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RESUMO

Este estudo tem como objetivo avaliar a magneto-hipertermia (MHT) mediada por
nanoparticulas magnéticas como possivel indutor de infertilidade em gatos. Foram
utilizados 20 gatos divididos em duas fases que avaliaram os efeitos a curto prazo — Fase
1 (N=11) e alongo prazo — Fase 2 (N=9). O tratamento consistiu na inje¢ao intratesticular
de 150uL de fluido magnético composto de ferritina de manganés recoberta com citrato
combinado com a MHT até os testiculos atingirem a temperatura de 45°C e manutengado
por 15 minutos. Os animais passaram por orquiectomia em momentos diferentes pos-
MHT - Etapa 1: (Grupo D7, N=3;Grupo D24, N=4; Grupo D47, N=4; - Etapa 2: (Grupo
D90, N=2), (Grupo D145, N=3) e (Grupo D180, N=4). Foram avaliados parametros
clinicos, hematologicos e ultrassonograficos em diferentes intervalos pré e pos
procedimento para avaliacdo da saude e bem-estar dos animais. A MHT foi segura, bem
tolerada ¢ ndo houve aumento significativo da temperatura testicular, sinais clinicos
significativos de dor ou comprometimento sistémico. Notou-se que dos testiculos
avaliados pos-procedimento, 57,5% se apresentaram mais firmes nas primeiras 24 horas,
65% tiveram aumento da sensibilidade nas primeiras 2 horas e 85% apresentaram eritema
da bolsa escrotal nas primeiras 4 horas, e a partir da avaliacao de 7 dias, essas alteracdes
nao foram mais encontradas. Observou-se diferenca estatistica no peso absoluto testicular
no D180 quando comparado ao grupo controle. O volume testicular teve um aumento
significativo no 7° dia devido a inflamagao peritesticular com diminui¢do significativa no
180° dia e observou-se azoospermia em 80% dos animais. Histologicamente foi possivel
identificar lesdes importantes na arquitetura dos tibulos seminiferos e epididimos dos
animais tratados em ambas as fases dependendo do processo inflamatorio e da presenca,
quantidade e proximidade com o material sugestivo de nanoparticulas. A presenga de
nanoparticulas foi associada a danos celulares, principalmente nas regides de maior
acumulo, resultando em necrose difusa dos testiculos. Os resultados indicam o potencial
promissor do método apresentado como alternativa ndo cirurgicas na esterilizagdo de

gatos machos.

PALAVRAS- CHAVES: Hipertermia mediada por nanoparticulas, castragdo, testiculos,

tabulos seminiferos, esterilizacao.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate magnetic hyperthermia (MHT) mediated by magnetic
nanoparticles as a potential method to induce infertility in male cats. A total of 20 cats
were divided into two experimental phases to assess short-term effects — Phase 1 (N=11)
and long-term effects — Phase 2 (N = 9). The treatment consisted of intratesticular
injection of 150 pL of a magnetic fluid composed of citrate-coated manganese ferrite,
followed by MHT until testicular temperature reached 45°C, maintained for 15 minutes.
Orchiectomy was performed at different time points post-MHT — Phase 1: (Group D7, N
= 3; Group D24, N =4; Group D47, N =4) and Phase 2: (Group D90, N = 2; Group D145,
N = 3; Group D180, N = 4). Clinical, hematological, and ultrasonographic parameters
were evaluated at various pre- and post-treatment intervals to monitor animal health and
welfare. MHT was found to be safe and well-tolerated, with no significant increase in
testicular temperature, no marked clinical signs of pain, and no systemic compromise.
Among the testes evaluated post-treatment, 57.5% were firmer within the first 24 hours,
65% showed increased sensitivity within the first 2 hours, and 85% presented scrotal
erythema within the first 4 hours. These alterations were no longer observed from day 7
onward. A statistically significant reduction in absolute testicular weight was observed
on day 180 compared to the control group. Testicular volume increased significantly on
day 7 due to peritesticular inflammation, followed by a marked decrease on day 180.
Azoospermia was observed in 80% of the treated animals. Histological analysis revealed
substantial damage to the architecture of seminiferous tubules and epididymides in both
phases, depending on the intensity of the inflammatory process and the presence, quantity,
and proximity of nanoparticle-like material. The presence of nanoparticles was associated
with cellular damage, particularly in areas of higher accumulation, leading to diffuse
necrosis of testicular tissue. These findings indicate the potential of the proposed method

as a non-surgical alternative for sterilization in male cats.

KEYWORDS: Nanoparticle mediated hyperthermia, neutering, testicles, seminiferous
tubules, sterilization.
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1- INTRODUCAO

Animais errantes s3o um problema de saude publica para grande parte do mundo.
A Organizagdao Mundial da Saude (OMS) aponta a existéncia de mais de 30 milhdes de
animais abandonados no Brasil, entre caes e gatos.

