’@%

E

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI{
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

JAILSON HONORATO PINTO JUNIOR

AVALIACAO DOS EFEITOS DA UROSPERMIA SOBRE
A VIABILIDADE ESPERMATICA DE GARANHOES

Teresina

2018



1

JAILSON HONORATO PINTO JUNIOR

AVALIACAO DOS EFEITOS DA UROSPERMIA SOBRE
A VIABILIDADE ESPERMATICA DE GARANHOES

Tese submetida ao Programa de Poés-Graduagdo em
Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui, como
parte dos requisitos necessarios para obtengdo do titulo

de Doutor em Ciéncia Animal.

Area de concentragdo: Sanidade e Reprodugio Animal

Linha de pesquisa: Morfofisiologia, Fisiopatologia,

Biotécnicas da Reprodugao e Fisiopatologia do Estresse

Orientador: Prof. Dr. José Adalmir Torres de Souza

Teresina

2018



FICHA CATALOGRAFICA
Servico do Processamento Técnico da Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Comumitana Jornalista Carlos Castello Branco

P659a  Pinto Janior, Jailson Honorato.

Avaliacdo dos efeitos da urospermua sobre a viabilidade

espermatica de garanhdes / Jailson Honorato Pmto Junior. -
2018.

83-f:il

Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade
Federal do Piaui, Teresina, 2018

“Orientador: Prof. Dr. José Adalmr Torres de Souza™.

1. Equino 2. Urospernua 3. Sémen 4. Centrifugacdo
5. Gradiente. I. Titulo

CDD 636.1







v

AGRADECIMENTOS

Ao College of Veterinary Medicine (Faculdade de Medicina Veterinaria) da University of

1llinois (Universidade do Illinois), Estados Unidos da América.

Ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui,

Teresina, Brasil.

Ao Laboratorio de Biotecnologia da Reprodu¢do Animal da Universidade Federal do

Piaui, Teresina, Brasil.

Ao Orientador e Presidente da Banca Examidora, Prof. Dr. José Adalmir Torres de Souza.

Aos Membros da Banca Examinadora, Prof. Dr. Ney Romulo de Oliveira Paula, Prof®.
Dra. Tania Vasconcelos Cavalcante, Prof*. Dra. Deyse Naira Mascarenhas Costa, Prof. Dr.

Marlon de Aratjo Castelo Branco.

A Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis, Brasil.

A Universidade Estadual do Maranhao do Sul, Imperatriz, Brasil.



A sabedoria é a coisa principal; adquire pois a sabedoria, emprega tudo o que possuis na
aquisicdo de entendimento. Exalta-a, e ela te exaltara; e; abragando-a tu, ela te honrara.

Proverbios 4:7-8



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUCAO

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Causas da urospermia

2.2 Patogénese da urospermia
2.3 Sinais clinicos da urospermia
2.4 Diagnostico da urospermia

2.5 Tratamento da urospermia

2.6 Efeitos da urospermia no s€émen equino

2.7 Efeitos do sémen urospérmico na égua

2.8 Processamento de s€émen urospérmico

2.8.1 Centrifugacdo "cushioned" de sémen urospérmico equino

2.8.2 Centrifugagdo com gradiente de densidade de sémen equino

3. CAPITULO1

Efeitos da contaminagdo urinaria sobre a capacidade de criopreserva¢ao do sémen de

garanhdes

4. CAPITULO I

Centrifugac¢do com gradiente de densidade e aumento da selecdo de espermatozoides com

morfologia normal em sémen urospérmico de garanhdes

5. CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS
ANEXO

vi

vil
viii

X

xi
12
13
14
15
16
18
24
28
31
32
32
33
36
36
36
51
51
51
69
69
79



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Urospermia.

Figura 2. Fotomicrografia de uma amostra de sémen contaminada com urina

(espermatozoides com depdsitos intercalados de carbonato de calcio).

Figura 3. Tubo a esquerda - garanhdo com uma ejaculacdo normal. Tubo a direita -

garanhdao com urospermia.

Figura 4. Avaliagdo do nitrogénio uréico em amostras de s€émen de um garanhdo
usando uma tira de teste Azostix® (esquerda, urospermia; centro, tira de teste nio

utilizada; direita, ejaculacao normal)

Figura S. Ejaculado de garanhdo urospérmico apos centrifugacdo. O sedimento de
sémen comega na interface entre o plasma seminal amarelo e o pellet branco de sémen
(flecha pequena). Existem cristais de urina significativos / detritos na parte inferior do

tubo (flecha grande).

Figura 6. Sedimento de cristal de urina no corpo do ttero da égua.

Figura 7. EquiPure™ 100 mL, suspensdo coloidal para sémen equino.

12

18

18

21

28

31

34

vil



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Valores médios de parametros bioquimicos de ejaculados de equino nos

grupos Ae B

Tabela 2. Resultados de diagndéstico usando teste Azostix (n=30)

Tabela 3. Resultados de diagnostico usando teste Multistix (n=30)

Tabela 4. Resultados de diagnostico usando teste acido trico (n=30)

Tabela 5. Descrigdes dos garanhdes e tratamentos atribuidos

Tabela 6. Efeito da contaminag¢@o urinaria na motilidade do sémen (média + SEM)

Tabela 7. Motilidade do s€émen (média + SEM) apoés adicao de diluidor de s€men (a 1:

1 ou 1: 3, sémen: propor¢des de diluidor) ao s€émen contaminado com urina, com ou

sem centrifugacao

Tabela 8. Grupos de tratamento atribuidos por gradiente de densidade

viil

20

21

22

23

26

29

30

35



LISTA DE ABREVIATURAS

APOPT — células espermadticas apoptéticas vivas
CASA - sistema de analise computadorizada de s€émen
CC- centrifugagao com "cushion"

SLC — centrifugacdo em camada tnica

Cr — creatinina

dL — decilitros

DNA — acido desoxirribonucléico

EE — eletro-ejaculagado

ER — ejaculacio retrograda

ES — exame de ultrassom

EY — gema de ovo

HYPP — paralisia periddica hipercalémica
IA — inseminagao artificial

IM — intramuscular

IV — intravenoso

mL — mililitro

mOsm — um milésimo de osmol

MP — motilidade progressiva

MT — motilidade total

PO — via oral

QM — quarto de milha

SM — leite desnatado

UC — tratamentos sem centrifugacao

UE — ureter ectopico

UI — unidades internacionais

US — urospermia

VA — vagina artificial

VIA — Viabilidade

X



RESUMO

Urospermia ¢ a contaminagdo do sémen com urina e uma condi¢ao que pode reduzir a fertilidade
do garanhdo. O objetivo foi avaliar a viabilidade do sémen contaminado com urina através da
avaliacdo quanto a motilidade e a fung¢do espermaticas. No primeiro experimento, foram
realizadas 5 coletas de sémen de 8 garanhdes, totalizando 40 ejaculados. No segundo
experimento, foram realizadas 5 coletas de sémen de 5 garanhdes, totalizando 25 ejaculados.
Imediatamente apos a coleta do sémen, foi mensurado o pH, os niveis de uréia, creatinina e
determinada a concentracdo espermatica. O sémen foi entdo alocado em frascos conicos de 50
mL. Adicionou-se 10 mL de sémen bruto ao frasco “controle” (CON), 8 mL de sémen bruto ao
frasco de '"baixa contaminacdo" (BAIXA) e 5 mL de sémen bruto ao frasco de "alta
contaminagdo" (ALTA). Foram adicionados 2 mL de urina a cada frasco de "baixa
contaminag¢do", ¢ 5 mL de urina foram adicionados a cada frasco de "alta contaminagdo". Uma
vez que o sémen foi exposto a urina por 2 minutos, cada um dos frascos foi diluido para 40 mL
com um diluidor de sémen. Em seguida, adicionou-se 1 mL de solugdo de "cushion" no fundo de
cada frasco conico. Todos os tubos foram entdo centrifugados. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante e a solugdo de "cushion" foram aspirados e descartados; no segundo experimento,
foi preparado um gradiente de densidade em cada frasco e o gradiente centrifugado, ap6s o que o
sobrenadante foi descartado. O sedimento de sémen remanescente foi ressuspenso para uma
concentragdo final de 200 milhdes de espermatozoides / mL. O sémen foi entdo armazenado
manualmente em palhetas de 0,5 mL e depois arrefecido a 5 © C durante 20 minutos. Para
congelamento, o s€émen foi entdo colocado a 4 cm acima do nitrogénio liquido durante 15
minutos antes de ser mergulhado em nitrogénio liquido. Em ambos os experimentos, houve uma
redugdo significativa na motilidade total e progressiva do sémen com aumento da contaminacao
da urina no pré-congelamento. No primeiro experimento, a viabilidade do sé€men poOs-
descongelamento foi significativamente menor no grupo ALTA do que nos grupos CON e
BAIXA, enquanto que no segundo experimento, a viabilidade do sémen pos-descongelamento
foi semelhante nos grupos CON, BAIXA e ALTA. No segundo experimento, foi verificado uma
maior sele¢do de espermatozoides morfologicamente normais apos a centrifugagdo com o
gradiente de densidade. Conclui-se que a centrifugagdo com ‘“cushion” pode melhorar a
qualidade do sémen com baixa contaminacdo com urina e que a centrifugagcdo com gradiente de
densidade pode melhorar a qualidade do sémen com alta contaminagao por urina.

Palavras-chave: Urospermia, equino, sémen, centrifugacdo, gradiente
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ABSTRACT

Urospermia is the contamination of semen with urine and a condition that can reduce the fertility
of the stallion. The objective was to evaluate the viability of semen contaminated with urine
through evaluation of sperm motility and function. In the first experiment, 5 semen collections of
8 stallions were performed, totaling 40 ejaculates. In the second experiment, 5 semen collections
of 5 stallions were performed, totaling 25 ejaculates. Immediately after semen collection, pH,
urea levels, creatine and sperm concentration were measured. The semen was then allocated in
50 mL conical tubes. 10 mL of fresh semen was added to the control tube (CON), 8 mL of fresh
semen was added to the "low contamination" (LOW) tube and 5 mL of fresh semen was added to
the "high contamination” (HIGH) tube. 2 mL of urine was added to each LOW "low-
contamination" tube, and 5 mL of urine was added to each HIGH "high-contamination" tube.
Once the semen was exposed to urine for 2 minutes, each of the tubes was extended to 40 mL
with a semen extender. Thereafter, 1 mL of "cushion" solution was added to the bottom of each
conical tubes. All tubes were then centrifuged. After centrifugation, the supernatant and
"cushion" solution were aspirated and discarded; for the second experiment, a density gradient
was prepared in each tube and the gradient centrifuged, after which the supernatant was
discarded. The remaining sperm pellet was resuspended to a final concentration of 200 million
sperm / mL. The semen was then loaded manually into 0.5 mL straws and then cooled at 56C for
20 minutes. For freezing, the semen was then placed 4 cm above the liquid nitrogen for 15
minutes before being dipped in liquid nitrogen. In both experiments, there was a significant
reduction in total and progressive semen motility with increased pre-freeze urine contamination.
In the first experiment, post-thaw semen viability was significantly lower in the HIGH group
than in the CON and LOW groups, whereas in the second experiment, post-thaw semen viability
was similar in the CON, LOW and HIGH groups. In the second experiment, a greater selection
of morphologically normal spermatozoa was observed after centrifugation with the density
gradient. It is concluded that cushion centrifugation can improve semen quality with low urine
contamination and that density gradient centrifugation can improve the quality of semen with

high urine contamination.

Key words: Urospermia, equine, semen, centrifugation, gradient



12

1. INTRODUCAO

A urospermia ¢ a contaminacao do s€émen com urina (BLANCHARD et al., 1990) ¢ a
contamina¢do de ejaculados com urina ocorre ocasionalmente durante a coleta de sémen em
muitas espécies (ALTHOUSE et al., 1989); nos garanhdes pode ocorrer esporadica ou
consistentemente (McDONNELL, 1992). A urospermia manifesta-se de forma individual nos
diferentes garanhoes, variando desde garanhdes que apresentam copula normal com ejaculagdo
até um padrdo anormal de copula sem ou com ejaculagdo ocasional (LOWE, 2001). Uma cor

amarela / ambar do ejaculado sugere urospermia (KENNEY et al., 1983) (Figura 1).

Figura 1. Urospermia (McCUE, 2014).

A contaminacao do s€émen bruto com urina pode resultar em danos irreversiveis ao s€émen
(VOGE et al., 2016) e os efeitos deletérios da urina nos espermatozoides sao devidos a alteracdes
no pH, aumento da osmolalidade e efeitos toxicos da ureia e outros componentes da urina
(GRIGGERS et al., 2001; WIRTU et al., 2008).

A sensibilidade dos espermatozoides ao dano osmotico difere marcadamente entre as
espécies, o que determina a capacidade das células de recuperar a motilidade apds o estresse
osmotico (GOMES-ALVES et al., 2014).

A contaminagdo por urina ¢ prejudicial para a motilidade do sémen (KIM, KIM, 1998),

integridade acrossdmica da membrana e reduz a sua capacidade de fertilizagado (SANTOS et al.,
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2011), impedindo a sua utilizagdo na inseminagdo artificial, reduzindo assim a fertilidade do
garanhao (VOGE et al., 2016).

A urospermia tem sido associada & subfertilidade intermitente (HOYOS SEPULVEDA et
al., 1999) e infertilidade no cavalo e outras espécies, incluindo o homem (GRIGGERS et al.,
2001). Considera-se que a subfertilidade ¢ causada por uma agdo adversa direta da urina nos
espermatozoides e alteragdo adversa indireta da urina no pH da vagina e endométrio da égua
(BLANCHARD et al 1996). Consequentemente, diminui as taxas de prenhez devido aos efeitos
toxicos da urina na fungdo esperméatica (McCUE, 2014).

Embora existam casos em que pode-se evitar a mistura do sémen com urina, muitas vezes
o clinico deve gerenciar a inseminagao artificial com sémen contaminado (VOGE et al., 2016). A
importancia de como reverter os efeitos prejudiciais da contaminacdo urinaria no sémen
(GRIGGERS et al., 2001), bem como a necessidade de mais estudos sobre os efeitos da
urospermia na fertilidade e na melhoria da qualidade de amostras de sémen urospérmico equino
(ELLERBROCK et al., 2016) justifica a investigacdo. O objetivo foi avaliar a viabilidade do
sémen contaminado com urina através da avaliacdo quanto a motilidade, fun¢cdo e morfologia

espermaticas.

2. REVISAO DE LITERATURA

Em um experimento sobre componentes do plasma seminal equino na criopreservagao do
sémen, foram coletados 7 garanhdes de vérias ragas e de idade variando entre 4 a 16 anos. Cada
garanhdo foi coletado entre 1 e 11 vezes, mas apenas 32 ejaculados foram utilizados neste
estudo. Quatro ejaculados foram excluidos do experimento porque eram de baixa qualidade para
o congelamento do sémen, (2 ejaculados apresentavam baixa porcentagem de células
espermaticas e 2 ejaculados estavam contaminados com urina) (MRACKOVA, ZAVADILOVA,
SEDLINSKA, 2015).

Em outra pesquisa, um sémen equino contaminado com urina foi examinado e a
motilidade progressiva foi de apenas 30%, em vez dos 85% habituais. A medi¢cdo do pH e da
osmolalidade do sémen revelou valores de 7,94 e 773 mOsm, respectivamente. O pH e
osmolalidade normal para o sémen deste garanhdo seriam aproximadamente 7,25 a 7,3 ¢ 320 a

330, respectivamente (McCUE, 2014).
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Um estudo com quatro garanhdes avaliou o efeito do pH alterado, osmolalidade alterada
e contaminagdo por urina na motilidade do sémen e se a adi¢do de diluidores de sémen antes da
centrifugacdo para remover a urina seria capaz de reverter os efeitos prejudiciais causados pela
contaminagdo urindria. Foi verificado diminui¢do da motilidade espermatica e que o uso do
diluidor reverteu parcialmente os efeitos prejudiciais da urina sobre o sémen (GRIGGERS et al.,
2001).

Entre nove cavalos homozigotos com paralisia periddica hipercalémica (HYPP), um
garanhdo homozigoto maduro que sobreviveu até a idade de reproducdo era infértil secundério a
urospermia. Este garanhdo teve o sémen testado aos 3 anos de idade. A ejaculagdo inicial,
coletada quando o cavalo foi tratado com hidroclorotiazida mostrou urospermia. O garanhao
apresentava fasciculagdes musculares intermitentes suaves durante a coleta. Durante todas as
coletas, quando o garanhdo ndo estava recebendo nenhum medicamento, ele criou vocalizagdes
anormalmente elevadas. O cavalo estava relutante ou incapaz de se mover por 3 ou 4 minutos
apos a ejaculagdo e teve leve tremores musculares. Alguns episddios de micgdo no ejaculado
foram acompanhados de dectibito (NAYLOR et al., 1999).

