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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicagdo de células-tronco
mesenquimais (CTMs) alogénicas diretamente nas glandulas vesiculares no tratamento
da vesiculite. Doze touros que apresentaram vesiculite aguda e cronica com duas ou mais
recidivas, foram selecionados em Centros de Coleta e Processamento de Sémen (CCPS),
pela presenca de pus no ejaculado, piocitos na ldmina de avaliacdo de motilidade e vigor,
reagente ao teste do California Mastite Teste - CMT (uma cruz e acima) e presenca de
leucocitos em lamina corada pelo Panoptico Rapido com mais de 5 polimorfonucleares
(PMN) por campo. O exame ultrassonografico das glandulas vesiculares foi realizado,
porém, os sinais clinicos foram definitivos para o diagnostico. O método de injecao
intraglandular de CTMs proposto foi a aplicagdo através da fossa isquiorretal com agulha
longa de 30 a 35cm e guia de 25 a 30cm de comprimento diretamente na glandula
vesicular afetada. As CTMs foram cultivadas e congeladas no laboratério Bio Cell
Terapia Celular® (Brasilia, DF, Brasil) e descongeladas e preparadas por lavagem e
centrifugacdo para a inje¢do intraglandular no dia da aplicagdo. Foram injetadas um total
de 3x10° CTMs por glandula vesicular. As varidveis analisadas foram: volume do
ejaculado (mL), motilidade em % e vigor de 1 a 5 em microscopia de luz, concentragdo
(milhdes de espermatozoides/mL), numero de espermatozoides totais no ejaculado,
morfologia espermatica avaliada em contraste de fase com aumento de 1000 vezes. CMT
utilizando 0,5 mL de sémen mais 2,5 mL do reagente (classificacdo de 0 a 3 cruzes),
ultrassonografia das glandulas vesiculares avaliadas em escalade 1 a 5, sendo 1- normais,
2- com areas hiperecogénicas , 3- com areas hiperecogénicas e paredes espessadas, 4-
com areas hiperecogénicas, paredes espessadas e cistos, 5- com areas hiperecogénicas,
paredes espessadas, cistos e presenca de fibrose e crescimento de colonias bacterianas na
espermocultura do sémen congelado quando possivel. Todas as varidveis foram
mensuradas antes e apds o tratamento. Os dados foram avaliados quanto a normalidade
dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando a normalidade do teste foi significativa
(P <0.05) os dados foram transformados ou retirados os outliers e reavaliados. O “Teste
T” foi aplicado para identificar diferengas estatisticas entre as varidveis antes do
tratamento e apds o tratamento. Além disso, foi realizado o teste da binomial para a
comparacao de 2 proporg¢des pelo teste qui-quadrado do programa R. A probabilidade de
P <0.05 foi considerada como diferenga significativa. Os dados foram apresentados como

média + erro padrao da média (E.P.M.). Foram observadas melhora na motilidade inicial



de 60,09 + 4,8 para 69,89 + 4,6 (P < 0,05), bem como na motilidade p6s descongelagao
(PD) de 26,26 + 6,77 para 42,5 + 5,99 (P < 0,05). O numero de doses produzidas
aumentou significativamente apos o tratamento com as CTMs, de 95,61 + 23,31 unidades
para 337,84 = 67,75 unidades (P < 0,05) por ejaculado. O nimero de pidcitos observados
por campo passou de 5,83 +0,48 para zero, demonstrando a recuperacao das glandulas
vesiculares inflamadas. Com base nos resultados apresentados, concluiu-se que a
aplica¢do de 3x10° CTMs nas glandulas vesiculares de touros com vesiculite é segura e
eficiente, pois melhorou varios parametros avaliados nesta pesquisa, principalmente a

producao de doses de sémen por ejaculado.

Palavras-chave: bovino, glandulas vesiculares, inflamagao, células-tronco, reprodugao



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of applying allogeneic mesenchymal stem cells
(MSCs) directly to inflamed vesicular glands in the treatment of vesiculitis. Twelve bulls
that presented acute and chronic vesiculitis with two or more recurrences were selected
at Semen Collection and Processing Centers (SCPC), based on the presence of a thick
yellowish/greenish opaque liquid produced in infected tissue, consisting of dead white
blood cells and bacteria with tissue debris and serum. in the ejaculate, pyocytes on the
motility and vigor evaluation slide, reagent to the California test Mastitis Test - CMT (one
cross and above) and presence of leukocytes on a slide stained by Rapid Panoptico with
more than 5 polymorphonuclear cells (PMN) for field. Ultrasound examination of the
vesicular glands was performed, however, the clinical signs were definitive for the
diagnosis. The proposed method of intraglandular injection of MSCs was application
through the ischiorectal fossae with a long needle measuring 30 to 35cm and a guide
measuring 25 to 30cm in length directly into the affected vesicular gland. The MSCs were
cultured and frozen in the Bio Cell Terapia Celular® laboratory (Brasilia, DF, Brazil) and
thawed and prepared by washing and centrifugation for intraglandular injection on the
day of application. A total of 3x10° MSCs were injected for vesicular gland. The variables
analyzed were: ejaculate volume (mL), motility in % and vigor from 1 to 5 in light
microscopy, concentration (millions of sperm/mL), number of total sperm in the
ejaculate, sperm morphology evaluated in contrast phase with 1000 times magnification.
CMT using 0.5 mL of semen plus 2.5 mL of reagent (classification from 0 to 3 crosses),
ultrasound of the vesicular glands evaluated on a scale of 1 to 5, with 1 being normal, 2 -
with hyperechogenic areas, 3 - with hyperechogenic areas and thickened walls, 4 - with
hyperechogenic areas, thickened walls and cysts, 5 - with hyperechogenic areas,
thickened walls, cysts and presence of fibrosis and growth of bacterial colonies in sperm
culture from frozen semen when possible. All variables were measured before and after
treatment. Data were evaluated for normality of residuals using the Shapiro-Wilk test.
When the normality of the test was significant (P < 0.05) the data were transformed or
outliers were removed and reevaluated. The “T-Test” was applied to identify statistical
differences between variables before treatment and after treatment. Furthermore, the
binomial test was performed to compare 2 proportions using the chi-square test of the R

program. The probability of P < 0.05 was considered a significant difference. Data were



presented as mean + standard error of the mean (S.E.M.). Improvements were observed
in initial motility from 60.09 + 4.8 to 69.89 + 4.6 (P < 0.05), as well as in post-thaw
motility (PD) from 26.26 = 6.77 to 42. 5 + 5.99 (P <0.05). The number of doses produced
increased significantly after treatment with MSCs, from 95.61 £ 23.31 units to 337.84 +
67.75 units (P < 0.05) for ejaculate. The number of piocytes observed for field went from
5.83 £0.48 to zero, demonstrating the recovery of the inflamed vesicular glands. Based
on the results presented, it was concluded that the application of 3x10% MSCs in the
vesicular glands of bulls with vesiculitis is safe and efficient, as it improved several

parameters evaluated in this research, mainly the production of semen doses for ejaculate.

Keywords: bovine, vesicular glands, inflammation, stem cells, reproduction
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1. INTRODUCAO

A eficiéncia economica de um Centro de Coleta ¢ Processamento de Sémen (CCPS)
estd associada diretamente a capacidade produtiva e reprodutiva dos touros doadores de
sémen, portanto a dependéncia de reprodutores clinicamente aptos interfere diretamente
na produtividade total de um CCPS.

O Brasil possui em torno de 3000 doadores de sémen alojados em CCPS espalhados
em diferentes regides. A incidéncia de problemas reprodutivos diretamente ligados a
producao de s€émen ndo tem levantamento estatistico confiavel no pais. Poucos
pesquisadores em centros de coleta publicam dados de problemas reprodutivos em
doadores de sémen (Crespilho, 2021).

A adenite vesicular também conhecida como vesiculite ¢ um dos mais frustrantes
problemas reprodutivos encontrados em CCPS. Tentativas de diagnostico, tratamento e
manejo podem conduzir a resultados frustrantes e, muitos touros afetados sao refratarios
aos varios regimes de tratamentos. Portanto, um touro com adenite vesicular pode estar
em boa condi¢do fisica, libido satisfatéria e boa capacidade de produgdo de
espermatozoides, mas o s€émen nao pode ser processado para congelacdo devido a
presenca de pus no ejaculado (Monke, 1984).

Os sintomas clinicos da adenite vesicular sdo semelhantes a peritonite de inicio
agudo, com desconforto, tenesmo ou claudicagdo dos membros posteriores; no entanto,
geralmente ndo apresenta sinais clinicos evidentes além das alteracdes do ejaculado com
a presenca de muitos polimorfonucleares (>5 PMN por cada campo contado), com
predominancia de neutrofilos (Koziol; Armstrong, 2018). A maior viscosidade do liquido
vesicular ou alteragdes no seu pH pode reduzir a motilidade espermatica.

Os tratamentos utilizados na adenite vesicular sdo fundamentados na aplicacao de
antibiodticos e antiinflamatérios ndo esterdides de uso parenteral, porém, a resposta ao
tratamento ¢ muito variavel (Martinez; Barth, 2007).

As células-tronco mesenquimais (CTMs) alogénicas caracterizam-se como uma
populagdo de células multipotentes produzidas a partir de varios tecidos organicos, como
por exemplo medula dssea, corddao umbilical, placenta e tecido adiposo (Pittenger et al.,
2019). Portanto, a partir do cultivo celular de qualquer um desses tecidos podem ser
isoladas e cultivadas as CTMs (Malard; Brunel, 2021) (Quadro 1).

As CTMs expressam muitas moléculas bioativas como as moléculas de adesao, as

proteinas de matriz extracelular, as citocinas e os receptores para fatores de crescimento,
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permitindo interagdes com demais células-alvo. Essas moléculas atuam modulando a
resposta inflamatoria, estimulando a angiogénese ¢ a mitose das células envolvidas no
processo de reparagdo tecidual (Caplan, 2009).

As CTMs derivadas de tecido adiposo sdo as comumente utilizadas nos laboratorios
de biotecnologia pela facilidade de acesso e obtengdo de grande quantidade de tecido para
multiplicagdo celular. Elas possuem uma grande plasticidade e passam pelo processo de
diferenciagdo celular com maior facilidade e producao, podendo se diferenciar em células
da linhagem mesodérmica (Gimble et al., 2007).

A terapia celular ¢ considerada uma das areas mais promissoras da medicina
regenerativa, inclusive na area reprodutiva de acordo com Pieri et al. (2019). O efeito
terapéutico das CTMs no tratamento de afecg¢des reprodutivas ¢ atribuido a sua
capacidade de produzir fatores de crescimento e outras quimiocinas (Murphy et al., 2013).
As CTMs possuem diversos efeitos indiretos nos tecidos lesados que contribuem para a
sua recuperacao e regeneracgao (Karp; Teo, 2009). Vérios experimentos foram conduzidos
para avaliar o efeito das CTMs alogénicas derivadas de tecido adiposo bovino, na
recuperagdo de afeccdes de ovarios de vacas doadoras de odcitos (Malard et al., 2020;
Peixer et al., 2023).

