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RESUMO

A preocupacgdo do excesso de populacdo canina esta relacionada com zoonoses como a raiva, que é
responsavel por 99% dos casos de raiva humana, causando a morte de aproximadamente 59.000 pessoas
por ano. A esterilizagéo cirirgica € um método de controlo eficaz, dispendioso e invasivo com impacto
limitado. Os efeitos dos fitoestrogénios na actividade reprodutiva tém sido geralmente estudados nas
fémeas, e um nimero limitado nos machos. Portanto, o objectivo deste estudo era determinar o efeito da
administracdo subcutanea de coumestrol na actividade gonadal em cades adultos como uma alternativa
para o controlo reprodutivo. Foram determinados parametros béasicos de avaliacdo seminal, estrutura
epididimal por ultra-sonografia, caracteristicas histologicas, bem como a presenca de coumestrol por
fluorescéncia e niveis séricos de testosterona e estrogénio. A administracdo de coumestrol durante cinco
semanas reduziu a producdo de esperma, e mostrou alteracbes na equodensidade epididima e
celularidade, associadas as concentracdes de estradiol e testosterona no soro. Por conseguinte, conclui-
se que o coumestrol administrado subcutaneamente tem um efeito estrogénico que pode ser utilizado como
método nao invasivo para ajudar a controlar a fertilidade em caes adultos.
Palavras-chave: epididimo, espermatozdides, estrogénios, fitoestrogénicos, testiculos, céo, controlo
reprodutivo.

ABSTRACT
The concern of canine overpopulation is related to zoonoses such as rabies, which is responsible for 99%
of human rabies cases, causing the death of approximately 59,000 people per year. Surgical sterilization is
an effective, costly and invasive control method with limited impact. The effects of phytoestrogens on
reproductive activity have been commonly studied in females and a limited number in males. Therefore, the
objective of this study was to know the effect of subcutaneous administration of coumestrol on the gonadal
activity of adult dogs as an alternative for their reproductive control. Basic seminal evaluation parameters,
epididymal structure by ultrasonography, histological characteristics, as well as the presence of coumestrol
by fluorescence and serum levels of testosterone and estrogens were determined. The administration of
coumestrol for five weeks reduced sperm production, and evidenced changes in the echodensity and
cellularity of the epididymis, associated with serum concentrations of estradiol and testosterone. Therefore,
it is concluded that coumestrol administered subcutaneously has an estrogenic effect that can be used as
a non-invasive method to help control fertility in adult dogs.
Keywords: epididymis, spermatozoa, estrogens, phytoestrogens, testis, dog, reproductive control.
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INTRODUCAO

A superpopulacdo canina é um problema mundial com impacto na saude animal e publica
(Rubel & Carbajo, 2019), uma vez que sdo uma fonte de problemas de saude, politicos,
socioeconémicos e de bem-estar, particularmente nos paises em desenvolvimento. Estes
problemas incluem a circulagdo nas ruas causando acidentes de transito, latidos,
agressfes e mordeduras. A crescente populagdo de cées vadios nos paises da América
Latina € alarmante, com varios factores a contribuir para 0 aumento da sua populacéo,
sendo 0 mais comum o abandono pelos responsaveis, que € a principal causa do niumero
de caes a vaguear pelas ruas ou a viver em abrigos para caes (Mota-Rojas et al., 2021).
A principal preocupacdo da superpopulacdo canina esta relacionada com doencas
zoonoticas, especialmente a raiva canina, uma doenga subdeclarada e negligenciada nos
paises em desenvolvimento, que é responsavel por 99% dos casos de raiva humana
mediada por cdes em todo o0 mundo, matando anualmente cerca de 59.000 [intervalo de
confianca de 95%: 25.000-159.200] pessoas em todo o mundo. Estdo em curso esforgos
para reduzir a zero as mortes humanas devidas a raiva mediada por cées até 2030
(Hampson et al., 2015; Hampson et al., 2019).