Em outras coletas com o cavalo nao medicado, foi encontrada urospermia leve com
motilidade e morfologia aceitaveis do sémen. A urospermia ndo tinha sido relatada anteriormente
e pode indicar que os garanhdes homozigotos terdo problemas de infertilidade. E provavel que os
episodios induzidos por excitagdo de HYPP resultem em fraqueza e incompeténcia do musculo
estriado do esfincter da bexiga e, portanto, vazamento de urina na ejaculag@o. A evidéncia sugere
que os homozigotos sdo mais severamente afetados do que os heterozigotos e a condigdo deve
ser considerada como co-dominante. Isso ressalta ainda a necessidade de remover esse defeito da
populagdo de cavalos (NAYLOR et al., 1999).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia foi de 1,5% e 5% em cavalos Quarto de Milha e Paint
Horses, respectivamente (TRYON et al., 2009). No Brasil, a prevaléncia da HYPP em cavalos
Quarto de Milha foi de 4,2% (DELFIOL et al., 2015).

2.1 Causas da urospermia
As causas de urospermia em garanhdes ndo estdo bem definidas. A patologia pode

desenvolver-se como uma desordem isolada ou pode estar associada a outras anormalidades

neurologicas primarias, como a mieloencefalite protozoaria equina, o herpesvirus equino 1 ¢ a
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toxicose do sorgo, bem como condi¢des clinicas tais como paralisia periddica hipercalémica,
cistite e urolitiase. A urospermia também pode se desenvolver secundariamente a fraturas,
osteomielite e neoplasia. Além disso, alguns casos nao parecem estar associados a uma condi¢ao
patologica especifica e podem ser de origem comportamental (BLANCHARD et al., 1990,
MAYHEW et al., 1990; TURNER et al., 1995; McCUE, 2014). A urospermia também pode
ocorrer como disfungao reprodutiva nos casos de lesdo da cauda equina (TUTKO et al., 2002).

A urospermia ¢ mencionada como uma desordem ejaculatoria causada pela falha no colo
da bexiga no momento da ejaculacdo (VARNER et al., 2000). O fechamento inadequado do
esfincter pode resultar de causas mecédnicas, como a fibrose, ou por causas neurogénicas
(TURNER et al., 1995; VARNER et al., 1991). Esta pode ser uma condi¢do transitoria em
garanhdes excessivamente excitados durante as primeiras ejaculacdes. No entanto, na maioria
dos casos de urospermia transitoria ou permanente, os espermatozoides sdao facilmente
observados (ESTRADA et al., 2003).

E possivel que, sob certas circunstancias, as fibras nervosas simpaticas hipogastricas
inervando o sistema ejaculatorio e a bexiga sejam estimuladas simultaneamente, resultando em
urina durante a ejaculagdo (LOWE, 2001). Como o controle da mic¢do, erecdo e ejaculacdo ¢
orquestrado por atividade parassimpatica e simpatica, qualquer lesdo aos componentes
pertencentes ao sistema nervoso autdnomo pode resultar em urospermia (HOYOS SEPULVEDA
et al., 1999).

O sémen contaminado pela urina (dentro da bexiga urindria) também pode ocorrer

durante a ejaculagdo retrégrada (BRINSKO, 2001).

2.2 Patogénese da urospermia

Pouca informagao estd disponivel sobre a patogénese da urospermia (MAYHEW et al.,
1990), mas pode envolver falha na oclusdo do esfincter da bexiga e um disturbio funcional nos
componentes do complexo sistema nervoso autdbnomo simpatico e parassimpatico que controlam
a micg¢do, a ere¢do e a ejaculagdo (LEEDERTSE et al., 1990; HOYOS SEPULVEDA et al.,
1999).

Os varios locais de lesdes potenciais que podem interferir com a ejaculacio e causar o
aparecimento de urina no ejaculado incluem os nervos aferentes e eferentes que inervam as

estruturas da bexiga e da uretra, as vias aferentes e proprioceptivas viscerais ascendentes e 0s
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caminhos do neurdnio motor eferente autobnomo e somatico descendente dentro da medula
espinhal e tronco cerebral. Essas vias e seu reflexos associados, atividade voluntaria e
involuntaria sao muito complexas (MAYHEW, 1990).

Os distarbios da medula espinal nao foram especificamente incriminados em causar
urospermia, mas foram associados a padrdes de mic¢do anormais e, portanto, deve ser realizada
uma avaliacdo completa da marcha do cavalo. A etapa especifica do exame neuroldgico que deve
ser realizada com algum detalhe ¢ a avaliacdo dos sinais obtidos da cauda, do anus e do reto. A
avaliacdo do tonus da cauda e do reflexo anal devem ser avaliados criticamente. A evidéncia de
atrofia muscular e sudorese localizada na regido glitea e perineal deve ser examinada. Isso
ocorre porque os distirbios do neurénio motor inferior nesta regido sdo a causa neurologica mais
provavel de mic¢ao durante a ejaculagdo. Isso pode estar associado a 1) uma lesdo do neurdnio
motor inferior que afeta a saida simpatica lombar para o nervo hipogéstrico controlando o tonus
muscular alfa-adrenérgico ou 2) uma lesdo sacral que afeta a saida eferente somatica para o
nervo pudendo que, por meio de receptores colinérgicos, mantém o tonus muscular estriado
uretral MAYHEW, 1990).

No entanto, a maioria dos casos de urospermia em garanhdes ¢ de natureza idiopatica

(TURNER, 2007).

2.3 Sinais clinicos da urospermia

Um garanhdo com micc¢do persistente durante a ejaculagdo ndo mostra outras
anormalidades do sistema urogenital. Observa-se que a urina ¢ liberada na ejaculagdo em varias
ocasides. A posicao do cavalo ao urinar deve ser normal. O estado endocrino do garanhiao nao
revela anormalidades como demonstrado pelo soro normal, concentracdo de testosterona em
repouso e por um teste normal de estimulacdo com testosterona (TURNER et al., 1995; COX,
1975).

Como parte de uma avaliacdo comportamental completa, o cavalo pode ser filmado em
sua baia por um periodo de 24 horas. A postura do cavalo durante a micg¢ao e a frequéncia e fluxo
de mic¢do podem ser normais. Frequéncia, dura¢do e controle do pénis, também sdo normais.
Frequéncia e postura de defecagdo sdo igualmente normais. Se o garanhdo se inclina na parede

da baia em uma postura incomum, sugere um ligeiro deficit neuroldgico. A incontinéncia urinaria



17

pode ndo ser observada durante o periodo de 24 horas em que ¢ filmado ou em qualquer
momento durante a sua estadia (TURNER et al., 1995).

A libido do garanhdo ¢ boa. Ele desenvolve e mantém uma erecdo e monta normais, mas
ndo consegue se acasalar bem durante a impulsdo. Durante a primeira coleta de sémen, o
ejaculado do garanhdo ¢ normal, mas a ejaculacdo ¢ imediatamente seguida de miccdo, que
contamina a ejacula¢do com aproximadamente 20 mL de urina e 20 mL de areia como sedimento
de urina. Isso faz com que o ejaculado aparega opaco e seja fétido. O numero de células
espermaticas moveis normais € relatado como inferior ao ideal (KENNEY et al., 1993).

Uma hora depois, um segundo ejaculado pode ser coletado pelo uso de uma vagina
artificial na tentativa de obter jatos de s€émen sem urina e determinar em que momento durante a
ejaculacdo a urina ¢ emitida. Todos os jatos desta ejaculacdo fracionada podem ser
grosseiramente normais, aparecendo branco transliicido sem sedimento de urina d6bvio. A
motilidade inicial pode ser de 40% total e 30% progressiva (TURNER et al., 1995).

As vesiculas seminais, ampola e prostata sdo normais na palpacdo pelo reto
(LEEDERTSE et al., 1990). A bexiga urinaria, glandulas sexuais acessorias, aorta caudal e
artérias iliacas devem ser examinadas por palpacdo e ultrassonografia pelo reto; nenhuma
anormalidade deve ser aparente. A bexiga pode ndo ser evidente manualmente pelo reto, o que
indica a presenca de algum esfincter funcional. A palpacdo e a ultrassonografia pelo reto
novamente devem ser realizadas e, apesar do comportamento de urinar voluntario aparentemente
normal, a urina e os sedimentos podem permanecer na bexiga, suspeitando-se de uma dissinergia
do musculo esfincter do detrusor (TURNER et al., 1995).

Uma pequena quantidade de cristais de urina pode ser detectada durante a avaliagao do
sémen, visiveis em um esfregaco ao microscopio (Figura 2) (LEEDERTSE et al., 1990).

Um exame neurologico completo ndo revela deficits aparentes além do trato urindrio.
Especificamente, a fun¢do do nervo craniano, a fun¢do dos membros posteriores, o tonus anal, o
reflexo anal, o tonus da cauda e a defecagdo sdo considerados normais. Nao ha arecas de
hipoalgesia cutanea (TURNER et al., 1995).

Os garanhdes com menor desenvolvimento sacral podem ser impotentes devido a ere¢des

incompletas e estéreis devido a urospermia (DeBOWES, 1990).
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Figura 2. Fotomicrografia de uma amostra de sémen contaminada com urina (espermatozoides

com depositos intercalados de carbonato de calcio) (LEEDERTSE et al., 1990).

2.4 Diagnostico da urospermia

A urospermia ¢ mais provavel de ocorrer com garanhdes que ndo conseguem ejacular
prontamente (McKINNON, 2013) e o diagnostico baseia-se nas caracteristicas fisicas, como
odor de urina, aumento do volume (HOYOS SEPULVEDA et al., 1999) e cor variando de
amarelo a &mbar (KENNEY et al., 1983) ou cor amarela palida a amarela escura (ALTHOUSE et
al., 1989; BALL, 2008) (Figura 3).

Figura 3. Tubo a esquerda - garanhdo com uma ejaculagcdo normal. Tubo a direita - garanhdo com

urospermia (DASCANIO, 2014).
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A cor ndo ¢ apenas influenciada pela contaminacdo por urina, mas também pela
concentragdo do sémen, o diluidor utilizado e a limpeza da ejaculacdo. A falta de lavar
adequadamente o pénis e remover o esmegma antes da coleta pode resultar em detritos na
ejaculagdo e uma mudanga de cor (ELLERBROCK et al., 2016).

Do mesmo modo, o odor ¢ uma ferramenta de diagnostico pobre para pequenas
quantidades de contaminagdo urindria, mas ¢ altamente especifico para quantidades moderadas a
altas de contaminagdo por urina em sémen bruto e refrigerado. Além disso, o odor pode ser
influenciado pelo garanhao, diluidor utilizado ou falha na avaliagdo do odor apds a coleta
(ELLERBROCK et al., 2016).

O nivel de contaminagdo do sémen por urina também pode ser avaliado pelo valor de pH
do ejaculado e resultados superiores a 8.0, podendo até mesmo atingir 8.5, indicam a presenga de
urina na amostra (CARY et al., 2004; JASKO, 1992).

No entanto, a cor, o odor e o pH do sémen ndo sdo testes confidveis para a detec¢do de
pequenas quantidades de contaminagdo urindria em amostras amplamente arrefecidas, mas uma
tira de teste comercial de nitrogénio ureico pode detectar a presenga de pequenas concentracdes
de urina em amostras de sémen bruto e com graus moderados de contaminagdo por urina em
amostras prolongadamente resfriadas (ELLERBROCK et al., 2016).

Em outros casos, a urospermia pode ser mais dificil de detectar e requer o uso de ensaios
de ureia ou creatinina (BALL, 2008).

A ureia e a creatinina sao marcadores bem conhecidos para a deteccdo de urina no
ejaculado (MRACKOVA, ZAVADILOVA, SEDLINSKA, 2015) (Tabela 1). A anélise
bioquimica revela concentragdes elevadas de ureia e creatinina no plasma seminal e diminuigdo
das concentracdes de espermatozoides no ejaculado (VOSS, McKINNON, 1993).

As concentragdes de ureia acima de 5 mmol / litro ou de creatinina acima de 177 pumol /
litro no sémen sao ditas serem diagndsticas (BOYLE, 1990).

Porém, as determinagdes de nitrogénio ureico e / ou creatinina requerem equipamentos de
laboratorio dispendiosos, técnicos treinados e tempo e, portanto, ndo t€ém valor imediato para o

clinico no campo (ALTHOUSE et al., 1989).
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Tabela 1. Valores médios de parametros bioquimicos de ejaculados de equino nos grupos A ¢ B

(MRACKOVA, ZAVADILOVA, SEDLINSKA, 2015)

Grupo A — boa viabilidade de
congelamento (ejaculados com
motilidade pos-

descongelamento > 35 %)

Grupo B — mé viabilidade de
congelamento (ejaculados com
motilidade pOs-

descongelamento < 35 %)

Parametro MédiatSD MédiatSD
Creatinina 54,3+£19,42 53,2+21,23
(umol/l)
Ureia 6,7+0,91 6,2+1,26
(mmol/l)

p=<0,05

A identificagao de um método rapido e confiavel para determinar a presenca de urina nos
ejaculados seria benéfico para diagnostico imediato. Um teste poderia ser usado como um
procedimento de triagem para andlises posteriores mais extensas e dispendiosas de amostras
coletadas. Além disso, a andlise da contaminag@o urindria nos ejaculados ndo rotineiramente
implementada em exames de ultrassonografia e protocolos diarios de avaliagdo do sémen poderia
ser executada com facilidade e sem maiores custos. Tal teste também poderia fornecer
informagdes adicionais sobre um determinado animal e um ejaculado particular em questio
(ALTHOUSE et al., 1989).

As amostras de sémen equino podem ser analisadas usando o kit de teste Azostix,
Multistix ou acido urico. O teste de diagndstico Azostix contém uma tira reagente que ¢ sensivel
ao nitrogénio ureico. Todas as amostras de urina / s€émen e controle sdo gentilmente agitadas
varias vezes antes do teste. A tira reagente Azostix ¢ entdo imersa no controle ou na amostra
contaminada com urina e¢ imediatamente removida. A tira ¢ mantida em posi¢ao horizontal e
enxaguada com agua destilada. Posteriormente, o exame visual para uma mudanga de cor ¢ feito
em intervalos de 5 segundos durante 1 minuto (ALTHOUSE et al., 1989) (Tabela 2).

Uma mudanca de cor (amarelo a verde) ¢ observada dentro de 10 segundos nos

ejaculados que apresentaram concentracdes de nitrogénio ureico superiores a 39 mg / dL.

(ALTHOUSE et al., 1989).
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Tabela 2. Resultados de diagnostico usando teste Azostix (n=30) (ALTHOUSE et al., 1989)

Concentragdo de urina

N° de tiras que mudam de cor ao longo do tempo (segundos)

(7o)
O () 10) (15 (20 (25 (30) (35-60)°

0 0 0 0 2 6 11 16 21
10 0 16 28 29 30 30 30 30
20 0 23 30 30 30 30 30 30
30 2 30 30 30 30 30 30 30
40 4 30 30 30 30 30 30 30
50 7 30 30 30 30 30 30 30

* A leitura foi realizada em intervalos de 5 segundos.

O fabricante do Azostix (Figura 4) recomenda que se aguarde pelo menos 60 segundos

para ler a tira de teste contra a escala fornecida na parte de tras do recipiente. Azostix ¢ altamente

sensivel e especifico quando usado para diagnosticar contaminagdo de urina em sémen resfriado,

independentemente da porcentagem de contaminacdo urindria (ELLERBROCK et al., 2016).

Figura 4. Avaliacdo do nitrogénio uréico em amostras de sémen de um garanhdo usando uma tira

de teste Azostix” (esquerda, urospermia; centro, tira de teste ndo utilizada; direita, ejaculacdo

normal) (DASCANIO, 2014).
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Outro teste diagnostico, o Multistix, contém 10 tiras reagentes que podem detectar
glicose, bilirrubina, cetonas, gravidade especifica, sangue, pH, proteina, nitritos, urobilinogénio e
leucécitos em uma amostra. O Multistix ¢ testado por imersdo da tira de reagente no controle ou
na amostra contaminada com urina ¢ depois removida. A tira ¢ mantida em uma posi¢ao
horizontal para evitar a mistura de produtos quimicos das areas de reagente adjacentes. O
Multistix ¢ examinado para uma mudanga de cor em intervalos de 15 segundos durante 1 minuto
e posteriormente em intervalos de 30 segundos por mais 3 minutos (ALTHOUSE et al., 1989)

(Tabela 3).

Tabela 3. Resultados de diagndstico usando teste Multistix (n=30) (ALTHOUSE et al., 1989)

Concentragdo de urina  N° de tiras que mudam de cor ao longo do tempo

(%) (segundos)
(0-60) * (90) (120) (180) (210-240)°

0 0 0 0 0 0

10 0 0 17 24 30

20 0 6 28 30 30

30 0 6 19 30 30

40 0 9 27 30 30

50 0 10 28 30 30

* As leituras foram realizadas em intervalos de 15 segundos.

® As leituras foram realizadas em intervalos de 30 segundos.

Os testes Azostix e Multistix detectam com sucesso a urina no ejaculado de equino
(ALTHOUSE et al., 1989) e sdo métodos altamente especificos e sensiveis para avaliar a
contaminagdo urinaria em sémen de garanhao bruto, diluido e resfriado (ELLERBROCK et al.,
2016).