Baseado nesses experimentos em ovarios de vacas e endométrio de éguas, foi
proposto a utilizagdo de CTMs alogénicas diretamente nas glandulas vesiculares afetadas
por inflamacao e/ou lesdes cronicas. Este € o primeiro relato do uso de CTMs alogénicas
aplicadas via fossa isquio-retal direto nas glandulas vesiculares para o tratamento da

adenite vesicular (vesiculite) em touros de CCPS.

Figura 1. Esquema resumido da producao de Células-Tronco Mesenquimais (CTMs).

Processamenta
no laboratamo

Preparacio para
Criopreservacio criopreservacio

Fonte: acervo BIO CELL (modificado pelo autor).
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

O objetivo deste experimento proposto foi observar a influéncia da aplicagdo de

células-tronco mesenquimais (CTMs) alogénicas diretamente nas glandulas vesiculares

inflamadas de touros para avaliar a eficdcia desta terapia na recuperacao e na prevencao

de recidivas desta afeccao.

2.2. Objetivos Especificos

d)

A partir dos resultados obtidos neste experimento foi possivel:

Avaliar a possibilidade da aplicagio de CTMs diretamente nas glandulas
vesiculares com lesodes cronificadas de vesiculite como tratamento dessa afecgao.
Verificar se a técnica de aplicagdo pararretal das CTMs causa sequelas no local de
manipulacdo externa e nas glandulas vesiculares.

Correlacionar os achados clinicos aos dados obtidos pela avaliacao
ultrassonografica, pela avaliagio do California Mastite Teste (CMT), pela
coloragao com corante Panoptico Rapido e pela palpagao transretal com a adenite
vesicular.

Recomendar a aplicacdo de CTMs em touros de CCPS para tratamento da adenite
vesicular, uma das patologias reprodutivas que mais prejuizo causa para a industria

da inseminagao artificial.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Anatomia do Sistema Reprodutor do Touro

O sistema reprodutor do touro ¢ constituido pelos Orgdos genitais externos
localizados na regido inguinal e os 6rgaos genitais internos localizados na pelve. Suas
principais fung¢des sao producdo, armazenamento e transporte dos espermatozoides,
producdo e secre¢do de hormonios testiculares e producdo do liquido seminal. Este
sistema ¢ constituido por um par de testiculos, um par de ductos epididimarios (formado
pela cabeca, corpo e cauda dos epididimos), ductos deferentes, uretra, glandulas sexuais
acessorias (glandulas vesiculares, prostata e glandulas bulbouretrais) e pénis (Mullins;

Saacke, 2003) (Figura 1).

Musculos
Retratores do Pénis

Flexura Sigmoide

Prepicio

Cauda do Epididimo
W elrnar2023
e

Figura 2. Representagdo esquematica do sistema reprodutor do touro. Fonte: arquivo do

autor.

A glandula vesicular apresenta forma lobulada com uma capsula muscular e
trabéculas importantes para a ejecdo do contetido secretor. A glandula e os ductos sdo

revestidos por epitélios secretores cuboides a colunares baixos e sdo caracterizados no



20

bulbo por um limen bastante espacoso que fornece capacidade de armazenamento para
os fluidos vesiculares (Mullins; Saacke, 2003). No touro, as glandulas vesiculares sao as
principais glandulas sexuais acessorias que contribuem com o maior volume do plasma

seminal do ejaculado (Figura 2).

Figura 3. Imagem dos orgdos genitais internos do touro. 1. Par de ampolas dos ductos
deferentes; 2. Par de glandulas vesiculares; 3. Corpo da prostata; 4. Prostata disseminada

coberta pelo musculo uretral; 5. Par de glandulas bulbo-uretrais. Fonte: arquivo do autor.
3.2. Adenite Vesicular

A adenite vesicular, também chamada de vesiculite, ¢ a infecgdo mais comum das
glandulas sexuais acessorias do touro, encontrada tanto no exame andrologico de campo
como nos doadores de sémen dos CCPS (Rohret, 2008).

Os sintomas clinicos da adenite vesicular sdo semelhantes a peritonite de inicio

agudo, no entanto, geralmente ndo apresenta sinais clinicos evidentes além das alteracdes
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no ejaculado, com a presencga de muitos leucdcitos polimorfonucleares (>5 PMN por cada
campo contado), com predominancia de neutréfilos (Koziol; Armstrong, 2018). A maior
viscosidade do liquido seminal ou alteracdes no seu pH pode reduzir a motilidade
espermatica. A sobrevida dos espermatozoides pods-descongelacio no sémen
criopreservado € reduzida na presenca da adenite vesicular (Cavalieri; Van Camp, 1997).

Muitos touros afetados sdo refratarios para os varios tipos de tratamentos o que
resulta na cronificagdo da afeccdo. Subsequentemente, um touro com adenite vesicular
cronica pode estar em uma boa condigao fisica, frequentemente com libido satisfatoria e
capacidade de produgdo de espermatozoides, mas o s€men nao pode ser processado para
congelagdo devido a presenga de pus e fibrina (Martinez; Barth, 2007).

O quadro clinico possui etiologia de dificil defini¢do, sendo a infecg¢do bacteriana
considerada a causa mais frequente, porém a causa primaria ¢ indefinida.Os principais
agentes infecciosos identificados por espermocultura como agente etiologico da
vesiculite no Canada foram Trueperella pyogenes, Histophilus somni, Escherichia coli,
Mycoplasma bovinogenitalium, Mycoplasma bovis, Ureaplasma diversum e outras
bactérias de origem comum em processos inflamatdrios (Martinez et al., 2008).

A vesiculite apresenta sinais clinicos inespecificos ou ausentes, o que torna seu
diagnodstico precoce ainda mais complexo na rotina. Esta enfermidade pode levar a
redugdo da fertilidade de touros em monta natural e touros doadores de sémen em CCPS.
O diagnostico, tratamento e manejo da vesiculite pode conduzir a terapéutica mais
adequada em casos agudos, porém em casos cronicos os resultados sdo frustrantes e
muitos touros afetados sao refratarios aos diferentes tratamentos (Rovay et al., 2008).

Tipicamente o problema da adenite vesicular vai além do que tem sido descrita na
literatura (Cavalieri; Van Camp, 1997; Monke, 1984). A adenite vesicular ¢ uma
inflamagdo da glandula vesicular, porém, ela ¢ reconhecida como a forma mais comum
de inflamagao do trato reprodutivo dos touros por muito tempo (Dagartz et al., 1987). O
processo inflamatorio associado com a adenite vesicular frequentemente resulta em
leucospermia, ou seja, a presenca de leucocitos na forma de pus no sémen (Monke, 1984).
Sendo assim, o problema ¢ realmente a formag¢ao do pus no sémen. Um segundo problema
igualmente importante ¢ identificar a origem da infec¢do. O terceiro problema ¢ como
conduzir o tratamento da glandula vesicular infectada - tratar com antibioticos, usar anti-
inflamatérios, remover cirurgicamente ou fazer a ablagao quimica da glandula? E o ultimo

problema ¢ definir o destino do touro afetado — aguardar a recuperacao clinica, através de
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tratamentos com antibidticos e anti-inflamatorios, aguardar a recuperagdo espontanea ou,
descartar o animal?

A incidéncia de adenite vesicular ¢ muito variavel, sendo reportada em torno de 1%
em muitos rebanhos, podendo atingir até¢ 49% em outros (Gilbert; Fales, 1996).
Considera-se que a infec¢ao causa lesdes nas glandulas vesiculares dos touros doadores
de sémen a uma taxa de pelo menos um touro para 500 touros-ano em CCPS (Rohret,
2008). Alguns casos de adenite vesicular podem ndo produzir alteracdes grosseiras nas
glandulas que possam ser palpadas prontamente. Isso ¢ indicado pelo fato de que
pesquisas rotineiras de matadouros, cujo diagnoéstico ¢ baseado no exame histopatologico
da glandula, demonstraram maior prevaléncia da inflamagdo do que normalmente ¢
encontrada no exame clinico, de 9% no estudo realizado por Bagshaw e Ladds (1974) na
Australia.

A primeira indica¢cdo de uma possivel adenite vesicular em touros de um CCPS, ¢
a presenca de leucdceitos degenerados (pidcitos) no ejaculado (Rohret, 2008). Neste caso,
deve se descartar condi¢des inflamatorias do pénis e do preplicio como origem dos
piodcitos. Uma vez que essa fonte tenha sido descartada, uma avaliag@o cuidadosa do trato
reprodutivo deve ser realizada. Na adenite vesicular, a palpagdo retal da genitlia pélvica
poderé revelar que uma ou ambas as glandulas vesiculares podem apresentar-se firmes e
fibroticas. Elas podem estar aumentadas e com lobulacdes menos distintas do que o
normal. Raramente, uma glandula inflamada podera ter um abcesso palpavel. A aplicagao
da pressdo digital na glandula afetada, pode provocar uma leve resposta de sensibilidade,
embora seja comum a auséncia de dor. Em casos mais crénicos, pode haver aderéncias
das glandulas vesiculares aos tecidos da pelve (Monke, 1984).

O critério para o diagndstico clinico da adenite vesicular € subjetivo e ¢ dependente
quase inteiramente da palpagao retal e da habilidade para detectar pequenas variagdes da
normalidade. A adenite vesicular frequentemente pode estar acompanhada por
inflamacdo de outras estruturas como os testiculos, epididimos, ampolas, prostata,
glandulas bulbouretrais e uretra. Os métodos inexatos de diagndstico e a inflamacdo dos
tecidos adjacentes podem muitas vezes explicar falhas no tratamento (Rovay et al., 2008).

O uso do exame ultrassonografico transretal como meio de diagndstico da adenite
vesicular ¢ o método de eleigdo, principalmente em casos subclinicos. As glandulas
vesiculares normais tém uma cépsula distinta com 16bulos homogeneamente ecogénicos,

com pequenas vesiculas anecoicas cheias de liquido no centro e um ducto coletor
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anecoico distinto. No entanto, em touros com adenite vesicular, a glandula esta
aumentada, com perda de estrutura lobular, paredes firmes e espessadas e aumento da
ecogenicidade, com a presenca de cavidades cheias de liquido dentro da glandula

(Gnemmi; Lefebvre, 2009) (Figura 3).

Figura 4. Imagem ultrassonografica de uma glandula vesicular (direita) afetada por

adenite vesicular com edema e fibrose (seta). Fonte: arquivo do autor.