A facilidade com que gatos urbanos se organizam em colonias favorece o
crescimento exponencial das populacdes e desafia todos os métodos de controle
conhecidos. Caracteristicas reprodutivas especificas incluindo maturidade sexual
precoce, poliestria e gestagdes multiplas contribuem para a natureza prolifica do Felis
catus. Os gatos domésticos errantes representam riscos para a saide humana e animal
como um reservatorio de patdgenos, além de causarem impacto negativo na fauna
regional por predacdo de espécies nativas (PURSWELL& KOLSTER, 2006; LEVY,
2011)

Durante muitos anos o controle populacional de animais errantes era realizado
com a captura e eutanasia em massa desses animais. Como essas agdes nao foram
satisfatorias e considerando os aspectos €ticos e legais, esta pratica vem sendo substituida
por outros métodos de controle desta superpopulacdo. Acredita-se hoje que a acdo direta
sobre a reprodu¢do com técnicas focadas em esterilizacdo somadas a ac¢des de educacio
para guarda responsavel sdo a chave para o controle populacional (MENDES-DE-
ALMEIDA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; MOUTINHO et al., 2015).

Apesar da esterilizacdo de ambos os sexos ser o ideal, cada macho fértil ¢ capaz
de engravidar vérias fémeas, sendo importante focar na esterilizagao destes. O método de
castragdo cirurgica para gatos machos, a orquiectomia, que ¢ a retirada total dos testiculos,
¢ uma técnica segura e eficiente, porém consiste em um procedimento demorado e
dispendioso quando praticado em larga escala (KUTZLER & WOOD, 2006). Desde
1980, varios de métodos de esterilizagdo ndo cirargicos vém sendo investigados. No
entanto nenhum deles se mostrou eficiente e seguro para ser adotado como alternativa a
castragdo cirargica até o presente momento.

Em mamiferos, um aumento na temperatura dos testiculos, que se localizam fora
da cavidade abdominal dentro da bolsa escrotal, leva a reducdo na producdo e na
motilidade dos espermatozoides € a um aumento na quantidade de espermatozoides
anormais (HANSEN, 2009), podendo levar a infertilidade temporaria ou definitiva.
Sabendo disso, a hipertermia mediada por nanoparticulas aplicada diretamente aos

testiculos aparece como uma alternativa para induzir a infertilidade em animais machos.



Dentro da nanotecnologia, a capacidade de nanoparticulas magnéticas em gerar calor na
regido onde estdo localizadas por efeito da interagdo dos momentos magnéticos com um
campo magnético alternado ¢ chamado de magneto-hipertermia (WANG et al., 2010;
CAZARES-CORTES et al., 2018).

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a magneto-
hipertermia testicular em ratos resultou em dano aos tibulos seminiferos e atrofia
testicular a curto prazo, até¢ 56 dias, sem efeitos colaterais (JIVAGO et al., 2021). Em
outro trabalho demonstrou-se que o uso da magneto-hipertermia testicular em ratos
acompanhados por 12 meses apos o tratamento, promoveu infertilidade definitiva nos
animais, com atrofia testicular e queda da testosterona sérica a niveis basais, além de ndo
ter causado efeitos colaterais a satde dos animais a longo prazo (BRITO et al., 2025).

Assim, como a magneto-hipertermia testicular ja se mostrou efetiva e segura em
ratos, este trabalho visa a utilizagdo desta técnica em gatos para avaliagcdo e observagao
se os resultados serdo semelhantes nesta espécie. Além das diferengas fisioldgicas, ¢
comum observar diferencgas na reagdo a tratamentos entre espécies, especialmente no que
diz respeito a tolerancia a dor e a toxicidade de substancias. Por este motivo € necessario
que estudos detalhados sejam realizados nas diferentes espécies de interesse antes de

transpor uma técnica desenvolvida em uma espécie animal para outra.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Animais errantes

O vinculo entre 0 homem e os animais ¢ um fendomeno de carater global e
corresponde a um convivio que data de milénios e constitui uma relacdo que impacta
fortemente sobre a saude das pessoas e dos animais (FORTALEZA, 2006). Um sistema
social é formado entre o elo entre humanos e animais. Por um lado, ha os animais
inseridos no contexto familiar e sua interacdo com o nucleo e os beneficios que sua
relacdo acarreta, e em outro extremo, ha como esses animais sdo cuidados e manejados.
Muitas vezes, sao deixados soltos nas ruas causando um impacto direto na dindmica das
populagdes causando desequilibrio na promog¢ao da satide da familia e da comunidade
como um todo (GARCIA, 2009).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2019, o
Brasil contava com pelo menos 54 milhdes de caes e 24 milhdes de gatos em lares
brasileiros (MMA, 2023). O IPB (Instituto Pet Brasil) levantou que houve crescimento
do niimero de animais em condi¢des de vulnerabilidade, passando de 3,9 milhdes em
2018 para 8,8 milhdes, no inicio da pandemia em 2020 - um aumento de 126%. Do total
da populagao de animais vulneraveis, os cdes representam 69,4% (6,1 milhdes), enquanto
os gatos correspondem a 30,6% (2,7 milhdes) (IPB, 2022). Organizagdes de bem-estar
animal européias indicam que existam milhdes de gatos abandonados na Europa todos os
anos. As estimativas indicam que na Espanha, o numero de gato abandonados anualmente
¢ em torno de 150 mil (LUZARDO et al., 2023). A quantidade de gatos soltos nos Estados
Unidos ¢ estimada em dezenas de milhdoes (MILLER et al., 2014).