Para detec¢do da contaminagdo urindria no sémen, ainda pode ser realizado o teste de
acido urico. Esse teste é realizado adicionando-se 0,3 mL do controle ou da amostra de sémen
contaminada com urina a um frasco contendo os reagentes de teste pré-misturados de acido
fosfotungistico e um tampao de cor. O frasco ¢ agitado suavemente e examinado para uma
mudanca de cor em intervalos de 15 segundos durante 1 minuto e subsequentemente a intervalos

de 30 segundos durante 3 minutos adicionais (ALTHOUSE et al., 1989) (Tabela 4).
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O sémen ndo deve conter cristais de carbonato de calcio ou outros sedimentos minerais. A
pressdo osmotica do plasma seminal contaminado com urina ¢ aumentada devido a constituintes
osmoticamente ativos de urina (HOYOS SEPULVEDA et al., 1999).

Um exame retal deve incluir a avaliagdo do tonus retal e do volume residual de urina
apoOs a micc¢ao e uma palpagdo completa do conteudo pélvico com especial atencdo a superficie
ventral do sacro, onde as fraturas podem ser detectadas. Com lesdes da raiz do nervo sacral, uma
perda abrupta de tonus retal pode ser palpada quando a mao ¢ movimentada do reto proximal ao

distal MAYHEW, 1990).

Tabela 4. Resultados de diagndstico usando teste acido urico (n=30) (ALTHOUSE et al., 1989)

N° de tiras que mudam de cor ao longo do tempo

Concentracdo de urina  (segundos)

(%)
(0) (15-240)

0 23 30
10 30 30
20 30 30
30 30 30
40 30 30
50 30 30

* As leituras foram realizadas em intervalos de 15 segundos até 1 min e intervalos de

30 segundos para os 3 minutos restantes.

Para os garanhdes que, aparentemente, ndo conseguem ejacular ou para ejaculados que
contém volumes seminais inferiores ou numeros de espermatozoides mais baixos do que o
esperado, a obtencao de uma amostra de urina apds a ejaculagdo através de cateterismo da bexiga
¢ um procedimento de diagnostico simples que pode ser usado para investigar a possibilidade de

ejaculagdo retrograda (BRINSKO, 2001).



24

2.5 Tratamento da urospermia

Poucos estudos foram relatados sobre urospermia e seu tratamento em garanhdes
(GRIGGERS et al., 2001) e a maioria dos casos ¢ de natureza idiopatica, limitando assim as
opcoes terapéuticas (VOGE et al., 2016). As terapias direcionadas para reduzir a contaminagao
urindria incluem a reducdo da quantidade de urina na bexiga antes da reprodugdo, a coleta de
apenas a porcao rica em sémen da ejaculagdo usando uma vagina artificial de ponta aberta ou o
tratamento farmacologico para aumentar o fechamento do colo da bexiga durante a ejaculacdo ou
(TISCHNER et al., 1974).

Entre essas opgdes terapéuticas limitadas disponiveis para o tratamento da urospermia em
garanhdes, nenhuma foi consistentemente satisfatoria. Incentivar o cavalo a urinar
imediatamente antes da ejaculacdo foi sugerido (LEENDERTSE, et al., 1990) e as técnicas para
induzir a mic¢d@o em garanhdes incluem o alojamento em baia recém-acamada, a colocagdo de
fezes de outro garanhdo na tenda do garanhdo afetado e o uso de diuréticos (LEENDERTSE, et
al., 1990; HELD, et al., 1992). O fracionamento do ejaculado também foi sugerido como um
meio para gerenciar a urospermia. Teoricamente, uma ejaculagdo livre de urina poderia ser obtida
coletando apenas os jatos sem urina (VARNER, et al., 1991; NASH, et al., 1980). Esta técnica
pode ser satisfatoria se a contaminagdo com urina ocorrer apenas nos jatos finais da ejaculagdo.
Infelizmente, o padrao de contaminagao urindria durante a ejaculagao nem sempre € repetido em
um individuo afetado (TURNER et al., 1995).

O garanhdo afetado pode ser alojado na baia de outro garanhdo que ainda continha uma
pilha fecal desse outro garanhdo. Inicialmente, o garanhdo afetado parece ficar muito ansioso por
estar na baia de outro garanhao. No entanto, apos aproximadamente 3 minutos, o cavalo cheira a
pilha fecal do outro garanhao, posa sobre ele e urina na pilha fecal do outro garanhdo (McCUE,
2014).

O garanhdo sera entdo imediatamente levado para o galpao de reproducdo e o s€émen
coletado sem contaminacdo com urina. O ciclo de mover o garanhdo para outra baia e permitir
que ele urine deve ser repetido trés vezes em todos os outros dias. A ejaculagao normal na
auséncia de contaminag@o urinaria ocorrera durante cada procedimento de coleta e serd normal
desde entdao (McCUE, 2014).

Outra técnica de manejo que pode ser empregada para incentivar um garanhdo a urinar

antes da coleta de s€émen € remover o garanhdo de sua baia normal, limpar a baia, colocar cama
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fresca e, em seguida, devolver o cavalo a sua baia. A maioria dos garanhdes urinardo dentro de
alguns minutos para marcar seu territério (McCUE, 2014).

O manejo do garanhao durante o periodo remanescente da reproducdo implica atrasar o
acasalamento da égua até imediatamente apds a miccdo. Isso pode ser conseguido pela
administracdo de um diurético seguido de exposi¢ao a estimulos urindrios 30 minutos mais tarde.
Isso inclui a caminhada do garanhdo em torno de um pasto com uma égua no estro, assobiando
para o garanhdo ou agitagdo da agua de beber enquanto ele estiver em sua baia. Quando o
garanhdo tiver urinado, a égua ¢ trazida (LOWE, 2001).

Doze horas apds o acasalamento, as éguas sdo reexaminadas por ultrassonografia para
evidéncias de fluido uterino ndo presente antes do acasalamento e possivelmente associado a
mic¢do durante o coito. Se presente, a égua ¢ tratada com uma lavagem uterina de grande
volume com 3 L de solucdo salina isotonica (NaCl 0,9%) infundida através de um cateter de
lavagem uterina e aplicada 20 Ul de oxitocina IM. A égua ¢ entdo reexaminada 2 horas depois
(LOWE, 2001).

O tratamento de garanhdes com urospermia (Tabela 5) inclui diuréticos, agonistas de o-
adrenoceptores, antagonistas de B-adrenoceptores, antidepressivos triciclicos, antagonistas de
receptores muscarinicos parassimpaticos, agonistas de receptores parassimpaticos muscarinicos e
horménios. Estas drogas destinam-se a (1) promover a evacuag¢ao da bexiga antes da ejaculagao;
(2) aumentar o tonus do esfincter uretral externo durante a ejaculacdo para evitar a contaminag¢ao
do sémen pela urina; ou (3) alterar a produgio de urina (HOYOS SEPULVEDA et al., 1999).

O uso de diuréticos pode ser util se o garanhdo esvaziar completamente sua bexiga antes
da ejaculacdo, mas pode resultar em um grande volume de urina diluida depositada na ejaculagdo
que seria prejudicial para a fertilidade (GRIGGERS et al., 2001).

Os antidepressivos triciclicos, como a imipramina, foram utilizados como terapia para a
urospermia em garanhdes em um esforco para aumentar o tonus do esfincter da bexiga
(McDONNEL, 1992) e o esfincter uretral externo durante a ejaculagdo (TURNER et al., 1995).

O proprietario deve administrar 500 mg de imipramina na ragdo 2 a 3 horas antes da
coleta de sémen e coletar sémen imediatamente apds o garanhdo ter urinado. Se o primeiro
ejaculado tiver contaminacao bruta de urina, um segundo ejaculado devera ser coletado 10 a 15
minutos depois (TURNER et al., 1995).

A imipramina também parece aumentar a contratilidade do colo da bexiga durante a

emissao de urina. O mecanismo de acao ndo ¢ completamente compreendido, mas aparentemente
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os antidepressivos triciclicos e seus metabolitos promovem a atividade a-adrenérgica inibindo a
recaptagdo da norepinefrina (McDONNEL, 1992). Por outro lado, um teste com trés garanhdes
que exibiam urospermia ndao demonstrou nenhum efeito benéfico da imipramina na subsequente
bioquimica do plasma seminal, incluindo a concentracdo de ureia e creatinina (HOYOS
SEPULVEDA et al., 1999). Esses medicamentos também podem ser usados para diminuir a

frequéncia de ejaculagdo retrograda (BRISKO, 2001).

Tabela 5. Descrigdes dos garanhdes e tratamentos atribuidos (HOYOS SEPULVEDA et al.,
1999.)

Tratamento
No Raca Idade Peso 1 2 3
(anos) (kg)

1 Anglo-Arabe 19 415  Betanecol® Imipramina® Furosemida®

0.07 mg/kg PO 750 mg PO 30 mg IV
2 Quarto de 19 540  Imipramina Furosemida Betanecol

Milha 750 mg PO 30 mg IV 0.07 mg/kg PO

3 Aztec 8 515  Furosemida Betanecol Imipramina

30 mg IV 0.07 mg/kg PO 750 mg PO

1V, intravenoso; PO, via oral

* Betanecol, 5 mg/tablet; Sidnak, East Hanover, NJ, USA

® Tofranil, 25 mg/tablet; Geigy Pharmaceuticals, Division of Ciba-Geigy, Ardsley, NY, USA
¢ Lasix, 50 mg/mL; Quimica Hoechst de Mexico, S.A. de C.V., Mexico, DF

Em uma tentativa adicional de controlar a urospermia, a administracdo de
fenilpropanolamina, outro agente a-adrenérgico, foi administrada (0,35 mg / kg) na alimentagado
2 vezes ao dia durante 14 dias, sem melhora aparente (TURNER et al., 1995).

Como a micg¢ao durante a ejaculacao geralmente ¢ intermitente em garanhdes, o sucesso ¢
muitas vezes evasivo (VOSS, McKINNON, 1993). A resposta ao tratamento deve ser avaliada
individualmente (HOYOS SEPULVEDA et al., 1999).
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Os diluidores de sémen sdo comumente usados em IA equina para prolongar a viabilidade
do sémen e inibir o crescimento bacteriano, mas o uso de um diluidor de sémen pode ser
benéfico também no alivio dos efeitos negativos da urina na motilidade espermatica. A
recuperacdo da motilidade progressiva do sémen, reduzida pela contamina¢do urindria, depende
do diluidor utilizado para diluir o sémen (GRIGGERS et al., 2001).

Quando a contaminagdo com urina ¢ substancial, o s€émen deve ser misturado com um
volume igual de diluidor de s€émen e centrifugado por 10 minutos a 400 x g. A centrifugagao
separard o plasma seminal, espermatozoides e qualquer sedimento de urina (Figura 5)
(DASCANIO, WITONSKY, 2005).

Embora se possa esperar que a centrifugacdo ofereca um beneficio adicional, reduzindo a
quantidade de urina que contamina o sémen, a centrifugacdo do ejaculado e a ressuspensao com
o diluidor bruto nio tém nenhuma vantagem sobre a simples adi¢do de diluidor. E possivel que a
exposicdo dos espermatozoides a uma maior concentragdo de cristais de urina, que seria
centrifugada no sedimento junto com os espermatozoides, poderia causar danos adicionais as
células e inibir qualquer efeito benéfico da centrifugagdo. Além disso, uma potencial
desvantagem da centrifugagdo ¢ a possivel perda de alguns espermatozoides viaveis no
sobrenadante descartado se o procedimento ndo for realizado corretamente; por exemplo,
remocdo rapida do sobrenadante apds a término do processo de centrifugacdo. Embora a
centrifugacdo seja uma técnica valiosa para remover plasma seminal indesejavel para alguns
garanhdes inférteis, ainda ndo esta clara nos casos de urospermia (GRIGGERS et al., 2001).

Na criopreservacdo de sémen em muitas espécies, a centrifugagdo dos ejaculados ¢
necessaria para remover os fluidos seminais, aumentar a concentragdo de sémen e recuperar
amostras contaminadas com urina (ALVAREZ et al., 2012).

Quando esses tratamentos sao infrutiferos, ¢ tentada a minimizagao dos efeitos toxicos da
urina no s€men. O tratamento do sémen contaminado com urina por centrifugagdo "cushioned" /
ressuspensao pode melhorar alguns dos efeitos adversos da urospermia na fertilidade, mantendo
a integridade da membrana espermatica, mas os garanhdes variam em sua resposta a esses

tratamentos (VOGE et al., 2016).
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Figura 5. Ejaculado de garanhao urospérmico apos centrifugacido. O sedimento de sémen comeca
na interface entre o plasma seminal amarelo e o pellet branco de sémen (flecha pequena).

Existem cristais de urina / detritos na parte inferior do tubo (flecha grande) (DASCANIO, 2014).

2.6 Efeitos da urospermia no sémen equino

Poucos estudos foram feitos relatando os efeitos da urospermia sobre as altera¢des no pH,
osmolalidade e motilidade do s€émen de equino, mas foi relatado que uma condigdo urospérmica
que leva a uma solugdo hiperosmolar ¢ prejudicial a motilidade dos espermatozoides em cavalos
(GRIGGERS et al., 2001). Acredita-se que os espermatozoides possam sofrer capacitagdo em
meios com maior for¢a iOnica. Assim, sem ajuste do ejaculado, os espermatozoides no sémen
contaminado com urina podem sofrer uma capacitagdo e reacdo do acrossoma prematuras,
resultando em diminui¢do da fertilidade (DASCANIO, WITONSKY, 2005).

A adi¢do de urina diluida (obtida ap6s administragdo de furosemida) ao sémen para
produzir uma mistura de 5% (v: v) tem pouco efeito sobre a osmolalidade ou o pH, aumentando
de 312 para 316 mOsm e 7,71 para 7,80, respectivamente, ¢ ndo afetam significativamente a
motilidade imediatamente apds o tratamento ou apos 1 hora. Maiores volumes de urina diluida e
todos os volumes de urina coletados por cateterizagdo resultam em aumento consideravel da
osmolalidade e do pH, diminuindo significativamente a motilidade imediatamente apds o
tratamento (GRIGGERS et al., 2001).

A adicdo de 50% de urina diluida ou qualquer quantidade de urina coletada por
cateterizacdo resultou em uma reducdo imediata da motilidade progressiva inicial de 116% para

64%. O efeito da adigdo de 33 ou 50% de urina cateterizada resultou em uma redugdo imediata
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para 5% e 0% de motilidade progressiva, respectivamente. Nao ha indicacdo clara se as
condi¢des acidas ou basicas sdo mais prejudiciais para a motilidade do sémen de equino, mas a
urina ¢ prejudicial para a motilidade do sémen em quase todos os casos. Somente quando uma
pequena quantidade (5%) de urina diluida foi adicionada a ejaculacdo, ndo houve efeito aparente
na motilidade. Qualquer quantidade de urina "normal" ou maiores quantidades de urina diluida

reduzem a motilidade (GRIGGERS et al., 2001) (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito da contaminagao urinaria na motilidade do sémen (média £+ SEM) (GRIGGERS
et al., 2001)

Tratamento pH Osmolalidade Motilidade T0  Motilidade T1
Controle 7.71£12 312.1+7.6 64 £11° 36 £11°

5% urina diluida 7.80+12 315.8+6.8 58 £13 21+£7

10% urina diluida 7.85+£13 322.1+£8.6 36+ 12° 28 + 14

33% urina diluida 7.95+12 333.6+15.6 26+ 12° 9+6

50% urina diluida 8.20 £ 08 360.1 +£13.2 13+£7° 4+4

5% urina normal 78411 3463+126 164 6+3

10% urinanormal ~ 7.88+11  380.6 +6.3 12 £4° 8+4

33% urinanormal ~ 8.01+06  490.1 +7.0 5+4° 1+0°

50% urinanormal  8.14+04  668.8 +9.8 0+0° 00

TO — imediatamente ap6s o tratamento; T1 — 1 hora apds o tratamento

Valores dentro de colunas com sobrescritos diferentes sdo diferentes. *° P < 0.05

Outros estudos preliminares revelaram que a adi¢do de urina ao sémen antes da adi¢ao de
diluidor resultaram em uma redu¢do acentuada na motilidade espermatica (VOGE et al., 2016),
afetando a motilidade inicial e a motilidade do s€émen apos 24 horas de resfriamento, mesmo
quando existe uma pequena quantidade de urina. A contaminacdo por urina tem um efeito mais
pronunciado sobre a reducdo da motilidade espermatica no sémen bruto, em comparagdo com as
amostras armazenadas refrigeradas e diluidas. A adicdo ao s€émen com um diluidor comercial de
sémen baseado em proteina de leite pode corrigir os efeitos prejudiciais de uma solugdo
hipertonica e pH alcalino. No entanto, mesmo uma pequena quantidade de contaminagdo por

urina (menos de 10% do volume total de sémen) tem efeitos deletérios sobre a motilidade do
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sémen e pode passar despercebida pelo processamento e transporte de sémen (ELLERBROCK,
et al., 2016).