3.2.1.Etiologia

Gilbert (1996) cita que em areas onde a brucelose ¢ endémica, ela pode ser a
principal causa da adenite vesicular. Em outras situagdes os agentes mais encontrados nos
casos de vesiculite foram a Trueperella pyogenes e o Histophilus somni. Nao esta claro
se estes microrganismos sdo 0s principais responsaveis pela doenga ou se sdo
simplesmente invasores oportunistas ap6s a formacdo do quadro inflamatorio. A T.
pyogenes, bactéria gram-positiva, imovel, anaerobica facultativa, tem fraca penetracao
nos tecidos e isso sugere que ela ¢ apenas um oportunista que invade as glandulas ja
lesadas por algum outro mecanismo (Martinez et al, 2008). O H. somni, bactéria gram-
negativa, imével, anaerobica facultativa, ¢ comum em abcessos de origem hepatica
(Rovay et al., 2008). Alguns virus foram isolados de casos de adenite vesicular, entre eles
o Enterovirus, a Rinotraqueite linfecciosa Bovina (IBR) e outros ndo caracterizados como
o Epivag Africano (Cavalieri; Van Camp, 1997). Pode ocorrer um tipo degenerativo de
adenite vesicular causada por virus. A doenca autoimune foi sugerida como uma

explicacdo alternativa para este tipo de infeccao (Bagshaw; Ladds, 1974).
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Em pesquisas posteriores, atengdo foi dada aos agentes Mycoplasma
bovinogenitalium, Mycoplasma bovis e Ureaplasma diversum como agentes etiologicos
de importancia em touros (Rovay et al., 2008). Também foram isoladas Escherichia coli,
Pseudomonas spp, Proteus mirabilis, Actinobacillus seminis, Actinobacillus bovis,
Norcadia farcinica e Salmonela spp (Rovay et al., 2008). Em muitos casos de adenite
vesicular, o agente infeccioso escapa da identificagdo. Somados aos efeitos diretos na
reproducdo, a doenca ¢ uma 6bvia manifestagdo de uma séria e complexa sindrome que
inclui infecgdes em outras areas da genitalia, incluindo infecgdes em 6rgaos subjacentes

como ramen, figado e peritonio (Dagartz et al., 1987).

Tabela 1. Principais bacterias encontradas em ejaculados de touros com adenite vesicular.

FAMILIA GENERO
Brucellaceae Brucella abortus®
Actinomycetaceae Trueperella pyogenes
Pasteurellaceae Histophilus somni
Mycoplasmataceae Mycoplasma spp.
Mycoplasmataceae Ureaplasma diversum
Chlamydiaceae Chlamydophila psittaci
Moraxellaceae Acinetobacter sp
Streptococcaceae Streptococcus sp.
Pasteurellaceae Pasteurella sp.
Corynebacteriaceae Corynebacterium sp.
Aeromonadaceae Aeromonas hydrophila®*

Fonte: adaptado de Gilbert, 1996*; Moro et al., 1999%%; Martinez et al.,
2008; Rovay et al., 2008.

3.2.2. Epidemiologia

A incidéncia da adenite vesicular parece ser bimodal. Os touros infectados sao
predominantemente jovens, com menos de 2 anos de idade ou touros acima de 9 anos de
idade (Gilbert, 1996). A infeccdo ¢ mais comum em touros criados e alimentados
intensivamente do que em touros criados de forma extensiva (Rovay et al., 2008). A
incidéncia reportada pela pesquisa varia de 2-5% em animais adultos, porém, em certos
rebanhos pode ser extremamente alta, variando de 5-50% em grupos de touros jovens
(Cavalieri; Van Camp, 1997). A cura espontanea ¢ frequentemente encontrada em touros
jovens, mas muito baixa em touros velhos. O curso e o resultado da infec¢cdo ndo sao
influenciados pelo tratamento com antibiéticos (Gilbert, 1996). A adenite vesicular tem

sido diagnosticada tanto em touros de leite como de corte e parece ndo haver diferenga na
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prevaléncia entre touros Bos indicus € Bos taurus mantidos em ambientes semelhantes

(Weber et al., 1988).
3.2.3. Patogenia

Ainda ndo esta completamente esclarecido porque alguns touros sdao mais
suscetiveis do que outros em desenvolver a adenite vesicular. A alta incidéncia em touros
jovens sugere uma associacdo com o desenvolvimento puberal. As glandulas vesiculares
continuam a crescer apos a puberdade e seu tamanho esta relacionado com o tamanho
testicular e o perimetro escrotal (Salisbury et al., 1978). Blom (1979) sugeriu que
anomalias do desenvolvimento como a aplasia segmentar ou aberracdes na anatomia do
coliculo seminal, podem contribuir para a suscetibilidade a infec¢do da glandula
vesicular. Em um rebanho com uma alta incidéncia da doenca, Gilbert (1996) apos
dissecar animais infectados e nao infectados, nao foi capaz de encontrar anormalidades
do desenvolvimento do coliculo como uma causa da doenca.

Ainda ha discordancia quanto a importancia da disseminagao da infecg¢do por vias
ascendente, descendente, hematogénica e direta na patogénese da vesiculite. A maioria
dos touros afetados nao tem crescimento bacteriano ou viral da uretra, o que implica que
a infec¢@o ascendente ndo ¢ importante. Exceto no caso de brucelose, quando a infecgao
pode acompanhar ou seguir uma epididimo-orquite, a infeccdo descendente ndo ¢
considerada importante também. Parece provavel que a maioria das infecgdes seja por via
hematogénica. A propagacdo direta de um abcesso abdominal como a onfaloflebite
também ¢ possivel. De fato, se touros jovens sdo infectados por via intraperitoneal,
exsudam dezenas de pequenos abcessos que podem se acumular na bolsa genitourindria,
uma possivel fonte de infeccao (Galloway, 1964).

Em touros jovens confinados, a doenga foi associada com dietas de alta energia
(Cavalieri; Van Camp, 1997). Este tipo de dieta predispde ao desenvolvimento de acidose
ruminal, seguida por ruminite e bacteremia. A 7. pyogenes ¢ a bactéria gram-positiva
mais comum isolada de abcessos hepaticos em animais confinados e, também comumente
isolada de infec¢des na glandula vesicular (Dagartz et al., 1987). Em contrapartida,
culturas de bactérias e virus de glandulas inflamadas frequentemente dao resultado
negativo (Barth, 2013).

Em touros adultos que apresentam adenite vesicular cronica ou na fase final de

recuperagdo do tecido glandular ¢ comum a presenca de fibrina e debris celulares no
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ejaculado. Esta observagdo ¢ frequente em touros doadores de sémen em CCPS e foi
observado em alguns touros tratados neste experimento.

A adenite vesicular ¢ a causa mais comum de leucocitos presentes no s€émen. A
presenca de leucocitos deve ser diferenciada de células epiteliais, células germinativas ou
espermatozoides imaturos que podem ser liberados no sémen quando ocorre degeneragao
testicular. O uso de corantes como o Diff-Quick™ ou o Pandptico rapido em esfregacos
de sémen ajudam a diferenciar esses dois tipos de células (Meronek, 2002).

Uma fun¢ao importante do plasma seminal ¢ modular as respostas imunoldgicas e
em varias espécies ele deprime a fungdo dos linfocitos e de outras células imunes. A
origem dessa fun¢ao imunomoduladora pode ser em parte devido a secre¢ao das glandulas
vesiculares (Gilbert, 1996). Se essa secre¢do glandular for tdxica para os neutrdfilos,
parece que isso afetara a persisténcia da infeccdo na glandula, quaisquer que fossem os
meios de infec¢do. O plasma seminal bovino exerce um efeito profundamente prejudicial
na fungdo e integridade dos neutréfilos. Provavelmente, esse € um fator importante na
patogénese da adenite vesicular (Gilbert, 1996).

Depois que a infeccao ¢ estabelecida na glandula, ¢ provavel que as suas secrecdes
impecam a fun¢do eficaz dos neutrdfilos, essenciais na defesa contra os agentes da
doenca. Se for possivel encontrar maneiras de controlar, temporariamente, a secre¢ao de
fatores prejudiciais, i1sso pode ser muito util no tratamento da adenite vesicular, que

normalmente ¢ muito resistente ao tratamento clinico (Gilbert; Fale, 1996).
3.2.4. Diagnostico da Adenite Vesicular

O diagnostico da adenite vesicular € realizado através da avaliagdo andrologica do
touro suspeito, através da palpacao das glandulas sexuais acessorias por via transretal e
pela avaliagdo ultrassonografica. A avaliagdo visual do ejaculado € o primeiro indicador
da alteracdo do sémen contaminado por piocitos, através do exame entre lamina e
laminula examinada em microscépio com aumento de 100 a 200 vezes (Barth, 2013).

A presenca de piocitos na lamina (leucdcitos degenerados) ¢ um indicativo de
adenite vesicular. Ao avaliar a motilidade/vigor do s€men puro (sem a dilui¢ao inicial)
em aumento de 200 vezes de preferéncia, a presenca de 5 ou mais leucécitos por campo
j4 € um indicativo de infec¢do (Zart et al., 2014). Deve-se avaliar em torno de 5 campos
por lamina corada pelo Panoético rapido. Essa infecdo pode ser originada em qualquer

parte do sistema reprodutivo (epididimos, ampolas, prostata, uretra, pénis), porém, ¢ mais
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comum da glandula vesicular. O aspecto do pidcito na ldmina ¢ de um ponto refringente

maior que a cabeca do espermatozoide (Figura 4).

Figura 5. Presenga de leucdcitos degenerados (piocitos) na ldmina (seta) no sémen puro

em aumento de 200 vezes. Fonte: arquivo do autor.

Em casos positivos para piocitos, o uso do teste do California Mastite Teste (CMT)
para avaliar o nivel de contaminagdo por leucécitos, utilizando 0,5mL de s€émen mais
2,5mL do reagente CMT em placa utilizada para teste de mastite ¢ recomendavel (Leite,
1983). A contagem de leucdcitos por campo em lamina corada pelo Diff Quick™ ou pelo
Panético rapido também pode ser utilizado para avaliar o nivel de contaminag¢dao do
ejaculado (Meronek, 2002; Zart et al., 2014).

O sémen de touros acometidos pela vesiculite pode apresentar alteracdes no aspecto
como aumento da viscosidade, pela presenca de exsudato purulento e fibrina, sendo
importante nesses casos descartar infecgdes no pénis e prepucio (Hull; Vogel, 2008). Na
avaliagdo microscopica do sémen € observada presenca de leucocitos degenerados e o
sémen pode apresentar queda da motilidade espermatica e do vigor, com aumento do pH
seminal. Nao hd comprometimento da concentracio e da morfologia espermatica
(Cavalieri; Van camp, 1997).

Durante a palpacdo transretal é possivel perceber a ocorréncia de mudangas na
forma e no tamanho das glandulas comprometidas, com assimetria, alteracdo de

consisténcia dos 16bulos que se tornam mais firmes e fibroticos e com menos lobulagdes
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do que uma glandula normal. Essas alteragdes podem ser uni ou bilaterais e, em alguns
casos junto com alteragdes nas ampolas dos ductos deferentes. Quando a vesiculite se
torna cronica podem ser observadas aderéncias aos tecidos adjacentes como o reto com a
presenca de abscessos palpaveis. Sinais de dor ao realizar pressao digital das vesiculas
também sdo observados (Hull; Vogel, 2008).

