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RESUMO

O controle populacional de cdes e gatos errantes € uma preocupacao
mundial, pois esses animais sédo portadores de zoonoses, predam a fauna nativa e
atacam animais domésticos. A adocao de todos esses animais € impossivel, devido
a sua grande capacidade reprodutiva, portanto, a esterilizacdo é a alternativa mais
vidvel. Apesar das fémeas conceberem diversos filhotes em uma Unica gestagdo, um
unico macho é capaz de emprenhar muitas fémeas em um curto periodo de tempo,
sendo sua esterilizacdo mais eficiente no controle populacional. Animais submetidos
a métodos cirdrgicos necessitam de tratamento especial pré e poés-cirurgia, sendo
necessarias despesas com farmacos e equipamentos cirargicos. Fora isso, as
complicacBes poés-cirurgia podem ser extensas, tornando esses métodos pouco
viaveis para uso em larga escala. Os métodos ndo cirargicos sdo mais baratos, ndo
requerem o0 emprego de um cirurgido e tém periodo de recuperacdo
substancialmente inferior. Os métodos ndo cirurgicos se dividem em trés grupos:
Terapia Hormonal, Imunocontracepc¢éo e Castracdo Quimica. A terapia hormonal e a
imunocontracepcao ndo sao meétodos confidveis para o controle populacional devido
a seu periodo limitado de efetividade, enquanto a castracdo quimica alcanca
resultados permanentes, sendo uma alternativa mais viavel. Porém, para que a
castracdo quimica seja efetiva, ela deve danificar todo o tecido envolvido, sob risco
de haver regeneracédo de células de Leydig e até de tubulos seminiferos. Diversos
métodos promissores de castracdo quimica ja foram descritos, mas ainda séo
necessarios muitos estudos sobre a amplitude de seus efeitos a longo prazo e

substancia ideal para cada espécie.

Palavras-chave: controle populacional; castracao quimica; zinco



ABSTRACT

Population control in stray cats and dogs is a worldwide concern, as these
animals carry zoonotic diseases, prey on the native wildlife and attack domestic
animals. The adoption of all of these animals is impossible, due to their great
reproductive capacity, thus, sterilization is the most viable option. Despite females
being able to conceive several puppies in a single gestation, a single male is able to
impregnate many females in a short period of time, making its sterilization the
efficient choice in population control. Animals submitted to surgical methods require
special pre and post-surgery treatment, resulting in the necessity of expenses with
drugs and surgical equipment. Also, post-surgery complications can be significant,
rendering these methods infeasible for use in large scale. Non surgical methods are
cheaper, don’t require the presence of a surgeon and have a much shorter
recuperation period. Non surgical methods can be divided into three groups:
Hormone therapy, Immunocontraception and chemical castration. Hormone therapy
and immunocontraception aren’t reliable for population control by reason of the short
duration of their effects, while chemical castration can achieve permanent results,
being a better alternative. Although, for chemical castration to be effective, it must
damage al the involved tissue, lest there’ll be regeneration of Leydig cells and
seminiferous tubules. Many promising methods of chemical castration have been
described, but several studies about the amplitude of their long-term effects and ideal

compound for each species are still required.

Keywords: population control; chemical castration; zinc



1. Introducéo

A castracdo em machos j4 é reconhecida a milhares de anos. Era
utilizada nos animais para domesticar mais facilmente um rebanho e evitar

comportamentos indesejados. (Taylor, 2002)

Por volta de 6.200 A.C, as sociedades que viviam da plantacdo de gréos
viram nos bovinos uma oportunidade para aumentar sua producdo, fundindo a
agricultura e o pastoreio. Diferente de carneiros e bodes, os touros eram fortes o
suficiente para tracdo, sendo utilizados para arar a terra, para transporte e outras
tarefas criadas pelas sociedades humanas cada vez maiores. Para que os touros
realizassem essas tarefas, era necessario desenvolver algum método que os
tornasse déceis. Também era impossivel manter um grande numero de touros
confinados juntos ou na companhia de vacas, a menos que fossem castrados. Antes
disso, os machos eram criados apenas pela sua carne, sendo poucos machos
mantidos vivos, apenas com o proposito de manter as fémeas lactantes. Agora, as
sociedades agricultoras haviam encontrado uma espécie animal cujo uso seria mais
lucrativo se muitos adultos machos fossem mantidos vivos (Taylor, 2002). Do séc.
XV ao séc. XIX a técnica comecou a adquirir carater profissional e foi se
aprimorando. Esses profissionais tinham uma licenca especial para castrar animais
de fazenda. A medicina veterinaria moderna no final do séc. XVIII lentamente tomou
conta do processo de castracdo, trazendo certo nivel de humanidade ao processo.
Em 1975, uma publicacdo da British Small Animal Veterinary Society declarou que
qualguer um com idade superior a 18 anos estava legalmente autorizado a realizar
castracdo de um cdo ou um gato até que esse tivesse seis meses de idade, desde
gue o procedimento anestésico adequado fosse utilizado. Em 2007, a lei havia
mudado e somente meédicos veterinarios licenciados poderiam realizar a castracao

de cées ou gatos. (Purswell & Jochle, 2010).

Hoje, sabemos que a esterilizagcdo tem grande importancia na medicina
veterinaria. Neoplasias testiculares sdo as neoplasias mais comuns em cédes machos,
estando o tumor de células de Sertoli e tumor intersticial entre os principais
(Johnston, 2001). Esses tumores secretam suas secrec¢des descontroladamente,

desregulando o equilibrio hormonal do corpo e levando a diversas sindromes
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paraneoplasicas. Outra doenca importante € a hiperplasia benigna da prostata,
sendo dependente de concentragcdes aumentadas de Di-Hidrotestosterona (DHT). A
castracdo pode evitar todas essas patologias (Johnston, 2001). Além disso, a
castracdo evita comportamentos e cruzamentos indesejaveis e auxilia no controle
populacional (Cavalieri, 2017). Outra possibilidade € seu uso para promover maior
ganho de peso nos rebanhos (Da Costa, 2002).

Quando se trata de controle populacional, diversos estudos e modelos
matematicos feitos com insetos propuseram que a esterilizacdo exclusiva de machos
e seu retorno a uma determinada populacdo, seriam suficientes para, em um
pequeno numero de geracdes, levarem aquela populacéo a extingdo (Knipling, 1959;
Berryman, 1967). Apesar de realizado com insetos, Knipling (1959) prop6s que esse
modelo poderia ser usado com qualquer animal. A esterilizacdo de cées e gatos de
rua machos é mais eficiente para o controle populacional devido ao grande potencial
reprodutivo de um Unico macho, que pode dar origem a muito mais filhotes do que
uma UuUnica fémea poderia (Johnston, 2001). O controle populacional é de
importancia internacional, podendo auxiliar na diminuicdo do nimero de animais de
rua, assim como reduzir drasticamente a prevaléncia de doencgas que ponham em
risco a saude publica (Jana & Samanta, 2007) e corrigir o desequilibrio no
ecossistema pela caca excessiva da fauna nativa por parte dos gatos de rua
(Paranzini et al., 2018). A castracdo cirurgica € eficiente, mas pode ocorrer
sangramento e infeccdo, além de ser cara, requerer a presenca de cirurgides e ter
um periodo de recuperacao lento, sendo necessario o uso de medicamentos para
controlar a dor. Isso torna o método cirirgico um candidato pouco eficiente para o
controle populacional (Jana & Samanta, 2007). Comparado a métodos cirurgicos, 0s
métodos nao cirdrgicos causam menos dor e estresse para 0s animais, além de
eliminar fatores como miiase e sangramento (Cohen et al., 1990). Além disso, um
estudo realizado em Sao Paulo demonstrou que 56,5% dos proprietarios de cées
adotados em abrigos é contra a castragcdo cirurgica, citando compaixao, falta de
necessidade, custo e mudanca de comportamento como principais justificativas
(Soto et al., 2005).



2. Anatomofisiologia Reprodutiva

O sistema reprodutor masculino tem atividade gametogénica a partir da
puberdade e por toda a vida do individuo, produzindo e liberando grande quantidade
de espermatozoides (Berne & Levy, 2009). Em cées, o volume ejaculado pode variar
entre 2,5 a 80 mL e a concentracdo de espermatozoides varia de 4 a 400 x 10%/mL
(Johnston, 2001). Ja nos gatos, o volume varia de 0,02 a 0,12mL. Um volume bem
menor que o do cdo, mas com a compensacdo de uma concentracao espermatica
com variagédo entre 100 a 2600 x 10° espermatozoides por mL (Dukes, 2006). Os
orgaos genitais estdo envolvidos no amadurecimento, transporte e armazenamento
dos espermatozoides. Compreendem um par de testiculos, epididimo, ducto
deferente, uretra e glandulas genitais acessorias. Os testiculos estdo envolvidos na
producdo de esperma e hormdnios, enquanto o epididimo armazena
espermatozoides durante seu amadurecimento antes de sairem pelo ducto deferente
e pela uretra. As glandulas acessoérias também escoam contetdo para a uretra,
contribuindo para o volume seminal. A porcao distal da uretra une os caminhos para
a passagem da urina e do sémen. O pénis € o 6rgado copulador, que se introduz na

vagina da fémea e deposita 0 sémen no trato reprodutor feminino (Kénig, 2011).

2.1 Espermatogénese

A espermatogénese consiste na espermatocitogénese (formacéo de
espermatides a partir de espermatogbnias) e espermiogénese (diferenciacdo das
espermatides em espermatozoides), ocorrendo no epitélio germinativo de tubulos

seminiferos.

As células menos diferenciadas sdo denominadas espermatogonias. Duas
populacdes de espermatogbnias existem: uma populacdo reserva resistente a
radiacdo e injurias toxicas residindo firmemente aderidas a lamina basal, e a
populacdo proliferativa. As espermatogobnias proliferativas se dividem por mitose,
mudando de espermatogdnia tipo A para espermatogonia tipo B ou espermatog6nias
filhas (Berne & Levy, 2009). A citocinese entre as células filhas é incompleta,

permitindo que as células se comuniguem entre elas, tendo sua manutencao atraves
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de pontes celulares. A espermatogonia filha inicia um processo de meiose e, durante
a fase de préfase, € denominada espermatocito priméario (Seeley et al., 2011). Em
sua primeira divisdo, se divide em espermatdcitos secundarios, que se dividem em
espermatides hapldides. As espermatides sdo pequenas e arredondadas,
eventualmente sofrendo a metamorfose denominada espermiogénese. Elas se viram
para a membrana basal e completam o desenvolvimento. Ocorre alongamento do
nacleo, formacdo do acrossomo, uma pequena estrutura sobrepondo a cabeca,
desenvolvimento do flagelo com a mitocondria formando a peca intermediaria e
expulsdao do citoplasma remanescente para o Ilimen do tdbulo seminifero. Os
espermatozoides imaturos sédo soltos no limen tubular pelas células de Sertoli. Esse
processo é denominado espermiacdo (Berne & Levy, 2009). Eles entdo sé&o
mandados até a rede testicular e, em seguida, até a cabeca do epididimo. No
epididimo, espermatozoides ganham motilidade e habilidade de fertilizar, sendo
armazenados por fim, na cauda do epididimo (Johnston, 2001)

2.2 Eixo hipotadlamo-hipo6fise-gonadal

Os mecanismos hormonais envolvendo o sistema reprodutivo do macho envolvem o
hipotdlamo, a hipéfise e os testiculos (Figura 1). Um horménio denominado
Hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH) € secretado pelo hipotadlamo, que
passa pelo sistema porta-hipofisario, alcancando a porcdo anterior da hipéfise. As
células, em resposta a presenca do GnRH, secretam dois horménios, chamados de

gonadotrofinas, pois influenciam a fung¢éo das génadas.

As duas gonadotropinas sdo o horménio Luteinizante (LH) e o Hormonio
Foliculo-estimulante (FSH). Seus nomes vém de suas fun¢cbes em fémeas, mas eles

tém funcdo importante em machos.

A testosterona é o principal horménio masculino. Ela é classificada como
um andrégeno, pois estimula o desenvolvimento das estruturas reprodutivas

masculinas e caracteristicas sexuais secundarias (Seeley, 2011).
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Figura 1 - Regulagdo de hormonios da reprodug¢dao no macho (Adaptado de Seeley, 2011)

A testosterona também retroalimenta negativamente a producéo de LH,
seja na forma de testosterona seja na forma de seus metabdlitos, Di-
hidroxitestosterona (DHT) e 17B-estradiol. Esses trés hormoénios, além de inibir a
expressado do receptor de LH nas células de Leydig, também suprimem a expressao
da producéo de GnRH no hipotalamo e do receptor de GnRH na hipofise (Berne &
Levy, 2009).

O FSH se liga as células de sustentacdo dos tubulos seminiferos (Células
de Sertoli), promovendo o desenvolvimento dos espermatozoides (Seeley, 2011) ao
auxiliar a conversao de testosterona em estrogénio (Dukes, 2006). Além disso, ao se
ligar na célula de Sertoli, estimula a sintese da proteina Inibina, que retroalimenta
negativamente a producédo seletiva de FSH (Berne & Levy, 2009) e converte a

testosterona em DHT, um andrégeno mais potente que a testosterona (Dukes, 2006).