A centrifugacdo do sémen contaminado com urina € a ressuspensao com novas
quantidades de diluidor ndo melhoram a motilidade acima. O diluidor de leite desnatado restaura
a motilidade melhor do que o diluidor de gema de ovo a uma proporcdo de 1: 3 imediatamente
apos a adicdo e em qualquer propor¢do quando centrifugada. Além disso, o diluidor de leite
desnatado continua a fornecer motilidade superior em comparacao com o diluidor de gema de
ovo nessas circunstancias 1 hora apos centrifugacdo e ressuspensdo (GRIGGERS et al., 2001)

(Tabela 7).

Tabela 7. Motilidade do sémen (média + SEM) apds adi¢ao de diluidor de sémen (a 1: 1 ou 1: 3,
sémen: propor¢des de diluidor) ao s€émen contaminado com urina, com ou sem centrifugacao

(GRIGGERS et al., 2001).

Tratamento Motilidade T0  Motilidade T1
Bruto (sem urina) 44+ 16 38+ 15°
Bruto (com urina) 11+6° 1+0°
ExtEY 1:1 28 £8 28+ 7%
ExtEY 1:3 22 £ 11° 24 + 12
Ext EY 1:1 (cent) 22 + 10¢ 21 + 4
Ext EY (cent) 20+ 12° 23 £ 6*°
Ext SM 1:1 36 +4° 31+ 9%
Ext SM 1:3 51 £ 6" 56 + 6°
Ext SM 1:1 (cent) 46 + 6™ 49 + 5%
Ext SM (cent) 59 + 94 44 £ 10*

TO — imediatamente ap6s o tratamento; T1 — 1 hora apds o tratamento
Valores dentro de colunas com sobrescritos diferentes sdo diferentes. *® P < 0.05; ¢ P < 0.05

EY: gema de ovo; SM: leite desnatado-polimixina 6

A qualidade do DNA do sémen diminuiu a medida que a contamina¢do com urina
aumentou. Este efeito foi imediatamente aparente (T0), mas tornou-se mais pronunciado com o
aumento do tempo de armazenamento do sémen resfriado (VOGE et al., 2016).

Os efeitos da urospermia na motilidade ou na fertilidade do s€émen de garanhao resfriado
ndo foram documentados. Na pratica, os ejaculados contaminados com urina podem ser

comercializados devido a falta de conhecimento do pessoal que coleta e processa o s€émen ou por
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razdes fraudulentas sem divulgacdo ao praticante de reprodugdo que gerencia a égua. Continua
desconhecido se a contaminagdo por urina pode ser devidamente diagnosticada em sémen
prolongadamente resfriado usando-se meios comuns para avaliar a contaminacdo urinaria

(ELLERBROCK, et al., 2016).

2.7 Efeitos do sémen urospérmico na égua

A contaminag¢do urindria do sémen também pode causar diminui¢do das taxas de
concepcao devido a possivel inflamagdo induzida no ttero por componentes urinarios. Os efeitos
da urina no endométrio foram extrapolados dos efeitos encontrados nas €guas com refluxo
vesico-vaginal (DASCANIO, WITSKY, 2005).

A urina no ttero pode resultar do refluxo vesico-vaginal e subsequente fluxo para a frente
através de um colo aberto e também pode ocorrer por contamina¢do por um garanhdo que possui
urospermia. (GRIGGERS et al, 2001). Além disso, a urina no utero cria uma endometrite
quimica e, se persistir, interferird com a manuten¢ao da gravidez. A urina no utero da égua ¢
identificada por acumulagdes hiperecdicas mais comumente na jun¢do corporea corneana € nao
se arrasta facilmente com a sonda. Parece que a ecogenicidade da urina ¢ uma combinacao de
cristais e muco. A urina no utero deve ser removida com lavagem volumosa (McKINNON,
McCUE, 2013).

A ultrassonografia da égua apods o servico ¢ uma técnica util para o diagnostico de
urospermia em criacdes de égua com servico natural. Normalmente, elas tém um acumulo
hiperecoico de sedimento de cristal de urina no corpo do utero, o que, embora parecido com o

aparecimento de ar, ndo possui a tipica refragao do ar (McKINNON, 2013) (Figura 6).

Figura 6. Sedimento de cristal de urina no corpo do utero da égua (McKINNON, 2013).
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2.8 PROCESSAMENTO DE SEMEN UROSPERMICO

2.8.1 Centrifugacio "cushioned'" de sémen urospérmico equino

A centrifugacdo parece ser mais eficaz quando realizada no dia da coleta, mas também
pode ser usada para alguns ejaculados armazenados até 24 h e hd uma melhora na morfologia nas
preparacdes de s€émen centrifugadas. A centrifugacdo melhora a qualidade das preparacdes de
sémen e as proporcdes de espermatozoides moveis e de espermatozoides com morfologia normal
e cromatina intacta aumentam nas preparagdes de sémen apds centrifugacdo (MORREL et al.,
2009).

A centrifugacdo em uma uUnica camada (SLC) tem vérias vantagens em relacdo a
centrifugacdo com gradiente de densidade (DGC). O tempo de preparacdo é menor € 0 processo
¢ menos complicado do que para o gradiente de densidade.. O uso de SLC facilita a expansdo
dos volumes de coloides e ejaculados utilizados, para processar um grande numero de
espermatozoides necessarios para doses de inseminacdo em algumas espécies animais
(MORREL et al., 2009).

A centrifugacdo do sémen de garanhdo ¢ comumente usada em programas de
melhoramento para aumentar a concentracdo do sémen, maximizar a longevidade e a qualidade
do sémen e reduzir a concentragao do plasma seminal ¢ o volume inseminado (VARNER et al.,
2008). A centrifugacdo sem "cushion" (amortecedor, "cushion") e ressuspensao no diluidor ndo
melhora a motilidade em comparagcdo com a diluicdo simples (GRIGGERS et al., 2001). A
centrifugacdo "cushioned" (CC) foi utilizada para permitir uma maior velocidade de
centrifugacdo e uma maior taxa de recuperacdo de sémen, sem danos simultdneos no sémen
(BLISS et al., 2012).

A centrifugacdo "cushioned" (CC) usa iodixanol, um composto liquido iodado ndo
16nico, que ¢ colocado sob o sémen para proteger o sémen contra danos concéntricos durante o
processo de centrifugagdo. Quando este procedimento ¢ utilizado, os solidos urinarios (fracdao
insoltivel) passam pelo "cushion" para atingir o fundo do tubo de centrifuga e sdo assim
facilmente separados da amostra urospérmica. Os componentes soluveis da urina sdo retidos

principalmente no sobrenadante (VOGE et al., 2016).
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Para tratamentos CC, uma solu¢do de "cushion" estd em camadas abaixo do sémen
diluido (WAITE et al., 2008) e as amostras sdo centrifugadas a 1000 x g por 20 minutos (BLISS
et al., 2012). Apos a centrifugacdo, o sobrenadante (contendo a maior parte da fragdo de urina
soluvel) e o fluido de "cushion" (contendo a fracdo de urina insolivel) sdo aspirados e
descartados. O sedimento de sémen remanescente ¢ transferido para um tubo conico de 15 mL,
depois € reposto novamente em um diluidor bruto para obter uma concentragado final de sémen de
30 x 106 / mL. As amostras de CC re-suspensas sdo posteriormente colocadas em tubos de

encaixe instantaneo de 1,5 mL para analise posterior (VOGE et al., 2016).

2.8.2 Centrifugacdo com gradiente de densidade de sémen equino

Preparacdo de s€men pelo procedimento simplificado de camada unica ou por
centrifugacdo com gradiente de densidade oferecem um método eficaz para prolongar a
sobrevivéncia de espermatozoides de garanhdo para inseminagdo. O método de camada tnica ¢
pratico para a preparacdo de espermatozoides e ndo reduz o rendimento de espermatozoides
moveis em grande medida em comparagdo com a centrifugacdo com gradiente de densidade
(MORREL et al., 2009).

A centrifugacdo com gradiente de densidade foi sugerida como meio de selecdo de
espermatozoides animais para reproducao artificial (MORREL et al., 2009). Os gradientes de
densidade de células espermaticas com diferentes gravidades especificas sdo separados em
diferentes camadas. O primeiro gradiente de densidade descontinua continha solu¢do de
particulas de silica revestida com silano e polivinilpirrolidona (Percoll®), mas ja nio esta
disponivel para uso comercial. Outro produto de gradiente de densidade descontinua,
PureSperm®, também emprega solu¢do de particulas de silica revestida com silano para
separagdo de sémen (MORTIMER, 2000; CHEN, BONGSO, 1999). Um produto denominado
EquiPure™ esta disponivel para uso com sémen equino (MACPHERSON et al., 2002) (Figura
8).

E necessario um cuidado no processamento das camadas, pois a mistura das diferentes
densidades destroi a integridade da interface entre as duas camadas, reduzindo assim a eficiéncia
da selegdo de sémen (MORREL et al., 2009).

A centrifugagdo com gradiente de densidade tem sido utilizada para selecionar

populacdes de s€émen de qualidade superior (MORTIMER, 2000). A centrifugacdo com gradiente
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de densidade ¢ uma técnica amplamente utilizada, ndo s6 para separar as células espermaticas
movéis dos espermatozoides sem motilidade, mas também para a remo¢do de agentes
contaminantes, obtendo uma suspensdao final de sémen sem plasma seminal, leucocitos,

contamina¢do microbiana e outros residuos (ORTEGA-FERRUSOLA et al. 2009).

Figura 7. EquiPure™ 100 mL, suspensio coloidal para sémen equino. (Foto: Arquivo pessoal)

Essa técnica de centrifugacgdo foi testada em 6 ejaculados nao urospérmicos de 5 cavalos
de raga leve e submetidos a tratamentos de gradiente de densidade de acordo com o gradiente de
centrifugacdo do fabricante (Gradiente A: EquiPure™ 100, NidaCon International AB, pH 7,3;
Gradiente B: EquiPure™ 100, NidaCon International AB, pH 7,6) (MACPHERSON et al., 2002)
(Tabela 8).

A média de gradiente ndo teve efeito sobre os resultados finais da motilidade, no entanto,
o Gradiente A produziu uma maior alteracdo na porcentagem de sémen morfolégico normal do
que o Gradiente B. Além disso, o Gradiente A produziu uma menor alteracao na porcentagem de
caudas dobradas do que o Gradiente B. Nenhum efeito foi detectado nos resultados finais da
velocidade do sémen (MACPHERSON et al., 2002).

Este estudo demonstrou que o uso de um gradiente de densidade patenteado de particulas
de silica silanizadas (EquiPure™) pode melhorar a qualidade do sémen em garanhdes, conforme
determinado por medidas de motilidade e morfologia espermaticas. Varios tipos de defeitos
morfolégicos do sémen foram separados diferencialmente ao longo do gradiente descontinuo,
produzindo uma porcentagem maior de s€émen morfologico normal no sedimento. As células

germinativas prematuras, as cabecas destacadas e as goticulas proximais foram presas com mais
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frequéncia no gradiente de 40%, enquanto que as cabegas de forma anormal, os grilhdes de
forma anormal, as caudas dobradas e as caudas enroladas foram presas em frequéncias

semelhantes nos gradientes de 40 e 80% (MACPHERSON et al., 2002).

Table 8. Grupos de tratamento atribuidos por gradiente de densidade (MACPHERSON et al.,
2002).

Tratamento Diluente Gradiente de densidade Meio de  Meio de re-suspensao
(80:40) lavagem

1 Tampdo A*  Gradiente A° Wash A" Wash A

2 Tampdo A  Gradiente A Wash A CST

3 CST" Gradiente A Wash A Wash A

4 CST Gradiente A Wash A CST

5 Tampao B° Gradiente B® Wash B¢ Wash B

6 Tampdo B Gradiente B Wash B CST

7 CST Gradiente B Wash B Wash B

8 CST Gradiente B Wash B  CST

a Tampao A: Proprietdrio do meio (Stallion TALP, NidaCon International AB, Go terborg,
Sweden) ajustado no pH 6.9

® CST: diluidor EZ-Mixin CST™ (Animal Reproduction Systems).

¢ Tampao B: Proprietario do meio (Stallion TALP, NidaCon International AB) ajustado no pH
7.2

d Gradiente A: Proprietirio do meio (EquiPure™ 100, NidaCon International AB; pH 7.3)
ajustado para concentracdo de 40 e 80% com tampao A

e Gradiente B: Proprietario do meio (EquiPure™ 100, NidaCon International AB; pH 7.6)
ajustado para concentracao de 40 e 80% com tampao B

f Wash A: Tampao A contendo albumina de soro bovino (Fragdo V; 5 mg/mL)

g Wash B: Tampao B contendo albumina de soro bovino (Fracdo V; 5 mg/mL)

Outro trabalho obteve uma preparagdao de sémen sem virus da arterite equina apds
centrifugacdo com gradiente de densidade de ejaculados de garanhdes que eliminavam o virus no

sémen (MORREL, GERAGHTY, 2006).
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3. CAPITULO 1

Efeitos da contaminagao urinaria sobre a capacidade de criopreservacao do s€émen de garanhdes

RESUMO. A urospermia ¢ um problema comum que afeta os garanhdes reprodutores. Ao
contaminar artificialmente o sémen de 8 garanhdes com urina, objetivamos avaliar através da
motilidade e fungdo espermatica se o s€émen que apresenta contaminagdo moderada da urina
pode ser congelado. Foram utilizados 8 garanhdes de varias racas. Cada garanhao foi coletado 5
vezes, totalizando 40 ejaculados. As coletas de sémen foram realizadas com o uso de vagina
artificial. O sémen foi alocado em frascos conicos de 50 mL. Adicionou-se 10 mL de sémen
bruto ao frasco “controle”, 8 mL de s€men bruto ao frasco de "baixa contaminagdo" ¢ 5 mL de
sémen bruto ao frasco de "alta contamina¢ao". Foram adicionados 2 mL de urina a cada frasco de
"baixa contaminagdo", ¢ 5 mL de urina foram adicionados a cada frasco de "alta contaminacao".
Uma vez que o s€émen foi exposto a urina por 2 minutos, cada um dos frascos foi diluido para 40
mL com um diluidor de sémen. Em seguida, adicionou-se 1 mL de solucao de "cushion" no
fundo de cada frasco conico. Todos os tubos foram entdo centrifugados. Apods a centrifugacado, o
sobrenadante e a solucdo de "cushion" foram aspirados e descartados. O sedimento de sémen
remanescente foi ressuspenso para uma concentragao final de 200 milhdes de espermatozoides /
mL. O sémen foi armazenado manualmente em palhetas de 0,5 mL em nitrogénio liquido. As
amostras foram avaliadas para motilidade total e progressiva por meio da analise de sémen
assistida por computador (CASA) e da viabilidade espermatica, potencial de membrana
mitocondrial, integridade do acrossoma e estabilidade da cromatina espermatica. Houve uma
reducdo significativa na motilidade total e progressiva do sémen com o aumento da
contaminacdo da urina pré-congelamento. As motilidades pos-descongelamento ndo foram
significativamente diferentes entre os grupos controle e com baixa contaminagdo por urina, mas
foram significativamente maiores do que o grupo com alta contaminagao por urina, e inferior aos
parametros pré-congelados. Embora os niveis baixos de contaminac¢do da urina tenham efeitos
minimos sobre os parametros do sémen apds a criopreservacao, ejaculados com altos niveis
(50%) de contamina¢do com urina, mostraram diminuicdo marcada na motilidade pos-
descongelamento e viabilidade apos a criopreservagdo, portanto, ndo deve ser utilizado para o
congelamento de sémen.

Palavras-chave: Urospermia, espermatozoide, criopreservacgao, viabilidade
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1. Introducao

A urospermia é uma das disfungdes ejaculatorias mais comuns em garanhdes'. A
ocorréncia de urospermia ¢ imprevisivel e pode ser um evento raro, isolado, um problema
intermitente ou continuo™*. Infelizmente, a urospermia ¢ um problema para alguns garanhdes ao
longo de toda a sua vida reprodutiva, o que faz com que o manejo de reproducdo para a
fertilidade ideal seja um verdadeiro desafio na pratica clinica®. Os efeitos prejudiciais da urina
no sémen parecem ser mediados pelo pH alcalino e alta osmolalidade da urina, bem como pela
possivel formagdo de cristais>®. Também pensa-se que a urina interfere com a fertilidade
induzindo a inflamag¢do do endométrio nas éguas inseminadas com sémen contaminado’. O uso
de diluidores parece tornar mais brando os efeitos da urina no sémen® e os efeitos da urospermia
sdo diminuidos em éguas artificialmente inseminadas com sémen contaminado com urina que
tenha sido diluido anteriormente.

A urospermia tem sido associada a uma ampla gama de condigdes, como lesdes que
interferem nas vias neuroldgicas lombossacrais normais, ao virus herpes 1, toxicose do sorgo,
cistite, paralisia periddica hipercalémica ou causas idiopaticas>”®. Em geral, as causas idiopaticas
parecem ser mais prevalentes, o que desafia nossa capacidade de tratar ou gerenciar a condi¢do™.
Pratica de manejo comum para garanhdes com urospermia recorrente, incluem o encorajamento
de garanhdes para urinar antes da coleta ou reproducdo, cateterismo da bexiga antes da coleta,
coleta de sémen fracionada e interven¢do farmacologica com drogas como o cloridrato de
imipramina para melhorar o controle do esfincter da bexiga®*'*'?. Apesar dessas praticas, a
urospermia ainda ¢ problematica para alguns garanhdes, mesmo apos tentativas repetidas de
obter amostras de sémen sem urina>>*.