Em touros acometidos pela adenite vesicular, as glandulas vesiculares sao
visualizadas na ultrassonografia com aumento de ecogenicidade, alteragcdes de tamanho e
contornos, areas hiperecogénicas, espessamento da parede glandular, visualizada como
estruturas hiperecodicas, perda de delimitacao e irregularidades em seu contorno (Gnemmi

& Lefebvre, 2009; Oliveira et al., 2018) (Figura 3).
3.2.5. Tratamentos Convencionais

Na maioria dos casos de touros doadores de sémen o melhor tratamento ¢ a
aplicag¢do de antibioticos cuja acdo nas glandulas vesiculares ¢ muito especifica como a
tulatrominica e a oxitetraciclina (Romano et al., 2022a; 2022b). A associagdo do
antibiotico com um antiinflamatério nao esteréide como o flunixin meglumine e o
meloxicam (Rohret, 2008) reduzem o edema glandular. Coletar o animal com frequéncia
de duas a quatro vezes por semana ajuda a eliminar o pus das glandulas esvaziando os
ductos (Rohret, 2008). Em geral, o uso de antibidticos ndo especificos normalmente nao
¢ eficaz, mas ¢ feito como tentativa de tratamento. Em grupos grandes de touros
contaminados por vesiculite, os antibioticos podem ser dados na alimentacdo com uma
programacao de uma semana de tratamento e trés semanas de intervalo, repetindo mais
uma semana de tratamento (Rohret, 2008).

A cultura do s€men para identificar organismos especificos geralmente ndo ¢ eficaz
porque o sémen também estd contaminado pelas bactérias da uretra e bainha prepucial.
Quando for realizada, colher a amostra apos a limpeza do preptcio e da uretra e utilizar
o cateterismo apropriado da uretra, aumentando a sensibilidade de uma amostra seminal
para identificar as bactérias presentes aumentando a eficdcia do tratamento com
antibioticos (Rovay et al., 2008).

A injecdo de agentes esclerosantes como o formaldeido a 4% dentro da glandula
vesicular foi utilizada por Waguespack et al. (2004). O agente esclerosante causa irritagao
local e inflamag¢do nos tecidos injetados e, essa inflamacao geralmente dura de duas a

quatro semanas e pode ser extensa (Hull; Monke, 1992). E muito importante que a inje¢io
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do agente esclerosante seja feita dentro da base da glandula, porque a injecao nos tecidos
circundantes pode levar a consequéncias desastrosas. A injecdo do agente na base da
glandula produz resultados varidveis (Monke, 1984). Mudangas no pH do sémen
acompanhada por baixa qualidade seminal foi observado apo6s a inje¢ao do agente
esclerosante (Hull; Monke, 1992).

O uso de antibidticos injetaveis ¢ usado rotineiramente para tratar touros de forma
individual. A disponibilidade de antibidticos para tratamento desses casos de adenite
vesicular ¢ pequena e ¢ dificil definir qual o mais efetivo. No entanto, ultimamente, alguns
veterinarios recomendam o uso dos mais novos antibidticos injetaveis que duram até trés
dias de acdo para evitar ter que tratar os touros diariamente, como o florfenicol,
tilmicosina e tulatromicina. As drogas de escolha mais recentes parecem ser a
tulatromicina e a oxitetraciclina de acdo prolongada (Romano et al., 2022a; 2022b).

Na rotina de tratamentos da adenite vesicular o protocolo utiliza antibiotico mais
anti-inflamatério, com uma aplicacdo de tulatromicina injetavel a 10%, na dose de
1,0ml/40kg de peso por via subcutanea, com duas aplicagdes com 5 dias de intervalo.
Associado ao antibidtico aplicamos meloxicam injetavel a 2%, na dose de 0,5mg/kg de
peso via intramuscular, com aplicacdes a cada 24 horas por 4 dias. Alguns autores
recomendam o uso da flunixim meglumine por 3 dias (Rohre, 2008), mantendo o touro
em coleta 2 vezes por semana. Nao ¢ recomendado massagear as glandulas vesiculares
para ndo provocar maiores lesdes locais.

A recuperacdo espontanea ocorre geralmente em touros jovens até 18 meses e,
complica os esforcos na avaliacdo dos tratamentos. A maioria dos touros jovens com
adenite vesicular aguda parece responder favoravelmente a antibioticoterapia sistémica
de amplo espectro se a dosagem e a duracdo do tratamento forem adequadas. Sugere-se
que os antibidticos escolhidos tenham alta solubilidade lipidica, baixa ligacdo as proteinas
e pH mais bésico que o fluido seminal (Koziol; Armstrong, 2018).

A tulatromicina e a tilmicosina foram eficazes para o tratamento da adenite
vesicular em um relato (Rovay et al., 2008). Esses dois antibidticos foram estudados com
base em resultados experimentais anteriores do tecido da glandula vesicular in vitro, bem
como evidéncias de que ambos se acumulam em macrofagos e neutrofilos e sdo
subsequentemente liberados lentamente a partir desses tipos de células (Koziol;
Armstrong, 2018). Ambos foram uteis no tratamento das adenites, incluindo alguns casos

suspeitos de infeccdo cronica (Rovay et al., 2008). Pode-se considerar que um touro se
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recuperou da doenca quando o ejaculado continha menos de um neutrofilo por 5 campos
microscopicos em aumento de 1000 vezes (Koziol; Armstrong, 2018).

As desvantagens da aplicacdo de antibidticos via parenteral no tratamento da
vesiculite sdo as resiténcias bacterianas frequentes em bovinos (Romano et al., 2022b), a
dificuldade de identificacao do verdadeiro agente infectante da glandula vesicular por
cultura bacteriologica (Martinez et al., 2008) e as recidivas comuns nesses tratamentos
que levam a formacgdo da vesiculite cronica com tecido cicatricial dentro do epitélio
glandular (Rovay et al., 2008).

A aplicacao de antibidticos diretamente nas glandulas vesiculares afetadas foi

realizada por Martinez et al., (2008) e Rovay et al., (2008), com resultados promissores.
3.2.6. Tratamento com Injeciao Intraglandular de Antibioticos

Com o objetivo de determinar a eficacia do tratamento intraglandular com
antibioticos em touros de corte, Martinez et al., (2008) e Rovay et al., (2008)
desenvolveram dois estudos para avaliar essa técnica. Os touros foram tratados com
volume de 6 ml de uma solugdo de antibidtico contendo 10% da dose recomendada pelos
fabricantes de penicilina, ceftiofur ou oxitetraciclina, diretamente na glandula vesicular.
A preparagdo do local do procedimento foi realizada primeiro com a tricotomia da fossa
isquiorretal e areas adjacentes e depois com a desinfeccdo da area preparada com
1odopovidine. A seguir foi realizada a anestesia epidural com 6 ml de lidocaina a 2% e
infiltragdo do local da puncdo com 5 ml de lidocaina a 2%. Para realizar o procedimento
de injecdo, foi realizado um pequeno corte de 4 mm com bisturi no ponto da pungdo e,
utilizado uma guia de metal com 30 cm e uma agulha de calibre 18 x 35 cm de
comprimento na fossa isquiorretal. Os touros foram acompanhados por 6 semanas e todos
se recuperaram com o tratamento entre 3 a 6 semanas com ceftiofur.

Em resumo, os experimentos indicaram que a inje¢do intraglandular de ceftiofur
via fossa isquiorretal em touros de corte, foi uma rota segura e efetiva no tratamento da
adenite vesicular. O ultrassom deve ser utilizado para avaliar as glandulas antes e depois
do tratamento com antibidticos. A avaliacdo da glandula por palpacgdo retal ¢ util para
acompanhamento dos efeitos do tratamento. Manter o touro em coleta ¢ importante para

avaliar o progresso da recuperagao.
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As desvantagens deste tratamento diretamente na glandula vesicular se resume as
recidivas por falhas da acdo dos antibidticos e também a resisténcia a determinados

antimicrobianos, dificeis de estabelecer na clinica (Rovay et al., 2008).
3.3. Acido das CTMs na Modulac¢ao da Inflamacao

A terapia celular com células-tronco mesenquimais (CTMs) ¢ considerada uma
das areas mais promissoras da medicina regenerativa, sendo utilizada em diversos ensaios
clinicos em humanos (Murphy et al., 2013; Pittenger et al., 2019) e animais (Cequier et
al., 2021; Malard; Brunel, 2021). Na area reprodutiva de grandes animais houve um
interesse crescente no uso das CTMs na pesquisa de avaliagdes clinicas que envolvem
processos inflamatorios e degenerativos de ovarios e utero tanto em bovinos como
equinos (Falomo et al., 2015; Pieri et al., 2019).

As CTMs alogénicas caracterizam-se por ser uma populacdo de células
multipotentes produzidas a partir de varios tecidos organicos, como por exemplo tecido
adiposo (Gimble et al., 2007). As CTMs expressam muitas moléculas bioativas como as
moléculas de adesao, as proteinas de matriz extracelular, as citocinas e os receptores para
fatores de crescimento, permitindo interagdes com demais células. Essas moléculas atuam
modulando a resposta inflamatéria, estimulando a angiogénese e mitose das células
envolvidas no processo de reparagado tecidual (Caplan, 2009).

O efeito terapéutico das CTMs no tratamento de afec¢oes reprodutivas € atribuido
a sua capacidade de produzir fatores de crescimento e outras quimiocinas mediadoras e
reguladoras da inflamacdo e do recrutamento de leucocitos (Murphy et al., 2013). As
CTMs possuem diversos efeitos indiretos nos tecidos lesados que contribuem para a sua
recuperagdo e regeneracdo melhorando o fluxo sanguineo e estimulando a mitose de
células de regeneracgao (Karp; Teo, 2009).

Virios experimentos foram conduzidos para avaliar o efeito das CTMs alogénicas
na recuperagao de lesdes de ovarios de vacas doadoras de oocitos (Malard et al., 2020;
Peixer et al., 2023) e do endométrio de éguas (Falamo et al., 2015; Navarrete et al., 2020;
Tongu et al., 2021) com resultados promissores.