A esterilizacdo cirargica € o melhor método para impedir a reproducdo e,
consequentemente, a superpopulacao de caes. No entanto, o impacto dos programas de
esterilizacdo tem sido limitado, principalmente devido aos elevados custos operacionais
gue tornam dificil chegar ao maior niumero possivel de cdes (Evans et al., 2022; Belsare
& Vanak, 2020). Devido a isto, 0 abate em massa continua a ser utilizado como o principal
método de controlo populacional em grande parte do mundo, sendo mal aceite pela
sociedade, pelo que a Organizacdo Mundial de Saude publicou directrizes em 1990
desencorajando o uso do abate e recomendando métodos alternativos, tais como
meétodos contraceptivos (Smith et al., 2019).

Devido a isto, diferentes investigacbes tém-se concentrado em encontrar e propor
métodos alternativos de controlo da fertilidade canina, incluindo a utilizagdo de hormonas
sintéticas (por exemplo, andrégenos sintéticos), esterilizacdo quimica (por exemplo,
gluconato de zinco neutralizado por arginina, cloreto de calcio), imunocontracepc¢éao (por
exemplo, vacina inibidora da hormona gonadotropina) (Sandam et al., 2021; Root
Kustritz, 2018; Asa, 2018; Massei et al., 2013), bem como, a utilizacdo de ultra-sons
terapéuticos a diferentes frequéncias (Leoci et al., 2015), entre outros. No entanto,
algumas metodologias podem apresentar efeitos adversos diferentes e néo
demonstraram ser totalmente eficazes (Sandam et al., 2021; Asa, 2018; Root Kustritz,
2018). Por este motivo, a utilizacdo de fitoestrogénios é considerada como um método
complementar.
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Os fitoestrogénios (FEs) sdo compostos polifendlicos derivados de plantas, divididos em
varios grupos, incluindo isoflavonas (genisteina), lignanos (enterolactona), flavonas
(luteolina), estilbenos (resveratrol) e coumestanos (coumestrol) (Adler et al., 2015; Pérez-
Rivero et al., 2009). Tém estruturas semelhantes aos estrogénios enddgenos e podem
induzir ou inibir as respostas dos receptores hormonais porque tém a capacidade de se
ligar aos receptores de estrogénio (RE) alfa (REa) e beta (REB) localizados em tecidos
de diferentes 6rgaos, incluindo os 6rgédos reprodutores. Esta ligagdo esta com maior
afinidade com REB (Rietjens et al., 2017).

Algumas investiga¢fes indicam que os FE actuam como desreguladores endocrinos ao
competirem com estrogénios enddgenos para se ligarem aos seus receptores e podem
produzir efeitos biolégicos positivos ou negativos na saude animal (Beszterda & Franski,
2018). Semelhante a qualquer droga, a intensidade do efeito no tecido alvo depende da
dose ou da via de administracédo dos FE, uma vez que estes sofrem diferentes processos
de absorcéo, biotransformacédo, distribuicdo e excrecdo. Além disso, os seus efeitos
podem variar em funcédo do fitoestrogénio, espécies expostas, sexo, via de administracao,
dose e duracdo da exposicdo, bem como o momento da exposicdo durante o
desenvolvimento reprodutivo ou a vida adulta. Assim, os FE tém a capacidade de agir
como estrogénios agonistas que produzem efeitos estrogénicos classicos ou como
antagonistas dos estrogénios (inibindo o efeito dos estrogénios) (Dominguez-Lopez et
al., 2020; Mostrom & Evans, 2018).

Além disso, os EFs podem modular o eixo hipotdlamo-hipo6fise, tém também a
capacidade de inibir a expressao do mRNA aromatase (citocromo P450), resultando na
diminuicdo da biossintese local de estrogénios, resultando na inibicdo celular, incluindo
a espermatogénese, participando como reguladores intracelulares do ciclo celular e da
apoptose (Dominguez-LOpez et al.,, 2020; Lephart, 2015; Cerendolo et al., 2009;
Kawakami et al., 2004).

Coumestrol (COU) esta presente em alfafa (Medicago sativa), trevo branco (Trifolium
repens), espinafre (Spinacia oleracea) e rebentos de soja (Glycine max) (Cerendolo et
al., 2009; Dominguez-Lopez et al., 2020). Tem a capacidade de agir como um disruptor
enddcrino de REa e REB, que sao amplamente distribuidos no aparelho reprodutor
masculino durante o desenvolvimento e aidade adulta (Cooke et al., 2021). No céo, foram
detectadas RE em células intersticiais de Leydig, espermatids redondos,
espermatogonia, e no tecido conjuntivo da epididima (Serrano et al., 2008).