Animais errantes sao um problema de satude publica para grande parte do mundo
(ALONSO et al., 2013). Estima-se que, somente nos Estados Unidos, no ano de 2018,
foram eutanasiados aproximadamente 733 mil caes e gatos (SPEHAR & WOLF, 2020).
Além dos impactos sociais e éticos, ha um gasto elevado para os cofres publicos com a
captura, a guarda e a eutandsia desses animais. Além disso, em 2021 no Brasil, foi
promulgada uma Lei Federal que proibe a eutanasia de cdes e gatos pelos orgdos de
controle, com exce¢do nos casos de males, doencas graves ou enfermidade
infectocontagiosas incuraveis que coloquem em risco a saide humana e de outros animais

(LEI FEDERAL N° 14228/2021).
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Para prevenir e controlar as zoonoses e outros impactos que os animais de
companhia podem acarretar para os seres humanos, medidas de saude sdo necessarias e
estas estdo intimamente ligadas com o grau de desenvolvimento da populacdao em que
esses animais estao inseridos, o nivel de urbanizacao, fatores socioeconomicos, culturais

entres outros (OMS, 1998; GARCIA, et al., 2018).

2.2 - Gatos e sua populacao

O gato (Felis catus) ou gato doméstico € uma espécie encontrada no mundo todo.
Sao animais extremamente adaptaveis e que mesmo em sua evolugdo sendo um animal
de companhia, manteve caracteristicas de semi ou total independéncia em relagdo ao
homem (VILELA & LAMIM-GUEDES, 2014). Os gatos podem ser classificados em
quatro categorias: domiciliados (possuem tutor e ndo t€ém acesso a rua), semi-
domiciliados (tem tutor, mas possuem acesso livre a rua); comunitérios ou de vizinhanca
(ndo possuem tutor fixo e sdo cuidados e alimentados por diversas pessoas) e errantes ou
ferais (totalmente independentes para se abrigar e se alimentar) (DIAS et al., 2013).

Quando de vida livre, a facilidade com que gatos domésticos se organizam em
coldnias favorece o crescimento exponencial das populagdes e desafia todos os métodos
de controle conhecidos. Os gatos geralmente preferem ambientes semiurbanos, onde se
agrupam em bandos e perambulam em areas urbanas a procura de abrigo e comida,
pulverizando urina, sofrendo e causando acidentes e atacando espécies vulneraveis,
impactando fortemente na satde publica e no meio ambiente (LUZARDO et al., 2023).

No meio urbano, o aumento desenfreado da populagao de gatos pode promover
um grande impacto sobre a populacdo de espécies selvagens locais. Além da atividade
predatéria, esses animais podem transmitir doencas para varias espécies animais €
humanos, sendo vetor de varios agentes etiologicos (KERBER, 2017). A presencga de
gatos ferais no ambiente urbano, vem se tornando uma grande preocupacgdo na saude
publica, pois somente uma pequena parte dessa populacdo ¢ vacinada e castrada
(PEREIRA et al., 2020).

Caracteristicas reprodutivas especificas incluindo maturidade sexual precoce,
dominancia de macho alfa, reproducdo sazonal poliestral e gravidezes multiplas
contribuem para a natureza prolifica do gato doméstico (PURSWELL & KOLSTERP,
2006; LEVY, 2011). A taxa de reproducao destes animais ¢ enorme. Uma Unica gata, por

exemplo, pode gerar cerca de 781 mil descendentes diretos e indiretos no curto periodo
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de 7 anos (BEAVER, 2003). O crescimento desordenado de sua populagdo e o aumento
no nimero de abandono desses animais acarreta um grande impacto para o meio ambiente
onde esses animais estao inseridos (PEREIRA et al., 2020).

No Brasil, Fernando de Noronha considerada patrimonio humano da Unesco ¢ um
exemplo de local onde a grande quantidade de gatos errantes provoca problemas de satde
publica e danos ambientais. A populacdo de gatos estimada foi de aproximadamente 1300
gatos e esta entre as mais altas ja registradas em uma ilha (DIAS et al., 2017). A grande
quantidade desses animais causa danos diretos a fauna do local com a predaciao de
espécies nativas e ameacadas de extincdo. Em um estudo realizado em 2019, foi
constatado um aumento médio de 41,1% dessa populagdao de felinos sugerindo a
necessidade urgente de controle e erradicagdo populacional desta espécie para promover
a conservacao da vida selvagem nativa, neste importante habitat de reproducao de aves
marinhas ameagadas, bem como de diversas espécies endémicas (FONSECA et al.,

2021).

2.3- Controle Populacional de Animais Errantes

Durante muitos anos, o controle populacional de animais errantes era realizado
com a captura e eutanasia em massa desses animais. Porém, essas a¢des nunca foram
satisfatorias e considerando os aspectos éticos e legais, esta pratica vem sendo substituida
por outros métodos de controle desta superpopulacao. No Brasil, a lei federal 13.426/2017
dispoe sobre a politica de controle de natalidade de caes e gatos e da outras providéncias
e em seu art 1° cita: “O controle de natalidade de caes e gatos em todo territorio nacional
sera regido de acordo com o estabelecido nesta Lei, mediante esterilizacdo permanente
por cirurgia, ou por outro procedimento que garanta eficiéncia, seguranca e bem-estar
animal.”. Em muitos paises, ao longo dos anos, o controle reprodutivo ¢ a posse
responsavel vém se mostrando muito mais eficiente € menos onerosa que a eutanasia
(INSTITUTO PASTEUR, 2000). A Holanda tornou-se o primeiro pais livre de caes
abandonados ap6s a execucdo de politicas publicas de conscientizacdo, multas por
abandono ¢ castragdes (SAWBRIDGE, 2020). Hoje, acredita-se que a agao direta sobre
a reproducdo com técnicas focadas em esterilizagdo somadas a a¢des de educacdo para

guarda responsavel e legislagdo apropriada sdo a chave para o controle populacional
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(MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; MOUTINHO et al.,
2015).