O método de injecdo intraglandular de antibidticos foi proposto por Martinez et al.
(2008) e Rovay et al. (2008) como tratamento para adenite vesicular. Gragas aos

resultados obtidos pelos citados autores, foi proposto nesse trabalho de dissertacdo a
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aplicacdo de CTMs alogénicas em substituicdo aos antibioticos diretamente nas glandulas
vesiculares afetadas pela vesiculite em touros de CCPS.
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ANEXO A. Artigo 1

Tratamento da adenite vesicular (vesiculite) em touros com aplicaciao de células-
tronco mesenquimais alogénicas
Neimar Correa Severo!, Teresinha Inés de Assumpgdo!, Mauricio Antdnio Silva

Peixer?, Marcelo da Cunha Xavier?, Renata Langoni'”

IFaculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Uberlandia (FAMEV -
UFU), Uberlandia, MG; 2BIO CELL Terapia Celular Ltda., Brasilia, DF
*E-mail: ncsevero@gmail.com

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo de células-tronco
mesenquimais (CTMs) alogénicas diretamente nas glandulas vesiculares inflamadas no
tratamento da vesiculite. Doze touros que apresentaram vesiculite aguda e cronica com
duas ou mais recidivas, foram selecionados em Centros de Coleta ¢ Processamento de
Sémen (CCPS), pela presenca de pus no sémen, pidcitos na lamina de avaliacdo de
motilidade e vigor, reagente ao teste do California Mastite Teste - CMT (uma cruz ou
mais) e presenca de leucdcitos em lamina corada pelo Panoptico Réapido com mais de 5
polimorfonucleares (PMN) por campo. O exame ultrassonografico das glandulas
vesiculares foi realizado, porém, os sinais clinicos foram definitivos para o diagnostico.
O método de injecao intraglandular de CTMs proposto foi a aplicacdo através da fossa
isquiorretal com agulha longa de 30 a 35 cm e guia de 25 a 30 cm de comprimento
diretamente na glandula vesicular afetada. As CTMs foram cultivadas e congeladas no
laboratorio BioCell Terapia Celular® (Brasilia, DF, Brasil) e preparadas por lavagem e
centrifugacdo para a injecdo intraglandular no dia da aplicagdo. Foram injetadas 3x10°
CTMs por glandula vesicular. Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos
residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando a normalidade do teste foi significativa (P
< 0.05) os dados foram transformados ou retirados os outliers e reavaliados. O “Teste T”
foi aplicado para identificar diferencas estatisticas entre as varidveis antes do tratamento
e ap6s o tratamento. Além disso, foi realizado o teste da binomial para a comparacao de
2 proporcdes pelo teste qui-quadrado do programa R. A probabilidade de P < 0.05 foi
considerada como diferenga significativa. Os dados foram apresentados como média +
erro padrdo da média (E.P.M.). Foram observadas melhora na motilidade inicial de 60,09
+ 4,8 para 69,89 + 4,6 (P < 0,05), bem como na motilidade pds descongelagao de 26,26
+ 6,77 para 42,5 £ 5,99 (P < 0,05). O numero de doses produzidas aumentou
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significativamente apds o tratamento com as CTMs, de 95,61 £+ 23,31 unidades para
337,84 + 67,75 unidades (P < 0,05) por ejaculado. O ntimero de pidcitos observados por
campo passou de 5,83 +£0,48 para zero, demonstrando a recuperagdo das glandulas
vesiculares inflamadas. Com base nos resultados apresentados, concluiu-se que a
aplicagdo de 3x10° CTMs nas glandulas vesiculares de touros com vesiculite ¢ segura e
eficiente, pois melhorou varios pardmetros avaliados nesta pesquisa, principalmente a

producdo de doses de sémen por ejaculado.
Palavras-chave: bovino, glandulas vesiculares, inflamagao, células-tronco, reproducao
INTRODUCAO

A adenite vesicular ou vesiculite ¢ um dos mais frequentes problemas reprodutivos
encontrados em touros de campo ¢ em CCPS. Tentativas de diagnostico, tratamento e
recuperagao podem conduzir a resultados frustrantes e, muitos touros afetados sao
refratdrios aos varios regimes de tratamentos. Portanto, um touro com adenite vesicular
pode estar em boa condicao fisica, libido satisfatoria e boa capacidade de producao de
espermatozoides, mas o s€émen nao pode ser processado para congelacdo devido a
presenca de pus no ejaculado (Monke, 1984).

Os sintomas clinicos da adenite vesicular sdo semelhantes a peritonite de inicio
agudo, com desconforto, tenesmo ou claudicagdo dos membros posteriores; no entanto,
geralmente ndo apresenta sinais clinicos evidentes além das alteracdes do ejaculado com
a presenca de muitos leucdcitos polimorfonucleares (>5 PMN por cada campo contado),
com predominancia de neutréfilos (Koziol & Armstrong, 2018). A maior viscosidade do
liquido vesicular com alteragdes no seu pH pode reduzir a motilidade espermatica
(Cavalieri; Van Camp, 1997).

Os tratamentos utilizados na adenite vesicular sdo fundamentados na aplicagdo de
antibidticos e antiinflamatdrios ndo esterdides de uso parenteral, porém, a resposta ao
tratamento ¢ muito varidvel (Martinez & Barth, 2007), além do risco de resisténcia aos
antimicrobianas.

As células-tronco mesenquimais (CTMs) alogénicas caracterizam-se como uma
populacdo de células multipotentes produzidas a partir de varios tecidos organicos, como
medula dssea, corddo umbilical, placenta e tecido adiposo (Pittenger et al., 2019).
Portanto, a partir do cultivo celular de qualquer um desses tecidos as CTMs podem ser

isoladas e cultivadas (Malard; Brunel, 2021).
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As CTMs expressam muitas moléculas bioativas como as moléculas de adesdo as
proteinas de matriz extracelular, as citocinas e os receptores para fatores de crescimento,
permitindo interagdes com demais células-alvo. Essas moléculas atuam modulando a
resposta inflamatoria, estimulando a angiogénese e a mitose das células envolvidas no
processo de reparagao tecidual (Caplan, 2009).

As CTMs derivadas de tecido adiposo sao as comumente utilizadas nos laboratorios
de terapia celular pela facilidade de acesso e obtencdo de grande quantidade de tecido
para multiplicacdo celular. Elas possuem uma grande plasticidade e passam pelo processo
de diferenciagdo celular com maior facilidade e produgdo, podendo se diferenciar em
células da linhagem mesodérmica (Gimble et al, 2007).

A terapia celular ¢ considerada uma das areas mais promissoras da medicina
regenerativa, inclusive na drea reprodutiva de acordo com Pieri et al. (2019). O efeito
terapéutico das CTMs no tratamento de afec¢des reprodutivas ¢ atribuido a sua
capacidade de produzir fatores de crescimento e outras quimiocinas bem como seus
efeitos indiretos nos tecidos lesados que contribuem para a sua recuperagao e regeneragao
(Murphy et al., 2013). Varios experimentos foram conduzidos para avaliar o efeito das
CTMs alogeénicas derivadas de tecido adiposo, na recuperagdo de afec¢des de ovarios de
vacas doadoras de odcitos (Malard et al., 2020; Peixer et al., 2023) e de afeccdes no
endométrio em éguas (Navarrete et al., 2020; Tongu et al., 2021).

Baseado nos experimentos em ovarios de vacas e endométrio de éguas, foi proposta
a utilizacdo de CTMs alogénicas diretamente nas glandulas vesiculares afetadas por
inflamacao e/ou lesdes cronicas em touros para o tratamento e recuperagdo dos doadores

de sémen de CCPS.
MATERIAL E METODOS

Os touros doadores de sémen foram selecionados nos CCPS participantes do projeto
de acordo com os procedimentos do exame androlégico de touros recomendados por
Barth (2013) e Koziol & Armstrong (2018). O protocolo para o diagnostico da adenite
vesicular e triagem dos animais seguiu os procedimentos recomendados pela literatura
para casos semelhantes de vesiculite (Dagartz et al., 1987; Cavalieri e Van Camp, 1997).

O projeto foi submetido ao Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e aprovado conforme protocolo n°

23117.051597/2022-62 de 23 de setembro de 2022 (Anexo C).
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Delineamento Experimental

Para a realizagdo deste projeto foi proposto o seguinte desenho experimental:

a.

11

1il.

1v.

Selecao dos touros — foram selecionados doze touros doadores de sémen em CCPS
com idade entre 3 a 12 anos que apresentaram recidiva ao tratamento para vesiculite
com antibidticos e anti-inflamatorios parenterais € que eram importantes para a
producdo e comercializacdo de sémen.
Células-Tronco Mesenquimais — foram aplicadas 3 milhdes de células-tronco
mesenquimais (CTMs) alogénicas diretamente nas glandulas vesiculares. As CTMs
foram fornecidas pelo laboratorio Bio Cell Terapia Celular®, Brasilia, DF. Foram
realizadas duas aplicagdes de CTMs com intervalo de 45 a 60 dias entre aplicagdes
para os tratamentos.
Técnica de Aplicacido - seguiu os principios desenvolvidos por Martinez et al.
(2008) e Rovay et al. (2008) com modificagdes, para a aplica¢do de antibidticos nas
glandulas vesiculares. Apds tricotomia foram preparados os campos para aplicacao
da anestesia epidural baixa (figura 1, A) onde foram injetados 6 mL de cloridrato
de lidocaina a 2% sem vasoconstritor (Lidovet®, Bravet) por animal. Para a
anestesia do local de puncdo na fossa isquiorretal foram aplicados 5 mL do mesmo
anestésico em cada lado (figura 1, B). Apds aguardar 10 minutos foram feitas as
aplicacdes das CTMs (figuras 2 e 3). No local da puncao foi realizado um pequeno
corte com o bisturi de 1 cm de comprimento para a penetragao da guia da agulha.
Avaliacdes pré e pés-tratamento - foram avaliados os historicos de produgao dos
touros doadores antes da primeira aplicacao das CTMs e apos a segunda aplicagao
das CTMs intraglandular. Os parametros avaliados foram:

Volume ejaculado (mL), através da pesagem em balanga de precisdo tara com o

peso do tubo coletor;

Concentragio de espermatozoides/mL (x10°), em fotdometro calibrado para

s€émen bovino, diluido 1:100 (3,640 mL de soro fisiologico mais 0,040 mL de

sémen puro e leitura direta em concentragio/mL no equipamento (Accured®

IMV Technologies, Franga);

Concentragio total de espermatozoides por ejaculado (x107), pela multiplicagio

do volume ejaculado vezes a concentracao de espermatozoides por mL;

Motilidade inicial, avaliada em microscopio com contraste de fase em aumento

de 200 vezes, em porcentagem de moveis em 5 campos da lamina;
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v. Vigor inicial, avaliado junto com a motilidade, classificado de 0 a 5 onde 5 ¢ o
vigor mais rapido;

vi. Morfologia espermatica classificada em defeitos maiores, defeitos menores e
defeitos totais (%), avaliada em aumento de 1000 vezes em microscopio com
contraste de fase;

vii.  Congelabilidade, avaliada pela motilidade (%) e vigor (0-5) p6s-descongelacao
de 2 palhetas em banho-maria a 37°C por no minimo 30 segundos;

viii. Presenca de leucocitos/campo no sémen a fresco em esfregaco corado pelo
Panotico Répido no microscopio em aumento de 200 vezes;

ix. Exame de gelatinizagao pelo California Mastite Teste (CMT), utilizando 0,5 mL
de s€men em 2,5 mL do reagente, conforme Leite (1983). O resultado foi
classificado de 0 a 3 cruzes de acordo com a gelatinizacdo da amostra;

x. Palpagdo retal das glandulas vesiculares e ampolas dos ductos deferentes para
avaliar alteragdes na consisténcia, sensibilidade e a presenga de nddulos
endurecidos relacionados a vesiculite.

xi. Exame ultrassonografico das glandulas vesiculares e ampolas dos ductos
deferentes, utilizando equipamento com probe linear de 7,5 Mhz de
profundidade conforme recomendado por Gnemmi & Levebvre (2009) e

Oliveira et al. (2018).