Uma peculiaridade do COU é que pode ser detectado naturalmente por fluorescéncia
guando se liga ao RE, € excitado a um comprimento de onda de 390-400 nanémetros
(azul) e emite fluorescéncia a um comprimento de onda de 532-559 nanémetros (verde)
(Wang et al., 2014).
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COU tem sido estudado como um possivel método de controlo reprodutivo em cées. Nas
cadelas, quando administrado oralmente, induz uma diminuicdo dos niveis de
progesterona e um aumento dos valores de estrogénio sérico, sem afectar a celularidade
do epitélio vaginal (Pefia-Corona et al., 2020). Nos homens, quando administrado
oralmente, afecta a histoarquitectura do epitélio germinal dos tubos seminiferos (Pérez-
Rivero et al., 2009). O mesmo efeito também foi relatado em morcegos hematéfagos
(Desmodus rotundus) em machos (Pérez-Rivero et al., 2014).
Os espermatozoides que passam dos testiculos para os epididimos sdo gametas nao
funcionais, e é durante o seu transito através dos epididimos que, através da sua
interacgdo com proteinas, amadurecem, adquirem motilidade progressiva e a capacidade
de fertilizar os ovos (Ali Hassan et al., 2021; Cornwall, 2009), pelo que os epididimos
podem ser um alvo para o controlo reprodutivo de espécies consideradas transmissoras
de doencas. Portanto, o objectivo deste estudo era determinar o efeito da administragcéo
subcutanea de coumestrol no epididimo de caes adultos como alternativa para o controlo
reprodutivo.

MATERIAL E METODOS
Bem-estar animal
O estudo foi aprovado com o niumero de protocolo DC-2017/2-4, pelo Comité Interno de
Cuidados e Utilizacdo de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Nacional Autonoma do México. Foi conduzido de acordo com 0s principios
dos 3 R's de investigacao animal (NCRRAR).

Animais

Foram incluidos dez cdes machos entre 2 e 3 anos de idade, de racas diferentes,
sexualmente maduros, com um peso médio de 14 + 2,9 kg. Clinicamente saudavel com
ambos os testiculos escrotalizados.

Experiéncia

Os caes foram divididos aleatoriamente em dois grupos com cinco caes cada: controlo
(C) e tratamento com coumestrol (TCOU), e foram seguidos durante 5 semanas
continuas. Na primeira semana, o grupo TCOU recebeu uma dose Unica de 1,2 mg/kg
subcutaneamente de coumestrol (COU, Sigma Aldrich® Lot# BCBH0742V Pcode:
101171142 e Lot# BCBN3969V Pcode: 101652427), dissolvido em dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma Chemical Co®) para dar uma concentracdo de COU de 100 pg/ul, que foi
misturado com 300 pl de veiculo quitosano. O Grupo C recebeu apenas DMSO e veiculo
chitosan na mesma quantidade e via de administragdo (Miranda-Castro & Lizarraga-
Paulin, 2012).
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Estudos clinicos

Cada cao de ambos os grupos: C e TCOU, antes da administracdo do tratamento, na
primeira semana da administracéo do tratamento e posteriormente todas as semanas por
4 vezes, foi submetido a quatro avalia¢des: avaliagao da producao e qualidade seminal,
ultra-som para avaliar testes e epididimos e recolha de sangue para determinacao de
indicadores hormonais.

Concentracado de esperma, morfologia e motilidade

Apés a obtencdo da ejaculacdo, a motilidade progressiva foi avaliada em 4X e 10X, a
concentragdo e morfologia do esperma foram determinadas de acordo com a
metodologia proposta por Zuvela & Matson (2020) e Johnston (1991).

Ultrasonografia

Os caes foram colocados em decubito lateral esquerdo sem sedacdo para avaliacédo
ultrasonogréfica transscrotal tanto dos testiculos como dos epididimos. Uma maquina de
ultra-sons K10-Vet (KontroLab®) e um transdutor microconvexo de 7,5 MHz foram
utilizados para determinar quantitativamente a ecogenicidade do testiculo, do mediastino
e da cabeca do epididimo. Para cada regido anatémica, foram obtidas e avaliadas
imagens digitais no plano sagital, foram seleccionadas aleatoriamente vinte areas em
cada imagem para determinar os pixéis da escala de cinzentos de cada uma. Foi
considerado um valor de "0" todo preto e "255" todo branco. Foi utilizado o software
ImageJ (NIH; Morales et al., 2021).