Quando se fala sobre o controle populacional nas colonias de felinos errantes,
onde a grande maioria dos gatos apresenta um comportamento feral, a elimina¢do de uma
parcela desses animais com a eutanasia, remog¢ao para abrigos ou adog¢do nao ¢ eficiente
para o controle populacional (SPEHAR & WOLF, 2020). Esse fato se deve ao efeito
vacuo, um fendmeno natural que ocorre quando a remogao de gatos de uma area leva a
substitui¢do desses individuos por outros provenientes de uma regido proxima, nao
havendo diminui¢do da populacdo desta colonia e algumas vezes notando-se até um

aumento no niumero de individuos (LUZARDO et al., 2023).

2.4- Fisiologia da reproduc¢do do gato macho.

2.4.1 - Aparelho Reprodutor do gato macho

O sistema reprodutor do gato macho ¢ constituido pelo pénis, dois testiculos,
escroto ou bolsa escrotal, prostata, glandulas bulbouretrais e ductos deferentes (Figura 1).
Os testiculos nos filhotes de gatos machos devem ser palpaveis na bolsa escrotal com 6 a
8 semanas de vida (LITTLE, 2015).

O pénis esta localizado ventralmente ao saco escrotal e se direciona caudalmente,
fazendo uma reversao apos a ere¢@o e se posicionando de cima para baixo (SEBASTIANI
& FISHBECK, 2005). O pénis do gato contém um osso vestigial e fica revestido pelo
prepucio quando ndo esta ereto. Parte do pénis € coberto com 120 a 150 espiculas
penianas, dependentes de testosterona, que em machos castrados desaparecem entre 5 e
6 semanas (LITTLE, 2015). Nos gatos domésticos a ovulacdo ¢ induzida e depende
totalmente da ativacdo de mecanorreceptores existentes no interior da vagina da gata, o
que ocorre através da estimulacdo mecanica das espiculas presentes no pénis dos gatos
machos (SILVA, 2007). Antes da puberdade, o pénis ¢ parcialmente aderido por uma
prega denominada “prega balanoprepucial” e a liberagdo do pénis desta prega depende de
hormonios andrégenos e sua porgao livre tem aproximadamente 5-10mm de comprimento
e 4-5mm de diametro na base (JOHNSON, 2022).

Os testiculos estdo localizados dentro da bolsa escrotal ventralmente ao anus do

animal e sdo ligados ao organismo através do corddo espermatico formado pelo ducto
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deferente, artéria e veia testicular e plexo nervoso. Os testiculos dos gatos, na fase adulta,
possuem em média 1,5x1x1 cm cada um (JOHNSTON et al., 2001; LITTLE, 2015). A
localizagao dos testiculos dentro da bolsa escrotal localizados externamente a cavidade
abdominal possibilita uma temperatura mais baixa que o restante do corpo do animal
(DYCE et al., 2004). Em espécies que se caracterizam pela presenga dos testiculos na
bolsa escrotal, é necessario que a temperatura das gonadas esteja entre 4°C a 7°C abaixo
da corporal para que a espermatogénese ocorra de forma adequada (REECE, 2006). Para
a manuteng¢ado das alteracdes térmicas ambientais, os testiculos possuem um mecanismo
complexo de regulagdo térmica que incluem a pele delgada do saco escrotal, o musculo
cremaster e a tunica Dartos, que agem retraindo e relaxando a bolsa escrotal, e
aproximando ou afastando os testiculos do abdomen, e o plexo pampiniforme que age
como um mecanismo de troca de calor contracorrente nos vasos que o percorrem (LYRIO
etal., 2023).

As godnadas nos gatos possuem fung¢des enddcrina (secrecdo de testosterona) e
gametogénica com a produgdo de espermatozoides nos tubulos seminiferos (PARAGON
& VAISSAIRE, 2001). Além da testosterona, sao hormdnios importantes no macho felino
o LH e o FSH, ambos produzidos na adeno-hipdfise em resposta ao hormdnio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), produzido pelo hipotalamo. Estes vao agir diretamente sobre
a espermatogénese e sobre a produgdo de testosterona. A testosterona ¢ essencial para o
desenvolvimento das caracteristicas sexuais do macho, producao de espermatozoides,
libido e comportamento sexual (LITTLE, 2015).

O parénquima testicular ¢ composto principalmente pelos tibulos seminiferos
onde estdo localizadas as células germinativas (espermatogdnias, espermatdcitos e
espermatides) e as células de Sertoli que dao sustentagdo e suporte ao processo de
espermatogénese (WHITNEY & SUTTIE, 2018). Entre os tibulos seminiferos
encontram-se o tecido intersticial onde estdo localizadas as células de Leydig que
secretam a testosterona (TORTORA & DERRICKSON, 2010). Os espermatozoides sao
produzidos nos tibulos seminiferos e sao transportados para dentro do epididimo através
dos ductos eferentes.