Figura 1. Imagem dos pontos de tricotomia para anestesia epidural baixa (A) e da pung¢ado
com a agulha longa para aplicagdo das CTMs (B). Figura 2. Aplicagao das CTMs pela
punc¢do com agulha longa (30 cm) na fossa isquiorretal esquerda (A) com seringa

preparada com as CTMs diluidas (B). Fontes: arquivo do primeiro autor.
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Figura 3. Representagdo esquematica da aplicagdo das CTM com agulha longa (30 cm)
na glandula vesicular esquerda com seringa preparada com as CTM. Fonte: arquivo do

primeiro autor.

Analise estatistica

Foram obtidos dados de 5 colheitas de touros com adenite vesicular antes do
tratamento e 5 colheitas apds o tratamento. Os dados foram avaliados quanto a
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando a normalidade do teste foi
significativa (P < 0.05) os dados foram transformados ou retirados os outliers e
reavaliados. O “Teste T” foi aplicado para identificar diferencgas estatisticas entre as
variaveis antes do tratamento e apos o tratamento. Além disso, foi realizado o teste da
binomial para a comparagao de 2 proporg¢des pelo teste qui-quadrado do programa R. A
probabilidade de P < 0.05 foi considerada como diferenga significativa. Os dados foram

apresentados como média + erro padrao da média (E.P.M.).
RESULTADOS

Os animais avaliados eram oriundos de CCPS, com todos os controles sanitarios
obrigatorios em dia. A presenga de pus e pidcitos no ejaculado foi o ponto de partida para
a selecdo dos doadores para o programa de tratamento com CTMs. Os dados referentes

as caracteristicas fisicas e morfologicas dos ejaculados bem como as informagdes



43

referentes as caracteristicas clinicas pré e apds o tratamento com CTMs sao apresentadas

na Tabela 1.

Tabela 1. Médias (=E.P.M) das caracteristicas analisadas em touros com adenite vesicular
antes e apos tratamento com células tronco mesenquimais, com intervalo de 21 dias entre

as aplicagdes de CTMs e retorno as coletas de sémen.

Caracteristicas Pré-tratamento Apos tratamento
Volume (mL) 6,15+0,91% 6,41 £ 0,76
Motilidade (%) 60,09 + 4,8% 69,89 + 4,6°
Conc. (milhdes/mL) 1088,52 + 80,822 943,21 + 100,73
Pi6citos/campo 5,83 +£0,48?2 .

CMT (0a3) 1,62 + 0,422 1,5+0,86%
UFC 26,28 + 14,43 18 +0,12
Def. Maiores (%) 12,69 + 1,722 11,14 +£1,9%
Def. Totais (%) 21,25 £1,79% 19,11 £2,442
Motilidade PD (%) 26,26 + 6,77 42,5 +5,99°
N° doses/colheita 95,61 +23,31° 337,84 + 67,75°

ab [ etras diferentes dentro das linhas indicam diferencas estatisticas nas caracteristicas
seminais pré e apods tratamento (p < 0,05) pelo teste T.

Foram observadas melhora na motilidade inicial de 60,09 + 4,8 para 69,89 + 4,6
estatisticamente significativa (P < 0,05), bem como na motilidade pos descongelacio
(PD) de 26,26 + 6,77 para 42,5 + 5,99 (P < 0,05). O numero de doses produzidas
aumentou significativamente ap6s o tratamento com as CTMs, de 95,61 + 23,31 unidades
para 337,84 = 67,75 unidades (P < 0,05) por ejaculado. O ntimero de pidcitos observados
por campo passou de 5,83 £0,48 para zero, demonstrando a recuperacao das glandulas
vesiculares inflamadas.

Na tabela 2 sdo apresentadas as comparacoes descritivas entre a palpagao transretal,
avaliacdo ultrassonografica e presenga de pidcitos na lamina de analise da motilidade e
vigor. A presenca de pidcitos na lamina foi a técnica mais precisa no diagnostico da
adenite vesicular, seguida pela ultrassonografia e por ultimo a palpacdo transretal. A
ultrassonografia permite visualizar alteracdes na ecogenicidade das glandulas vesiculares
antes da presenca de alteragdes clinicas palpaveis por via transretal, enquanto a presenca

de pidcitos no sémen ¢ o melhor indicativo da inflamagado glandular.
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Tabela 2. Comparagao descritiva das glandulas vesiculares por palpacdo transretal,

ultrassonografia e presenca de pidcitos na lamina.

Meétodo Resultado
Positivo Negativo
Palpacéo transretal (n, %) 9 (75,0) 3(25,0)
Ultrassonografia (n, %) 10 (83,3) 2 (16,7)
Piocitos (n, %0) 12 (100,0) -

Dados da tabela: palpacfo transretal baseado na consisténcia, sensibilidade e tamanho dos
lobulos das glandulas vesiculares; ultrassonografia baseado na ecogenicidade da
glindula; e presenca de piocitos na ldmina de motilidade.

No grafico 1 sdao apresentadas as médias da motilidade pré-congelagao (A),
motilidade ap6s congelagdo (B) e numero de doses produzidas (C) pré e apds tratamento
com CTMs. Tais resultados demonstram estatisticamente o efeito das CTMs na

recuperagdo das glandulas vesiculares inflamadas.

Grafico 1. Médias (xE.P.M) da motilidade pré-congelagdo (A), motilidade pos-
descongelagdao (B) e nimero de doses congeladas por colheita (C) antes e apds o

tratamento com células tronco mesenquimais em touros com adenite vesicular.

A Motilidade Inicial (%)
80

P=0,02

Pré tratamento Ap0s tratamemto
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5 Colunas com letras diferentes diferem estatisticamente (P < 0,05) pelo teste T.

O grafico 2 apresenta a producdo de doses congeladas em cinco ejaculados antes
do tratamento e cinco ejaculados apds o tratamento com CTMs. O resultado ¢ marcante

com 3,4 vezes mais unidades produzidas pds-tratamento.

Grafico 2. Numero total de doses congeladas em cinco colheitas pré-tratamento e cinco

colheitas apds o tratamento com CTMs em touros com adenite vesicular.
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DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro relato de estudo sobre aplicagdo intraglandular de células-tronco
mesenquimais (CTMs) alogénicas em touros de CCPS utilizando a fossa isquiorretal
como via de administragdo ¢ com acompanhamento da producao de sémen pré e apos
tratamento. Estudos anteriores utilizando a mesma via de aplicagdo testaram o efeito de
antibioticos distintos em diferentes concentragcdes no tratamento da adenite vesicular
(Martinez et al, 2008; Rovay et al., 2008). Outros estudos se dedicaram a descri¢do da
etiologia, patogénese, nos achados anatomopatoldgicos € no diagnostico da adenite
vesicular (Monke, 1984; Dagartz et al., 1987; Gilbert, 1996; Gilbert & Fales, 1996;
Cavalieri & Van Camp, 1997).

A abordagem isquiorretal para aplicacdo das CTMs permitiu um bom controle do
posicionamento da agulha durante a manipulagdo da glandula vesicular. Somente os casos
de grande alteracdo do volume glandular exigiram esfor¢co maior para fixa¢dao e puncao
glandular. Nenhuma reagdo adversa tanto na fossa isquiorretal como nas glandulas
tratadas foi encontrada apds esse procedimento, tanto no comportamento dos animais
como na palpacao retal e nas imagens ultrassonograficas.

No presente estudo, foram utilizadas 3x10° CTMs por glandula vesicular, baseada
nas pesquisas de Mallard et al., (2020) e Peixer et al. (2023) para o tratamento de lesdes
de ovéarios em vacas doadoras de oocitos com resultados promissores. Pela resposta nos
diferentes casos tratados, é possivel dizer que a aplicagdo de 3x10° CTMs via glandula
vesicular ¢ o suficiente para tratar casos de vesiculite.

A acdo das CTMs injetadas nas glandulas afetadas provavelmente se deve ao
tropismo imediato das células ao local inflamado, da aderéncia as células secretoras e ao
tecido intersticial lesados e a acdo paracrina das CTMs nas células em regeneragdo
(Mallard; Brunel, 2021). Baseado nessas informacdes da pesquisa foi estipulado um
tempo de repouso de 21 dias entre a aplicacdo das CTM e o inicio das coletas apos
tratamento para que ocorresse a agao terapé€utica celular.

Conforme descrito por Mallard & Brunel (2021) a agdo das CTMs em processos
inflamatorios ocorre pelo tropismo positivo para qualquer area que esteja passando por
um processo inflamatério. Mesmo em touros com vesiculite unilateral as CTMs foram
aplicadas na glandula sadia ao exame clinico. Tal procedimento foi utilizado porque ¢

dificil diagnosticar a vesiculite subclinica pela palpagao retal ou pela ultrassonografia.
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Em um touro que apresentava abcesso na glandula esquerda e inflamacao aguda na
glandula direita, as CTMs atuaram bem na recuperacdo da glandula inflamada, porém,
nao houve recuperacao da glandula com abcesso devido ao grande acimulo de pus na luz
do tabulo. Ficou demonstrado que as CTMs ndo atuam em casos cronicos com abcessos
nos lobulos glandulares nao conseguindo recuperar a satide do 6rgao nessa situagao.

A injecdo de CTMs nas glandulas vesiculares resultou na presenga de sangue nas
primeiras amostras de sémen colhido em véarios touros, que desapareceu rapidamente com
a frequéncia das coletas. Presume-se que o sangramento ocorreu devido a ruptura do
tecido glandular no local da aplicacdo, com extravasamento para o ducto principal do
orgdo, sem efeito adverso duradouro.

O tratamento intraglandular com CTMs melhorou a fisiologia das glandulas
vesiculares afetadas com efeito benéfico na viabilidade espermatica ap6s a eliminagao do
pus e dos pidcitos, melhorando a qualidade do sémen, como demonstrado no grafico 1,
sobre a motilidade pré-congelagdo (P = 0,02), motilidade pos-congelagdo (P = 0,04) ¢
numero de doses congeladas por colheita (P = 0,0009).

Pelos resultados apresentados, ¢ possivel atribuir a recuperacdo das glandulas
vesiculares inflamadas ao tratamento com CTMs, no entanto, a recuperagao ocorreu apos
a segunda aplicacdo na maioria dos casos. Em um touro que recebeu apenas uma
aplicacdo de CTMs a pedido do proprietario, a recuperagdo da qualidade seminal foi mais
demorada, porém completa ap6s 90 dias da aplicag@o.