Morfologia Gonadal

Na quinta semana, todos os caes de ambos os grupos foram submetidos a orquiectomia
bilateral sob anestesia inalatoria (isoflurano-oxigénio) e disseccao epididimal de ambos
os testiculos. As seccbes da cabeca epididima e do corpo foram fixadas na solucdo de
Bouin para processamento por incorporagao de parafina e foram obtidas secc¢des de 3
micrémetros de espessura e coradas com hematoxilina e eosina (Aziz & Zeman-Pocrnich,
2022; Kurowicka et al., 2015).

As seccgbes da cabeca epididima foram avaliadas por microscopia ligeira (Optisum® MIC
900T) e foram tiradas microfotografias a 20X e 40X. Posteriormente, o diametro, area e
espessura do epitélio tubular, bem como a area ocupada pelo pacote de esperma no
limen de cada tabulo foram determinados com o software LSM 5® (Carl Zeiss).

Identificacdo de receptores de estrogénio

Duas seccdes histolégicas ndo manchadas de cada testiculo de ambos os grupos (C e
TCOU) foram avaliadas por microscopia confocal Leica TCS SP2 com um comprimento
de onda de 400 nanémetros (luz azul) para excitacdo e 550 nandémetros para detectar a
emissao de fluorescéncia verde associada a COU ligada aos receptores de estrogénio
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presentes (Serrano et al., 2008; Pérez-Rivero et al.,, 2009). Foram também obtidas
imagens digitais para determinar a intensidade da fluorescéncia emitida expressa em
pixels com o programa ZEN Blue 3.5 Carl Zeiss Microscopy GmbH.

Parametros de testosterona sérica e estradiol

As amostras de sangue foram obtidas por punc¢éo venosa jugular durante o dia com pelo
menos 8 h de jejum, distribuidas em tubos sem anticoagulante. As concentracdes de
testosterona sérica e estradiol foram determinadas por ensaio de imunoadsorcéo
enzimatica (ELISA) utilizando kits comerciais (DRG Testosterone ELISA EIA-1559 e DRG
Estradiol Sensitive ELISA EIA-4399, DRG Instruments GmbH®, Alemanha) e seguindo o0s
protocolos do fabricante. A sensibilidade analitica dos testes de testosterona e estradiol
foi de 0,083 ng/ml e <1,399 pg/ml respectivamente. Os coeficientes de variacao intra-
ensaio e inter-ensaio dos testes foram: 3,59%, e 7,12% para a testosterona, e 6,36%, e
7,60% para o estradiol. Se a concentracdo de soro fosse inferior ao limite de
quantificacdo, o valor limite inferior era atribuido a essa amostra.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software PAST 3.01® (Hammer, 2001). Foram
obtidas as medianas = erro padrdao (EP) e o intervalo entre quartis (Q1-Q3) dos
parametros de celularidade determinados nas gdénadas, bem como a intensidade de pixel
das imagens de ultra-som e fluorescéncia. As diferencas entre grupos foram analisadas
com o teste Mann-Whitney. O nivel de significancia foi fixado em p < 0,05.

RESULTADOS

Producao de esperma

A concentracdo inicial de esperma do grupo C era de 1,79+0,001 X108
espermatozoides/ml, que ndo mostraram variacdo nas semanas seguintes. Pelo
contrario, no grupo TCOU (Tabela 1), a concentragcdo de esperma nos ejaculados
mostrou uma diminuicdo numérica evidente da primeira para a quarta semana, a
concentracdo determinada na quinta semana que foi de 0,420+0,002X108
espermatozoides/ml foi mais baixa (p<0,05) do que as concentracdes determinadas nas
quatro semanas anteriores.