2.3 Testiculos

O testiculo é revestido por uma capsula fibrosa denominada tunica
albuginea, composta por fibras coldgenas, apresentando irrigacao visivel em um
padrdo caracteristico para cada espécie (Konig, 2011). Histologicamente, a tunica
albuginea apresenta um espessamento denominado mediastino testicular de onde
saem septos fibrosos que atingem a tlnica albuginea do outro lado, dividindo cada
testiculo em aproximadamente 250 compartimentos piramidais, denominados
I6bulos testiculares. Como os septos sdo incompletos, os l6bulos se comunicam
entre si. Cada l6bulo contém um a quatro tubulos seminiferos, envoltos por tecido
conjuntivo frouxo, que contem vasos sanguineos, linfaticos, nervos e células de
Leydig, formando o compartimento peritubular (Junqueira & Carneiro, 1999; Berne &
Levy, 2009).

Além do compartimento peritubular, os tdbulos seminiferos criam um
compartimento intratubular, composto pelo epitélio seminifero (Berne & Levy, 2009).
A parede de cada tubulo seminifero é composta por células de sustentacéo,
denominadas células de Sertoli, se estendendo da lamina basal até o [imen (Figura
2) (Konig, 2011). As células de Sertoli formam jun¢des aderentes, comunicando-se
com células da linhagem germinativa em todos os seus estagios. Ao formar e
desfazer essas juncdes, elas guiam as células espermaticas em direcdo ao lumen
conforme essas passam para 0s estagios tardios da espermatogénese. Outra
caracteristica das células de Sertoli € a capacidade de formar juncdes compactas
entre elas, dividindo o epitélio seminifero em um compartimento basal, contendo
espermatogbnias e espermatdécitos primarios no estagio inicial, € um compartimento
adluminal contendo espermatocitos primarios em estagio avancado e todos os
estagios seguintes de células espermaticas. Conforme, as ceélulas germinativas
evoluem, as juncdes entre as células de Sertoli se desagregam e se agregam. Essa
juncdo compacta entre elas forma a base fisica para a barreira hematotesticular,
criando um ambiente imunologicamente seguro para o desenvolvimento do
espermatozoide. As juncbes compactas restringem o movimento de substancias
entre 0 sangue e as células germinativas, permitindo as células de Sertoli total
controle sobre a disponibilidade de nutrientes para as células da linhagem

germinativa (Figura 3) (Berne & Levy, 2009).
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Figura 2 - Esquema de um corte transversal de um ttbulo seminifero. (Adaptado de Seeley, 2011)

divisdo

Figura 3- Interagdes entre células testiculares na regulagdo da espermatogénese. (Berne & Levy, 2009)
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As células de Sertoli também tém funcdo hormonal, sendo dependentes
da testosterona produzida pelas células de Leydig e do Horménio Foliculo
Estimulante (FSH), produzido pela hipéfise para maxima producdo de
espermatozoides. Além disso, as células de Sertoli secretam a enzima CYP19
(também denominada aromatase), responsavel pela transformagédo da testosterona
em 17B-estradiol, um potente estrégeno cuja producdo dentro da célula de Sertoli
aumenta a espermatogénese (Berne & Levy, 2009). Também produzem grande
guantidade de fluido, proporcionando um meio adequado para manutencdo dos
espermatozoides e movimentagdo dos mesmos até o epididimo, e fagocitam
residuos correspondentes ao citoplasma do espermatozoide, que foi descartado
durante a espermiogénese. Finalmente, é importante mencionar que as células de
Sertoli produzem a inibina, cuja secrecao € estimulada pelo FSH, sendo responsavel

pelo feedback negativo, cessando a secrecdo de FSH pela hipofise.

J& as células de Leydig sd@o células produtoras de esterdides no estroma
testicular. Elas armazenam colesterol que, sob efeito do AMPc, é convertido em
pregnenolona. Sob efeito da 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (33-HSD), a
pregnenolona se converte em progesterona, depois 17-hidroprogesterona, e depois,
androstenediona. Apos isso, a enzima 17(3-Hidroxiesteroide desidrogenase (17[3-
HSD) transforma a androstenediona em testosterona. (Berne & Levy, 2009).

2.4 Epididimo

O epididimo esta anexado ao testiculo e consiste em tubulos contorcidos
alongados, unidos por tecido conjuntivo. Pode ser dividido em cabeca, corpo e
cauda. A cabeca recebe os ductos eferentes do testiculo, que se unem formando o
corpo do epididimo. O ducto do epididimo prossegue até a cauda do epididimo,
fixada no testiculo pelo ligamento préoprio do testiculo. No ducto do epididimo, ocorre
a maturacao final dos espermatozoides, que sao armazenados na cauda até que
ocorra a ejaculacdo (Konig, 2011). As mudancas que ocorrem nos espermatozoides
incluem uma redugé&o adicional de citoplasma, maturagao do acrossomo e habilidade

de penetrar a zona pellcida no ovocito (Seeley, 2011).
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Os espermatozoides entram no epididimo, impulsionados pelo fluido
testicular e por cilios de células nos ductos eferentes (Crabo, 1965). Ocorre aumento
gradual da presséo hidrostatica dentro do epididimo conforme o espermatozoide
avanca distalmente em direcdo a cauda (Johnson et al.,, 1975). O mecanismo
primario responsavel por esse acontecimento € a presenga de musculatura lisa de
densidade crescente, com contrac¢des ritmadas ao longo de todo o tubulo epididimal
(Robaire et al., 2006).

O epitélio do epididimo é secretorio, adicionando diversos componentes
ao fluido seminal (Berne & Levy, 2009). Também tem funcdo absortiva, captando os
dejetos celulares expelidos pelos espermatozoides em maturagédo (Seeley, 2011).
Esses dejetos celulares sao expelidos em forma de uma goticula citoplasmética, que
desce da regido da peca intermediaria, sendo expelida na regido do annulus. A
presenca dessa goticula em muitos espermatozoides representa imaturidade (Hafez,
2013) O espermatozoide testicular ndo apresenta motilidade, sendo notado apenas
um movimento descoordenado do flagelo. Ao se isolar espermatozoides da cabeca
do epididimo, sua motilidade € alterada, normalmente em movimentos circulares. Ao
sair do epididimo pela cauda, sua motilidade € unidirecional e vigorosa (Robaire et
al., 2006). Esse padrao unidirecional de movimento comega a ser visto em alguns
espermatozoides a partir do corpo do epididimo, se tornando o padrao dominante na
cauda (Hafez, 2013). A producdo de um fator de quiescéncia impede o gasto
desnecessario de energia pelos espermatozoides, mantendo-os iméveis ao reduzir

suas atividades enzimaticas intracelulares (Ghosh et al., 2018)

Durante a espermiogénese, a cromatina do nucleo das espermatides
passa por um processo de compactacdo. Enquanto os espermatozoides passam

pelo epididimo, ocorre uma compactacao adicional da cromatina (Hafez, 2013).

A habilidade de fertilizacdo dos espermatozoides adquirida no epididimo
provém de uma série de fatores: (a) desenvolvimento de motilidade retilinea, (b)
alteracbes de padrbes metabdlicos e estrutura de organelas especificas na cauda,
(c) mudancas na cromatina nuclear, (d) mudancas na superficie da membrana
plasmatica, (e) migracédo e perda da gota citoplasmatica e, (f) modificacdo da forma

do acrossomo em, pelo menos, algumas espécies (Hafez, 2013).
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2.5 O papel do Zinco na reproducéo de machos

O zinco € um elemento importantissimo na reproducdo de mamiferos,
sejam machos ou fémeas. O zinco é necessario para a maturacdo de
espermatozoides, para ovulacdo e para fertilizacdo. Seus diferentes efeitos podem
ser explicados pela acdo mdltipla no metabolismo de horménios andrégenos,

estrogeno, progesterona e prostaglandinas (Favier, 1992).

O zinco age como um cofator enzimatico, se ligando a horménios,
conferindo-lhes uma configuracdo espacial ativa, ou modificando a forma de
receptores para esses horménios, seja na membrana ou no nucleo da célula. Sua
suplementacdo melhora tanto a sintese quanto a absorcdo da testosterona. Além
disso, a b5a-redutase, responsavel pela conversdao da testosterona em di-
hidrotestosterona (DHT), € ativada por um uma pequena quantidade de zinco, ainda
gue desativada na presenca de zinco excessivo. Outro papel importante do zinco é
na composicado de todos os receptores nucleares para horménios esterdides, além
de ser necessario para 0s receptores na prostata aceitarem o DHT (Favier, 1992).
Em ratos, foi encontrado zinco na cauda de espermatozoides, indicando que o zinco
€ essencial para a sua forma estrutural. Ratos com deficiéncia de zinco
apresentaram muitas deformidades da cauda de espermatozoides além de

concentracdo reduzida (Apgar, 1985).

Altos niveis de metalotioneinas estdo presentes nos testiculos de ratos
adultos (Apgar, 1992). Essas enzimas protegem o organismo de intoxicagcdo por
metais pesados, tendo alta afinidade por alguns deles como zinco, cobre, cadmio,
prata, mercurio, ouro, niquel e cobalto. Zinco e cobre, apesar de essenciais para a
vida, sdo toxicos quando em alta quantidade (Hamer, 1986). Além de proteger o
organismo da eventual intoxicagdo por zinco, acredita-se que essas proteinas
distribuem zinco uniformemente pelo tecido (Martelli, 2006). Sua alta incidéncia em
tubulos seminiferos pode ser explicada pela importancia do zinco no sistema

reprodutor masculino.
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3. Métodos néo cirurgicos de esterilizagao

A técnica de esterilizacdo ideal deve levar a esterilizacdo completa do
animal com um Unico tratamento, sendo seus efeitos permanentes, sem efeitos
negativos no bem estar e produtividade animal e por um baixo custo. Deve ser facil
de realizar e ser especifica ao animal tratado, sem afetar individuos nao-alvo, seja
da mesma espécie ou outra. Ela também deve ter um efeito consistente, suprimindo
a gametogénese e regulando ou dissipando a sintese de esterdides que influenciem
no comportamento (Jana & Samanta, 2011). Foram elaboradas diversas técnicas
nao-cirdrgicas ao longo dos anos, com intuito de baratear o processo e melhorar a
recuperacdo das partes envolvidas, sendo também, menos traumaticas fisica e

emocionalmente.

As técnicas nao-cirargicas podem ser classificadas em terapia hormonal,
imunocontracepcdo e esterilizacdo quimica (Lopes & Silva, 2014). A terapia
hormonal promove apenas a suspensdo temporaria da fertilidade de animais em
estagio de reproducdo. Hormobnios esterdides exdgenos suprimem a fertilidade
indiretamente através da inibicdo da secrecdo de gonadotrofinas (Kutzler & Wood,
2006). Esse método promove a infertilidade utilizando progestdgenos, andrégenos
ou agonistas de hormonio liberador de gonadotrofinas (Johnston et al., 2001). A
Imunocontracepcao é efetuada através de uma vacina que suprime a fertilidade de
machos e fémeas. Diversos alvos ja foram identificados, como GnRH, LH, seus
receptores, e antigenos espermaticos. (Kutzler & Wood, 2006). Por fim, a
esterilizagdo quimica envolve a injecdo de agentes quimicos nos testiculos,
epididimos ou vasos deferentes, promovendo a infertilidade ao induzir azoospermia
em animais machos. E uma técnica simples, barata e apropriada para a esterilizagéo
em larga escala tanto em animais domeésticos quanto de vida livre (Jana & Samanta,
2011).
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3.1 Castragéo hormonal

A regulacdo hormonal leva a supressao temporéaria da fertilidade via
inibicdo da secrecdo de gonadotrofinas por parte da hipdfise (Principalmente o LH)
(Kutlzer & Wood, 2006). Usam-se progestagenos, androgenos ou analogos do

horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Lopes & Silva, 2014)

3.1.1 Progestagenos

Os progestagenos sao farmacos analogos a progesterona. Embora sejam
mais comumente usados como método anticoncepcional de fémeas, o acetato de
megestrol e o acetato de medroxiprogesterona (MPA) séo alternativas relativamente
populares para uso em machos (Lopes & Silva, 2014). Levam a teratozoospermia,
sugerindo que o MPA tem efeito epididimal e, quando associado a testosterona, tem

efeitos ainda mais rapidos (Johnston et al., 2001).

Os machos, como as fémeas, sdo dependentes de LH e FSH para manter
sua funcdo gametogénica. Pelo mesmo principio de feedback negativo da fémea, os
progestagenos exdgenos suprimem a secrecdo de gonadotropinas em machos,
levando a producgéo de espermatozoides defeituosos. (Kutzler & Wood, 2006). Doses
orais diarias de MPA a 2mg/kg e 4mg/kg por sete dias falharam em surtir qualquer
efeito na qualidade do sémen de cdes, mas uma administracdo subcutanea de
20mg/kg da droga produziram uma resposta em trés dias com diminuicdo da
motilidade, morfologia e concentracdo espermatica (England, 1997). Progestagenos
sdo contraindicados devido a alguns efeitos adversos, como supressao
adrenocortical, alteragcdes no metabolismo da glicose e desenvolvimento de tumores

mamarios ou outros tumores malignos de natureza diversa (Asa &Porton, 2005).