O Azostix® (Bayer Animal Health, Shawnee, Kansas), uma tira de teste disponivel
comercialmente para medir o nitrogénio da uréia no sangue, ¢ util para diagnosticar a
contaminac@o da urina no sémen bruto de garanhdo'’. Um segundo estudo demonstrou que o pH
alcalino e a alta osmolalidade da urina sdo prejudiciais a motilidade do sémen®. Recentemente,
Ellerbrock e colaboradores demonstraram os efeitos prejudiciais da urospermia e do pH elevado
na motilidade espermatica no sémen armazenado refrigerado'. Este estudo foi seguido por um
estudo de Voge e colaboradores, que mostraram que a centrifugagdo pode diminuir os efeitos de

baixos graus de contaminagio urinaria apds o resfriamento e armazenamento do sémen®,



38

Embora se saiba que a urina possa ter um efeito prejudicial sobre a qualidade do s€émen e
sobre a fertilidade do garanhdo, os efeitos da urina sobre o s€émen durante a criopreservacao sao
desconhecidos. Devido aos efeitos da centrifuga¢do na urina contaminante, postulamos que o
sémen com baixa contaminacdo de urina (20% de urina) possa ser criopreservado com sucesso
apenas com mudangas marginais na qualidade do espermatozoide em comparacdo com as
amostras de controle, enquanto o sémen com grande propor¢do de contaminagdo com urina (50%
urina) teria muito baixa motilidade espermatica, integridade da membrana espermadtica e a
estrutura do acrossoma e do DNA.

O objetivo foi avaliar através da motilidade e funcdo espermatica (integridade de
membrana, do acrossoma e potencial mitocondrial) se o sémen que apresenta contaminagdo

moderada da urina possa manter motilidade e funcao aceitaveis depois de criopreservado.

2. Material e métodos

Foram utilizados no estudo oito garanhdes de varias ragas (Quarto de Milha, Paint Horse,
Puro Sangue Inglés), saudaveis e em idade reprodutiva, alojados em baias na Clinica de Grandes
Animais da Universidade do Illinois e alimentados com dietas semelhantes de capim / alfafa. As
amostras de urina foram coletadas 1 semana antes do experimento de trés dos garanhdes
envolvidos no estudo. A urina dos trés garanhdes foi combinada, dividida em aliquotas de 100
mL e depois congelada a -20° C até o uso posterior. Todos os garanhdes tinham histérico de
fertilidade comprovada e foram avaliados quanto a saude geral, a integridade dos Orgdos
reprodutivos e a qualidade espermatica. Os garanhdes foram entdo coletados a cada 2 a 3 dias
com um modelo Missouri de vagina artificial até a obtencdo de 5 ejaculados, totalizando 40
ejaculados. O Comité Institucional de Uso e Cuidados Animais (Animal Care and Use Comittee),
sob o protocolo n°® 14200, aprovou todos os procedimentos realizados no presente estudo.

A porgao livre de gel de cada ejaculado foi pesada para mensuragao do volume seminal e
realizada uma avaliacdo visual da presenca de contaminantes. O pH do sémen medido usando
um medidor de pH manual (a) disponivel no mercado. O pH do sémen aceitavel foi considerado
inferior a 7,7*'*. Uma pequena aliquota de sémen bruto foi congelada em tubos criovacs para
medi¢do de ureia e creatinina usando um analisador automatizado quantitativo (b). Os valores

normais aceitdveis para ureia e creatinina no sémen garanhdo sdo <30mg / dL e <2 mg / dL,
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respectivamente5. As amostras de sémen com alta concentragdo de ureia e creatinina ou pH

21227 o descartadas.

alcalino (> 8) foram diagnosticadas com urospermia

Imediatamente ap6s a coleta, o sémen foi avaliado quanto a motilidade e vigor, e somente
os ejaculados que apresentavam valores dentro da normalidade foram utilizados no experimento.
A concentracdo do sémen foi determinada usando-se um espectrofotdometro (c) de acordo com as
instrugdes do fabricante. O sémen foi entdo alocado em tubos conicos de 50 mL. Adicionou-se
10 mL de sémen bruto ao tubo de controle (CON), 8 mL de sémen bruto ao tubo 2 de "baixa
contaminagao" (BAIXA) e 5 mL de s€émen bruto ao tubo de "alta contaminacao" (ALTA). Foram
adicionados dois mL de urina a cada tubo BAIXA, e cinco mL de urina foram adicionados a cada
tubo ALTA. Uma vez que o sémen foi exposto a urina durante 2 minutos, cada um dos tubos foi
diluido para 40 mL com um diluidor de s€men a base de leite (d).

ApoOs a extensdo, adicionou-se 1 mL da solu¢ao de "cushion" de sémen (e) no fundo de
cada tubo conico com o uso de uma agulha de coluna longa (18G 3,5")*. Todos os tubos foram
entdo centrifugados a temperatura ambiente a 1000 g durante 20 minutos. Apds a centrifugacao,
o sobrenadante e a solucao de "cushion" foram aspirados e descartados. O sedimento de s€émen
remanescente foi ressuspenso com um diluidor de congelamento comercialmente disponivel (f)
para uma concentra¢do final de 200 milhdes de espermatozoides / mL. O sémen foi entdo
envasado manualmente em palhetas de 0,5 mL e depois resfriado a 5 © C durante 20 minutos.
Para congelamento, o s€émen foi entdo colocado sob uma grade a 4 cm acima do nitrogénio

liquido durante 15 minutos antes de ser imerso em nitrogénio liquido. As amostras

criopreservadas foram armazenadas em botijao de nitrogénio até analises posteriores.

2.1 Analise da motilidade espermatica

Imediatamente antes do congelamento do sémen e apos o descongelamento, uma amostra
de cada ejaculado foi diluida com um diluidor a base de leite para 20 milhdes de
espermatozoides / mL. A amostra foi avaliada para motilidade total e progressiva por meio da
analise de sémen assistida por computador (CASA) (g) usando-se as configuragdes padrio para o
sémen de equino conforme recomendado pelo fabricante. Além disso, foram avaliados outros
parametros anteriormente relacionados a motilidade e fungdo normais (velocidade curvilinea
(VCL), progressao angular (VAP), velocidade linear (VSL), retiddo (STR), amplitude da cabeca
lateral (ALH) e linearidade (LIN)".
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2.2 Citometria de fluxo

O sémen de garanhdo previamente criopreservado (200 milhdes de espermatozoides por
mililitro) foi descongelado a 37° C durante 1 minuto para andlise e os trés protocolos de
coloragdo seguintes foram implementados (viabilidade espermatica e potencial de membrana
mitocondrial; integridade do acrossoma; estabilidade da cromatina espermatica). As amostras
foram analisadas usando um analisador de citometria de fluxo BD LSR II (h) no Centro de

Biotecnologia da Universidade do Illinois.

2.2.1 Integridade da membrana plasmatica e potencial de membrana mitocondrial

As associagdes das sondas fluorescentes de SYBR-14 (i) (0,02 mM em DMSO), Iodeto
de Propideo - PI (j) (2,4 mM em &gua) e JC-1 (3 mM em DMSO) foram preparadas como
descrito anteriormente na literatura'®. As concentra¢des finais das sondas foram 100 nM de
SYBR-14, 12 uM PI e 3 uM de JC-1. Foram adicionados 5 pL de sémen descongelado a 0,5 mL
de solucao de coloragdo para criar uma concentragao final de 2 milhdes de espermatozoides por
mililitro. A amostra foi misturada por pipetagem reversa e incubada a 37° C durante 30 minutos.

Os trés corantes foram excitados usando um laser de excitagdo de argonio de 488 nm. Um
total de 20.000 espermatozoides foram analisados a uma taxa de fluxo de 200 células / s. Os
debris foram descartados com base nos espermatozoides que emitiram uma minima fluorescéncia
vermelha e verde. Foram esperadas quatro populagdes de espermatozoides nas preparagdes de
sémen coradas com SYBR-14 / PI / JC-1'""%. As células presuntivamente vidveis compdem as
populagdes 1 e 3, com sinal fluorescente verde (SYBR-14 positivo) detectado na cabega e / peca
intermedidria usando detector de fluorescéncia 1 (detecta fotdes emitidos no comprimento de
onda de 515-545 nm). A populacdo 1 inclui células espermaticas viaveis com pegas
intermediarias que se coram fracamente de laranja devido a formagdo de monomeros. A
populacao 3 inclui células de espermatozoides vidveis com pegas intermedidrias coradas de
laranja devido a formagdo de agregados JC em alto potencial de membrana mitocondrial

(hMMP). A populagdo 2 perde a cor laranja na parte intermedidria, adquirindo tonalidade verde



41

fraca (mondmero), entdo a quantidade de verde nesse s€émen ¢ menor que as populagdes 1 e 3
que sdo verdes devido a SYBR. A populagdo 2 ¢ laranja / vermelho devido a PI na cabeca e
verde devido a parte intermediaria. A populagdo 4 inclui aqueles espermatozoides que nao estao
intimamente associados com a populagao 1, 2 ou 3. A média e o SD da fluorescéncia do canal

verde e vermelho foram medidos para cada populacao.

2.2.2 Integridade do acrossoma

As sondas fluorescentes de FITC-PNA (k) (1 mg / mL em PBS) foram preparadas como
descrito anteriormente na literatura'. As concentragdes finais das sondas foram 1,5 uM Pl e 1 pug
/ mL de FITC-PNA. Foram adicionados 5 pL de sémen de garanhdo descongelado a 0,5 mL de
solucao de coloragdo para uma concentragdo final de 2 milhdes de espermatozoides / mL. A
amostra foi misturada por pipetagem reversa e incubada a 37° C durante 10 a 15 minutos. A
fluorescéncia FITC-PNA foi detectada no detector de fluorescéncia 515-545 nm. Os
espermatozoides nao espermaticos foram excluidos das andlises, conforme avaliado nas
propriedades de dispersdao. Foram registrados 20 mil espermatozoides fechados e desenhadas
tramas bidimensionais de espermatozoides de fluorescéncia FITC-PNA versus PI. As
subpopulagdes foram subdivididas por quadrantes e a frequéncia de cada subpopulagdo

quantificada.

2.2.3 Estabilidade da cromatina espermatica

A estabilidade da cromatina foi avaliada por coloragdo metacromdtica com laranja de
acridina (AO) com base na susceptibilidade do DNA do sémen a desnaturagdo induzida por
acido in situ como descrito anteriormente na literatura'. Este é um corante de ligagdo de acido
nucléico permedvel as células que emite fluorescéncia verde quando ligado a dsDNA e
fluorescéncia vermelha quando ligado a ssDNA ou RNA. Foram adicionados 10 puL. de s€émen
descongelado a 990 pL de PBS para criar uma concentracdo final de sémen de 2 milhdes de
espermatozoides por mililitro. A desnatura¢do induzida por acido in situ do DNA foi obtida pela
adi¢do de 0,4 mL de uma solugdo detergente de 4cido (0,1% Triton X-100, NaCl 0,15 M e HCI
0,08 N, pH 1,4) a 0,2 mL de sémen diluido. Apos 30 segundos, as células foram coradas
adicionando-se 1,2 mL de uma solugao (0,1 M de acido citrico, 0,2 M de Na2HPO4, 1 mM de
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EDTA, NaCl 0,15 M, pH 6,0) contendo 6 ug / mL de AO (I). As amostras coradas foram
analisadas 3 minutos apos a coloracdo com AO. A andlise de citometria de fluxo foi realizada
como acima. Os dados correspondentes a fluorescéncia vermelha e verde das particulas

adquiridas foram registrados (os residuos foram descartados eletronicamente).

3. Analise estatistica

Os dados sao apresentados como médias = SEM. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas com o programa R para computagdo estatistica versdo 3.2.2 (www.r-project.org/). O
software ¢ livre para computacdo estatistica e graficos. Os dados de motilidade e citometria de
fluxo foram analisados por medidas repetidas de ANOVA. Os testes Tukey HSD foram

realizados conforme necessario para analise pds-hoc.

4. Resultados

O pH das amostras aumentou significativamente com o aumento da contaminagdo
urindria. Houve uma reducado significativa nas motilidades total e progressiva do sémen com o
aumento da contaminagdo por urina para todos os grupos no pré-congelamento. As motilidades
total e progressiva no pos-descongelamento dos grupos controle e com baixa contaminagao por
urina ndo foram significativamente diferentes entre si, mas foram significativamente maiores do
que o grupo com alta contaminagdo por urina. Ainda observou-se que as motilidades pos-
descongelamento foram inferiores aos pardmetros pré-congelados (p <0,05) (tabela 1).

Houve uma reducdo significativa nos resultados para VCL, VAP e VSL nos grupos com
alta contaminagdo por urina tanto no pré-congelamento quanto no pos-descongelamento.
Nenhuma diferenca foi observada nos resultados para LIN e STR entre qualquer grupo (p <0,05)
(tabela 2).

A viabilidade do sémen pds-descongelamento foi significativamente menor no grupo com
alta contaminacdo por urina (54,7 + 2,4) do que nos grupos controle (63,8 £+ 2,3) ou com baixa
contaminagdo por urina (64,6 = 3,4). Nao foram observadas diferencas na integridade do

acrossoma ou na estabilidade da cromatina espermatica entre os grupos (tabela 3).
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Tabela 1: Motilidades das amostras de s€men submetidas a nenhum tratamento (Controle), 20%
de contaminagdo por urina (baixa) ou 50% de contaminacdo de urina (alta) (n = 40 ejaculados),

pré-congelamento e pds-descongelamento.

Pré-congelamento Pos-descongelamento
Tratamento pH Motilidade Motilidade Motilidade Motilidade
total progressiva total progressiva

Controle 7.54 + 0.04° 67.0+1.7* 49.8 £2.2° 53.9+£2.3" 40.8 £ 3.3°

Baixa 8.3+0.03" 60.3 +1.7° 42.5+2.1° 51.7+ 1.8 36.2+2.1°

Alta 8.6 +0.02° 413 £2.0° 21.3+£1.5¢ 31.49+1.2° 17.1+£1.0°

Letras diferentes dentro das colunas demonstram diferencas estatisticas (p<0.05).

Tabela 2: Velocidades das amostras de sémen submetidas a nenhum tratamento (Controle), 20%
de contaminagdo por urina (baixa) ou 50% de contaminacdo de urina (alta) (n = 40 ejaculados),
pré-congelamento e pos-descongelamento.

Tratamento ~ VCL'(um/  VAP*(um/  VSL?(um/ LIN* (%) STR® (%)
sec) sec) sec)

Pré-congelamento

Controle 138.1£30.6*  71.9+14.2* 56.9+10.1* 0.42+0.08 0.77+0.05

Baixa 134.5£36.5*  71.2+17.0* 55.7+13.1* 0.43+0.07 0.76+0.06

Alta 94.5+£38.4° 46.7+£25.1° 30.2+17.1° 0.41+0.06 0.75+0.05

Pés-descongelamento

Controle 136.3+30.4*  69.8+14.3* 55.6+10.4* 0.40+0.07 0.72+0.08

Baixa 132.7£36.3*  68.1£17.1* 54.8+13.0° 0.39+0.08 0.72+0.07

Alta 91+32.5 45.5425.0° 30.4+17.0° 0.38+0.07 0.71+0.06
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Letras diferentes dentro das colunas demonstram diferencas estatisticas (p<0.05).
'VCL - Velocidade curvilinea

?VAP — Velocidade média do trajeto

’VSL — Velocidade linear

*LIN - Linearidade

°STR - Retilinearidade

Tabela 3: Avalia¢do da viabilidade e potencial mitocondrial (SYBR-14 / PI / JC-1), integridade
do acrossoma (FITC-PNA) e integridade da cromatina (AO) de sémen de garanhdo
criopreservado ap6s nenhum tratamento (Controle), 20% de contaminagdo por urina (baixa) ou

50% de contaminagdo por urina (alta) (n = 40 ejaculados).

Parametro Controle Baixa Alta
DNA espermadtico intacto 81.6 3.0 79.2+3.4 71.3+£5.7
0
]()A)IgA espermatico danificado 18.4+3.0 20.8+3.4 28.7+5.7
0
1(\/f)0)rto, acrossoma intacto 1.1+£0.2 1.2+0.2 1.4+0.2
Morto, acrossoma danificado 32.8+0.9 351+1.9 453+£2.6
Vivo, acrossoma intacto 23.4+44 225+35 21.3+£2.8
Vivo, acrossoma danificado 42.8+49 41.2+£3.2 320+24
Vivo, mitocondria polarizada 7.8+1.1° 7.4+1.2° 8.5+1.2°
Vivo, mitocondria despolarizada  56.0 + 2.3° 572+3.4" 46.2 £3.6"
Morto (deformacao tripla) 36.2+2.2 355+33 452+3.6

Letras diferentes dentro das linhas demonstram diferengas estatisticas (p<0.05).
5. Discussao
O sémen foi exposto a urina neste estudo de forma semelhante ao estudo realizado por

Ellerbrock e colaboradores'. Esse periodo de exposi¢do a urina explica o tempo estimado

necessario para o processamento de sémen de rotina, de modo que, se o ejaculado for
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espontaneamente contaminado com urina, o sémen ficard diretamente exposto a urina por uma
média de 3 minutos antes da adigdo do diluidor de sémen. Misturando a urina, o sémen ¢ o
diluidor em conjunto, conforme feito por Voge e colaboradores®, pode-se simular de maneira
realista uma coleta de um garanhao urospérmico conhecido, mas nio explica os danos ao sémen
em coletas onde a urospermia ndo era esperada.