A motilidade do esperma diminuiu significativamente (p<0,05) a partir da semana 3.
Relativamente a morfologia do esperma, houve um aumento na semana 3 de alteracdes
na cauda e nas gotas citoplasmaticas proximais e distais associadas a maturacdo na
epididima (Tabela 1).
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Indicadores sonograficos e morfologia gonadal

A ecogenicidade gonadal (Tabela 2), mostrou que o parénquima gonadal do grupo OCT
(69,9£2,9) foi aumentado (p>0,05) com respeito a ecogenicidade determinada no grupo
C (63,9£2,6).

Na ecografia testicular (Figura 1), a intensidade dos pixels mostrou uma diminuicdo da
ecogenicidade na regido mediastinal (rede testicular) e na regido da cabeca epididimal
(p<0,05).

A avaliacao da celularidade na cabeca epididima de ambos os grupos C e TCOU (Tabela
3) n&o mostrou diferengas entre eles, contudo, os intervalos dos valores determinados
em cada grupo observados nos quartis eram evidentes.

Nas observacdes histologicas da celularidade epididima (Figura 2), o grupo TCOU
mostrou um decréscimo da massa espermatica e dos microfilhos luminosos.

Tabela 1. Concentracdo semanal de esperma, morfologia e motilidade em cées tratados com
coumestrol (grupo TCOU)

Concentragdo de espermatozéides X108 espermatozéides/ml.
MedianazEP (Q1-Q3)

Semana 1* 2 3 4 5 Mann-
Whitney
P
Tratado 1.79+0.001 1.58+0.05 1.17+0.09 0.952+0.03 0.42010.0022 <0.05
(1.78-1.79) (1.48-1.68) (1.01-1.32) (0.41-1.49) (0.41-0.42)
Controlo 1.7940.001 1.68+0.03 1.68+0.04 1.60+06 1.78+0.02 >0.05
(1.78-1.79) (1.68-1.78) (1.58-1.70) (1.55-1.79) (1.70-1.79)

Motilidade do esperma %
Mediana (Q1-Q3)
Tratado >90 (89-92) >90 (88-91) 502 (50-50) 507 (45-60) 602 (50-60) <0.05

Controlo >90 (89-92) >90 (89-92) >90 (89-92) >90 (89-92) >90(89-92) >0.05

Morfologia do esperma % * EP

Tratado 8611.5 88+1.1 6517.0° 56+5.5° 57+2.9° <0.05
Normal
Controlo 86x1.5 87+2.0 88+1.0 86+2.0 89+1.5 >0.05
Normal
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Tratado 1+0.80 4+1.5 10+4.52 914,52 5+2.5 <0.05
Cauda
enrolada

Controlo 1+0.80 1+0.5 - - - >0.05
Cauda
enrolada

Tratado - - - 2+2 74 >0.05
Gota
proximal

Controlo - - - - - -
Gota
proximal

Tratado - 1+0.5 1+0 7112 - <0.05
Gota distal

Controlo - - - - - -
Gota
Distal

Tratado 4+2 2+0.25 18+10 34+132 32+6.9° <0.05
Cauda
dobrada

Controlo 412 2+1 - - 2+1 >0.05
Cauda
dobrada
*Inicio do tratamento. 2indica o parametro onde existe uma diferenca significativa no teste Mann-Whitney

Tabela 2. Ecogenicidade Gonadal em cées de controlo e caes tratados com coumestrol

Mann
. Controlo Q1-Q3 Coumestrol Q1-Q3 .
Grupo/Quartil MedianatEP Mediana MedianatEP Mediana Wh||;[,ney
Parénquima
63.9+2.6 45.5-77.5 69.9+2.9 51.5-83.5 >0.05
Mediastinum 67.3+2.0 55.5-77.0 60.0+2.4 46.5-73 <0.01
Cabeca epididima 53+2.9 35.5-64 44+1.8 39-47 <0.05

Ultra-som Gonadal/Pixels cinzentos
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Tabela 3. Parametros de celularidade dos epididimos dos caes tratados com coumestrol

Mann
e Controlo Q1-Q3 Coumestrol Q1-Q3 .
Cabega epididima MedianatEP Mediana MedianatEP Mediana Wh|l;[>ney
Morfometria
Didametro pum 273+5.7 235-306 314+5.3 279-340 <0.01
< 43665- 61362-
2

Area pum 60882+2593 73608 79688+£2716 90872 <0.01
Espessura do 59.7+1.0 53.4-64.4 75.9+1.0 67.0-83.6 <0.01
epitélio um
Comprimento do 23.6+0.4 20.8-25.6 13.00.6 8.6-17.9 <0.01
microvilli em pm
Spermatozoa
(Area da pacote 7991.1- 781.0-
espermatico em 12703.9+2026.7 182015 8371.8+2605.5 141815 <0.05
Hm?)