3.1.2 Andrégenos

A administracdo de androgenos exdgenos é mais eficiente do que a de
progestagenos. Administracdo de 5mg/kg de um composto constituido por diferentes
eésteres androgenos (0,6 mg de propionato de testosterona, 1,2 mg de

fenilpropionato de testosterona, 1,2 mg de isocaproato de testosterona, e 2mg de
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decanoato de testosterona) em caes machos resultou em uma grade diminuicdo da
motilidade espermatica, persistindo por 3 meses (England, 1997). Outros agentes
efetivos, a metiltestosterona e o danazol, um derivado sintético da 17 a-etinil
testosterona, resultaram em azoospermia em 60 dias. Esses efeitos sdo reversiveis
em 60 dias (freshman et al., 1990; Dixit, 1977).

Além desses agentes, a prolactina em humanos é sintetizada pela
hipofise. Em humanos, seu excesso causa oligospermia ou azoospermia. Em cées,
a administracdo de prolactina levou a alteracdes evidentes nos tabulos seminiferos,
porém, apés trés meses sem a droga, houve regeneracdo dos tdbulos e os cées
testados conseguiram emprenhar fémeas, que deram a luz, filhotes normais. As
concentragdes de FSH, LH e testosterona n&o foram alteradas com o tratamento e
0s autores sugerem que a prolactina tenha algum efeito diretamente nos testiculos e

nao na regulacao hormonal (Shafik, 1994).

Dos os efeitos colaterais associados ao uso exégeno de andrégenos,
destacam-se dermatite seborreica, disfuncbes hepaticas, obesidade e mudancas
comportamentais. Os andrégenos sao contraindicados em animais pré-puberes,
devido a alteragbes na conformacéo dos 0ssos que eles podem causar (Gray et al.,
2001).

3.1.3 Analogos de GnRH

Para que ocorra secrecdo de grandes quantidades de LH e FSH, a
hipofise precisa ser exposta a uma série de breves aumentos e diminuicdes nos
niveis de GnRH. Se administrado em pulsos frequientes em pequena quantidade, ele
auxilia no tratamento da infertilidade. Entretanto, niveis elevados de GnRH no
sangue por periodos muito longos levam a dessensibilizacdo da hipofise a seus
estimulos, diminuindo a secrecdo de LH e FSH (Seeley, 2011). Tendo isso em
mente, diversos analogos de GnRH foram desenvolvidos para suprimir a fertilidade.
A exposicdo constante ao GnRH reduz a secrecdo de gonadotropinas através de
dessensibilizacdo dos receptores de GnRH na hipodfise (Kutzler & Wood, 2006).

Existem farmacos com diferentes apresentacoes, reversiveis com a suspensao do
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tratamento (Bowen, 2008), assim como implantes, ja testados em cédes (Ludwig.,
2009) e furbes (Schoemaker et al., 2008).

A deslorelina € bastante comum, tendo seu préprio produto comercial,
disponivel na Australia e Nova Zelandia (Suprelorin®, Peptech Animal Health).
Trata-se de um implante, cujo fabricante alega resultar em esterilizacdo por no
minimo 6 meses em 98% dos cdes (Kutzler & Wood, 2006). Estudos com implantes
de deslorelina reduziam a concentracdo plasméatica de testosterona e LH a niveis
indetectaveis dentro de 6 semanas, voltando ao normal apds 60 semanas (Junaidi et
al., 2003).

Além da deslorelina, injecdes subcutaneas diarias de nafarrelina na dose
de 2ug/kg/dia diminuem a concentracdo basal de testosterona até alcancar a
infertilidade dentro de 3 semanas. A fertilidade foi restaurada oito semanas apés a
pausa do tratamento (Vickery et al., 1985; Goodpasture et al., 1988).

Apesar de eficientes, os métodos hormonais sdo impréprios para o
controle populacional. E preciso se lembrar de que o método contraceptivo ideal
deve ser permanente, e o tratamento sO deve precisar ser feito uma Unica vez (Jana
& Samanta, 2011). Nenhum dos métodos hormonais € permanente, necessitando
uma nova administracdo apdés um determinado periodo. Esses métodos séao
eficientes para caes de proprietarios que desejam a reproducdo de seus animais,
mas ndo querem comportamentos sexuais como a monta ou demarcacdo de
territério. Isso € ainda mais importante onde ha criacdo de animais para venda,
guando a monta deve ser controlada e conflitos entre os animais devem ser evitados

ao maximo.

Ainda assim, o método mais indicado dentre os hormonais é 0 uso de
analogos de GnRH. Progestagenos séo totalmente contraindicados devido a efeitos
colaterais severos, enquanto andrégenos ndo devem ser usados em filhotes pré-
puberes devido a interferéncia na formacdo dos ossos, ainda ocorrendo efeitos
colaterais em adultos como obesidade, dermatite seborreica e um efeito que vai
contra o desejo da maioria dos proprietarios: A maior expressao das caracteristicas
comportamentais como demarcacdo de territorio, agressividade e monta (Lopes &

Silva, 2014).
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Os anéalogos de GnRH nao tem efeitos colaterais conhecidos e costumam
ser eficientes na maioria dos caes. A confianca nesses agentes é tanta que foi
desenvolvido um produto comercial a base de deslorelina para cées, que

supostamente é eficiente em 98% dos céaes por até 6 meses (Kutzler & Wood, 2006)

Apesar de néo ser o foco desse trabalho, a castracdo hormonal pode ser
considerada um método valido de conseguir a esterilizacdo do animal se for o desejo
do proprietario que essa seja temporaria.

3.2 Imunocontracepc¢éo

A imunocontracepcao consiste no uso de vacinas, que irdo levar o
organismo a criar anticorpos contra 0 GnRH ou o LH (Lopes & Silva, 2014). Seu uso
ja foi testado em potros (Dowsett et al,. 1991), em cées (Gonzalez et al., 1989),
gatos (Ladd et al., 1994) e em animais de producéo (Pirard Et al., 2001). Diversos
candidatos alvos para essas vacinas ja foram identificados, incluindo GnRH, LH,
receptores pra LH, antigenos espermaticos e, em fémeas, a zona pelicida dos
ovécitos (Kutzler & Wood, 2006).

3.2.1 Imunizacao contra o GnRH

O desenvolvimento de uma vacina contra o GnRH é dificil. Ele ndo €&
naturalmente imunogénico, por ser um pequeno decapeptideo com conformacao
relativamente semelhante entre todos os mamiferos. Entdo, sob condi¢cbes normais,
0 GnRH é facilmente reconhecido pelo sistema imune como tecido proprio. Por isso,
uma vacina derivada de GnRH nativo ndo resulta em nenhuma resposta a antigenos
e, se resultar, ocorre apenas uma resposta fraca e pouco duradoura, ja que o animal
€ tolerante aos proprios hormdénios (Kutzler & Wood, 2006). Entretanto, o GnRH
pode ser alterado o suficiente para ser reconhecido como material estranho, ao ser
conjugado junto a alguma outra molécula que possua diversos determinantes

antigénicos, desencadeando uma resposta de IgG (Mitchison, 1971).

Foi possivel alcancar perda da funcao testicular em cédes com a fusdo do

GnRH e o epitopo p35 de células T auxiliares originadas do contato com a proteina
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F presente no virus da cinomose (Jung et al., 2005). A vacina¢do de cdes machos
com toxinas tetanicas conjugadas a GnRH teve efeitos similares, levando a
testosterona a niveis de castracdo em 4 semanas. Esses efeitos eram revertidos
guando os titulos de anticorpos decaiam. Essa mesma vacina em gatos machos nao
resultou em infertilidade, pois a taxa de anticorpos ndo era tdo alta (Ladd et al.,
1994).

Atualmente, alguns produtos com formulacdo baseada em GnRH existem
no mercado, como o Improvest®/Improvac® (Zoetis, NJ, USA), aprovado para uso
em suinos machos com o objetivo de prevenir a reproducéo e o cheiro desagradavel
de porcos criados para abate. Contem um analogo incompleto de GnRH conjugado
com DEAE-dextran como um adjuvante. Outro produto utilizado é o Bopriva®, com
uso indicado para bovinos. A diminuicdo da testosterona e o0 atraso do
desenvolvimento testicular em touros jovens sdo observadas seis semanas apos a
injecdo (Jannet et al., 2012). Diversos outros produtos existem, mas seu uso é
especialmente voltado para fémeas (Naz & Saver, 2016).

Vacinas de GnRH ndo causam nenhum efeito adverso indesejavel em
machos ou fémeas. Pelo contrario, animais vacinados de diversas espécies

apresentaram melhores condi¢des corporais do que 0s animais nao vacinados.

3.2.2 Imunizacéao contrao LH

Pineda et al (1967) descreveu a imunocontracep¢ao contra LH bovino em
coelhos machos e fémeas, obtendo bons resultados. Os estudos em cades também
foram bem-sucedidos (Lunnen et al., 1974). A funcao reprodutiva de cées vacinados
contra o LH foi fortemente debilitada por até um ano utilizando uma vacina contendo

LH bovino purificado, ocorrendo atrofia dos testiculos, epididimos e prostata.

3.2.3 Imunizacao contra antigenos espermaticos

Os antigenos espermaticos sdo um alvo excelente para
imunocontracepc¢ao, pois suas proteinas ja sdo vistas pelo organismo como

‘invasoras” tanto para machos quanto para fémeas (Talwar & Naz, 1981). Esses
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anticorpos afetam tanto a fertilizacdo quanto a fertilidade. Entretanto, o
espermatozoide inteiro ndo pode ser usado para o desenvolvimento da vacina, pois
divide diversos antigenos com outras células somaticas, o que poderia desencadear
em uma resposta auto-imune perigosa (Naz et al., 2005). A busca por antigenos
especificos presentes no espermatozoide resultou no uso da lactato desidrogenase
(LDH-C4) e da acrosina como os principais antigenos (Talwar & Naz, 1981), mas até
agora, nenhum resultado satisfatério no controle da fertilidade foi obtido (Naz et al.,
2005).

Os resultados com a vacina contra LH bovinos (Lunnen et al., 1974) foram
incrivelmente variaveis, tendo retorno da funcéo reprodutiva dos cées testados em
15 a 52 semanas, demonstrando a falta de confiabilidade da técnica para controle

populacional.

Jana & Samanta (2007) também mencionam que as técnicas de
imunizacdo variam quanto a efetividade e duracdo da azoospermia. Também
mencionam as reacfes adversas a vacina observadas como uma desvantagem do

método.

Um estudo em ratos demonstrou que imunizacdo com um peptideos de
GnRH inserido em wuma vacina com 0 virus da raiva induziu altos niveis de
anticorpos, garantindo a protecdo contra a raiva (Wu, et al., 2009). Isso indica a
possibilidade de desenvolver uma vacina combinando a esterilizacdo sexual e a
imunidade contra raiva. Porém, talvez fosse melhor implementar uma técnica mais
confiavel para promover a esterilizacdo desses animais, devido a inconfiabilidade da

imunocontracepcao.

Como a castracdo hormonal, a imunocontracepcéo apresenta resultados
bons para animais em ambiente controlado, mas apesar de baixa taxa de efeitos
colaterais, sua efetividade é temporaria, tornando a técnica uma candidata

inadequada para o controle de populacdes de animais de rua.
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3.3 Castracado quimica

A castracdo quimica € um procedimento ndo invasivo que promove
alteracbes definitivas nas estruturas do aparelho reprodutor masculino, levando a
reducéo total ou parcial da producdo de espermatozoides, sendo um método mais
barato e mais seguro, comparado a métodos cirargicos tradicionais, mesmo sem
atingir os mesmos niveis de eficacia (Lopes & Silva, 2014). Refere-se ao uso de
elementos que geram inflamacdo, fibrose e dano as estruturas do aparelho
reprodutor masculino. Um agente ideal deve ser seguro, efetivo, barato, permanente,
eficaz com uma Unica injecdo e com efeitos previsiveis no comportamento e na
saude (Jana & Samanta, 2011). No caso de animais para consumo humano, esse
agente ainda ndo deve deixar nenhum residuo que alteraria a qualidade da carne
(Cavalieri, 2017).

Diversas substancias com potencial como agente esclerosante foram

descobertas nos ultimos 60 anos, mas trés se destacaram acima dos outros:

Cloreto de cadmio: Provavelmente o primeiro agente esclerosante com
sinais testiculares a ser descoberto. Alguns pesquisadores ainda estudam seus
efeitos (Da Costa et al. 2002; Ribeiro, 2013), mas ndo é mais usado hoje em dia por
ser considerado muito perigoso e instavel (E. Cameron et al., 1963; Martelli, 2006).
Sua descoberta deu inicio a uma busca por agentes igualmente eficientes, que nao

causassem 0s mesmos efeitos colaterais (Kamboj & Kar, 1963).

Zinco: Um metal muito presente no organismo, de suma importancia no
liguido seminal (Hidiroglou, 1984). Ao tentar explicar o mecanismo de a¢do do
cadmio, é impossivel néo falar do zinco (Parizek, 1960), ja que ambos os metais sao
intimamente correlacionados, sendo um confundido com o outro pelo organismo.
Ganhou destaque entre os outros principios sendo o Unico a ser lancado como

produto comercial na forma do gluconato de zinco (Lopes & Silva, 2014).

Cloreto de Calcio: O cloreto de calcio ja se mostrou eficiente em diversas
espécies, utilizando-se diferentes veiculos, concentracdes distintas e volumes
proporcionais a massa testicular (Koger, 1978). Seu uso inicial era como tratamento

para hipocalcemia em bovinos, sendo notada sua capacidade de causar necrose em
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tecidos vizinhos quando administrada perivascularmente e seu potencial como

agente esterilizante (Koger, 1977).