Na ultrassonografia testicular, o formato do testiculo no gato ¢ mais arredondado
do que oval e hé a presenca de uma linha hiperecdica no centro do testiculo chamada
mediastino. Este representa a area central dos ductos coletores que canalizam os

espermatozoides produzidos e os encaminham para o epididimo (JOHNSON, 2022).
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Nos felinos, o epididimo ¢ dividido em cabega, corpo e cauda. A cabeca do
epididimo fica localizada dorsocranial ao testiculo e o corpo localizado na posi¢cao
dorsolateral. Estes fornecem o ambiente para a maturacao dos espermatozoides. A cauda,
localizada na regido dorsocaudal, proporciona o armazenamento das células espermaticas
antes da ejaculacdo (REECE, 2006). A cauda do epididimo passa medialmente sobre a
superficie testicular e posteriormente da inicio ao ducto deferente, que ira desembocar na
uretra, permitindo assim a passagem das células espermaticas para o meio exterior na
ejaculacdo (JOHNSTON et al., 2001)

As glandulas acessorias presentes no gato sdo responsaveis por eliminar secre¢des
na uretra, que sdo misturadas com a suspensao de espermatozoides proveniente do ducto
deferente. As glandulas bulbouretrais sao duas pequenas estruturas circulares localizadas
proximas ao base do pénis perto do arco isquiatico (DYCE et al.,, 2004). A prostata ¢
responsavel pela maior por¢ao da producao do liquido seminal obtido de uma ejaculagdo
e € composta por dois lobos craniais e dois caudais ao redor da uretra e proxima ao colo
da vesicula urinaria. A prostata ¢ dependente de androgenos sofrendo atrofia apds a

castragao (JOHNSON, 2022).
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2.4.2- Espermatogénese

A espermatogénese ou produgdo espermatica ¢ um processo organizado e
altamente complexo que ocorre dentro dos tubulos seminiferos e transforma uma
espermatogonia em uma cé¢lula altamente diferenciada, o espermatozoide (GOBELLO,
2022). O processo da espermatogénese pode ser divido em estidgios onde as células
passam por varias diferenciagdes, divisdes meiodticas e rearranjo no processo germinativo
(FRANCA & GODINHO, 2003). A espermatogénese compreende a proliferagao de
espermatogoOnias, meiose de espermatdcitos e diferenciacdo das espermadtides em
espermatozoides, a chamada espermiogénese (GOBELLO, 2022). Assim, o ciclo do
epitélio seminifero ¢ a sequéncia de eventos que ocorrem em todos os estagios ordenados
em geragdes concomitantes de células que formam de quatro a cinco camadas
concéntricas da base ao limen do tibulo seminifero. A medida que uma geragdo é
liberada no limen, no mesmo instante, uma nova geracdo ¢ formada em sua base. A
duracdo de cada ciclo do epitélio seminifero no gato foi estimada como sendo de 10,4
dias, e considera-se que aproximadamente 4,5 ciclos sdo necessarios para que o processo
de espermatogénese esteja completo (FRANCA et al., 2005). Sendo assim, estima-se que
a espermatogénese no gato doméstico dure em torno de 46,8 dias (FRANCA &
GODINHO, 2003).

Apo6s a producao de espermatozoides, estes sao liberados na luz dos tabulos
seminiferos e transportados até o epididimo onde ocorre o processo de maturacio
espermatica. Durante o transito no epididimo ocorrem vérias alteragdes nas caracteristicas
morfologicas e funcionais dos espermatozoides. Ao longo do epididimo, os
espermatozoides adquirem motilidade progressiva através de flagelos funcionais e ocorre
a remog¢ao de espermatozoides com anormalidades por fagocitose, garantindo assim a
capacidade de fecundacdo do ejaculado (ROBAIRE et al., 2006). O transito dos
espermatozoides no epididimo e sua maturagdo requerem um adicional de 10 a 12 dias,
completando todo o processo de produgdo espermatica em um periodo de
aproximadamente 60 dias (JOHNSON, 2022). A produgao diaria de espermatozoides por
grama de testiculos em gatos foi descrita como sendo de aproximadamente 16 milhdes

(FRANCA & GODINHO, 2003).
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2.5- Esterilizagdo cirurgica e Método Captura-Esterilizacdo-Devolugao (C.E.D.)

A esterilizagdo cirargica ¢ uma das medidas de controle populacional de caes e
gatos mais eficientes e seguras. A orquiectomia, que ¢ a retirada total das gonadas
masculinas, ¢ o método mais eficaz de esterilizagdo de gatos machos pois interrompe
totalmente e imediatamente a fertilidade e ajuda a diminuir a agressividade, a competi¢ao
por fémeas e, no caso de gatos errantes, o0 comportamento de sair da sua coldnia a procura
de outras fémeas (NELSON & COUTO, 2010; FOSSUM, 2013, NEGREIROS et al.,
2015).