Presenca de receptores de estrogénio

A presenca de receptores de estrogénio (Figura 3 e Tabela 4), foi evidenciada pelo
aumento numeérico dos pixels médios no tecido conjuntivo nas estruturas epididimas do
grupo TCOU de 21,5£0,9 em comparacao com o grupo C que apresentou 6x0,5 (p>0,05).

Tabela 4. Intensidade da fluorescéncia associada com a presenca de receptores de estrogénio

Mann
. Controlo Q1-Q3 Coumestrol Q1-Q3 .
Grupo/Quartil MedianatEP Mediana MedianatEP Mediana Wh|';[)ney
Epitélio
1.4+0.1 0-3 3.1+0.4 0-5.7 <0.01
Tecido conjuntivo
6.0+0.5 3-8 20.9+0.9 14.2-26 >0.05

Intensidade da fluorescéncia/Pixels verdes
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Figura 1. Ultra-som do testiculo e epididimo. A. Grupo de controlo. B. Grupo OCT, notar a diminui¢cao
da ecogenicidade ao nivel do hilo testicular (setas). C. Ecogenicidade evidente no epididimo dos caes do
grupo de controlo. D. Diminuicdo da ecogenicidade no epididimo dos cées do grupo OCT

Figura 2. Seccéo histoldgica de um segmento da cabeca epididima. A. Cabeca do grupo de controlo
epididymis (40X), detalhe do inset de microvilli B. Cabec¢a do grupo epididimo tratado coumestrol (40X),
detalhe do inset mostrando auséncia de microvilli. Chefe do grupo epididimo tratado coumestrol (40X),
ampliacéo de detalhe inset mostrando auséncia de microvilli. Bar 100pm
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Figura 3. Fluorescéncia, em epididimo, demonstrando a presenca de receptores de estrogénio
(coumestrol). A. Fluorescéncia escassa no epididimo dos cées do grupo de controlo, no qual a diminuicao
do epitélio € proeminente. B. Intensa fluorescéncia no epididimo de caes tratados com coumestrol
mostrando um aumento do tecido conjuntivo.

Parametros hormonais

Os niveis hormonais determinados (Figura 4), mostraram diferencas entre o grupo C e 0
grupo TCOU. No grupo C, os niveis de testosterona eram constantes, mas havia uma
variagcdo nos niveis de estradiol. No grupo TCOU, uma diminuicdo dos niveis de
testosterona, associada a um aumento dos niveis de estradiol, foi evidente a partir da
guarta semana até a quinta semana.

Valores Hormonas Grupo Controlo
Valores Hormonas Grupe TCOU

— Testosterona

——Testosterona e
- = Estrogenio

---Estrogénio

-
Estragenos pg/ml

Testostenona ng/ml

lestosterona ng fml
LY
Estrogenospg/mi

Semana Semana

Figura 4.- Valores de testosterona sérica e estrogénio. A. Em cées tratados com coumestrol, era
evidente uma diminuicdo da testosterona associada a um aumento do estradiol, B. Em c&es do grupo de
controlo, ndo era evidente qualquer relacdo entre hormonas devido ao efeito do coumestrol
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DISCUSSAO

Os ejaculados caninos normais devem ter pelo menos 80% de espermatozoéides
morfologicamente normais e viaveis (Chtopik & Wysokinska, 2020). Neste estudo,
verificou-se que a morfologia normal dos espermatozoides era 60% ou inferior a partir da
terceira semana de tratamento, o que é semelhante ao relatado em cdes considerados
inférteis ((Barbosa de Souza et al., 2015). A diminuicdo da concentracao de esperma e o
aumento de espermatozoéides com gotas citoplasmaticas sao provas do efeito inibidor do
coumestrol na actividade gonadal.