3.3.1 Cloreto de cadmio (CdCI2)

Os efeitos farmacoldgicos do cloreto de cadmio (CdCI2) foram descritos
em diversos orgaos (Alsberg, C. L. &Schwartze, E. W, 1919) inclusive nos testiculos,
em que era notada uma “descoloragcao azulada’(Alsberg & Schwartze 1919,
Schwartze & Alsberg ,1923) e hiperemia em um experimento envolvendo coelhos
(Hessel, 1926).As lesBes macroscopicas nos testiculos s6 foram descritas mais
tarde em um estudo feito com ratos (Parizek & Zarok, 1956). Ja dentro das primeiras
horas apos injecdo subcutadnea de cloreto de cadmio na regido interescapular de
ratos, ocorre aumento consideravel dos testiculos e, ao corte da tanica albuginea, ha
secre¢cdo de um liquido turvo, caracteristico de edemaciacdo. Horas apds, 0s
testiculos adquirem uma coloracdo avermelhada, que prossegue para violeta ou
azulada. Conforme os dias avancam, os testiculos diminuem de tamanho e se

tornam tecido fibroso firme (Figura 4).
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Figura 4 - Testiculos de ratos adultos (esquerda pra direita) antes da injecdo, 12 horas, 11 dias e quatro meses apods a
injecdao de 0,04 mMol de CdCI2 por kg de peso vivo (Parizek, 1960).
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Na histologia, € possivel perceber a aparicdo dos sinais inflamatorios logo nas
primeiras horas: Inicialmente no [limen dos tubulos seminiferos, mas progredindo até
a lamina basal, demonstrando sinais de descamacao e alteracdes nos nucleos
celulares. No intersticio, sdo encontrados sinais de edema, hiperemia e, mais tarde,
trombos e hemorragias, além de infiltrado celular que progridem até alcancar a
necrose total do tecido (Parizek & Zarok, 1956). Na realidade, o sinal clinico mais
comum nos estudos de intoxicacdo com CdCI2 foi a necrose total dos testiculos
(Figura 5), que pode ser alcancada com doses subcutaneas de até 0,02 mMol/kg em
ratos (Parizek, 1957, 1960).

Figura 5 - Desenvolvimento de necrose testicular em ratos adultos causados pela administragao subcutanea de cloreto de
cadmio (CdCI2) na dose de 0,04mMol/kg.a): Antes da inje¢do. b): Seis horas apds a inje¢do — Pequenas mudangas no
lamen tubular, edema intersticial. c): Doze horas apds a injegdo — Dano nas células adjacentes ao limen tubular,
mudangas circulatdrias no intersticio. d): 24h apds a injecdo — alteragdes em células adjacentes a membrana basal,
discreta infiltragdo celular no intersticio. e): 48h Apds injegdo — Completa destruigdo dos tubulos seminiferos, trombose
no intersticio. f) 10 dias apds injecdo — Completa necrose testicular. 60x (Parizek, 1960).
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Além das mudancas histoldgicas, ha estudos sobre os efeitos endocrinos
da castracdo com CdCI2. Estudos in vitro demonstram que as células de Leydig sao
afetadas pelo cadmio. A ativacdo da glutationa peroxidase (GSH-Px) aumenta
significantemente, mas a atividade da superéxido dismutase (SOD) diminui. O dano
oxidativo afeta severamente o DNA das células de Leydig, levando a uma reducéo
da producdo de testosterona (Yang et al, 2003). A habilidade dos testiculos de
sintetizar testosterona cai pra 0,3% apos dez dias da administracdo do CdCI2, mas
ap6s 100 dias sobe para 1,9% e para 12% apoOs 150 dias. Enquanto isso, a
concentracédo de androstenediona cai para 6% em relacdo ao controle nos primeiros
dez dias, mas ap6s 100 dias, alcanca niveis extremamente elevados, alcan¢cando
valores dez vezes maiores do que 0s encontrados nos controles. Na verdade, a
necrose testicular ndo € total. Uma pequena quantidade de células de Leydig
margeando a tunica albuginea tendem a sobreviver. Essa regenerac¢do pode ser em
parte, devido a hipertrofia das células de Leydig remanecentes, cuja atividade estava
presumidamente aumentada devido a maior disponibilidade de LH e FSH (Favino et
al, 1966). Altas concentracdes de gonadotrofinas in vivo sdo responsaveis pelo
aumento da secrecao de androstenediona em vez de testosterona (Hall & Eik-Nes,
1963) em testiculos de ratos. Ainda assim, é possivel que a diminuicdo da relacéo
testosterona : androstenodiona seja devido a alguma anormalidade na enzima 17[3-
hidroxiesteroide desidrogenase, responsavel pela conversdo da androstenodiona em

testosterona.

7z

O cadmio, até em concentragbes minimas, € extremamente toxico em
humanos, caes, coelhos, ratos e camundongos. Doses de até 18mg/kg por via
subcutadnea e de 5mg/kg por via intravenosa, sdo letais em coelhos (Gilman &
Phillips, 1946). Se ingerido, uma parte por milhdo de cadmio é capaz de desacelerar
ou até parar os batimentos cardiacos de um sapo, 250 partes por milhdo sao
capazes de matar ratos e uma parte em trezentos mil é capaz de matar protozoarios
(Wilsonet al., 1941). Os efeitos produzidos pela injecdo subcutanea sao variados, de
acordo com a espécie do animal submetido a injecéo, sua idade e estado nutricional.
Em um estudo (E.Cameron, 1963), foram utilizados coelhos, com o objetivo de
repetir os estudos de Parizek, (1963) em outro animal e com diferentes doses. Nem

todos os animais tiveram 0s mesmos danos testiculares extensos que Parizek
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encontrou, demonstrando que o caddmio é imprevisivel. Além disso, alguns animais
morreram com uma unica injecdo de 10,6-18mg/kg em 1 a 8 dias, enquanto outros
toleravam multiplas administracGes até chegar aos 21 dias do experimento. Desses
gue sobreviveram, em alguns, ndo houve nenhum sinal de dano testicular. Nesse
mesmo estudo, um grupo de ratos foi submetido a doses de 9mg/kg, e os resultados
de Parizek se repetiram. Isso demonstrou que diferentes espécies tinham diferentes
tolerancias ao cadmio pela via subcutanea, reforcando mais ainda o quéo

imprevisivel era esse metal.

Outras lesbes importantes sao: lesdes renais (principalmente nos tubulos
contorcidos proximais), que levam a anemia e eosinofilia devido a diminuicdo da
liberacdo de eritropoietina (Martelli, 2006), perda de apetite com consequente perda
de peso (sinal de que o cadmio estava sendo absorvido e produzindo efeitos que
podiam ou ndo envolver o testiculo), esplenomegalia, alteracfes no citoplasma de
hepatécitos (E. Cameron, 1963), atrofia e inflamacéo do péncreas e hipertrofia do
coracéo devido a anemia crénica (Wilson, 1941)

Ainda ha relatos de potencial carcinogénico. Uma pequena neoplasia foi
encontrada na regido extra capsular da rede testicular em um coelho experimental (E.
Cameron, 1963) e 15 ratos em um grupo de 20 desenvolveram tumores com
injecbes de 0,014g a 0,028g de cadmio em pd (Heath et al.,, 1962). Uma Unica
injecdo subcuténea de cloreto de cadmio foi suficiente para causar neoplasias
prostéticas com elevada incidéncia no periodo de dois anos em ratos Wistar machos
mesmo com uma dose suficientemente baixa para nao levar a toxicidade testicular
(Waalkes et al, 1988).

Em humanos, o caddmio esta listado como um potencial causador de
cancer de pulméo quando inalado. Além disso, também pode estar relacionado a
outros tipos de cancer, mas ndo ha muitos estudos sobre isso (Martelli, 2006).
Alguns estudos (Lewis, 1972; Kolonel, 1976;Goyer et al, 2004) denotaram que o
cadmio esta presente em parte da nossa alimentagdo e em quantidades elevadas no
cigarro. Esses estudos tentaram tracar um paralelo entre a intoxicacao por cadmio e
0 surgimento de outras neoplasias, mas os resultados foram pouco significativos,
sendo dependentes de diversos fatores que podem ou ndo, influenciar nas

conclusoes.
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Para evitar os efeitos sistémicos da intoxicagdo por cadmio, Kar& Das
(1962), sugeriram em um estudo envolvendo ratos, coelhos, bodes e macacos, que
uma Uunica injecdo por via intratesticular, além de mais confiavel, também
necessitava de uma dose muito menor para alcancar os resultados desejados, nao
passando de 200ug. Esse método se provou eficiente até em coelhos, que
apresentavam uma resisténcia natural a intoxicagdo por cadmio (E. Cameron 1965).
Enquanto Kar & Das (1962) encontraram regeneracao das células de Leydig nos
ratos, nenhum dos estudos encontrou esses sinais em coelhos. Esse alto indice de
regeneracao leva quase sempre a um quadro de neoplasia intersticial das células de
Leydig em aproximadamente um ano em ratos e camundongos (Gunn et al, 1963;
Waalkes et al., 1988). Essas células de Leydig tém seu funcionamento alterado,
sendo possivel notar pela funcdo e tamanho diminuidos das glandulas acessérias
(Gunn et al, 1963).

Estudos (Da Costa et al, 2002) fizeram uso do cadmio com o intuito de
promover maior ganho de peso em bubalinos sem precisar arcar com 0s custos de
uma castracdo cirdrgica, obtendo resultados satisfatorios. Ainda assim, seria
necessario estudar sobre como isso afetaria a qualidade da carne, pois se sabe que
o cadmio altera as propriedades de diversas enzimas, e dificilmente se desliga delas
(Martelli, 2006), tornando plausivel a possibilidade de o cadmio ser ingerido através

da carne e levando a novos quadros de intoxicacdo em seres humanos.

Apesar da sua comprovada eficiéncia para levar a necrose testicular em
ratos (Parizek, 1956, 1957, 1960), o cadmio € um metal imprevisivel cuja eficiéncia é
multifatorial, de acordo com espécie, idade e estado nutricional do individuo (E.
Cameron, 1963). Além de sua imprevisibilidade, o cadmio € um veneno letal,
relacionado a carcinogénese (E. Cameron, 1963). Isso torna o cadmio um metal

incrivelmente arriscado para ser usado em grande escala.
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3.3.2 Zinco

Apesar dos efeitos reprodutivos da deficiéncia de zinco estarem bem
consolidados, seu excesso também pode causar alteragdes por toxicidade (Fosmire,
1990). No sistema reprodutor, 0 zinco tem grande importancia na sintese de
proteinas receptoras de gonadotrofinas hipofisarias e enzimas conversoras de
testosterona em Di-hidrotestosterona, sem as quais seria impossivel desenvolver as
caracteristicas sexuais primarias e secundarias (Favier, 1991), além de ser parte
integrante do sémen (Oliveira et al, 2007). O plasma seminal e os tecidos envolvidos
com sua producao tém uma quantidade de zinco superior a qualquer outra parte do
corpo (Fahim et al, 1993).

Diferente de outros agentes ha bastante confianca no zinco por parte do
mercado farmacolégico, na forma do Gluconato de Zinco. Diversos produtos
comerciais a base de Gluconato de Zinco com propdsito de levar a infertilidade estao
disponiveis no mercado, como o0 Testoblock® (BioRelease Technologies,
Birmingham, AL, USA; Oliveira et al., 2011),Neutersol® (Pet Healthcarelnternational,
Inc., Columbia, MO, USA; Wang, 2002), que ficou indisponivel por alguns anos e
retornou com o nome de Esterilsol® nos EUA e Zeuterin® no resto do mundo (Ark
Sciences, New York, NY, USA; Massei e Miller, 2013) e o Infertile® (Rhobifarma,
Hortolandia, SP, Brasil; Soto et al., 2009), com composi¢des, concentracdo e

veiculos diferentes (Lopes & Silva, 2014).