Neste estudo ndo foi pesquisado o agente ou agentes causadores da inflamagdo
glandular devido aos tratamentos efetuados com diferentes antibidticos e anti-
inflamatorios nos touros pelos veterinarios clinicos dos CCPS, o que dificultaria o cultivo
dos microrganismos no sémen, bem como pela contaminacdo saprofita da amostra
durante a colheita conforme descrito por Gilbert & Fales (1996).

A aplicag@o das CTMs resultou na cura da vesiculite na maioria dos casos tratados,
em touros entre 2 a 13 anos de idade alojados em CCPS. Embora o tempo de inicio da
vesiculite nesses touros ndo pode ser determinado, € provavel que as infec¢des fossem de

natureza aguda e cronica.
CONCLUSAO

A aplicagio de 3x10° CTMs nas glandulas vesiculares de touros com vesiculite é

segura ¢ eficiente, pois melhorou varios parametros avaliados nesta pesquisa,
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principalmente a producao de doses de sémen por ejaculado. Além disso, nenhum doador
tratado apresentou manifestag¢des clinicas negativas, tanto na primeira como na segunda
aplicagdo das CTMs. Dessa forma, a aplicacdo de CTMs alogénicas derivadas de tecido
adiposo no tratamento da adenite vesicular em touros doadores apresenta-se como uma

opcao de terapia viavel.
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ANEXO B. Artigo 2:
Protocolo para o diagndstico da adenite vesicular em touro
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RESUMO

A adenite vesicular ou vesiculite é o processo inflamatério mais frequente em touros
acometendo as glandulas vesiculares podendo se estender para as ampolas dos ductos
deferentes. Esta enfermidade pode levar a reducao da fertilidade de touros em regime de
monta natural e em touros doadores de sémen nos centros de coleta e processamento de
sémen (CCPS). Para obter bons resultados no tratamento da vesiculite é necessario
realizar o diagnéstico mais precoce possivel. Nesse artigo descrevemos os principais
métodos para identificar adequadamente um quadro de vesiculite, utilizando varios
procedimentos clinicos para dar seguranca ao veterindrio andrologista no diagndstico
dessa afeccao de carater agudo ou cronico no macho bovino. O tratamento mais adequado
serd definido a partir dos dados do protocolo de diagnostico da adenite vesicular, quadro

clinico de infec¢ao aguda ou de vesiculite cronica.
Palavras-chave: glandula vesicular, vesiculite, métodos diagndsticos, reproducao
INTRODUCAO

As glandulas sexuais acessorias ou anexas no touro sao formadas pelas glandulas
bulbouretrais, a prostata e as glandulas vesiculares. As ampolas dos ductos deferentes sao
orgdos mistos glandular e de armazenamento de espermatozoides e também sdo
importantes na formacao do sémen (Mullins; Saacke, 2001). As glandulas vesiculares sao
orgaos pares localizadas na area pélvica do touro. Elas sdo facilmente identificadas por
palpacdo retal e estdo numa posigao cranial a prostata, lateral as ampolas e dorsal a bexiga

urindria (Figura 1).


mailto:*%20E-mail:%20ncsevero@gmail.com

52

Figura 1. Imagem dos 6rgdos genitais internos do touro. 1. Par de ampolas dos ductos
deferentes; 2. Par de glandulas vesiculares; 3. Corpo da prostata; 4. Prostata disseminada
coberta pelo musculo uretral; 5. Par de glandulas bulbo-uretrais. Fonte: arquivo dos

autores.

As glandulas vesiculares saudaveis do touro adulto medem entre 8 a 15 cm de
comprimento, 3 a 6 cm de largura e 2 a 3 cm de espessura (Barth, 2013), podendo ser
levemente assimétricas em tamanho e forma sendo considerado normal. Elas tem uma
estrutura lobulada e uma consisténcia firme, mas resiliente e moveis. As glandulas
vesiculares variam muito de tamanho, sendo pequenas em touros jovens e grandes em
touros adultos. O aumento das glandulas vesiculares com perda das lobulagdes e
consisténcia firme sugerem alteracdo clinica na sua estrutura. A principal alteragdo ligada
a esse quadro ¢ a adenite vesicular ou vesiculite (Koziol; Armstrong, 2018).

A adenite vesicular ¢ um processo inflamatorio da glandula vesicular e essa
inflamacdo frequentemente resulta na presenca de pidcitos (leucodcitos degenerados) no
sémen. O agente infeccioso pode ou nao ser identificado pela espermocultura como

agente etiologico. As principais bactérias presentes na adenite vesicular sdo a Trueperella
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pyogenes, o Histophilus somni, a Escherichia coli, os Staphylococus sp. e outras bactérias
comuns em processos inflamatorios e abcessos (Martinez et al., 2008; Rovay et al., 2008).

Os sintomas clinicos da adenite vesicular aguda sdo semelhantes a peritonite aguda,
como desconforto, tenesmo ou claudicagdo dos membros posteriores; no entanto,
geralmente nao apresenta sinais clinicos evidentes além das alteragdes do ejaculado, com
a presenga de muitos leucéceitos polimorfonucleares (>5 PMN por cada campo contado
na lamina corada), com predominancia de neutréfilos (Zart et al., 2014). A maior
viscosidade do liquido vesicular e alteragdes no seu pH podem reduzir a motilidade
espermatica e a congelabilidade, com baixa sobrevida dos espermatozoides poOs-
descongelagdo no sémen criopreservado (Monke, 1984).

O objetivo deste estudo foi a criagdo desse protocolo para diagndstico de casos de
vesiculite em touros foi melhorar o diagndstico para recomendar o tratamento precoce
mais adequado da infec¢ao e assim reduzir o alto percentual de recidivas que ocorrem

nesses casos.
MATERIAL E METODOS

1. No sémen in natura

A presenca de pidcitos na observacdo entre lamina e laminula (leucocitos
degenerados) ¢ um indicativo de adenite vesicular (Dagartz et al., 1987). Ao avaliar a
motilidade e vigor do sémen puro (sem a dilui¢do inicial), entre ldmina e laminula em
aumento de 200 vezes de preferéncia, a presenca de um piodcito por campo € um indicativo
de infeccdo (Zart et al., 2014). Deve-se avaliar em torno de cinco campos por ldmina
(Barth, 2013) para ter uma avaliacdo mais segura. Essa infe¢do pode ser originada em
qualquer parte do sistema reprodutivo (epididimos, ampolas, prostata, uretra, pénis),
porém, ¢ mais frequente da glandula vesicular. O aspecto do pidcito na ldmina ¢ de um
ponto refringente 2 a 3 vezes maior do que a cabega do espermatozoide (Figura 2). Ele

tem aspecto redondo diferente de células de descamacao.
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Figura 2. Presenca de pidcitos (leucécitos degenerados) na lamina de s€men in natura

(setas). Fonte: arquivo dos autores.

2. California Mastite Teste (CMT)

Ao constatar a presenga de piocitos entre lamina e laminula, realiza-se o teste do
CMT para avaliar o nivel de contaminagdo por leucdcitos, utilizando 0,5mL de sémen
puro mais 2,5mL do reagente CMT na placa de avaliagdo. Homogeneizar por 30 segundos
e verificar a formacgdo do gel (Figura 3). O CMT ¢ um método indireto, que avalia a
quantidade de células somaticas no s€émen in natura, sob a acdo de um detergente anidnico
que atua rompendo o citoplasma e nucleo dos leucocitos, liberando o material genético
(protéico) no meio (Leite, 1983). A formagdo do gel ocorre pela interagdo dos acidos
nucléicos celulares com o detergente, quanto mais significativa a viscosidade, maior a
quantidade de células somadticas presentes no s€émen. Pode ser classificado seguindo o

padrdo para o leite bovino de 0 a 3 cruzes, conforme tabela abaixo (Leite, 1983).

Tabela 1. Classificacdo do CMT para avaliagdo do s€men suspeito de vesiculite.

Codigos Aspecto do California Mastite Teste Resultado
0 Auséncia de grumos Sem alteracdes
+- Poucos grumos no fundo da placa Suspeita
1+ Presenca de grumos sem gelatinizagdo Vesiculite inicial
2 (++) |Presenca de grumos com gelatinizagdo Vesiculite aguda
3 (+++) | Presenca de grumos com gelatinizagdo e mudanga de cor Vesiculite aguda




55

Figura 3. Imagem do teste CMT mostrando a gelatiniza¢do da amostra de sémen, positiva

para vesiculite. Fonte: arquivo dos autores.

3. Esfregaco de sémen corado

A coloragdo de um esfregaco de s€émen puro € o diagnostico final da presenca de
leucdcitos no sémen (Figura 4), classificado como método direto. A presenca de um
leucdcito/campo em pelo menos cinco campos contados, ja € o suficiente para demonstrar

a contaminacao da amostra por leucdcitos (Zart et al., 2014).

3.1. Técnica de coloracao
Qualquer corante utilizado para sémen bovino cora os leucécitos, porém, o mais

adequado ¢ o Diff-Quik® (Zart €l al., 2014) ou o Panético Rapido.

A técnica a seguir foi utilizada para o Pandtico Réapido:

a) Fazer o esfregaco com o sémen puro;

b) Secar a temperatura ambiente;

¢) Submeter a coloracao pelo Pandtico Rapido (Figura 4);

d) 5 segundos no corante 1 (fixador), escorrer o excesso do fixador e em seguida
colocar no corante 2 (vermelho) por 5 segundos e por tltimo 10 segundos no corante
3 (azul);

e) Lavar rapidamente em agua;

f) Secar a temperatura ambiente e esta pronto para leitura em 100 a 200 vezes.
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Figura 4. Pandptico rapido para colora¢do da lamina para contagem de leucdcitos no
sémen, comecando pelo fixador 1 e terminando na lavagem final. Fonte: Arquivo dos

autores.

Figura 5. Lamina corada pelo Panoptico rdpido. Presenga de muitos leucdcitos
polimorfonucleares na amostra de sémen puro. Aumento de 100x. Fonte: arquivo dos

autores.
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Figura 6. Presenca de dois leucocitos degenerados (seta azul) e um macrofago (seta
vermelha) na ldmina de sémen puro, corado com Rosa Bengala (aumento de 400x). Fonte:

arquivo dos autores.

4. Exame por Via Transretal

O exame das glandulas anexas por via transretal segue o protocolo do exame
andrologico preconizado por Barth (2013) e Koziol & Armstrong (2018). O foco principal
nesse exame sdo as glandulas vesiculares, prostata e as ampolas dos ductos deferentes.
As bulbouretrais ndo s3o palpaveis devido ao musculo uretral que envolve essas
glandulas. A uretra pélvica ¢ a primeira estrutura palpada. E uma estrutura firme e tubular
pulsatil ao toque gracas ao forte musculo uretral circundante. O corpo da prostata € o
ponto de referencia para localiza¢ao das demais glandulas. Ela é firme e em forma de anel
sobre o inicio da uretra pélvica.