A motilidade do esperma reportada em cées férteis deve ser superior a 70% (Johnston,
1991), no presente estudo nos cées do grupo TCOU a partir da semana 3 foi de 60% ou
inferior, um valor semelhante ao reportado em caes inférteis (Barbosa de Souza et al.,
2015). No presente estudo, foram encontradas alteracdes secundarias da morfologia do
esperma, que estdo associadas a sua maturacao no epididimo ou durante a preparacao
das amostras de sémen. Entre as principais alteracbes, destacam-se uma cauda
enrolada apertada a partir da semana 3 e uma goticula citoplasmatica distal a partir da
semana 4 apdés o tratamento. Um ponto a considerar na interpretacéo destes resultados
€ que o tempo médio de passagem através do epididimo de espermatozoides em cées
domeésticos é de 15 dias (3 semanas) (Chtopik & Wysokinska, 2020), o mesmo intervalo
de tempo em que as alteracbes comecaram a ser detectadas no espermiograma.

Como a estrutura dos fitoestrogénios é semelhante a dos estrogénios enddgenos e estes
tém a capacidade de se ligarem as RE, é possivel observar efeitos fisiolégicos nos tecidos
gue expressam o receptor (Rietjens et al., 2017; Beszterda & Franski, 2018). Quando a
molécula COU se liga a qualquer um dos receptores de estrogénio (REa e REB) pode
emitir um sinal fluorescente (Serrano et al., 2008; Wang et al., 2014. No presente estudo,
tal sinal foi detectado com maior intensidade no tecido conjuntivo do epididimo de cées
do grupo TCOU, confirmando que o COU é absorvido e provavelmente liga-se aos
receptores de estrogénio presentes neste tecido, o que foi anteriormente relatado por
Pérez-Rivero et al. (2014) em morcegos hematofagos adultos (Desmodus rotundus)
testes e por Serrano et al., (2008) em cédes machos, em ambos os casos quando o COU
foi administrado oralmente.

Em relacdo a ecogenicidade do parénquima testicular, esta € homogénea em toda a
periferia, observa-se uma area com diminui¢cao da ecogenicidade na regido mediastinal,
que corresponde a localizacdo do vaso deferente e da rede testicular, que é consistente
com as alteracdes encontradas a nivel histolégico relacionadas com a dilatagcdo dos
tubulos do epididimo, a perda de microvilli e a diminuicdo do conteddo de esperma no
seu lumen (Mantziaras, 2020; Lubinus et al., 2006).

O processo de biossintese dos estrogénios depende da actividade da enzima aromatase,
membro da superfamilia do citocromo P450 (Hess & Cooke, 2018). Aromatase €
responsavel pela conversdo de testosterona e androstenediona em estrogénios
aromaticos, 173-estradiol e estrone, respectivamente (Hess & Cooke, 2018). Foi relatado
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gue o COU pode ligar-se a enzima aromatase, resultando na inibicdo da biossintese de
estrogénios, pelo que é possivel que o aumento da concentragcao serica de testosterona
se deva a este efeito (Wyse et al., 2021; Lephart, 2015).

Os estrogénios encontram-se em concentracdes elevadas nas células epiteliais que
revestem as condutas eferentes, sendo a sua principal funcdo reabsorver o liquido
luminoso e, assim, aumentar a concentracao de espermatozdides. A auséncia do efeito
biolégico dos estrogénios induz a acumulacéo de fluido nas condutas eferentes, o que
acaba por levar a dilatacdo das condutas e dos testiculos, seguida de uma diminuicéo da
altura epitelial, do nimero e da altura dos microvilli no epididimo e, posteriormente, da
atrofia do epitélio seminifero, todas estas alteracdes favorecem a diluicdo do sémen
(Hess & Cooke, 2018; Pérez-Rivero et al., 2009).

CONCLUSAO

Estudos demonstraram que a administragdo subcutanea de coumestrol pode ser uma
alternativa ndo invasiva para diminuir a capacidade fertilizante dos cées, uma vez que
induziu alteracbes na actividade gonadal e celularidade associadas a diminuicdo da
producdo de esperma e da qualidade do esperma. Contudo, sdo ainda necessarios
estudos para avaliar o seu possivel efeito reversivel e a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides.

Financiamento
O estudo foi apoiado pela Universitaria Metropolitana Autbnoma Unidade Xochimilco
(UAM), projecto de investigacdo DCBS.445.12.
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