Atualmente, quando falamos sobre colonias de gatos com aumento populacional
desenfreado, um método conhecido como Captura-Esterilizacdo-Devolucao (C.E.D.) ou
Trap-Neuter-Return (TNR) ¢ preconizado. Este método utiliza esterilizagdo cirurgica em
fémeas e machos e o retorno dos animais para seu ambiente nativo para reduzir a
abundancia populacional (MILLER et al., 2014). Esta técnica consiste em um manejo nao
letal onde o animal ¢ recolhido, esterilizado, vacinado, registrado e devolvido a sua
comunidade de origem. O método baseia-se na Teoria do Efeito Vacuo, que afirma que
se a populagdo de animais permanecer em seu territorio, novos individuos ndo chegardo
e se reproduzirao (SPEHAR & WOLF, 2020). Animais novos com condigdes
reprodutivas e sanitarias desconhecidas tornam o ciclo descontrolado, uma vez que o local
permite que estes novos individuos usufruam das condi¢des ambientais de manutencao
da vida ali presentes, como abrigo, 4gua e comida (THE VACUUM EFECT, 2019).

Vérios estudos, publicados em diversas partes do mundo, demonstram que a
técnica C.E.D numa area especifica pode ter sucesso na reducdo da populagao de gatos
ao longo do tempo, particularmente quando associada com a adog¢ao de filhotes e adultos
saudaveis que sdo doceis (SWARBRICK & RAND, 2018).

Vale ressaltar que mesmo a esterilizagdo cirurgica sendo a base do controle
populacional praticado pelo método C.E.D, a cirurgia de castrag¢ao tanto do macho quanto
da fémea, requer centro cirurgico adequado, equipamentos esterilizados, profissionais
treinados, anestesia e tempo suficiente de recuperagdo pos-operatdrio antes da
reintroducao do animal no seu ambiente de origem. Além de onerosa, a esterilizagao
cirirgica carrega riscos como qualquer procedimento cirtrgico (CATHEY & MEMON,
2010).

Quando se pensa em machos que compde uma colonia de gatos, eles sdo capazes

de acasalar com maultiplas fémeas e possuem uma alta capacidade reprodutiva,
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contribuindo significativamente para a reproducdo descontrolada e o aumento da
populacdo de gatos errantes. Além disso, 0s gatos possuem comportamento territorialista
e sao agressivos quando disputam as fémeas entre si, ocasionando brigas, lesdes entre os
gatos da colonia e perturbagao dos ambientes onde as coldnias estao localizadas.
Quando consideramos animais errantes, 0 método de castragdo cirurgica para
gatos machos, a orquiectomia, apesar de ser uma técnica segura, consiste em um
procedimento demorado e dispendioso quando praticado em larga escala (FAGUNDES
et al., 2014). Por se tratar de um procedimento cirargico, complicagdes cirurgicas e
anestésicas podem ocorrer, além de complicagdes pos-operatorias como infecgdes na

ferida cirargica (HOWE, 2006).

2.6 - Métodos Alternativos para Castragdo ndo-cirargica de animais machos

Desde 1960, varios métodos de controle de fertilidade ndo cirtirgicos vém sendo
investigados. Contraceptivos e esterilizantes ndo cirargicos podem fornecer uma
alternativa humana e mais econdmica a esterilizacao cirargica (MASSEI & MILLER,
2013). Como exemplo destes métodos alternativos de contracepcdo e esterilizagdo temos
a imunoesterilizacdo e controle hormonal (NOVOTNY et al., 2015) e a castragao
quimica, que consiste na injecdo intratesticular ou intraepididimaria de substancias que

podem causar infertilidade por induzir a azoospermia (PARANZINI et al., 2018).

2.6.1 - Terapias Hormonais e Imumoesterilizantes

As terapias hormonais indicadas para utilizagao como contraceptivos em animais
consistem na aplicagdo de agonistas do GnRH (FONTAINE, 2021; FAVRE et al., 2014).
Porém, esses tratamentos ndo conseguiram induzir infertilidade permanente, e sdo mais
utilizados em clinicas veterinarias quando a castragdo cirirgica ¢ contraindicada por
alguma razao (FESSEHA, 2019).

A terapia hormonal com aplicagdo de agonista GnRH resulta na dessensibilizagao
das células hipofisarias aos efeitos estimuladores do GnRH. Apdés uma estimulagdo
inicial, os implantes agonistas de GnRH de liberacao lenta levam a regulacdo negativa
dos receptores hipofisarios de GnRH resultando em uma secrecdo significativamente
reduzida de gonadotrofinas e, como consequéncia, em uma perda funcional da atividade

gonadal (GOERICKE et al., 2011). Em um estudo realizado em gatos, a utilizagdo de um
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implante agonista de GnRH (deslorelina 4,7 mg, Suprelorin®) foi bem-sucedida durante
7 meses de uso causando azoospermia. Porém, a avaliagdo histologica testicular dos
animais demonstrou grande variabilidade individual no grau de supressdo
espermatogénica (NOVOTNY et al., 2015). A duracao do implante em gatos (machos e
fémeas) € relativamente curta e ¢ de grande variabilidade individual (FONTAINE, 2015).
Além de ser um método ndo permanente, estes implantes sdo bastante caros e sua
comercializacao nao ¢ autorizada em muitos paises.