Em caes, estudos feitos com injecdes na cauda do epididimo (Fahim et al,
1993) mostraram resultados interessantes: Foi usada Zinco arginina na dose de
50mg em caes adultos, sendo observada azoospermia nos primeiros 3 meses, que
se manteve durante o periodo de 1 ano de acompanhamento do experimento
(Figura 6).
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Figura 6 - Efeitos da inje¢do intraepididimal de 50mg de zinco arginina no nimero de espermatozoides presentes no
ejaculado no periodo de um ano (Fahim et al, 1993)

Na avaliacdo histoldgica dos testiculos e epididimos, foi revelado que a
estrutura dos testiculos permanecia intacta, com presenca de espermatozoides
normalizada (Figura 7), mas a rede testicular estava atrofiada (Figura 8). Os
epididimos também apresentavam fibrose e atrofia, especialmente na area da cauda,
sem a presenca de nenhum espermatozoide, o que indica que o canal de transporte
de espermatozoides dos testiculos para os ductos deferentes estava bloqueado.
N&ao houve diferenca na concentracdo sérica de testosterona, nem no peso das
glandulas anexas e testiculos entre o grupo controle e o grupo tratado. Também foi
relatado que nenhum dos animais sentiu desconforto ou dor durante o experimento.
Houve aumento de volume testicular durante as primeiras 24-48h pods-injecao, o que

se normalizou apos cinco dias.
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Figura 7 - A esquerda - tubulos seminiferos intactos do grupo controle. Epitélio germinativo com vérias camadas e
presenga de espermatozoides. A direita - Tubulos seminiferos do grupo tratado com 50mg de zinco arginina por via
intrapedidimal. Nao ha diferenca do grupo controle. Epitélio germinativa em varias camadas e presenca normal de
espermatozoides. (Fahim et al, 1993)

Figura 8 - Grupo controle (solugdo salina) a esquerda e grupo tratado (Zinco arginina 50mg) a direita. O didametro da rede
testicular (R) diminuiu significantemente em relagdo ao grupo controle, além do aumento de tecido conectivo (C)
envolvendo a estrutura do grupo tratado em relagdo ao grupo controle. (Fahim et al, 1993)

Wang (2002) avaliou os efeitos da injecdo intratesticular de Gluconato de
zinco neutralizado por arginina (Neutersol) em cédes com idade entre 3 e 10 meses,
encontrando necrospermia e azoospermia em 60 dias na maioria dos animais, mas
sem descricao detalhada dos efeitos hormonais nem da histopatologia. Oliveira et al
(2007) realizaram um experimento com um produto comercial similar, a base de
gluconato de zinco neutralizado por arginina, recém lancado (Testoblock®), com
énfase nos achados histopatoldgicos. Os resultados foram exatamente o inverso dos
estudos de Wang (2002), estando os tubulos seminiferos dos grupos tratados
degenerados enquanto a rede testicular e o epididimo permaneciam intactos. A
analise histologica demonstrou degeneracao e diminuicdo da quantidade de células
da linhagem germinativa com formacdo de células gigantes multinucleadas,
vacuolizacdo das células formando o tubulo seminifero e auséncia de espermatides
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alongadas nos tubulos acometidos nos dois grupos tratados. Vacuolizacdo nas
células de Leydig e algumas células de Sertoli demonstraram degeneracéo lipidica.
As areas mais proximas do local da administracdo apresentavam formacéao intensa

de tecido cicatricial com atrofia dos tabulos seminiferos (Figura 9).

Figura 9 - Analise histoldgica por microscopia de luz em testiculo de cdo cinco meses apds injecao intratesticular de
solugdo de Gluconato de Zinco. (A) Varios niveis de dano tubular sdo perceptiveis. Tubulos seminiferos com descamagdo
(T1), vacuolizagdo de células de Sertoli (T2) e poucas células germinativas (T3). (B) Tubulo seminifero com perceptivel
vacuolizacdo (estrela) Necrose de espermatdcitos (flecha) e auséncia de espermatides redondas. (C) Células gigantes
multinucleadas (M), espermatides redondas necrosadas (N) e descamagdo de espermatides (S). (D) Tubulo seminifero
com descamagao de células necréticas no limen (flechas) com vacuolizagdo de células de Sertoli (estrelas). (Oliveira et al,
2007)

A castracdo quimica com Esterilsol® teve efeitos variaveis no pefrfil
hormonal dos animais estudados (Vanderstichel et al, 2015). O nivel sérico de
testosterona de 66% dos animais testados permaneceu inalterado e indistinguivel
em relacdo ao grupo controle, mas em contrapartida, o nivel de testosterona da
maioria dos outros cdes chegou ao nivel de cdes castrados por orquiectomia. Em um
cdo, o nivel de testosterona abaixou bastante, mas voltou ao nivel normal

posteriormente.

Em gatos, os estudos com o gluconato de Zinco sao relativamente
recentes e poucos (Oliveira et al, 2013, Fagundes et al, 2014). Como em caes,
ocorre aumento da largura do testiculo por volta de 1 dia apds a injecao,
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provavelmente devido a uma leve inflamagcdo, que regride rapidamente. Mas
diferente dos cées, a largura testicular dos gatos tende a regredir abaixo dos
parametros normais em 60 a 120 dias e ficar até 30% menor do que os controles
(Figura 10) (Oliveira et al, 2013).
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Figura 10 - Largura testicular de gatos apés inje¢do com solugao salina (Controle, n=5) ou gluconato de Zinco (Tratados,
n=11) no periodo de 120 dias. Os gatos tratados apresentaram uma redugao na largura testicular (P<0,05) do dia 60 até o
fim do estudo. (Oliveira et al, 2013)

Os espiculos penianos dependentes de testosterona podem regredir ou
desaparecer completamente (Figura 11) na maioria dos casos. As caracteristicas
comportamentais como ronda, agressividade e demarcacdo de territério também

tendem a se reduzir (Oliveira et al, 2013).
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Figura 11 - Espiculos de pénis de gato ausentes 120 dias apds inje¢do com gluconato de Zinco. (Oliveira et al, 2013).

A injecdo de gluconato de zinco em felinos levou a azoospermia aos 60
dias em 91% (10/11) dos animais (O animal remanescente teve reducao significativa
na quantidade e motilidade espermatica). Mas aos 120 dias, 2 desses casos
apresentavam necrospermia, abaixando a porcentagem de azoospermia a 73%
(8/11), enquanto o animal que ndo apresentava azoospermia no dia 60 nao

demonstrou nenhuma melhora (Oliveira et al, 2013).

A avaliacéo histologica (Figura 12), sdo encontrados tibulos seminiferos
dilatados e atrofiados. Também foi constatada diminuicdo na quantidade de células
germinativas e espermatogénese incompleta. VacuolizagGes de diversos graus séo
encontradas nas células de Sertoli enquanto fibroblastos ativos, depdsitos de
colageno e células imunoldgicas estdo presentes no tecido intertubular. O diametro
dos tubulos seminiferos também diminui e a altura do epitélio dos tubulos
seminiferos, é significantemente reduzida (Fagundes et al, 2014).
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Figura 12 - Testiculos de felinos 120 apds injegdo intratesticular de Gluconato de Zinco. (A) Corte transversal de tubulo
seminifero demonstrando auséncia de células germinativas no compartimento adluminal (estrela), poucas células da
linhagem germinativa no compartimento basal (seta) e espessamento da membrana basal (Ponta de seta). (B) Tubulo
seminifero contendo principalmente células de Sertoli (seta) com vacuolizagdo do citoplasma (ponta de seta). (C)
Formagdes hialinas no tecido intertubular (seta). (D) deposi¢do de colageno em formagdes circulares (seta). Fibroblastos
em diferentes estagios de ativac¢do, células inflamatdrias e vasos sanguineos podem ser vistos (seta branca). (E) Grupo de
células de Leydig (Linha pontilhada) envoltos por colageno (seta branca) e tubulos seminiferos atrofiados (seta). (F) Dois
tubulos seminiferos atrofiados (seta) e depésitos de colageno (estrela) envolvendo o ducto. Também é possivel ver vasos
sanguineos. (Fagundes et al, 2014)

A analise com microscopia eletronica de transmissdo (Figura 13)
demonstra perda de cromatina por parte das células de Leydig e gotas lipidicas
associadas a vacuolizacao, além de sinais de cariblise, perda de mitocondrias e
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observacéo dificultada do limite entre as células proximas. Essas alteracdes sao
similares as alteracdes observadas em células passando pelo processo de necrose.

Figura 13 — Microscopia eletronica de testiculos de gatos do grupo controle (A) e grupo tratado (B-F). (A) Célula de Sertoli
com nucléolo normal (Seta), células germinativas normais (seta grande), células midides normais (seta branca) e
mitocdndrias normais (ponta de seta). (B) Aumento da espessura da ttnica prépria (seta branca), deposi¢do de colageno
abaixo da membrana basal (estrela) e extensbes das células midides (setas). (C) célula de Sertoli com um nucleo
enrugado (ponta de seta) e nucléolo normal (seta). Deposi¢do de colageno abaixo da membrana basal (seta grande) e
auséncia de interagdo entre as células de Sertoli e células germinativas. (D) Fibroblasto ativo (F) no tecido intertubular.
Reticulo endoplastmatico dilatado (ponta de seta), cromatina afrouxada (seta) e deposi¢do de colageno (setas grandes).
(E) Célula de Leydig com nucleo aumentado e cromatina afrouxada (estrela), mitocondria vacuolizada e com auséncia de
cristas (ponta de seta). Gotas de lipidios (lip) associadas e um vacuolo circunscrito por miultiplos arranjos laminares
(figura de mielina; seta) (F) alteragées morfoldgicas em célula de Leydig associadas a necrose. Ntcleo denso em estado
inicial de caridlise (seta), auséncia de mitocondria, diversas figuras de mielina (seta grande) e perda dos limites entre
outras células. (Fagundes et al, 2014)
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Fibroblastos com reticulos endoplasmaticos dilatados sdo encontrados,
caracterizando sintese acelerada de proteinas. Presumidamente, essa é a razdo do

grande deposito de colageno entre os tubulos. (Fagundes et al, 2014)

Ha divergéncias sobre os efeitos da injecdo de gluconato de zinco nas
concentracfes plasmaticas de testosterona em gatos. Oliveira et al (2013) diz que as
concentragdes de testosterona ndo foram muito diferentes entre os grupos controle e
0s grupos tratados, permanecendo dentro dos padrbes considerados normais para
gatos domésticos, estabelecidos por Kirkpatrick (1985), apontando também, uma
tendéncia da testosterona de diminuir entre os dias 60 e 120 em ambos 0S grupos,
atribuindo esse efeito ao fim da estacdo de acasalamento (Tsutsui et al, 2009).
Fagundes et al (2014) ndo encontrou diferencas significativas no dia 60 pds injecéo,
mas, mesmo com a variacao causada pela estacao de acasalamento, a testosterona
do grupo tratado sofreu uma grande queda (94,1%) 120 dias apods a injecao (Tabela
1).

Tabela 1 - Concentragcdo de testosterona plasmatica (Pg/mL) em animais controle (solu¢io salina) e animais tratados
(gluconato de zinco) 0, 60 e 120 dias apds a administra¢do. (Média + desvio padrao) (Adaptado de Fagundes et al, 2014)

Grupo Dia 0 60 Dias 120 Dias P
Controle (n = 6) 88.85 + 13645 100,63 + 146.36 101,46 + 144,94 0.812
Tratado (n — 6) 102,82 + 143.88" 14406 + 143.83° 5.04 + 2.22° 0.031°

Apesar das divergéncias nos resultados, ap6s 120 dias, os animais do
grupo tratado sofriam uma reducdo ou desaparecimento total dos espiculos
penianos e, diferente do estudo em céaes (Oliveira, 2007), os gatos apresentaram

uma diminuicdo de comportamentos indesejados (Oliveira et al, 2013).

O zinco faz parte da composicao do plasma seminal e dos tecidos do trato
reprodutor masculinos. O zinco também esta altamente envolvido na traducdo, no
transporte e na replicacdo do DNA (Blanc et al, 1991), estimulando a atividade das
enzimas envolvidas no processo de mitose, como DNA polimerase, timidinaquinase,
terminaltransferase e ornitina descarboxilase (Oliveira, 2011). Por isso, € um metal
importante no sistema imunolégico, pois suas células tém altas taxas de proliferacao.
Além disso, 0 zinco pode afetar o processo de fagocitose de macréfagos e

neutroéfilos e interferir no efeito das células natural killer (Blanc et al, 1993).
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Quando em altas concentracdes, 0 Zinco inibe a divisao e replicacao de
células germinativas, a0 mesmo tempo em que causa quebras da membrana celular
e nucleo (Fahim et al, 1993). A exposicdo a concentracfes elevadas de zinco no
organismo levam ao aumento dos leucdcitos, estimulada pela presenca do mineral.
Acredita-se que ao administrar a solucado a base de zinco nos testiculos, ocorrem
alteracbes semelhantes a orquite autoimune, em que oOcorre um processo
inflamatorio por formacdo de anticorpos contra os antigenos testiculares. (Mann e
Lutwak-Mann, 1981). O zinco também inibe a atividade da 5-alfaredutase em
concentracbes maiores do que 10™ M, enquanto concentracbes menores
estimulavam a conversdo de testosterona em Di-hidrotestosterona. (Oliveira, 2007,
Fahim et alt, 1993).

Em gatos, possivelmente, o Gluconato de Zinco € mais agressivo do que
em caes, visto que, enquanto nos cées, as lesdes se encontram mais concentradas
no local da injecdo (Oliveira, 2007), nos gatos, as lesbes ocorreram mais
uniformemente (Oliveira et al, 2013). Vale ressaltar que a dose utilizada nos gatos foi
maior do que em caes. Em cées, muitos tutores preferem manter o comportamento
(a guarda da casa) enquanto promovem a esterilizacdo. Em alguns animais, como
0S gatos, esse nao € o caso e um método eficaz seria aquele que suprime a
androgénese e a libido (Jana & Samantha, 2011). Como o experimento em caes na
dose de 0,3mL de Gluconato de Zinco para um testiculo de 12-14mm de largura
(Oliveira et al, 2007) nao surtiu efeito na libido, a dose com gatos foi aumentada para
0,44-0,51 mL em cada testiculo. Os melhores efeitos na libido e a atrofia testicular

foram atribuidos a esse aumento na dose (Oliveira et al, 2013)

O ciclo da espermatogénese no gato é de 46,8 dias (Franca e Godinho),
entdo a azoospermia se manteve por dois ciclos mostrando o efeito prolongado do

gluconato de zinco (oliveira, 2013)

Kar & Das (1962) fizeram um estudo com cloreto de zinco, na dose de 50-
200pg/kg em coelhos, e nao houve nenhuma alteragao. Talvez esse paradoxo possa
ser explicado devido a menor dose comparado aos estudos de Wang, (2002) ou,
possivelmente pelo mesmo mecanismo que torna o coelho resistente ao cadmio (E.
Cameron, 1965). E importante ressaltar que o zinco e o cadmio séo fortemente

relacionados, ambos pertencendo ao mesmo grupo da tabela periédica e tendo
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caracteristicas similares ao ponto do cadmio ser assimilado no lugar do zinco,
causando anormalidades na conformacdo e ativacdo de proteinas e enzimas.
(Martelli, 2006, Hamer, 1986). Além disso, para que ocorra toxicidade pelo zinco, é
preciso que a concentracdo exceda a capacidade de captacdo da metalotioneina e
da glutationa peroxidase, que sdo enzimas cujo principal propdsito é a captacédo de
agentes oxidantes, evitando que esses intoxiqguem o organismo (Martelli, 2006).
Devido a esse complexo mecanismo enzimatico, € plausivel crer que diferentes

animais tém diferentes tolerancias aos agentes esclerosantes como Cadmio e Zinco.