Nesse estudo, o pH das amostras contaminadas com urina foi maior do que o pH das
amostras controle. Resultados semelhantes foram obtidos em estudo anterior, onde o pH do
grupo com uma grande quantidade de contaminagdo urindria foi significativamente maior do que
o grupo controle. Ainda segundo esses mesmos autores, embora esta seja uma descoberta
interessante, seu uso na pratica clinica pode ser dificil, pois houve uma pequena tendéncia entre
as amostras'*.

Como esperado, a contaminagao por urina afeta a motilidade inicial do sémen e também a
motilidade apds o resfriamento durante 24 horas, mesmo quando uma pequena quantidade de
urina esta presente'®. A adi¢do de grandes volumes de urina obtida apds o uso de diuréticos e de
urina coletada por cateterizagao resultaram em aumento da osmolaridade e pH e diminuicao
significativa da motilidade imediatamente apds o tratamento (P <0,05). O efeito da adi¢cdo de 33
ou 50% de urina cateterizada resultou em uma reducgdo imediata para 5% e 0% de motilidade
progressiva, respectivamente®.

A contaminagdo por urina pode ser um problema significativo e frustrante para o manejo
de alguns garanhdes. Enquanto alguns garanhdes tém causas musculoesqueléticas ou
neuroldgicas para a urospermia, as causas idiopaticas sdo mais comuns e dificultam o tratamento.
A maioria dos casos ¢ gerida por multiplas modalidades, visando o melhoramento do s€émen no
momento da coleta. Estudos anteriores demonstraram que a extensao imediata com um diluidor

baseado em leite ndo previne completamente os efeitos prejudiciais da urospermia'®'**

, mas
ajuda a limitar tais efeitos, talvez corrigindo os efeitos prejudiciais de uma solug@o hipertonica e
do pH alcalino™. O diluidor a base de leite desnatado ¢ rico em lipoproteinas e tem a capacidade
de estabilizar elementos proteicos da membrana do espermatozoide™.

Quando um diluidor de gema de ovo foi adicionado ao s€émen contaminado com urina em
proporcao de 1: 1 ou 1: 3 (sémen: diluidor), ndo houve melhora significante da motilidade sobre
o s€émen contaminado com urina. No entanto, a adi¢do do diluidor de leite desnatado resultou em

um aumento na motilidade imediatamente ap6s o tratamento. Apds 1 h, o sémen contaminado

com urina tratado com um diluidor apresentava sémen mais progressivamente movel do que o
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sémen contaminado sem diluidor, mas ndo era diferente do s€émen sem urina. O diluidor de leite
desnatado restaurou a motilidade melhor do que o diluidor de gema de ovo com uma propor¢ao
1: 3 imediatamente apds a adicdo e em qualquer propor¢ao quando centrifugada. Além disso, o
diluidor de leite desnatado continuou a fornecer motilidade superior em comparagdo com o
diluidor de gema de ovo nessas circunstancias 1 h apos centrifugagdo e ressuspensio®.

Embora se possa esperar que a centrifugacdo ofereca um beneficio adicional reduzindo a
quantidade de urina que contamina o sémen, a centrifugacdo do ejaculado e a ressuspensao com
diluidor fresco ndo apresentaram nenhuma vantagem em relagdo a simples adi¢do de diluidor®. E
possivel que a exposi¢do dos espermatozoides a uma maior concentracao de cristais de urina, que
seria centrifugada no sedimento junto com os espermatozodides, poderia causar danos adicionais
as c€lulas e negar qualquer efeito benéfico da centrifugacdo. Além disso, uma potencial
desvantagem da centrifugagdo ¢ a possivel perda de alguns espermatozodides viaveis no
sobrenadante descartado se o procedimento ndo for realizado corretamente, por exemplo, com a
remocdo imediata do sobrenadante apds a cessagdo do processo de centrifugagdo. Enquanto a
centrifugacdo ¢ uma técnica valiosa para remover o plasma seminal indesejado para alguns
garanhdes inférteis, dados anteriores ndo suportam seu uso em casos de urospermia®. Amostras
com maiores propor¢des de diluidor para s€émen pareciam fornecer melhor motilidade inicial do
que as amostras com menores proporcoes.

O estudo atual abordou se os ejaculados contaminados com urina podem ser
criopreservados apos a centrifugagdo com "cushion" de forma padrdo. Os resultados do CASA,
demonstraram que as motilidades total e progressiva do sémen pré-congelado diminuiram
significativamente com o aumento da dose de urina. Embora as motilidades do sémen pré-
congelado terem sido significativamente diferentes entre os grupos de tratamento, ndo foram
observadas diferencas na motilidade entre os grupos de controle e de baixa contaminagdo por
urina nas motilidades pds-descongelamento, sugerindo que o processo de centrifugagdo com
“cushion” e congelamento eliminou os efeitos de pequenas quantidades de urina nos parametros
do sémen.

A viabilidade das amostras pds-descongeladas de sémen com alta contamina¢do urinaria
foram menores que nos demais grupos, mas ndo foram observadas diferencas na qualidade do
DNA do sémen com o aumento da contaminagdo da urina. Isso € contrario ao esperado com base
em outros estudos de urospermia®™. Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas na

integridade do acrossoma com o aumento da contaminacao da urina.
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6. Conclusao

O sémen contaminado com uma pequena quantidade de urina pode ser utilizado para a
criopreservacao, enquanto que o altamente contaminado com urina ndo pode ser utilizado. Uma
limitacdo do presente estudo é que ndo pré-formamos um teste de fertilidade, no entanto, agora
que uma clara diferenca foi demonstrada nos parametros pos-descongelamento, isso pode ser
realizado no futuro. Varios garanhdes e proprietarios de cavalos se beneficiardo diretamente dos
resultados do presente estudo, pois esse fornece sugestdes sobre como gerenciar amostras
urospérmicas € parametros potenciais para decidir quando um ejaculado ¢é viavel para a

criopreservagao.
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4. CAPITULO I

Centrifugagdo com gradiente de densidade e aumento da selecdo de espermatozoides com

morfologia normal em sémen urospérmico de garanhdes

RESUMO. Urospermia, uma condi¢cdo em que o sémen ¢ contaminado com urina, afeta muitos
garanhdes de todas as ragas. Os ejaculados urospérmicos podem ocorrer de forma esporadica ou
consistente em garanhdes e sdo uma importante condicdo do garanhdo capaz de reduzir a
fertilidade. Foram utilizados cinco garanhdes de raga, saudaveis e em idade reprodutiva. As
amostras de urina foram coletadas 1 semana antes do experimento de trés dos garanhdes
envolvidos no estudo. A urina dos trés garanhdes foi misturada, dividida em aliquotas e depois
congelada até o uso posterior. As amostras experimentais de s€émen foram coletadas a cada 2 a 3
dias, com os garanhdes saltando sobre um manequim, com auxilio de uma égua no cio e vagina
artificial até que cinco ejaculados fossem obtidos. O sémen foi alocado em frascos conicos de 50
mL. Adicionou-se 10 mL de sémen bruto ao frasco “controle”, 8 mL de sémen bruto ao frasco de
"baixa contamina¢do" e 5 mL de sémen bruto ao frasco de "alta contaminacdo". Foram
adicionados 2 mL de urina a cada frasco de "baixa contaminagdo", ¢ 5 mL de urina foram
adicionados a cada frasco de "alta contaminacao". Uma vez que o sémen foi exposto a urina por
2 minutos, cada um dos frascos foi diluido para 40 mL com um diluidor de sémen. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de solug¢ao de "cushion" no fundo de cada frasco conico. Todos os tubos
foram entdo centrifugados a temperatura ambiente a 1000 x g durante 20 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante e a solucdo de "cushion" foram aspirados e descartados. As
amostras foram novamente suspensas num diluidor a base de leite comercialmente disponivel e
depois centrifugadas através de 3 mL de EquiPure™ a 400 x g durante 20 minutos. Este estudo
investigou se a centrifugacdo com gradiente de densidade pode melhorar o sémen de garanhdes
por avaliagdo da motilidade e morfologia espermatica, utilizando sémen urospérmico
criopreservado de garanhdes. Os resultados demonstraram que a centrifugacao com gradiente de
densidade melhorou a motilidade, a viabilidade e aumentou a selegdo de espermatozoides com

morfologia normal dos ejaculados urospérmicos de garanhdes.

Palavras-chave: Cavalo, gradiente de densidade, urina, morfologia
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Introducio

A urospermia € a contaminagao do sémen com urinal e uma condigdo importante do
garanhdo’ e prejudicial para a motilidade do sémen®, a integridade acrossdmica da membrana e
reduz a capacidade de fertilizagdo espermatica’. Os efeitos deletérios da urina nos
espermatozoides sdo devidos a alteragdes no pH, osmolalidade e efeitos toxicos da ureia>®.

A urospermia pode desenvolver-se como uma desordem isolada ou pode estar associada a
anormalidades neuroldgicas primdrias, como a neurite da cauda equina, a mieloencefalite de
protozoarios equina, o herpesvirus equino 1 e a toxicose do sorgo, bem como outras condi¢des
médicas tais como paralisia periddica hipercalémica, cistite e urolitiase™. Além disso, alguns
casos nao parecem estar associados a uma condicao patologica ou médica especifica e podem ser
de origem comportamental’. A urospermia também pode se desenvolver secundariamente a
fraturas, osteomielite e neoplasia"®. Os garanhdes com menor desenvolvimento sacral podem ser
impotentes devido a eregdes incompletas e estéreis devido a urospermia’. A Urospermia ¢
também mencionada como uma desordem ejaculatoria causada pela falha no fechamento do colo
da bexiga no momento da ejaculagdo'. O sémen contaminado pela urina (dentro da bexiga
urinaria) também pode ocorrer durante a ejaculagdo retrograda'’.

Pouca informagdo esta disponivel sobre a etiopatogenia e tratamento da urospermiaS,
mas provavelmente resulta de um disturbio funcional do complexo mecanismo nervoso que
controla o processo ejaculatorio'.

A contaminacdo urinaria do sémen pode ser detectada em alguns ejaculados por uma
mudanga grosseira de cor ou odor"”. Em outros casos, a urospermia pode ser mais dificil de
detectar e requer o uso de ensaios de ureia ou creatinina®®. O pH, a cor € 0 odor do sémen néo sdo
testes confiaveis para a detec¢ao de pequenas quantidades de contaminagdo urinaria em amostras
arrefecidas, mas uma tira de teste comercial de nitrogénio ureico pode detectar a presenca de
pequenas e/ou moderadas concentragdes de urina em amostras arrefecidas e diluidas'.

Um garanhdo com micgdo persistente durante a ejaculacio nao mostra outras
anormalidades do sistema urogenital'®. A libido do garanhdo ¢é boa. Ele desenvolve e mantém
uma ere¢do e monta normais, mas ndo consegue se acasalar bem durante o salto'’.

Estudos preliminares revelaram que a adicdo de urina em pequenas concentragdes ao

sémen antes da adicdo de diluidor resultou em uma redug¢dao acentuada na motilidade
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espermatica2. A contaminagdo por urina afeta a motilidade inicial e a motilidade do sémen apds
o resfriamento durante 24 horas'.

Nos cavalos, a adi¢ao de diluidor de sémen restaurou a motilidade do sémen contaminado
com urina; no entanto, os procedimentos de lavagem de sémen requerem centrifugacdo para
remover a urina, o que pode danificar os espermatozoides, provocando a reconcentra¢do de
cristais de urina no sedimento. A centrifugacdo do sémen contaminado com urina ¢ a
ressuspensdo com o diluidor ndo melhoram a motilidade acima, simplesmente adicionando
diluidor’.

Durante a centrifugacdo "cushioned" (CC), os so6lidos urindrios (fracao insolivel) passam
pelo "cushion" para atingir o fundo do tubo de centrifuga e, portanto, sdo facilmente separados
da amostra urospérmica. Os componentes soliveis da urina s3o retidos principalmente no
sobrenadante’.

A centrifugacdo com gradiente de densidade tem sido utilizada para selecionar
populagdes de sémen de qualidade ainda superior'’. A centrifugagdo por gradiente de densidade é
uma técnica amplamente utilizada, ndo s6 para separar as células espermaticas movéis, mas
também para a remog¢ao de agentes contaminantes, obtendo uma suspensado final de s€émen sem
plasma seminal, leucdcitos, contaminag¢do microbiana e outros residuos'®.

Embora se saiba que a urina pode ter um efeito prejudicial sobre a qualidade do sémen e
sobre a fertilidade do garanhdo, os efeitos sobre a criopreservagdao sao desconhecidos. Baseado
nos efeitos da centrifugacdo de sémen equino contaminado por urina, foi levantada a hipotese de
que o sémen com baixa contamina¢do urinaria (20% de urina) e uma alta propor¢do de
contaminagdo urindria (50% de urina) podem ser criopreservados com sucesso apos a
centrifugacdo com gradiente de densidade com apenas mudancas marginais na qualidade do
sémen comparadas com amostras controle, incluindo a melhora da motilidade do sémen pos-
congelamento, integridade da membrana espermadtica, estrutura de acrossoma e DNA, além de
aumento da selecdo de espermatozoides com morfologia normal. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da centrifugagao através de um gradiente de densidade na motilidade, bem como
na selecdo de espermatozoides com morfologia normal, de ejaculados de garanhdes

contaminados com urina.
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Material e métodos

Foram utilizados cinco garanhdes de raga saudaveis e em idade reprodutiva no estudo,
alojados em baias na Clinica de Grandes Animais da Universidade de Illinois e alimentados com
dietas semelhantes de capim / alfafa. As amostras de urina foram coletadas 1 semana antes do
experimento de trés dos garanhdes envolvidos no estudo. A urina dos trés garanhdes foi
misturada, dividida em aliquotas de 100 mL e depois congelada a -20° C até o uso posterior.
Todos os garanhdes tinham histérico de fertilidade comprovada e foram avaliados quanto a satude
geral, a integridade dos oOrgdos reprodutivos e a qualidade espermatica. As amostras
experimentais de sémen foram entdo coletadas a cada 2 a 3 dias, com os garanhdes saltando
sobre um manequim, com o auxilio de uma €gua no cio € com um modelo Missouri ou modelo
Botucatu de vagina artificial (dependendo do que funcionasse melhor para cada animal) até que
cinco ejaculados fossem obtidos. O Comité Institucional de Uso e Cuidados Animais (Animal
Care and Use Comittee), sob o protocolo n® 14200, aprovou todos os procedimentos realizados
no presente estudo.

A porgao livre de gel de cada ejaculado foi pesada para mensuracdo do volume seminal e
realizada uma avaliacdo visual da presenga de contaminantes. O pH do sémen medido usando
um medidor de pH manual (a) disponivel no mercado. O pH do sémen aceitavel foi considerado
inferior a 7,7>'*. Uma pequena aliquota de sémen bruto foi congelada em tubos criovacs para
medicao de ureia e creatinina usando um analisador automatizado quantitativo (b). Os valores
normais aceitaveis para ureia e creatinina no sémen garanhdo sdo <30mg / dL e <2 mg / dL,
respectivamenteS. As amostras de sémen com alta concentragdo de ureia e creatinina ou pH

21913 o descartadas.

alcalino (> 8) foram diagnosticadas com urospermia

Imediatamente apds a coleta, o sémen foi avaliado quanto a motilidade e vigor, e somente
os ejaculados que apresentavam valores dentro da normalidade foram utilizados no experimento.
A concentracao do sémen foi determinada usando-se um espectrofotdometro (c) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O sémen foi entdo alocado em tubos conicos de 50 mL. Adicionou-se
10 mL de sémen bruto ao tubo de controle (CON), 8 mL de sémen bruto ao tubo 2 de "baixa
contaminagao" (BAIXA) ¢ 5 mL de s€men bruto ao tubo de "alta contaminacao" (ALTA). Foram
adicionados dois mL de urina a cada tubo BAIXA, e cinco mL de urina foram adicionados a cada

tubo ALTA. Uma vez que o sémen foi exposto a urina durante 2 minutos, cada um dos tubos foi

diluido para 40 mL com um diluidor de sémen a base de leite (d).
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Apos a extensdo, adicionou-se 1 mL da solugdo de "cushion" de s€émen (e) no fundo de
cada tubo conico com o uso de uma agulha de coluna longa (18G 3,5")*. Todos os tubos foram
entdo centrifugados a temperatura ambiente a 1000 g durante 20 minutos. Apds a centrifugacao,

o sobrenadante e a solug¢ao de "cushion" foram aspirados e descartados.