As glandulas vesiculares sao palpadas cranio-lateralmente 4 prostata (Figura 7-A).
Elas variam em tamanho e forma entre touros de acordo com a idade, sendo uniformes
em tamanho e lobuladas, turgidas e modveis. As ampolas podem ndo ser distintas a
palpagdo, mas podem ser notadas na linha media pressionando as pontas dos dedos sobre
o piso da pelve, movendo os dedos lateralmente (Figura 7-A). Essas estruturas sdo mistas
em funcdo: armazenam espermatozoides e produzem secrecdo que compde o plasma
seminal (Mullins; Saacke, 2001).

As glandulas vesiculares afetadas pela vesiculite aumentam de tamanho e perdem

as lobulagdes; entretanto, em casos cronicos, pode haver aderéncias, abscessos e,
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ocasionalmente, o desenvolvimento de um trato fistuloso drenando para o reto ou,
raramente, o desenvolvimento de peritonite (Barth, 2013). A maioria dos touros afetados
nao mostram sinais de dor a palpagdo das glandulas vesiculares.

A patologia das ampolas nao ¢ detectavel clinicamente de forma confidvel.
Ampolas firmes muito grandes podem estar cheias de espermatozoides saudaveis e
vidveis ou podem conter espermatozoides mortos ou pus acumulados. Alguns touros

podem apresentar ampolas mais espessas especialmente aqueles em repouso sexual.

Tabela 2. Itens de avaliagdo das glandulas vesiculares e das ampolas dos ductos

deferentes.
Glandula Vesicular
Avaliacio Interpretacao Esquerda Direita
Consisténcia |macia firme dura

Sensibilidade |presente |ausente
Lobulacdes |presentes |ausentes
Mobilidade |presente |ausente

Simetria simétricas | assimétricas
Ampola do Ducto Deferente
Consisténcia |macia firme dura
Sensibilidade |presente |ausente
Simetria simétricas |assimétricas

5. Exame Ultrassonografico (US) Transretal

As glandulas vesiculares e demais glandulas anexas sdo avaliadas por US transretal.
As imagens sdo feitas sobre as glandulas no sentido longitudinal (Figura 7-A). Para a
verificacdo ultrassonografica das glandulas vesiculares, prostata e das ampolas sdo
utilizados equipamentos de ultrassonografia transretal equipados com transdutor linear
com frequéncia de 7,5MHz (Weber et al., 1988).

Os touros sdo contidos adequadamente e as fezes sdo removidas da ampola retal
por meio de palpagdo. Apos ¢ introduzido o transdutor no reto e realizada a localizagao
das glandulas sexuais acessoOria, com movimentos sobre a superficie dorsal das glandulas,
sendo possivel a visualizacdao do eixo longitudinal (Gnemmi; Levebvre, 2009).

O ponto de referencia ¢ a visualizacdo da uretra pélvica com sua pulsagdo
caracteristica do forte musculo uretral. A seguir ¢ visualizado o corpo da prostata como
uma estrutura anelar sobre o colo da bexiga. Num movimento craneal e lateral podemos

observar a glandula vesicular direita e em sentido oposto a glandula vesicular esquerda.
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As ampolas sdo observadas na linha media sobre a bexiga na sua maior por¢ao e apenas
a parte caudal ¢ vista sobre o colo da bexiga (Gnemmi; Lefebvre, 2009).

Conforme descrito por Kastelic e Brito (2012), a glandulas vesiculares apresentam
uma capsula distinta, com lobulos ecogénicos homogéneos, pequenas vesiculas
anecoicas cheias de liquido (1-4 mm) e um ducto coletor anecodico central.

Oliveira et al. (2018) descrevem as glandulas vesiculares normais com um aspecto
caracteristico ao US mostrando os lobulos isoecdicos circundados por uma camada
hiperecdica ao redor, a tunica adventicia, com regides hipoecoicas ou anecoicas

representando os ductos cheios de liquido no centro dos l6bulos, conforme figura 7-B.

CRL bovino 1.97 cm
GA Swi3d
EDD 26/02/2023
2 (RL bovino 4.71cm

GA Twad
EDD 11/02/2023

Figura 7. Vista dorsal das glandulas sexuais acessorias em A (glandulas vesiculares na
seta azul) mostrando o local de posicionamento do transdutor para medidas
ultrassonograficas (ampolas na seta preta). Glandula vesicular sem alteragdo na imagem

B. Fonte: arquivo dos autores.

Tabela 3. Classificacdo do aspecto das glandulas vesiculares através da ultrassonografia.

Caédigos Aspecto da glandula vesicular Resultado
1 Sem alterac¢des na estrutura lobular e na tnica Sem alteracdes
2 Areas marcadas hiperecoicas Suspeita
3 Areas marcadas hiperecéicas com tunica espessada Vesiculite aguda
4 Perda lobular com tlnica espessada e cisto(s) Ves. aguda/cronica
5 Perda lobular com tlnica espessada, cisto(s) e fibrose Vesiculite cronica

Em touros com adenite vesicular, a glandula estd aumentada, com perda da
estrutura lobular, a tinica est4 espessada e hd aumento da ecogenicidade do 6rgao e cistos

dentro da glandula (Tabela 3). Isto é de consideravel relevancia clinica, uma vez que a
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incidéncia de vesiculite clinica ou subclinica pode ser alta em touros jovens (Gonzales et
al., 2019).

As ampolas dos ductos deferentes sao visualizadas dorsal a bexiga, passando por
sua insercao sob o corpo da prostata, at€ seu término no limen uretral proximo ao coliculo
seminal (Weber et al., 1988). Ao corte transversal, as ampolas sdao redondas e
estreitamente justapostas na por¢do caudal, embora suas bordas adjacentes sejam bem
demarcadas. Cada ampola tem em média 0,84 + 0,2 cm de diametro (Weber et al., 1988).

Ao corte longitudinal, um limen anecoico de formato irregular ¢ visivel dentro de
uma faixa isoecdica do parénquima glandular circundante (Figura 8). As ampolas
diminuem de didmetro e apresentam tunica e parede glandular espessada quando estdo
inflamadas, visiveis nas imagens de US ao corte longitudinal na sua por¢ao mas espessa

(Tabela 4).

Figura 8. Imagem ultrassonografica de uma ampola do ducto deferente espessada em

touro com adenite vesicular bilateral (circulo em vermelho). Fonte: arquivo dos autores.

Tabela 4. Classifica¢ao do aspecto das ampolas através da ultrassonografia.

Caédigos Aspecto das ampolas dos ductos deferentes Resultado
1 Lumen presente e paredes normais Sem alteracdes
2 Lamen reduzido e paredes normais Suspeita
3 Ltmen reduzido ou ausente ¢ paredes espessadas Ampolite

6.  Colheita de amostra para cultura microbioldgica

A colheita de amostras para cultura na tentativas de diagnosticar o agente etioldgico

da vesiculite podem ser feitas, mas os resultados sdo muitas vezes inconclusivos (Monke,
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1984). As principais causas de falhas na identificagdo do microrganismo causador da
vesiculite sdo: 1) técnicas imprdprias de coleta de sémen ou 2) o agente etioldégico ndo
estd mais presente. Segundo Monke (1984), a incapacidade de isolar microrganismos de
alguns touros afetados com vesiculite cronica, quando técnicas adequadas de colheita do
liquido seminal foram utilizadas, sugere que o processo inflamatoério pode persistir
mesmo na auséncia do agente patogénico. Este conceito é ainda corroborado pelos
resultados refratarios ao tratamento com antibioticos em alguns touros.

A contaminac¢do do sémen colhido por vagina artificial ou eletroejaculagdo nao
permite um diagndtico adequado do agente etiologico devido a contaminagdo por
microrganismos prepuciais ou ambientais (Monke, 1984). Uma vez obtida a amostra, ela
deve ser transportada anaerobicamente até que possa ser transferida para um meio de
crescimento (Dagartz et al., 1987). Para resolver o problema de contaminagdo da amostra,
0 uso da técnica de colheita do liquido seminal descrita por Parsonson et al., (1971) é o

melhor procedimento.
6.1. Técnica de Parsonson et al., (1971) modificada:

a) Tranquilizar o touro com maleato de acepromazina a 1% (Acepran 1%® Vetnil) na dose
de 0,033mg/kg de peso vivo intramuscular (Eurides et al., 1981). Cortar o excesso dos
pelos prepuciais e limpar o 6stio prepucial com agua e sabdo neutro. Secar com papel
toalha.

b) Aguardar 10 minutos para o relaxamento dos musculos retratores do pénis, facilitando
a exposicao do o6rgao através do prepucio.

¢) Fixar o pénis projetado fora do dstio segurando com gaze estéril proximo a glande.

d) Higienizar a glande e a uretra irrigando com solucao salina estéril; introduzir um cateter
uretral estéril nimero 8 pela uretra até a borda de fixagao.

e) Fixar uma seringa estéril de 10 ml com embolo pléstico ao cateter para colher o liquido
seminal e entdo massagear as glandulas vesiculares, as ampolas e a prostata para liberar
as secrecoes.

f) Lacrar a ponta da seringa com calor, identificar, colocar no gelo recicléavel e encaminhar

ao laboratorio para o cultivo microbioldgico.
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CONCLUSOES

Hé varios métodos para identificagdo adequada de vesiculite, utilizando um ou mais
procedimentos clinicos no diagndstico dessa afec¢do no bovino. O procedimento mais
adequado ¢ utilizar o CMT de uma amostra do ejaculado associado a lamina corada pelo
pandtico rapido para qualificar e quantificar o problema da vesiculite. A avaliagcdo das
glandulas vesiculares e ampolas dos ductos deferentes pela palpacao e ultrassonografia
auxilia na avaliagdo da extensdo das lesdes nos 6rgaos. A cultura microbioldgica deve ser
feita sempre no inicio do processo inflamatorio. O tratamento mais adequado sera

definido a partir do diagnostico baseado no quadro clinico agudo ou cronico da vesiculite.
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Finalidade ( ) Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto Inicio: 01/10/2022 Término: 30/03/2023
Espécie / Linhagem / Grupos TaxonGmicos Bovino

Ndmero de animais 40 animais

Peso / Idade 900kg/ 2 a 10 anos

Sexo Macho

Centrais de processamento e criopreserva¢do de sémen bovino

Ori Local
rigem / Loca (Alta Genetics, Uberaba, MG; Central Bela Vista, Botucatu, SP)

Centrais de processamento e criopreserva¢do de sémen bovino

Local onde serdo mantidos os animais:
(Alta Genetics, Uberaba, MG; Central Bela Vista, Botucatu, SP)

eil Documento assinado eletronicamente por Luiz Fernando Moreira Izidoro, Coordenador(a), em 26/09/2022, as
ﬂimm‘; 7 | | 13:46, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro
de 2015.

eletrénica
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H—ﬁ- A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?
g™ acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 3949243 e o cédigo CRC
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