Um estudo feito com ursos (Ursus americanus) com Gluconato de zinco
na dose de 13,1 mg/mL buscava testar a capacidade do gluconato de zinco ser
usado para controlar as populacbes de ursos nos EUA. Todos 0s ursos se
recuperaram sem efeitos adversos nos testiculos e poucas alteracdes histolégicas.
Essas alteracdes se assemelhavam as alteracdes encontradas em cées sujeitos ao
tratamento a base de gluconato de zinco, indicando que sua origem deve ser a
mesma. Mudar a dose ou usar um veiculo como DMSO para facilitar a penetracédo

talvez possa ser uma solucao (Brito et al, 2011).

Ha controvérsias sobre a melhor via de administracdo. A injecao
intraepididimal pode ser considerada mais segura por nao afetar a barreira
hematotesticular, evitando assim, causar uma reacdo inflamatéria sistémica devido
aos autoantigenos testiculares (Johnston, 2001). Porém, a injecdo intraepididimal
ndo causa alteragcdes hormonais e comportamentais, 0 que ndo € desejado em
alguns animais (Jana & Samantha, 2011). Além disso, quando se trata do zinco,
acredita-se que a resposta imunomediada exacerbada seja um dos mecanismos de
acao que tornam o zinco tao eficiente como agente esclerosante (Blanc et al, 2011),

0 que o torna menos eficiente por via intraepididimal.
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3.3.3 Cloreto de célcio (CaCl2)

O Cloreto de calcio pode ser usado em uma base aquosa ou alcodlica e
tem sido usado em uma variedade de animais incluindo bezerros (Koger, 1978),
touros (Mitra e Samanta, 2000), cdes (Jana e Samanta, 2007, Leoci et al., 2014a),
gatos (Jana e Samanta, 2011), ratos (Jana e Samanta, 2006), Muares (lbrahim et al.,
2016) e bodes (Jana et al., 2005).

Quando Parizek descreveu os efeitos do cadmio em testiculos de ratos
(1953,1956), abriu as portas para diversas novas pesquisas envolvendo elementos
metélicos raros e sais encontrados na terra, e se esses tinham os mesmos efeitos
nos testiculos de mamiferos. Foi realizado um estudo utilizando 42 compostos
buscando a descoberta de elementos que surtiiam os mesmos efeitos do cadmio
por administragcdo subcutanea (Kamboj & Kar, 1963). Dentre esses compostos,
estava o Cloreto de Célcio.

Ironicamente, o CaCl2 foi classificado como um dos poucos agentes a
nao causar reducao significativa de peso testicular e cuja aparéncia do testiculo
apoOs o experimento permanecia macroscopicamente e histologicamente normal. Por

isso, nesse estudo, foi descartado como um possivel agente indutor de infertilidade.

Apés alguns anos, foi apontado que o CaCl2 , usado para tratar
hipocalcemia e paradas cardiacas, levava a gangrena seca quando injetado
perivascularmente (Jenkins & Clark, 1977). Esse efeito adverso poderia ter alguma
utilidade no tratamento de neoplasias e hiperplasias ou em procedimentos como
mochacéao e, finalmente, castracéo (Koger, 1977). Apesar de testes promissores em
gatos, caes, porcos, bodes e carneiros, o foco do estudo era a esterilizacdo de
bezerros. A solugcédo aquosa na concentracdo de 50% foi considerada ideal por ser
de facil preparo, ainda mantendo efetividade, e foi usada para os primeiros testes.
Mais tarde, durante os testes de mochagao, foi estabelecido que uma solucéo
alcoodlica era mais eficiente, mesmo sendo restrita a concentragcbes menores de
CaCl2. Era imprescindivel que a solucdo ndo extravasasse, sob risco de levar a
necrose escrotal. A dose variava de acordo com o tamanho do testiculo, estando
entre 1 e 1,5mL a cada 45kg de peso vivo. Ocorria Inflamacéo testicular na primeira
semana, que regredia em 3-6 dias, sendo substituida por endurecimento e atrofia

testicular. Animais velhos o suficiente para apresentar caracteristicas sexuais
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secundérias apresentaram mudangas comportamentais dentro de duas semanas
(Koger, 1977).

Apd6s um ano, a técnica ja havia sido utilizada em mais de 300 bovinos e
haviam casos bem sucedidos em caes (Koger, 1978). A melhor técnica para
administracao intratesticular, assim com a concentracao ideal, no entanto, ainda néo
estavam completamente estabelecidas. Ocorria supressédo no volume de ejaculado,
motilidade, tamanho testicular e concentracdes de testosterona quando cées eram
tratados com uma solugcédo de 10, 20, 30 ou 60% de CaCl2 em solucédo salina de
CaCl2 (Leoci et al., 2014a). Foram encontrados sinais de azoospermia em 60%,
80%, 100% e 100% dos animais tratados respectivamente com solugdes 10%, 20%,
30% e 60% de CaCl2. Mais efeitos colaterais foram observados em cachorros
tratados com as solucdes de 30% e 60% no qual 20% dos caes tratados com uma
solucédo de 30% e 60% dos cédes tratados com uma solucdo 60% desenvolveram
Ulceras escrotais, fistulas e necrose testicular, sendo necesséaria orquiectomia
cirargica. Nenhum efeito colateral foi notado em doses menores. A concluséo foi de
gue o tratamento com doses menores induz citotoxicidade das células necessarias
para espermatogénese sem causar necrose extensa do tecido. Em outro estudo, foi
administrada 20% de CaCl2 em cdes machos em solucdo a 1% de lidocaina, ou em
uma solucdo de etanol 95% ou solucdo salina para controle, sendo os volumes
injetados adequados ao volume testicular (Leoci et al., 2014b). Doze meses apos o
tratamento, respectivamente, 100% e 81% dos cachorros tratados com alcool e
lidocaina estavam azoospermicos. As concentracdes séricas de testosterona
estavam mais baixas nos cées tratados com base alcoodlica e intermediarias no
grupo tratado com lidocaina, quando comparados com 0 grupo controle. Nenhum
efeito colateral nocivo foi notado em nenhum dos tratamentos. Os autores
concluiram que a solugdo de CaCl2 dissolvido em alcool era mais eficiente para
esterilizar cdes machos sem efeitos adversos. Esses resultados indicam que uma
solucdo 20% em uma base alcodlica provavelmente é a ideal em termos de eficacia

e a evitar efeitos colaterais como dor e lesdes escrotais (Cavalieri, 2017).

Os efeitos sdo dependentes da dose e da massa testicular (Jana e
Samanta, 2007). Estudos sobre a dose 6tima para alguns animais foram realizados,

sendo a dose minima para ratos debmg e a dose 6tima, entre 10 e 20mg (Jana et al.,
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2002). Para cées, a dose Gtima esta entre 15-20mg (Jana & Samanta, 2007) e para
bodes, de 10 a 40mg/kg/testiculo (Jana et al., 2005).

Efeitos colaterais incluem inchago escrotal, marcha rigida com sinais
desaparecendo em um periodo de quatro a cinco dias (Koger, 1978), apesar de
outros estudos notarem o desaparecimento dos sinais de inchago em trés a quatro
semanas apos o tratamento (Jana et al., 2005; Jana & Samanta, 2011). A dor na
hora do tratamento aparenta ser minima, pois ha poucas termina¢des nervosas no
parénquima testicular (Jana & Samanta, 2007). Entretanto, pode ocorrer dor se o
fluido escapar do parénquima testicular para o espaco escrotal ou se ocorrer
distensdo da tdnica albuginea no momento da administracdo. Também foram
observadas Ulcera escrotal e necrose testicular em cées (Leociet al., 2014a), muares
(Ibrahim et al., 2016) e touros (Canpolat et al., 2006) associadas ao tratamento com
CacCl2.

Os achados macroscopicos sdo controversos. Enquanto Jana e Samanta
(2007) encontraram reducdo de volume testicular em cées, Silva et al. (2018), se
baseando nos mesmos métodos descritos por Jana e Samanta (2007), ndo
encontraram nenhuma diferenga significativa no volume testicular dos cées tratados.
Os caes estudados raramente apresentavam sinais de dor, tendo apenas um leve
desconforto imediatamente apds a aplicacédo, provavelmente causado pelo aumento
temporario da pressao intratesticular. Um dos cdes apresentou uma ulceracdo, mas
apos avaliacdo histologica, foi constatado que isso se devia a presenca de uma
neoplasia mesenquimal ndo detectada, que aumentou de tamanho devido a
inflamacéo poOs injecdo, levando ao aparecimento de um abscesso (Silva et al.,
2018).

A avaliacdo microscopica de Silva et al (2018) demonstra alteracdes
degenerativas bem marcadas no tecido testicular, tanto em tdbulos seminiferos
como células de Leydig. As porcdes proximal, medial e distal apresentavam lesfes
semelhantes sendo mais evidentes na por¢cdo medial do testiculo. Foi encontrada
fiborose severa, associada a infiltrado inflamatorios mononuclear em tdbulos
seminiferos e intersticio na maioria dos testiculos. Em algumas amostras, foram
observadas células gigantes. Necrose macica era rara em tubulos seminiferos e nédo

havia fibrose na maioria deles. As células germinativas se encontravam
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desorganizadas e descamadas, apresentando caracteristicas de necrose. Algumas
vezes, era possivel encontrar espermatides multinucleadas no Iimen. Diversos
tubulos seminiferos apresentavam somente uma camada de células e células de
Sertoli viaveis, outras apresentavam células de Sertoli vacuolizadas E algumas
mostravam auséncia ou atrofia de células germinativas. O espaco intertubular se
encontrava edemaciado, mas diversas células de Leydig foram encontradas ap0s os
60 dias do estudo, especialmente nas regides sem edema. Na maioria das amostras,
foram encontradas areas com tubulos seminiferos contendo células germinativas,
envoltos por tecido fibroso conectivo. Foram encontrados focos calcificados nos
intersticios, na tunica intima de artérias e no espaco intertubular na maioria das

amostras (Figura 14).

Figura 14 - Microscopia de luz de testiculos de cdes tratados com inje¢do intratesticular. (a) Solugdo salina (Controle) —
edema de espago intertubular (*) e focos de células esfoliadas ou desorganizadas em tubulo seminifero (seta). (b)
Solugdo salina (grupo controle) — células germinativas normais nos tubulos seminiferos e tecido intersticial inteiro. (c)
Inje¢do com CaCl2 (grupo tratado) — tecido fibroso em espago intratubular e intersticial (*) e deposito de matéria
basofilico (calcificagdo distréfica) em tubulos necrosados (seta). (d) Injecdo de CaCl2 (grupo tratado) — Diversos tubulos
seminiferos apresentavam somente as primeiras camadas celulares ou atrofiavam e auséncia de células germinativas e
espermatozoides em tubulo seminifero (*) e infiltragdo focal mononuclear em tecido intersticial (seta). (e) Injecdo de
CaCl2 (grupo tratado) — células esfoliadas com caracteristicas necroéticas. Inje¢do de CaCl2 (grupo tratado) — fibrose
substancial em intersticio e tubulos seminiferos (Silva et al,. 2018)
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Jana e Samanta (2011) realizaram testes em felinos, com o propdsito de
usar o CaCl2 nas concentracgdes de 5, 10 e 20% como contraceptivo para controlar a
populacdo de felinos. Apés os 60 dias do estudo, foram observadas alteracbes
macroscopicas significativas nos testiculos dos animais tratados, sendo observada

diminuicdo dose-dependente do volume testicular (Figura 15).

Controle CaCl’a 5% CaClPa10% CaCl’a20%

Figura 15 - Fotografia demonstrando a comparac¢do entre o volume testicular apés os 60 dias de inje¢do bi-lateral
intratesticular de 0,25ml de solugdo salina, 5%, 10% ou 20% de solugdo contendo CaCl2 (Adaptado de Jana e Samantha,
2011).

As alteracdes histologicas também eram variaveis de acordo com a dose
testada. Foram observados diversos danos severos em tubulos seminiferos e células
de Leydig. A dose de 5% induz dissociacdo de células germinativas com atrofia de
tubulos seminiferos, mostrando a eliminacdo de todas as células germinativas, com
presenca apenas de espermatogobnias e células de Sertoli. O dano nessa dose é mal

distribuido e os tubulos séo afetados de forma inconsistente (Figura 16).