A imunoesteriliza¢ao ¢ uma técnica que ganhou impulso na década de 80 inibindo
a fertilidade por meio de vacinas que induzem uma resposta imune impedindo a
fertilidade. Os principais estudos em vacinas contraceptivas incluem a vacina contra zona
pelucida suina (PZP) em fémeas e a vacina anti-GnRH, que pode ser utilizada em fémeas
e machos. O GnRH (hormonio liberador de gonadrotopina) estimula a liberagdo de LH e
FSH pela hipofise, que por sua vez estimulam a ovulacdo nas fémeas e a espermatogénese
no macho (NAZ & SAVER, 2016). Em um estudo realizado com camundongos, caes e
carneiros com a aplicacdo de uma vacina anti-GnRH ocasionou quase nenhuma
diminui¢do da espermatogénese e a resposta nao foi mantida (FERRO et al., 2004). Um
outro estudo foi realizado com gatos machos que receberam duas aplicagdes da vacina
contra GnRH disponivel comercialmente para suinos (Improvac, Zoetis Belgium SA, 0,5
mL sc). Os animais foram avaliados por 24 semanas e houve diminuicdo de 90% no
nimero total de espermatozoides, de 70% da motilidade e 60% da viabilidade. Além
disso, houve diminui¢do da testosterona e do volume testicular, corroborando com
estudos anteriores de curto prazo, mas sem resultados a longo prazo que comprovassem

a eficacia permanente da vacina (OCHOA, et al., 2022).

2.6.2 - Agentes quimioesterilizantes

Em animais machos, as injecdes intratesticulares e intraepididimais de agentes
esclerosantes representam métodos alternativos a esterilizagdo cirargica. Uma grande
variedade de agentes quimicos esterilizantes para injecdes intratesticulares vém sendo
estudados em varias espécies de mamiferos como: gluconato de zinco, danazol, glicerol,
acido lactico, cloridrato de ferro, sulfato ferroso, cloreto de calcio, solugdo salina
hipertonica, entre outras (RAFATMAN et al., 2019). No entanto, todos esses agentes

quimicos quando aplicados no testiculo causam dor, febre e até orquite, uma inflamagao
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grave nos testiculos. Além disso, somente provocam a destrui¢ao parcial e temporaria do
parénquima testicular (FESSEHA, 2019) e ndo eliminam totalmente a producao gonadal
de testosterona (KUTZLER, 2015). Um agente quimico ideal para a utilizagdo em
castragdes deve eliminar completamente a espermatogénese, androgénese, libido e nao
ocasionar toxicidade sistémica ou efeitos colaterais (HAMED et al., 2023). Na ultima
década, os quimioesterilizantes mais comumente estudados foram o gluconato de zinco e
o cloreto de célcio (FESSEHA, 2019).

O gluconato de zinco ¢ bastante estudado como agente quimico para castragao em
mamiferos machos (HAMED et al., 2023). O gluconato de zinco recebeu aprovacao da
FDA como quimioesterilizante para uso em cdes machos filhotes nos EUA em 2003
(CAVALIERI, 2017; LICHTLER, 2014). Este agente promove infertilidade devido a
esclerose do tecido testicular (LEVY et al., 2008). Estudos anteriores em caes relataram
que a injecao intratesticular de gluconato de zinco afetou a espermatogénese com a morte
de células germinativas. A azoospermia foi relatada em 80% a 90% dos caes apds o
tratamento com gluconato de zinco (OLIVEIRA et al., 2012). A utilizagdo desse
quimioesterilizante ocasionou dano da barreira hematotesticular ¢ a liberacdo de
antigenos que foram responsaveis pela rea¢do inflamatodria testicular relatada em um
estudo realizado com gatos machos (FAGUNDES et al., 2014). Em outro estudo
realizado em gatos, os efeitos do gluconato de zinco causaram azoospermia em 73%
(8/11) dos animais tratados por mais de dois ciclos espermatogénicos (120 dias) com uma
unica aplicacdo do quimioesterilizante, mas as concentragdes de testosterona
permaneceram normais durante o tempo de tratamento (OLIVEIRA et al., 2013). Embora
a aplicacdo de gluconato de zinco cause danos nos aspectos reprodutivos, muitos efeitos
adversos sao relatados como dor nos pos procedimento, lesdes escrotais, inflamacao dos
testiculos, edema e ulceragdes no local da aplicacao (KUTZLER & WOOD, 2006). Além
disso, ndo ha comprovacgao da irreversibilidade do método.

O cloreto de calcio em solugdo (CaCl) ¢ um agente esclerosante que tem sido
utilizado de forma promissora para castragao quimica e seus estudos incluem as mais
variadas espécies (FESSEHA, 2019). Em estudos anteriores, foi relatado que a injecao
intratesticular bilateral de solugdo de cloreto de célcio, com ou sem adig¢@o de anestésico
local, promoveu a esterilizacdo em ratos, bodes e caes machos, através da degeneracdo
testicular juntamente com a diminui¢do significativa e dependente da dose na
concentracao de testosterona, sem imposi¢ao de qualquer dor aparente, resposta geral ao

estresse, toxicidade metabolica ou efeitos colaterais toxicos e indesejaveis em um periodo
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de 60 dias (JANA & SAMANTA, 2011). A a¢ado do cloreto de calcio para esterilizagao
ocorre através de danos oxidativos no tecido testicular causado através da produgdo de
espécies reativas de oxigénio (JANA & SAMANTA, 2006). Um estudo mostrou que uma
unica injecdo intratesticular bilateral de CaCl, em etanol 95% foi um método eficaz para
inducdo de castracdo quimica em caes machos. A abordagem mostrou eficicia a longo
prazo (9 meses) e reduziu o comportamento sexual (LEOCI et al., 2019). Em gatos
machos, foi relatado que uma unica aplicagao de cloreto de calcio contendo cloridrato de
lidocaina a 1%, com avalicdo 60 dias pos aplicacdo, foi responsdvel por causar
azoospermia e diminui¢do da testosterona através da destruicao das células germinativas
e células de Leydig (JANA & SAMANTA, 2011).

