
(15%), celulas descamadas, espermioestase, fibrose intersticial. Aos 28 dias, foi observada
fibrose intersticial, (20%), degeneragcdo (15%), reabsorcdo tubular, presenca de
espermatozdides e células descamadas. Aos 35 dias foi observado presenca de macréfagos,
degeneracdo tubular de leve a grave, tdbulos com células descamadas, auséncia de
espermatozoides em alguns tubulos seminiferos e nos tubulos eferentes.
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Figura 21- A- Aspectos da superf|C|e corte longitudinal de testiculo grupo 3, apos sete dias de aplicagdo de
Gluconato de zinco+DMSO, com areas hemorréagicas extensas ao redor do local de aplicagdo. B- Achados
histologicos testiculares de cdes do Grupo 3 apds 7 dias de aplicacdo. Necrose de coagulacdo de tubulos
seminiferos (1) e reabsorcéo de tibulos proximos & area de necrose (2). Area de hemorragia (seta). HE. Objetiva
10x. Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 22- Aspectos da superficie corte de testiculo grupo 3 apds 35 dias de aplicacdo, com areas de reabsorcéo
tubular(1), apenas com a membrana basal tubular (setas) e necrose tubular(2). Fonte: Arquivo Pessoal.

No ultimo dia de avaliacdo (35 dias) foi observado as lesdes de fibrose e degeneragéo,
com redugdo das células germinativas e atrofia da regido mais proxima da aplicacdo,
corroborando aos achados de Soto et al. (2009), que observaram essas mesmas caracteristicas
apos 6 meses de tratamento com 0 GZ+DMSO, e destacando que em nosso experimento

ocorreu em um intervalo de tempo inferior.
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2.3.5.5 Grupo 4 (Uma aplicagdo GZ+ DMSO até saturacdo testicular- agulha inteira)

Na primeira avaliagdo aos 7 dias, foi observado hemorragia, necrose, células anucleadas
e em picnose, vacuolizacdo de células germinativas, descamacdo celular, presenca de células
multinucleadas e alguns tdbulos com espermatozdides. Aosl4 dias, ainda observado
hemorragia, necrose de coagulacdo, fibrose, degeneracdo de moderada a grave, edema,
infiltracdo de macrofagos e linfocitos e fibrose. Aos 21 dias foi observada hemorragia, edema,
celulas inflamatdrias, células descamadas sem vizualizagcdo do limem tubular e degeneracéo
tubular. Aos 28 dias, degeneragdo tubular, auséncia de espermatozoides, tibulos seminiferos
apenas com membrana basal ou com infiltrado de macréfagos, fibrose, reabsorcdo tubular e
aos 35 dias foi observado degeneracdo tubular, infiltrado linfoplasmocitario, vactolos

citoplasmaticos, fibrose, reabsorcdo tubular e auséncia de tabulos seminiferos normais.
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Figura 23- Aspectos da superficie corte de testiculo grupo 4, com areas hemorragicas difusas e também éreas de
fibrose na porcao central mais palida. Achados histologicos testiculares de caes do Grupo 4 apds 7 dias de
aplicagdo. Tubulo seminifero dilatado com macréfagos em seu limem (1) , hemorragia (2) e vacuolizacdo de
células germinativas(seta). Tubulos seminiferos com degeneracdo moderada. HE. Objetiva 100x. Fonte: Arquivo

Pessoal.
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necrose (1). B- Destaca-se a fibrose intersticial tecidual (1). HE. Objetiva 100x. B. Achados histoldgicos

testiculares de cées do Grupo 4 ap6s 21 dias de aplicagdo. - Tubulos seminiferos apresentando total auséncia de
celulas germinativas, algumas com macréfagos e preenchidos por substéncia eosinofilica. A membrana basal
esta destacada e grande atrofia dos tibulos.HE. Objetiva 40x. Fonte: Arquivo Pessoal.

G4- 35 dias
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Figura25-A- Aspectos da superficie corte de testiculo grupo 4 ap6s 35 dias de aplicagdo, com areas de fibrose

periférica ao redor do local de aplicacdo. B- Achados histoldgicos testiculares de cdes do Grupo 4 ap6s 35 dias
de aplicacdo. Fibrose intersticial (1). Area final de reabsor¢do com tlibulos atréficos preenchidos por substancia
eosinofilica desprovido de células e macréfagos (2). HE. Objetiva 10x. Fonte: Arquivo Pessoal.

Aos 35 dias da aplicagdo do GZ+ DMSO, foi observado necrose de tubulos
seminiferos, fibrose com total absorgdo de celulas necroticas, alguns apresentando somente a
membrana basal, assim como numerosos tdbulos seminiferos em estagios variados de

degeneracdo, alguns com vacuolos citoplasmaticos e infiltrado linfoplasmocitario. N&o foram
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observados tubulos seminiferos normais, semelhante aos achados de Mazzei et al (2012) que
apos 5 meses da aplicacdo de do GZ+ DMSO, encontraram sinais de degeneracdo testicular e
infiltracdo de macrofagos (processo inflamatério crénico) no grupo tratado, entretanto esses
autores encontraram areas de calcificagdo distréfica 0o que ndo encontramos em nosso
experimento, provavelmente devido ao tempo de observagéo. Neste aspecto, Oliveira (2007),
apo6s cinco meses de uma aplicacdo de GZ+ ARG também observou atrofia de tubulos
epididimarios e auséncia de espermatozdides no limen, com &reas de fibrose, atrofia dos
tubulos seminiferos, degeneracdo e diminuigdo do namero de células germinativas em locais

mais distantes da aplicacao.

2.4 CONCLUSOES

A injecdo intratesticular com solucdo a base de Gluconato de zinco 2,62% + DMSO
0,5% foi eficaz em causar a esterilizacdo de cdes adultos, entretanto, o resultado mais
eficiente foi observado nos Grupos 2, 3 e 4, uma vez gque apresentaram comprometimento na
fertilizagdo de forma semelhante, porém, o Grupo 4 apresentou os resultados em um tempo
menor, podendo ser utilizado quando da necessidade de uma resposta em curto prazo.

Em todos os grupos tratados, houve reducdo das caracteristicas fisicas seminais,
caracterizando o quadro de subfertilidade até infertilidade variando de acordo com o grupo
tratado;

Os resultados dos espermogramas demonstraram que a solugdo de GZ+DMSO,
interferiu na espermatogénese em todos 0s grupos tratados, causando interrup¢do da mesma
com consequente oligospermia e até azoospermia;

As alteracfes observadas ao exame ultrassonografico, demonstraram diminuicdo da
ecogenicidade testicular em todos os grupos, validando esse meio diagndstico para avaliacdo
de alteragdes em curto espaco de tempo, no parénquima testicular;

As alteracOes histopatoldgicas do parénquima testicular causadas pelo tratamento
foram principalmente edema, hemorragia, degeneracdo em graus diversos, infiltrados
linfoplasmocitérios de maneira geral e necrose, caracterizando a irreversibilidade do processo

e a eficicia do tratamento.
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