Figura 16 - Micrografia demonstrando histologia testicular de um felino 60 dias apds inje¢ao intratesticular de 0,25ml de
solugdo salina contendo 1% de cloridrato de lidocaina mostrava arranjo normal das células germinativas nos tubulos
seminiferos com espago intersticial distinto (A & B). Solugdo de cloreto de calcio a 5% contendo 1% de cloridrato de
lidocaina induzia desarranjo de células germinativas nos tubulos seminiferos ao ponto de algumas se destacarem e
serem levadas ao longo do tubulo (C & D) (Jana & Samanta, 2011)
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Na dose de 10%, € possivel ver necrose de epitélio seminifero e espaco
intersticial, assim como células germinativas degeneradas e tecido fibroso no espaco
tubular. A injecdo com 20% de CaCl2 resulta em completa necrose testicular de todo
o epitélio germinativo com presenca exclusiva de tecido fibroso e hialino, ocorrendo
total desorganizacdo da arquitetura tubular e compartimentos extratubulares. N&o
havia indicios de células germinativas maduras ou imaturas, nem sinais de
regeneracao, sendo das células de Leydig ou células da linhagem germinativa.
(Figura 17)

Figura 17 - Micrografia mostrando histologia de testiculo de felino 60 dias apos inje¢do intratesticular com solugdo de
0,25ml de CaCl2 a 10% contendo cloridrato de lidocaina a 1%, demonstra necrose coagulativa em epitélio seminifero e
espacgos intersticiais, assim como a presenga de células germinativas degeneradas, tecido fibroso e infiltrado inflamatoério
de leucécitos no espago tubular e intersticial (E & F) ou inje¢do com a solugdo de CaCl2 a 20%, contendo cloridrato de
lidocaina a 1% resultando em necrose testicular completa com presenga apenas de tecido fibroso e hialino, sem sinais de
células germinativas ou células de Leydig (G & H) (Jana & Samanta, 2011)

Os efeitos da concentracdo de LH e FSH foram estudados em ratos
(Figura 18) (Jana et al., 2002), em bodes (Jana et al., 2005) e em cées (Jana &
Samanta, 2007). Em todos os estudos, as concentragdes aumentam gradativamente,
guanto maior a dose administrada, provando novamente o efeito dose-dependente
do cloreto de calcio. Esse aumento nas concentracdes € perfeitamente l6gico, pois a
degeneracao das células de Leydig e Células de Sertoli cessariam a producao dos
diversos fatores inibidores da secrecao de hormonios progestagenos como a inibina
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e a propria testosterona, acarretando em um aumento descontrolado dos LH e FSH.
(Plant, 1982)
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Figura 18- Representagao grafica do efeito de injecdo intratesticular de cloreto de calcio na concentragdo plasmatica de
LH e FSH em ratos albinos. Figuras com letras diferentes (a,b,c,d) indicam a probabilidade deles serem estatisticamente
distintos (b,c p<0.05, d p<0,001, de acordo com o controle) (Adaptado de Jana et al., 2002)

Em todos os estudos realizados por Jana et al. (2002, 2005), assim como
nos estudos realizados por Jana & Samanta (2007, 2011), a concentracdo de
testosterona sérica caia de acordo com a dose utilizada. Essa queda seria causada
pela destruicdo das células de Leydig, sem as quais, ndo h& secrecdo de
testosterona. Silva et al (2018) encontraram diminuicdo no nivel da testosterona,
mas diferente dos outros estudos, os numeros encontrados nédo tinham significado
estatistico para comprovar a diminuicdo da testosterona durante os 60 dias do

estudo (Figura 19).
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Figura 19 - Média * erro padrao da concentragdo sérica de testosterona em cdes 60 dias apds inje¢do de cloreto de célcio
por via intratesticular. (Silva et al, 2018)

Além disso, ocorre resposta inibitéria pela administragdo do CaCl2,
reduzindo a atividade das enzimas 17B-Hidroxiesterdide desidrogenase (17-HSD) e
3B-Hidroxiesterdide desidrogenase (3B-HSD). O nivel de inibicdo cresce conforme
aumenta a dose (Figura 20) (Jana et al., 2002, 2005, Jana & Samanta, 2007, 2011).
Essas duas enzimas séo chave para a androgénese testicular (Berne & Levy, 2009)
e sua atividade diminuida explica a menor concentracdo da testosterona circulante.
Outras enzimas testiculares inibidas sdo a Superoxido dismutase (SOD) e a
glutationa S-transferase (GST) (Figura 21), duas enzimas importantes na captacéo
de radicais livres no testiculo (Samanta et al., 1999). Essa baixa atividade pode estar
relacionada ao baixo nivel de testosterona (Hatayama et al., 1986).
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Figura 20 - representac¢do grafica do efeito de uma Unica administracao intratesticular de Cloreto de Calcio em ratos
albinos na atividade das enzimas 3B-Hidroxiesterdide desidrogenase (3B-HSD) e 17B-Hidroxiesterdide desidrogenase
(17B-HSD). As diferentes letras representam diferentes significancias estatisticas (b,c p<0,01, d p<0,001)(Adaptado de
Jana et al., 2002)
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Figura 21- Representagdo grafica do efeito de uma unica dose intratesticular de CACI2 em ratos albinos na atividade
enzimatica de SOD e GST. Figuras com diferentes letras indicam significancia estatistica diferente (b,c p< 0,01, d p<0,001
relativo ao controle)(Adaptado de Jana et al., 2002)
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Os niveis séricos de Malondialdeido (MDA), um produto formado pela
peroxidacgéo lipidica (Ohkawa et al, 1979) no testiculo, se elevam consideravelmente
conforme a dose aumenta (Jana et al., 2002, 2005, Jana & Samanta, 2007),
indicando um aumento na producao de radicais livres (Jana, Samanta &Gosh, 2002).
Além disso, a infiltragcdo de leucocitos também aumenta a liberagéo de radicais livres
(Sikka, 2001) e a menor atividade de SOD e GST significam menor captagédo dos

radicais livres ja presentes (Jana, Samanta & Gosh, 2002).

Acredita-se que o principal mecanismo do CaCl2 é sua alta propensao a
criacdo de radicais livres em qualquer tecido (Kakkar et al., 1992), capazes de
destruir qualquer tipo de célula (Halliwell, 2015). Isso leva a uma reacao em cadeia
(Figura 22), destruindo os tecidos tubulares e intersticiais, levando a uma diminuigéo
da concentracdo sérica da testosterona, inibindo a atividade de enzimas
antioxidantes. (Jana et al., 2002, 2005; Jana & Samanta, 2007, 2011).

Unica injegao intratesticular
bilateral de Cloreto de Calcio

Degeneracdo testicular
Degeneragdo de D?generagﬁo de-:
células germinativas células de Leydig
1 3B-HSD e da 17B-HSD
1 Contagem epididimal de
espermatozéides ¢
\ | da testosterona
Esterilidade

Esterilidade permanente

Figura22 - Diagrama do mecanismo relacionado a indug¢ao de infertilidade em gatos machos apds unica dose

intratesticular de CaCl2 (Adaptado de Jana & Samantha, 2011)
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Devido ao fator dose-dependente do cloreto de calcio, ele permaneceu
invisivel como promotor de infertilidade nos primeiros estudos de Kamboj & Kar
(1963). Esse estudo buscava por elementos naturais esclerosantes em doses baixas

e 0 CaCl2 necessitava de uma dose intratesticular maior do que a testada.

No estudo de Silva et al (2018), foi usado DMSO como veiculo. Apesar de
sua grande capacidade como carreador e potencializador, também tem acéo
antioxidante e antiinflamatdria (Alves, 1998), o que pode interferir no mecanismo de
acao do CaCl2. Os resultados do estudo de Silva et al (2018) diferiram dos outros
autores que alegam ter alcancado a degeneracdo total do tecido testicular. Silva et al
(2018) classificou os testiculos estudados de acordo com o grau de degeneracdo,
obtendo resultados menos promissores em relacdo a outros autores, sem alcangar a
azoospermia de todos os animais aos 60 dias. Porém, nos cédes que se tornaram
azoospermicos, os resultados puderam ser observados aos 30 dias do experimento,
sendo mais rapidos do que o zinco injetado por via intraepididimal (Fahim et al.,
1993). Lembrando dos efeitos dose-dependentes do CaCl2 (Jana et al., 2005), é
valido ressaltar que a concentracdo de CaCl2 usada no estudo de Silva (7,5%) é
menor do que a utilizada em solugbes alcoodlicas (20%)(Koger, 1977), e menor do
gue outro estudo, realizado em gatos, utilizando a concentracdo de 20% de CaCl2
com DMSO a 0,5% (Paranzini et al., 2018). Esse estudo anterior encontrou reducéo
ou auséncia dos espiculos penianos nos gatos apés 80 dias, sinalizando uma queda
da testosterona a niveis ndo compativeis com as necessidades hormonais em
machos, além de constatar diminuicdo de 50% do volume testicular ao final do
experimento. Isso indica que, possivelmente, um aumento na concentragdo de
CaCl2 seja necessario, mesmo utilizando DMSO 0,5% como veiculo. Nos estudos
de Silva (2018), é pouco provavel que a testosterona fosse abaixar mais, mesmo ao
se aumentar o tempo do experimento. Nos animais de Paranzini (2018), foi
encontrada hiperplasia de células de Leydig em sete dos 12 animais. Desses 7,
cinco ndo apresentavam nenhuma outra alterac&o intersticial. Essa hiperplasia &
uma tentativa das células de Leydig de retomar a concentracdo de testosterona
(Vannucchi, 2015), mas é importante lembrar que altas concentra¢cdes de hormdnios
gonadotroficos in vivo levam as células a secretar androstenediona em vez de
testosterona (Hall & Eik-Nes, 1963) e que em todos os estudos anteriores com

CaCl2, as concentracbes de 3B-HSD e 173-HSD se encontravam diminuidas,
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impossibilitando a transformacao da pregnenolona em androstenodiona e depois em
testosterona (Berne & Levy, 2009).

O Cloreto de Célcio € um substrato de facil obtencdo e prego acessivel.
N&o causa dor crbnica e a técnica é relativamente simples. Ja foi usado em diversos
animais (Koger, 1978; Jana e Samanta, 2006, 2007, 2011; Ibrahim et al., 2016),
porém, seu uso como agente castrativo para controle populacional ainda precisa de

mais estudos.

3.3.4 Discussao castracao quimica

Existem diversos agentes esclerosantes menos estudados como, por
exemplo, o Cloreto de ferro e sulfato ferroso (Kar et al., 1965); metais pesados com
mecanismos semelhantes ao cadmio, Glicerol (Wiebe et al., 1989); que causa pouca
ou nenhuma alteracdo na dosagem hormonal e Acido latico (Fordyce et al., 1989);
um método doloroso, que levava a necrose escrotal em 25% dos casos, e que foi
comprovado ineficaz em caes (Immegart et al.,, 2000). Esses agentes causam
destruicdo seletiva do parénquima testicular com danos reversiveis do tecido
intersticial e células de Leydig, levando a comportamentos indesejados e causando
problemas de manejo. Além disso, esses agentes causam dor, febre e muitas vezes,
levam a orquite severa (Jana et al., 2005). A formalina 10% foi injetada em 10 ovinos,
permitindo a deteccdo de perda de massa testicular e dano nos tibulos seminiferos
(ljaz et al, 2000). Um agente interessante que tem sido testado é a solugdo salina
hipertonica (Emir et al., 2008). Nao foram encontrados efeitos adversos no escroto,
mas foi relatada necrose em toda a area dos testiculos, porém, sem resultados
estatisticamente confiaveis nos niveis de testosterona. Ainda & necessario realizar

muitos estudos com esse agente para descobrir sua real importancia.

Apesar de o cadmio ser um agente perigoso e imprevisivel, sendo até
chamado de veneno em alguns artigos (Martelli, 2006; E. Cameron & Foster, 1973),
merece lugar de destaque na pesquisa em busca de um agente castrativo ideal. A
descoberta incidental de seus efeitos testiculares por Parizek (1963) abriu as portas
para diversos estudos em busca de elementos com propriedades parecidas, afim de

desenvolver uma técnica mais facil, mais barata e com menos efeitos colaterais do
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gue a orquiectomia, sendo uma das principais finalidades o controle populacional de
animais de rua (Jana & Samanta, 2007, 2011). N&o é por acaso que os efeitos do
zinco comecaram a ser estudados, pois cadmio e zinco pertencem ao mesmo grupo
na tabela periédica, tendo propriedades semelhantes, ao ponto do zinco competir
com o cadmio pelos mesmos sitios de ligacdo, podendo até, momentaneamente,
prevenir os efeitos toxicos da injecao intratesticular com cadmio (Parizek, 1957). Era
pertinente estudar os efeitos do zinco, pois, diferente do cadmio, o zinco néo é
carcinogénico e esta presente em abundancia no organismo, principalmente no
sistema reprodutor (Hidiroglou, 1984) sendo necesséarias doses relativamente altas
para se obter toxicidade (Fahim et al. 1993). O zinco é considerado um agente
esterilizador de sucesso, existindo inclusive, produtos comerciais a base de
Gluconato de zinco a venda no mercado (Oliveira et al. 2011). A maioria dos
estudos realizados com o Gluconato de zinco (Oliveira & Silva, 2007; Vanderstichel.,
2015) testa a eficacia desses produtos comerciais.