Centrifugaciao com gradiente de densidade

As amostras foram novamente suspensas num diluidor a base de leite comercialmente
disponivel e depois centrifugadas através de 3 mL de EquiPure™ a 400 x g durante 20 minutos.
Apds a centrifugagdo, o sobrenadante (excesso de EquiPure™ e de espermatozoides nio viaveis)
foi removido da parte superior dos tubos das amostras, deixando-se apenas o s€émen viavel no
sedimento. O sedimento de sémen remanescente foi ressuspenso com um diluidor de
congelamento comercialmente disponivel (f) para uma concentracdo final de 200 milhdes de
espermatozoides / mL. O sémen foi entdo envasado manualmente em palhetas de 0,5 mL e
depois arrefecido a 5 © C durante 20 minutos. Para congelamento, o sémen foi entdo colocado
sob uma grade a 4 cm acima do nitrogénio liquido durante 15 minutos antes de ser mergulhado
em nitrogénio liquido. As amostras criopreservadas foram armazenadas em botijao de nitrogénio

até andlises posteriores.

Analise da motilidade espermatica

Imediatamente antes do congelamento do sémen e apds o descongelamento, uma amostra
de cada ejaculado foi diluida com um diluidor a base de leite para 20 milhdes de
espermatozoides / mL. A amostra foi avaliada para motilidade total e progressiva por meio da
analise de sémen assistida por computador (CASA) (g) usando-se as configuragdes padrio para o
sémen de equino conforme recomendado pelo fabricante. Além disso, foram avaliados outros
paramétros anteriormente relacionados a motilidade e fungdo normais (velocidade curvilinea
(VCL), progressao angular (VAP), velocidade linear (VSL), retidao (STR), amplitude da cabeca
lateral (ALH) e linearidade (LIN)".
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Citometria de fluxo

O sémen de garanhdo previamente criopreservado (200 milhdes de espermatozoides por
mililitro) foi descongelado a 37° C durante 1 minuto para analise e os trés protocolos de
coloracdo seguintes foram implementados (viabilidade espermatica e potencial de membrana
mitocondrial; integridade do acrossoma; estabilidade da cromatina espermatica). As amostras
foram analisadas usando um analisador de citometria de fluxo BD LSR II (h) no Centro de

Biotecnologia da Universidade do Illinois.

Integridade da membrana plasmatica e potencial de membrana mitocondrial

As associagdes das sondas fluorescentes de SYBR-14 (i) (0,02 mM em DMSO), PI (j)
(2,4 mM em égua) e JC-1 (3 mM em DMSO) foram preparadas como descrito anteriormente na
literatura'®. As concentragdes finais das sondas foram 100 nM de SYBR-14, 12 uM Pl ¢ 3 uM de
JC-1. Foram adicionados 5 pL de sémen descongelado a 0,5 mL de solugdo de coloracao para
criar uma concentragdo final de 2 milhdes de espermatozoides por mililitro. A amostra foi
misturada por pipetagem reversa e incubada a 37° C durante 30 minutos.

Os trés corantes foram excitados usando um laser de excita¢do de argonio de 488 nm. Um
total de 20.000 espermatozoides foram coletados e analisados a uma taxa de fluxo de 200 células
/'s. Os debris foram descartados com base nos espermatozoides que emitiram uma minima
fluorescéncia vermelha e verde. Foram esperadas quatro populacdes de espermatozoides nas
preparagdes de sémen manchadas com SYBR-14 / PI / JC-1?'. As células presuntivamente
vidveis compdem as populagdes 1 e 3, com sinal fluorescente verde (SYBR-14 positivo)
detectado na cabeca e / peca intermediaria usando detector de fluorescéncia 1 (detecta fotdes
emitidos no comprimento de onda de 515-545 nm). A populacdo 1 inclui células espermaticas
viaveis com pecas intermedidrias que se coram fracamente de laranja devido a formacdo de
monomeros. A populacao 3 inclui células de espermatozoides vidveis com pecas intermediarias
coradas de laranja devido a formacdo de agregados JC em alto potencial de membrana
mitocondrial (hMMP). A populagdo 2 perde a cor laranja na parte intermediaria, adquirindo
tonalidade verde fraca (monomero), entdo a quantidade de verde nesse s€émen € menor que as
populagdes 1/3 que sdo verdes devido a SYBR. A populacao 2 ¢ laranja / vermelho devido a PI

na cabeca e verde devido a parte intermediaria. A populacao 4 inclui aqueles espermatozoides
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que ndo estdo intimamente associados com a populagdo 1, 2 ou 3. A média e o SD da

fluorescéncia do canal verde e vermelho foram medidos para cada populagao.

Integridade do acrossoma

As sondas fluorescentes de FITC-PNA (k) (1 mg / mL em PBS) foram preparadas como
descrito anteriormente na literatura®. As concentragdes finais das sondas foram 1,5 uM de Iodeto
de Propideo - Pl e 1 pg / mL de FITC-PNA. Foram adicionados 5 pL de sémen de garanhdo
descongelado a 0,5 mL de solu¢do de coloragdo para uma concentracdo final de 2 milhdes de
espermatozoides / mL. A amostra foi misturada por pipetagem reversa e incubada a 37° C
durante 10 a 15 minutos. A fluorescéncia FITC-PNA foi detectada no detector de fluorescéncia
515-545 nm. Os espermatozoides nao espermaticos foram excluidos das analises, conforme
avaliado nas propriedades de dispersdo. Foram registrados 20 mil espermatozoides fechados e
desenhadas tramas bidimensionais de espermatozoides de fluorescéncia FITC-PNA versus PI. As
subpopulagdes foram subdivididas por quadrantes e a frequéncia de cada subpopulacao

quantificada.

Estabilidade da cromatina espermatica

A estabilidade da cromatina foi avaliada por coloracdo metacromatica com laranja de
acridina (AO) com base na susceptibilidade do DNA do sémen a desnaturagdo induzida por
acido in situ como descrito anteriormente na literatura®. Este é um corante de liga¢do de acido
nucléico permeavel as células que emite fluorescéncia verde quando ligado a dsDNA e
fluorescéncia vermelha quando ligado a ssDNA ou RNA. Foram adicionados 10 pL de sémen
descongelado a 990 pL de PBS para criar uma concentracdao final de sémen de 2 milhdes de
espermatozoides por mililitro. A desnaturagdo induzida por acido in situ do DNA foi obtida pela
adicao de 0,4 mL de uma solucdo detergente de acido (0,1% Triton X-100, NaCl 0,15 M e HCI
0,08 N, pH 1,4) a 0,2 mL de sémen diluido. Ap6s 30 segundos, as células foram coradas
adicionando-se 1,2 mL de uma solugao (0,1 M de acido citrico, 0,2 M de Na2HPO4, 1 mM de
EDTA, NaCl 0,15 M, pH 6,0) contendo 6 ug / mL de AO (I). As amostras coradas foram

analisadas 3 minutos apos a coloracdo com AO. A andlise de citometria de fluxo foi realizada
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como acima. Os dados correspondentes a fluorescéncia vermelha e verde das particulas

adquiridas foram registrados (os residuos foram descartados eletronicamente).

Morfologia espermatica

Aliquotas de ejaculados e de amostras centrifugadas foram fixadas em solucdo salina de
formol para contagem de 200 espermatozoides em preparagdes umidas (x1000) para
determinagdo de espermatozoides com morfologia anormal (%). A propor¢do média de
espermatozoides morfologicamente normais foi estimada e as anormalidades foram classificadas
como defeitos maiores (gota citoplasmatica proximal, carda fortemente dobrada, defeito da peca
intermedidria) e defeitos menores (gota citoplasmadtica distal, cabeca normal sem cauda,
curvatura simples, cabega estreita). Os exames morfologicos foram realizados no Laboratorio de

Sémen da Clinica de Grandes Animais do Hospital Veterinario da Universidade do Illinois.

Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como médias + SEM. Todas as analises estatisticas foram
realizadas através do programa R de software estatistico e grafico gratuito integrado versao 3.2.2
(www.r-project.org/). Os dados de citometria de fluxo e motilidade foram analisados por medidas
repetidas de ANOVA. Foram realizadas andlises de correlagdo sobre os resultados da morfologia

e cromatina. Os testes Tukey HSD foram realizados conforme necessario para analise pos-hoc.

Resultados

Houve uma reducdo significativa nas motilidades total e progressiva do sémen pré-
congelado com o aumento da concentragdo de urina. As motilidades total e progressiva pos-
congelamento ndo foram significativamente diferentes entre si (tabela 1).

Nao houve uma reducao significativa nos resultados para VCL e VAP em ambos os
grupos pré-congelamento e pds-congelamento, no entanto, uma redu¢do significativa foi
observada para VSL nos grupos com alta contaminagdo por urina. Nenhuma diferenga foi

observada nos resultados para LIN e STR entre qualquer grupo (tabela 2).
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Tabela 1: Motilidades espermadticas de amostras submetidas a nenhum tratamento (Controle),
20% de contaminagdo de urina (baixa) ou 50% de contaminacdo de urina (alta) (n = 25

ejaculados), pré-congelamento e pos-descongelamento.

Pré-congelamento Pos-descongelamento

Tratamento pH Motilidade Motilidade Motilidade Motilidade
total progressiva total progressiva
Controle 7.53+0.03*  69.0+ 1.8 509 +£2.1° 542+22 41.1+3.5
Baixa 8.4 +0.04° 60.9 + 1.6° 445 +2.3° 526+1.9 36.7+£2.3
Alta 8.7 +£0.03¢ 42.5£2.1° 23.1+£1.6° 499+ 1.3 32.8+1.1

Letras diferentes dentro das colunas demonstram diferencas estatisticas (p<0.05).

Tabela 2: Velocidades espermaticas de amostras submetidas a nenhum tratamento (Controle),
20% de contaminacdo de urina (baixa) ou 50% de contaminag¢do de urina (alta) (n = 25

ejaculados), pré-congelamento e pds-descongelamento.

Tratamento ~ VCL'(um/  VAP*(um/  VSL’(um/  LIN* (%) STR® (%)
sec) sec) sec)
Pré-congelamento
Controle 180 £27.5 99.7+15.5 75.0+13.1* 0.44+£0.07 0.78+0.05
Baixa 1774+31.0 958+151 72.1+13.5* 043+0.05 0.78+0.07
Alta 169.5+39.6 87.8+184 63.4+157" 0.41+£0.07 0.77+0.06
Pos-descongelamento
Controle 179.1+£279 99.1+159 743+132* 041+0.07 0.72+0.03
Baixa 1756 £31.3 94.1+152 709+14.5* 0.39+0.05 0.71 +£0.05
Alta 168.2+399 87.2+182 61.7+16.8" 0.38+0.09 0.69+0.06

Letras diferentes dentro das colunas demonstram diferencas estatisticas (p<0.05).
'VCL - Velocidade curvilinea

*VAP — Velocidade média do trajeto

*VSL - Velocidade linear

*LIN — Linearidade

’STR — Retilinearidade
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A viabilidade do sémen pos-descongelamento foi semelhante nos grupos controle (64,5 +
2,2), baixa contaminagdo (65,7 + 3,3) e alta contaminagdo (62,6 + 2,4). Nao foram observadas
diferencas na integridade do acrossoma ou na estabilidade da cromatina espermatica entre os

grupos (tabela 3).

Tabela 3: Avalia¢do da viabilidade e potencial mitocondrial (SYBR-14 / PI / JC-1), integridade
do acrossoma (FITC-PNA) e integridade da cromatina (AO) de sémen de garanhao
criopreservado apos nenhum tratamento (Controle), 20% de contaminacdo por urina (baixa) ou

50% de contaminag¢do por urina (alta) (n = 25 ejaculados).

Parametro Controle Baixa Alta
DNA espermatico intacto (%) 823+28 798+33 71956
DNA espermadtico danificado (%) 18.1+2.9 20.1+3.5 279+5.8
Morto, acrossoma intacto 1.0+£0.3 1.0+£0.3 1.2+0.1
Morto, acrossoma danificado 324+£08 348+1.8 451+25
Vivo, acrossoma intacto 239+45 227+33 221+2.7
Vivo, acrossoma danificado 429+47 41.8+3.1 33.1+£25
Vivo, mitocondria polarizada 8.0+1.3 7.7+1.3 8713
Vivo, mitocondria despolarizada  56.5+2.2 58.0+3.5 53.9+3.7
Morto (deformagao tripla) 36.1+23 345+32 448+35

Letras diferentes dentro das colunas demonstram diferencas estatisticas (p<0.05).

A selecio de espermatozoides morfologicamente normais foi melhorada apds a
centrifugacdo com gradiente de densidade. A diferenca entre amostras de controle e amostras
contaminadas foi significante (p <0,001), mas ndo houve diferenca entre grupos com baixa e alta

contamina¢do em ambas as amostras pré-centrifugadas e pos-centrifugadas (tabela 4).

A selecdo melhorada de espermatozoides morfologicamente normais reduziu as
anormalidades morfoldgicas das amostras apos a centrifugacdo com gradiente de densidade. A
redu¢do da incidéncia de goticulas citoplasmaticas proximais, defeitos da peca intermediaria e
curvatura simples foram consideraveis. A diminui¢do da incidéncia de goticulas citoplasmaticas
distais ndo foi estatisticamente significante. Nao foram encontrados defeitos como cabegas
piriformes, mal-desenvolvimento, crateras, implantagdo abaxial e acrossomas anormais em

ambas as amostras pré-centrifugadas e pds-centrifugadas (tabelas 5 e 6).
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Tabela 4: Propor¢do de espermatozdides com morfologia normal das amostras submetidas a

nenhum tratamento (Controle), 20% de contaminacdo de urina (baixa) ou 50% de contaminagao

de urina (alta) (n = 25 ejaculados), pré-centrifugagdo e pos-centrifugacao.

Tratamento Morfologia espermatica normal (%)
Pré-centrifugacao
Controle 67"
Baixa 54.5°
Alta 53°
Pos-centrifugacao
Controle 68.5°
Baixa 59°
Alta 58°

Reducdo em % de Controle para Baixa e Alta foi estatisticamente significante (p <0,001); As

diferengas entre Baixa e Alta ndo sdo significativas.

Tabela 5: Anormalidades morfoldgicas maiores das amostras submetidas a nenhum tratamento

(Controle), 20% de contaminacao de urina (baixa) ou 50% de contaminagdo de urina (alta) (n =

25 ejaculados), pré-centrifugacao e pds-centrifugacao.

Pré-centrifugacao

Pos-centrifugacao

Controle Baixa Alta Controle Baixa Alta
DEFEITOS MAIORES
Gota citoplasmatica proximal 11.8 7.8 7.1 11.3 7.2 70 a
Cabega piriforme 0 0 0 0 0 0
Cauda fortemente dobrada ou 0.9 0.4 03 038 0.2 0.1 a
enrolada
Defeito da peca média 4.3 0.4 03 41 0.3 03 b
Mal desenvolvido 0 0 0 0 0 0
Cratera 0 0 0 0 0 0
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* Reducdo em % da morfologia anormal de Controle para Baixa e Alta foi estatisticamente
significativa (p <0,001) e as diferencas entre Baixa e Alta ndo sdo significativas.
> Reduc¢do em % da morfologia anormal de Controle para Baixa e Alta foi estatisticamente

significativa (p <0,05) e as diferencas entre Baixa e Alta ndo sdo significativas.

Tabela 6: Anormalidades morfologicas menores das amostras submetidas a nenhum tratamento
(Controle), 20% de contaminacao de urina (baixa) ou 50% de contaminagdo de urina (alta) (n =

25 ejaculados), pré-centrifugacao e pds-centrifugacao.

Pré-centrifugacao Pos-centrifugacao

Controle Baixa Alta Controle Baixa Alta

DEFEITOS MENORES

Gota citoplasmatica distal 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 Cc
Cabeca normal sem cauda 1.1 0.3 0.2 1.1 0.2 0.1 a
Curvatura simples 5.6 1.1 1.0 53 1.0 1.0 b
Cabeca estreita, pequena ou 4.1 0.2 0.1 3.8 0.3 02 b
gigante

Implantacdo abaxial 0 0 0 0 0 0
Acrossomas anormais 0 0 0 0 0 0

* Redug¢do em % da morfologia anormal de Controle para Baixa e Alta foi estatisticamente
significativa (p <0,001) e as diferencas entre Baixa e Alta ndo sdo significativas.

® Redugdo em % da morfologia anormal de Controle para Baixa e Alta foi estatisticamente
significativa (p <0,05) e as diferencas entre Baixa e Alta ndo sdo significativas.

¢ Diferencas entre Controle, Baixa e Alta ndo sdo significativas.
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Discussao

Conforme demonstrado em outros estudos, o uso de um gradiente de densidade de
particulas de silica-silanizada (Equipure™) pode melhorar a qualidade do sémen ndo
urospérmico de garanhdes, tanto em relagdo a motilidade quanto a morfologia espermatica®.
Também em caes, o uso de um gradiente de densidade melhorou a qualidade do s€émen canino
nao urospérmico danificado pelo processo de congelamento-descongelamento, resultando em um
sémen presumivelmente com maior potencial de fertilizacdo, j& que a maioria dos paramétros
espermaticos de qualidade foram melhorados em comparag¢do com as amostras de controle”’. No
entanto, em todos esses estudos com gradiente de densidade foi utilizado sémen nao urospérmico
de cavalos e/ou cdes, nenhum outro estudo além do nosso avaliou o efeito do gradiente de
densidade em sémen equino contaminado com urina, o que abre oportunidades para novos
estudos.