O cloreto de célcio foi ignorado pelos pesquisadores que buscavam
elementos naturais com as mesmas caracteristicas do cadmio (Kamboj & Kar, 1963)
devido a baixa dose utilizada no experimento. Diferente do zinco, que precisa
ultrapassar um patamar, exaurindo a capacidade de captacdo das metaloenzimas,
para ter um efeito toxico (Oliveira, 2007, Fahim et alt, 1993), a toxicidade do Cloreto
de Célcio ocorre de forma dose-dependente (Jana et al.,, 2002, 2005; Jana &

Samanta, 2007, 2011), sendo seus efeitos mais extensos conforme a dose aumenta.

Os efeitos contraceptivos de alguns desses compostos podem ser
considerados seguros, de baixo custo e de fécil aplicagdo. Ainda assim, h&
resisténcia por parte da populacdo de utilizar a castragcdo quimica. De acordo com
Fahim (1993): (a) ndo havia interesse por parte da industria farmacéutica em realizar
pesquisas na area, pois 0s possiveis efeitos colaterais poderiam levar a diversos
processos judiciais, (b) o governo néo disponibilizava dinheiro para os estudos na
area, (c) pressao popular levava os pesquisadores da area a buscarem tratamentos
para a infertilidade em vez de métodos para promover infertilidade e (d) a maioria
dos agentes esclerosantes da €época causavam irritagdo ou ulceracao escrotal e nem
sempre levavam a azoospermia. Até hoje, apesar das novas técnicas serem mais

eficientes e mais seguras, ainda ndo sdo 100% eficazes.
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4. Concluséo

Os métodos contraceptivos nao-cirdrgicos ndo sao novos. Apesar de
alguns métodos estarem bem estabelecidos ha anos, nenhum método contraceptivo
existente é perfeito. A terapia hormonal, devido a sua caracteristica temporaria, €
ideal para proprietarios que queiram controlar os comportamentos de seus machos,
mesmo que desejem a reproducdo mais tarde. Devido a seus efeitos colaterais, o
uso de progestagenos em machos é contra-indicado, enquanto o uso de andrégenos
deve ser feito com cautela. Os analogos de GnRH néo possuem efeitos colaterais
conhecidos e sdo vendidos comercialmente. A imunocontracep¢cdo nao possui
efeitos colaterais conhecidos, mas também n&o é ideal para controle populacional,
devido a imprevisibilidade da duracdo de seus efeitos. Ja o problema da castracéo
guimica é a necessidade de que ela seja 100% efetiva na destruicdo de todo o

tecido, ou havera regeneracao de células de Leydig ou até de tubulos seminiferos.

A castracdo quimica é a mais promissora para o controle populacional de
animais errantes, pois a destruicdo completa, sem regeneracéo, significa um efeito

irreversivel de forma barata, ndo invasiva e com rapida recuperacao do animal.
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Parte Il (Relatorio de estagio Final)

1. Introducéo

O estagio Supervisionado Obrigatério do curso de Medicina Veterinaria
da Universidade de Brasilia (UnB) é parte crucial da formacdo de um médico
veterinario competente em sua area de atuacdo desejada. O estagiario é
introduzido as normas e rotina da sua area escolhida, acompanhando o trabalho
desenvolvido e, quando possivel, auxiliando nesse trabalho, buscando um

aprendizado tedrico e pratico.

Esse relatdrio visa descrever a rotina do estagiario no departamento
de ciéncias fisiologicas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB), na area de
reproducao animal e relatar suas atividades realizadas durante esse periodo. Sua
duracédo foi do dia 13 de Agosto de 2018 até o dia 30 de Novembro de 2018,

realizado sob supervisédo da professora Carolina Madeira Lucci e sua equipe.

Durante a permanéncia do estagiario, haviam dois estudos sendo
realizados pelos orientandos da professora Carolina Lucci: Um estudo em
machos, em que se testava 0 uso de nanoparticulas injetadas nos testiculos de
ratos como método alternativo para promocédo de infertilidade, e um estudo em
fémeas, em que se criopreservavam 0s ovarios de gatas, com subsequente
autotransplante de fragmentos desses ovarios, com objetivo de avaliar métodos
gque auxiliem na sobrevivéncia do tecido transplantado e promover

desenvolvimento dos foliculos pré-antrais.

2. Estrutura fisica

O Laboratério de Reproducéo animal e Endocrinologia esta integrado
no departamento de ciéncias fisiologicas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade de Brasilia.

Possui equipamentos para realizar andlises histolégicas, confecgéo
de laminas histolégicas e criopreservacdo de materiais. O prédio ainda dispde de

um centro cirargico, onde sao realizadas as castragcbes dos animais
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experimentados. Além disso, o departamento dispde de parceria com outros
departamentos, sendo utilizados seus laboratorios para analises mais especificas,
como microscopia eletrénica ou analise bioquimica e hemograma dos animais

experimentados.

3. Atividades Realizadas

Devido ao grande fluxo de pessoas de diferentes areas circulante no
laboratério, a equipe seguia um cronograma restrito, em que o uso dos
equipamentos necessitava aviso prévio. De acordo com a necessidade individual
de cada pesquisador, o cronograma semanal era montado para que cada um
tivesse mais tempo em um determinado equipamento, de modo em que a
capacidade total do laboratorio era utilizada sem haver desorganizacdo ou

conflito entre os membros da equipe.

Reunides Semanais

As segundas-feiras pela manha, Os orientandos se reuniam com a
professora Carolina Lucci para uma reunido, onde eram discutidos os resultados
alcancados durante a semana, assim como a fase em que se encontrava cada
experimento. A cada semana, um integrante deveria apresentar um seminario
mostrando seu trabalho durante a reunido. Enquanto os mestrandos e
doutorandos apresentavam suas pesquisas, aos estagiarios era escolhido um
artigo cientifico a ser apresentado, com o intuito de torna-los familiarizados com a

leitura e compreenséao de artigos.

O seminario do estagiario consistiu na apresentacdo de dois artigos
recentes a respeito da castracdo quimica com Cloreto de Calcio usando-se como
veiculo o DMSQO: Silva et al (2018) e Paranzini et al (2018).
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Ultrassonografia

Semanalmente, o estagiario acompanhava o ultrassom dos testiculos
de ratos do experimento em machos. O ultrassom era utilizado para medir o
tamanho dos testiculos semanalmente, assim como visualizar a resposta

inflamatoria causada pelo tratamento.

Confeccao laminas histolégicas

Durante o periodo de estagio, o estagiario auxiliou na confeccdo de
laminas histolégicas em ambos os estudos. Nas fémeas, os fragmentos
ovarianos transplantados eram processados, enquanto nos machos, houve
processamento de testiculos. Acima disso, 0 baco, rins e figado dos machos
também foram processados para analisar a possibilidade de transporte das

nanoparticulas para esses 0rgaos.

Os testiculos sdo fixados em solucdo de Bouin até que possam ser
processados, enquanto os ovarios, devido a natureza do experimento, néo
podem usar o Bouin, que interferiria nos resultados da imunohistoquimica. Em
vez disso, eles sdo fixados em paraformaldeido a 4% por 48h. Os materiais
devem ser postos em cassetes e identificados antes de passar para a proxima
fase do processamento. Para que sejam postos em blocos, as amostras
precisam passar por um processo de desidratacdo. Elas sdo submersas em
concentracdes crescentes de alcool iniciando em 70% até que se alcance 100%,
ficando submersas durante uma hora em cada estagio. Apés a desidratacdo, as
amostras sao submersas em xilol, sendo esse trocado a cada hora por 3 horas
consecutivas, até que o alcool seja substituido por xilol. As pecas entdo, séo
submersas em paraplast liquido dentro de uma estufa que deve ficar pelo menos
1h em 3 banhos consecutivos para que esse possa penetrar no tecido. Depois de
0 paraplast penetrar o tecido, o material é levado a uma forma onde € despejado
paraplast a 70 °C sobre ele e, ao esfriar, formard um bloco pronto para ser

cortado.

Os blocos sé@o cortados em um microtomo com cortes de 5um. No

caso das fémeas, os cortes precisam ser sequenciados de 5 em 5, sendo cada
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primeiro corte dessa sequéncia corado com hematoxilina e eosina e utilizado
para avaliagdo sob microscopia de luz, enquanto os 4 remanescentes s&o
guardados para fazer coloracbes especiais posteriormente. Essas sequéncias

precisam ser realizadas até que se obtenha 250 cortes no total.

Para a coloracdo, as amostras, ja nas laminas, devem ser colocadas
na estufa por pelo menos 2h. Esse processo auxilia a amostra a se fixar melhor
nas laminas. A coloracdo é feita em bancada separada, junto a uma capela de
exaustdo, devido ao forte odor do xilol. As laminas sdo postas em carrinhos e
seguem um protocolo de remocéao do paraplast com xilol, reidratacdo da amostra
com alcool em concentracBes decrescentes e agua corrente, coloracdo com
hematoxilina e eosina (Os tempos de exposicao variam de acordo com o 6rgdo
corado), desidratacdo com 4alcool, remocédo do alcool com xilol, mantendo a
amostra integra até que seja terminada a lamina. Apds o término da coloracéo,
monta-se a lamina, fixando-a a laminula utilizando Entellan® e pressionando

levemente para remocéo das bolhas de ar.

Contagem e avaliacao de foliculos

Nas fémeas, os foliculos sdo contados e classificados quanto ao
estagio de desenvolvimento (primordial, priméario, secundario e terciario) e
degeneracbes encontradas no ovocito (ovocito retraido, descolamento total ou
parcial, vacuolizagdo, nucleo picnético), na granulosa (inchaco, picnose) e no
proprio foliculo (descolamento do estroma, degeneragdo total). Ao comparar 0s
resultados com os controles, é possivel determinar se os diferentes tratamentos

testados estao surtindo efeito na sobrevivéncia dos foliculos.

Avaliacdo da morfologia espermatica

Apoés a eutanasia e obtencéo dos testiculos, faz-se um macerado da
cauda do epididimo dos animais e pode ser feita uma classificacdo dos
espermatozoides quanto a degeneracdes, sendo divididas em alteracbes de
cabeca, alteracbes de peca intermediaria e alteragfes de cauda. Pipeta-se uma
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gota dessa solucdo de macerado entre lamina e laminula e conta-se 200
espermatozoides, classificando-os entre normais e defeituosos, classificando as

alteracdes quando presentes.

Medida de tubulos seminiferos

Ao sofrer degeneracdo, diversas alteracbes ocorrem em tubulos
seminiferos. Sua luz se dilata, as células germinativas se descolam das células
de Sertoli, estando visiveis na luz do tdbulo ou até mesmo desaparecem
completamente, h& sinais de inflamacéo peritubular e alteracdo no tamanho do
tibulo em si. Era usado um microscépio invertido EVOS para se obter imagens
digitais das laminas dos testiculos e o programa ImageJ para medicdo dos
tubulos seminiferos. Os tubulos seminiferos mensurados sempre nha mesma
ordem, a é&rea do tdbulo, area da luz do tdbulo, didmetro maior do tabulo,
didmetro menor do tdbulo, didmetro maior da luz do tdbulo, diametro menor da
luz do tdbulo, altura maior do epitélio e altura menor do epitélio. A cada testiculo,

eram medidos 25 tdbulos. Em tdbulos degenerados, é impossivel medir com

precisdo esses parametros, e somente era realizada a medida da area do tubulo.

Anadlise de sangue

O sangue dos ratos era coletado durante o processo da eutanasia
para que fossem realizados hemograma e analises bioquimicas, buscando
averiguar o estado de saude e resposta do organismo as nanoparticulas. As
analises avaliam funcéo hepdtica, utilizando-se de testes de ALT e AST, e funcéo
renal, verificando marcadores como uréia e creatinina. Essas analises séo
necessarias, pois € preciso saber se houve danos renais ou hepéticos causados

pela presenca de nanoparticulas.
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4. Concluséo

A rotina no Laboratério de Reproducdo animal € intensa e cada
pesquisa € composta por diversas fases, cada uma levando meses para ser
concluida. Durante a permanéncia do estagiario, apenas uma parcela das
analises necessarias ainda nao havia sido concluida, sendo acompanhados

apenas os procedimentos finais para obtencédo dos resultados dos experimentos.

A elaboracdo de um experimento cientifico requer a colaboracédo de
diversos membros de areas distintas para seu sucesso. Para operar 0s
equipamentos mais complexos, era necessario o auxilio de técnicos capacitados
e, sem o auxilio de um médico veterinario, seria impossivel realizar a ovario-
salpingo-histerectomia nas gatas e o ultrassom nos testiculos dos ratos. Além
disso, os biotecndlogos sédo dotados de conhecimentos extensos na area
laboratorial, sendo mais familiarizados com os procedimentos e protocolos das

diversas areas da biotecnologia, capazes de atuar em diversos setores.

O estagio final no Laboratério de Reproducdo e Endocrinologia
proporcionou ao estagiario, experiéncia na area laboratorial, assim como
conhecimento sobre alguns processos ndo explorados detalhadamente durante
sua graduacdo. Também foi possivel ver a caracteristica multidisciplinar da
pesquisa cientifica, sendo crucial o trabalho em equipe e profissionais de

diversas formacdes.