Em sémen urospérmico de urso marrom, a centrifuga¢do em gradiente de densidade
melhorou a motilidade e a viabilidade espermaticas, bem como selecionou espermatozoides com
maior capacidade para sobreviver ao processo de criopreservagao, até mesmo apos dois ciclos de
congelamento-descongelamento®?,

Nosso estudo abordou se os ejaculados equinos contaminados com urina poderiam ser
melhorados apos a centrifugacdo com gradiente de densidade. Houve uma reducao significativa
na motilidade total e progressiva dos espermatozoides com o aumento da contaminacdo urindria
no pré-congelamento. No entanto, ndo houve diferenca significativa em relagcdo as motilidades
po6s-descongelamento para todos os grupos. O sémen fresco urospérmico de urso marrom,
também foi melhorado apds o tratamento com centrifugagdo com gradiente de densidade®.
Ainda no sémen urospérmico do urso marrom, o gradiente PureSperm® melhorou a eficicia do
segundo ciclo de congelamento-descongelamento, obtendo valores semelhantes de motilidade
total, viabilidade e integridade acrossomal no PS-Pellet ap6s o segundo ciclo em comparagio
com os valores de controle no primeiro ciclo®.

Em cdes, espermatozoides selecionados com gradiente de densidade apresentaram
velocidades mais altas®, e tais espermatozoides com velocidades elevadas sdo marcadores de
fertilidade para ambas as fertilidades in vivo e in vitro®.

A centrifugagdo com gradiente de densidade ¢ usada ndo so6 para separar células

espermaticas moveis, mas também para a remoc¢do de agentes contaminantes, como plasma
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seminal, leucdcitos, contaminagdo microbiana e outros detritos'. Varios tipos de defeitos
morfoloégicos espermdticos foram separados diferencialmente ao longo de um gradiente de
densidade, resultando em uma alta porcentagem de espermatozoides morfogicamente normais no
pellet, o que faz os protocolos de centrifugagdo com gradiente de densidade serem uteis para
avaliagoes dos efeitos das diferentes anormalidades morfoldgicas na fertilidade in vivo e in
vitro*,

Em cdes, embora tenha havido uma tendéncia para que a porcentagem dos
espermatozoides morfologicamente normais melhorassem apos a selecdo com gradiente de
densidade, essas diferengas ndo alcangaram significincia estatistica’’. Neste estudo, a
porcentagem de anormalidades morfologicas do sémen urospérmico equino foram reduzidas
apos a centrifugagdao com gradiente de densidade.

A primeira tentativa de usar a centrifugagdo com gradiente de densidade para separar o
sémen canino ndo urospérmico criopreservado, selecionou uma populacdo espermatica com
qualidade melhorada em relagdo a maior motilidade, viabilidade e integridade do acrossoma.
Embora houvesse uma tendéncia para os espermatozoides morfologicamente normais
melhorarem apds a selecdo do gradiente, essas diferencas ndo atingiram significncia
estatistica”’.

Em nosso estudo, ndo foram observadas diferencas na qualidade do DNA espermatico ¢
na integridade do acrossoma com o aumento da contaminagdo da urina, enquanto que no sémen
urospérmico do urso marrom, o numero de acrossomas danificados foi menor para a

centrifugagdo com gradiente de densidade®.

Conclusoes

O estudo demonstrou que a contamina¢do do ejaculado de garanhdo com urina reduz
substancialmente a motilidade do sémen e o uso de uma centrifugacdo por gradiente de
densidade pode ser um método bem sucedido para melhorar a qualidade do sémen danificado
pela urina em garanhdes, especialmente a qualidade do sémen pos-descongelado. Varios
parametros espermaticos foram melhorados no sémen urospérmico equino e essas amostras
mostram uma melhor resisténcia aos impactos prejudiciais do congelamento e ao prolongamento

da sobrevivéncia dos espermatozoides garanhdes para inseminagdo. Além disso, a centrifugacao
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com gradiente de densidade foi efetiva na melhoria da selecdo de espermatozoides com
morfologia normal no s€émen urospérmico de garanhdes.

Os resultados sugerem que o s€émen contaminado com as quantidades de urina utilizadas
no estudo pode ser utilizado para criopreservagao, inclusive no sémen com alta contaminagao
por urina, a centrifugacdo com gradiente de densidade foi capaz de melhorar a motilidade das
amostras. Apesar do valor comercial elevado, este método ¢ relativamente facil de usar e estudos
adicionais devem ser realizados para otimizar a taxa de recuperacdo do sémen urospérmico

equino apos a centrifugacdo com gradiente de densidade.

Notas de rodapé

(a) LAQUA Twin, Horiba Inc., Irvine, CA, 92618

(b) Beckman Coulter, Pasadena, CA 92821
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(d) Equi-Pro® Cool Guard®, MOFA Global, Vernon, WI 53593
(e) Maxifreeze®, IMV, Maple Grove, MN 55369

(f) BotuCrio, Biotech Botucatu, Botucatu, Sao Paulo, Brazil
(g) Spermvision II*, MOFA Global, Verona, WI, 53593

(h) BD Biosciences, San Jose, CA, 95131
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Tanto a centrifugacdo com "cushion" quanto a centrifugagao com gradiente de densidade
sao métodos de processamento seminal capazes de aumentar a qualidade de sémen urospérmico
de garanhdes. A centrifugacdo com gradiente de densidade foi ainda capaz de aumentar a
motilidade de amostras urospérmicos com alta contaminagao por urina ¢ de selecionar maiores
quantidades de células espermaticas com morfologia normal. A centrifugacdo com gradiente de
densidade pode ainda ser utilizada para separacdo de defeitos morfoldgicos espermaticos e
avaliacdo dos efeitos especificos de cada defeito na fertilidade.

Por fim, ainda existe a necessidade de se avaliar os efeitos no endométrio de éguas
inseminadas com amostras de sémen urospérmico de garanhdes, bem como a realizagdo de testes

de fertilidade “in vivo”.
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ANEXO
PUBLICACOES FORA DA AREA DA TESE - 1

pH from mammary gland secretions is acidic at the time of parturition but remains neutral during
the first week postpartum in mares
G. Amorim, LF. Canisso, R.E. Ellerbrock, J. Honorato Pinto, Jr., F. S. Lima, M. Baldes, K. Kline
College of Veterinary Medicine, University of Illinois, Urbana IL

Serial assessment of pH from mammary gland secretions is an inexpensive and reliable method to
determine impending parturition in mares. Most mares carrying normal pregnancies foal with a secretion
pH of 6.2-6.6, and electrolyte concentrations and pH are significantly correlated. However, previous
studies have demonstrated that some mares foal before showing a drop in pH and increase in calcium, and
it is unclear if these mares show these changes at the time of parturition. Additionally, mammary gland
secretion pH could change minutes after collection due to changes in temperature, increase in bacteria,
and oxygenation. The objectives of this study were: (i) to determine pH and electrolyte concentrations
from mammary gland secretions collected prepartum and at the time of parturition, (ii} to characterize
milk pH in the first week postpartum, and (iii) to evaluate pre-foaling mammary secretions pH at three
storage temperatures. We hypothesized that (i) mammary gland secretions present an acidic pH,
increased calcium, magnesium, and potasium and decreased sodium at time of foaling, regardless of
prepartum pH and electrolyte concentrations, and (ii) pre-foaling secretion pH varies with storage
temperature and time in an initial value dependent manner. Light breed mares (n=25) carrying normal
pregnancies presented for foaling management were examined daily for signs of impending parturition,
and small aliquots (0.5-2 mL) of pre-foaling mammary gland secretions were collected twice a day until
foaling. Secretion pH was measured with a portable pH meter (Compact pH METER B-71X, HORIBA
Scientific, LAQUAtwin, Japan), and aliquots were preserved at -20°C for electrolyte evaluation. Calcium
(Ca?"), sodium (Na*), potassium (K*) and magnesium (Mg*") concentrations were measured using an
automated Analyzer (AU 480 Beckman Coulter, CH 1260 Nyon, Switzerland) for the seven days pre-
foaling. Eighteen Sml aliquots were harvested to determine the effect of temperature and time on
secretion pH. Samples were divided into three groups based on pH: 8 (range 7.8-8.2), 7.5 (range 7.3-7.7),
7 (6.7-7.2), and 6.5 (6.2-6.6). Immediately after collection, samples were equally divided into three
storage conditions: 37°C, 21°C, and 5°C. Secretion pH was measured at 0, 15, 30, 45 and 60 min, and
then repeated hourly for 10 h after collection. Milk samples were collected from all mares to evaluate pH
once daily for seven days after parturition. All data analyses used JMP 12.1 (SAS Institute Cary, NC,
USA). Concentrations of electrolytes and pH were analysed using mixed models for seven days pre-
foaling. When significant, post hoc comparisons were made with Tukey’s LSD test. Two ways
interactions were examined between fixed and continuous effects in the different models. Results of milk
pH for the first week postpartum were compared with a mixed model. The significance is set as p= 0.05.
All the data are expressed as mean = SEM. All mares had high Ca*', Mg®", K*, and low Na+ at the time
of parturition. All three mares with an alkaline pH up until parturition had an acidic pH at the time of
foaling. The pH of mammary gland secretions was slightly acidic (6.8-6.9) the first two days postpartum,
but became neutral (7-7.1) for the next five days. Storage temperature of mammary gland secretions did
not significantly affect pH up to 45 minutes of storage. Longer storage did result in significant variation
in pH. In conclusion, mares with an alkaline pH, low Ca2+, and high Na+, did change pH and electrolyte
profile before foaling but changed so rapidly that twice a day sampling may miss the change. Mare milk
pH became neutral by three days postpartum. Storage temperature of mammary gland secretions did not
affect pH for 45 min.

Keywords: Foaling, horses, mammary gland secretions storage
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ANEXO (cont.)
PUBLICACOES FORA DA AREA DA TESE - 2

Enrofloxacin and its active metabolite (ciprofloxacin) cross the equine placenta and do not
cause lesions in the fetal articular surface and growth plates
R.E. Ellerbrock,® I.F. Canisso,* L.T. Rothrock,” P.J. Roady,? J. Honorato,? P.A. Wilkins,P L.
Dirikolu,® F.S. Lima®
aDepartment of Veterinary Clinical Medicine; ®Veterinary Diagnostic Laboratory; “Department
of Comparative Biosciences, College of Veterinary Medicine, University of Illinois, Urbana IL

Antimicrobial therapy is used in broodmare practice to treat a variety of bacterial diseases
including pneumonia, septic arthritis, osteomyelitis, enterocolitis, and placentitis. Unfortunately,
evolving microbial resistance to commonly used antimicrobials has decreased the number of
affordable and reliable antibiotics available to treat these infections. Enrofloxacin, a
fluoroquinolone antimicrobial with bactericidal activity against both gram-negative and gram—
positive pathogens, would be an excellent therapeutic option for bacterial infections in pregnant
mares if proven safe. There is currently no evidence that enrofloxacin crosses the equine
placenta and therapeutic use is largely avoided in pregnant mares as it is assumed that
enrofloxacin is toxic to the fetus based on limited in vitro and foal studies. We hypothesized that
enrofloxacin and its active metabolite (ciprofloxacin) cross the equine placenta without
production of cartilaginous lesions in fetuses. The objectives of this study were to determine
enrofloxacin and ciprofloxacin concentrations in the maternal and fetal plasma and fetal fluids
when enrofloxacin is administered at therapeutic doses during late-term pregnancy, and to
evaluate the articular cartilage of the long bones of fetuses from those mares. Mares carrying
normal pregnancies (~280d of gestation) were assigned to: 1) control (n=3), 2) therapeutic dose
of enrofloxacin (n= 6, Smg/kg), and 3) double therapeutic dose enrofloxacin (n=6, 10mg/kg).
Enrofloxacin was administrated intravenously every 24h for 10d. Maternal plasma samples were
collected daily for 11d and plasma preserved at -80°C. Transabdominal ultrasound guided fetal
fluid sampling was performed at days 1, 5 and 11. Premature delivery was induced by manual
dilation of the cervix and serial doses of oxytocin. At delivery, fetal plasma was collected and
similarly preserved. Enrofloxacin and ciprofloxacin were measured by LS-MS/MS. Proximal
articular surfaces of humerus, radius, femur, and tibia were examined macroscopically and
histologically. Statistical analysis was performed using ANOVA with repeated measures and
significance was considered when p<0.05. Enrofloxacin and ciprofloxacin reached minimal
inhibitory concentrations for common equine pathogens in all examined fluids. Ciprofloxacin
did not significantly increase with the double pharmacological enrofloxacin dose in maternal
plasma, but allantoic fluid showed a 10-20 fold increase relative to maternal and fetal plasma
concentrations. No macroscopic, cytological, or extracellular matrix lesions were found in the
fetal cartilage from enrofloxacin-treated mares. These findings support our hypothesis that
enrofloxacin and its metabolite cross the equine placenta and do not induce cartilaginous lesions
in the fetus at recommended doses in late pregnant mares. Additional studies are warranted to
confirm our findings of lack of fetal injury.

Keywords: Fetal toxicity, late-term pregnancy, fluoroquinolone
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ANEXO (cont.)
PUBLICACOES FORA DA AREA DA TESE - 3

Pharmacokinetics of enrofloxacin and its active metabolite (ciprofloxacin) in Iate-term pregnant
and post-parturient mares — preliminary results
B. Curcio,™® S.Giguére,© Z. Li,* J. Honorato,® R. Ellerbrock,* F.S. Lima,* P.A. Wilkins,* I.F. Canisso®
*University of Illinois Urbana-Champaign, Urbana IL; *Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS,
Brazil; “University of Georgia, Athens, GA

Antimicrobial therapy is necessary to treat severe bacterial diseases, and ongoing studies in our
laboratory suggest that enrofloxacin, a fluoroquinolone antimicrobial with bactericidal activity against
gram-negative and some gram-positive pathogens, is an alternative antimicrobial for infections in
pregnant mares. Pregnancy induces changes including increases in plasma volume, total body water,
renal blood flow, delayed gastric emptying, and hormone-induced changes in hepatic microsomal enzyme
activity, resulting in alteration of bioavailability, distribution, metabolism, and excretion of drugs. The
changes may necessitate doses and dosing interval adjustments during pregnancy. The objective of this
study was to determine the pharmacokinetics of enrofloxacin, administered orally and intravenously, to
pregnant and non-pregnant mares using a cross-over design. We hypothesized that the pharmacokinetics
of enrofloxacin and its active metabolite (ciprofloxacin) in late-term pregnant mares differ from those of
non-pregnant mares. Four light breed, healthy pregnant mares (260 d gestation, n=4) were randomly
treated with a single dose of either intravenous (5mg/kg, I'V) or oral (7.5mg/kg, PO) enrofloxacin; the
other route was given 7d later with both treatments repeated by 45 d postpartum. Plasma samples were
obtained at 0, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90 min, and 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48 and 72 h after enrofloxacin
adminstration (IV or PO). Concentrations of enrofloxacin and ciprofloxacin were measured by LC-
MS/MS. Plasma enrofloxacin and ciprofloxacin concentration vs. time were analyzed for each mare
based on noncompartimental pharmacokinetics. Normality of the data was assessed using histograms of
differences in means, normal quantiles plots of the residuals and the Shapiro-Wilk test. Constant variance
of the data was assessed with Levene’s test. Comparison of each pharmacokinetic variable between
pregnant (PG) and postpartum mares (PP) was done with the paired t test or the Wilcoxon signed rank test
(p<0.05). After IV administration, apparent volume of distribution and systemic clearance of
enrofloxacin were significantly lower in PG than PP mares. For both routes (IV and PO), enrofloxacin
showed greater area under the curve concentration vs. time curve (AUCop-) and plasma concentration 24h
after administration (Cz4n) in PG mares than PP mares: IV AUCq . 18.3£1.9 (PG) vs 12.8+2.1 pg*h/mL
(PP), p=0.03 and IV C24, 0.106 £ 0.035 (PG) vs. 0.032+0.005 pg/mL(PP), p=0.03; PO AUCp « 17.7%4.5
vs 8.2+1.6 pg*h/mL, p=0.03 and PO Cz4, 0.171+0.078 vs. 0.047+0.015 pg/mL, p=0.049. The
ciprofloxacin AUCo and Caan were larger in late gestation than postpartum period after IV
administration, respectively IV AUCo «»3.040.7 vs 1.8+0.4 pg*h/mL, p=0.016 and IV Ca4, 0.036+0.04 vs
0.013+0.002pg/mL, p=0.019. Time to maximum plasma concentration, half life of the terminal phase
and oral bioavailability were not significantly different between the groups for all treatments. In
conclusion, pregnancy significantly affected the pharmacokinetics of enrofloxacin and ciprofloxacin.

Keywords: Enrofloxacin, ciprofloxacin, pregnancy, mare
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