Até o momento, uma formulagdo comercial de CaCl, aprovada para uso em
animais domésticos ndo esta disponivel e a irreversibilidade do procedimento ainda nao
estd comprovada. A maioria dos estudos sdo baseados em formulagdes manipuladas

(CAVALIERI, 2017).

2.6.3 — Métodos Térmicos

O uso de calor proveniente de diversas fontes, como agua quente, luz
infravermelha, micro-ondas e ultrassom, aplicados aos testiculos também ¢ relatado como
forma de abordagem de castragdo nao cirtrgica (FAHIM et al., 1975) e pode levar a
infertilidade em machos com resultados variaveis (TSURUTA et al., 2012). Em
mamiferos, um aumento na temperatura dos testiculos, leva a redu¢do na producao e na
motilidade dos espermatozoides e a um aumento na quantidade de espermatozoides
anormais (HANSEN, 2009). Considerando as referéncias bibliograficas disponiveis
pode-se afirmar que o estresse térmico testicular leva a subfertilidade ou infertilidade
dependendo da temperatura e da duracdo da exposi¢do. O tempo de estresse térmico
impacta as células espermatogénicas resultando nas reducdes de motilidade, da
morfologia normal e na producao de espermatozoides (ROBINSON, et al., 2022).

Em estudo realizado em camundongos, a imersao da bolsa escrotal em agua a 42°C
por 30 minutos causou uma reducao de 50% na producao de espermatozoides entre 7 e
60 dias quando comparados ao grupo controle em que os animais foram submetidos a
4dgua a temperatura de 33°C (PEREZ-CRESPO et al., 2008). Em um estudo realizado com
caes através da hipertermia testicular com a utilizagao de uma almofada térmica elétrica

aplicada diretamente na bolsa escrotal, o estresse térmico diminuiu imediatamente a
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qualidade do sémen. A qualidade espermatica foi prejudicada, mas os efeitos foram
imediatos e transitorios (LYRIO, et al., 2023).

As primeiras pesquisas sobre o uso do ultrassom para supressdo da
espermatogénese relataram que este método era eficaz devido aos seus efeitos térmicos e
mecanicos combinados, mas dependiam da dosagem, frequéncia e duragio do tratamento
(FAHIM et al., 1975). Estudos de curto prazo demonstraram que uma curta exposi¢ao ao
ultrassom terapéutico induz perda reversivel de fertilidade, mas sdo necessarios estudos
de longo prazo para determinar se esse método causa uma perda progressiva de
espermatogoOnias resultando no esgotamento das reservas de espermatozoides do
epididimo (TSURUTA et al., 2012). Apesar dos estudos com esta técnica serem
promissores, ainda nao foi identificado um tratamento padrdo e eficaz para produzir
contracepc¢ao duravel e com uma tnica aplicagao (LEOCI et al., 2015).

Apesar das inumeras tentativas de desenvolvimento de um método nao cirrgico
para causar infertilidade em animais machos, at¢ o momento nao ha nenhum método
capaz de causar esterilidade definitiva e permanente com uma unica aplicagdo ¢ sem
causar efeitos adversos onde seja possivel uma atividade de esterilizagdo em massa de

animais errantes auxiliando no controle do crescimento populacional desenfreado.

2.7 - Nanotecnologia

A nanociéncia € o estudo dos principios e propriedades dos materiais de tamanho
nanométrico (entre 1-100nm). A produgdo desses materiais em nanoescala e a realiza¢ao
de manipulagdes desses nanomateriais ¢ chamada de nanotecnologia. Os nanomateriais
sdo Unicos, pois fornecem uma grande area de superficie e pequeno volume (SIM &
WONG, 2021; BUZEA et al., 2007). As caracteristicas unicas desses nanomateriais
possibilitam inumeras aplicagcdes considerando que estes possuem propriedades
diferenciadas, sejam elas elétricas e/ou magnéticas, quimicas, fisicas, mecanicas etc.
(ROSA et al., 2020).

A nanotecnologia ¢ uma realidade na area tecnoldgica mundial compondo a
engenharia de nanomateriais e sistemas funcionais em escala molecular ou atémica. Ela
abrange a sintese de novos nanomateriais ¢ aplicagdes na saide humana e animal, com
aplicagOes nas mais diversas areas de atuagdo (JOANITTI et al., 2022; SIM & WONG,
2021).
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Da combinagdo e associagdo das propriedades e capacidades dos materiais
nanoestruturados, como as nanoparticulas, com biomoléculas como proteinas e acidos
nucléicos, nasceu o campo da nanobiotecnologia (TESSIER, 2022). O termo
nanobiotecnologia significa a unido entre a nanotecnologia e a biologia. Entre suas areas
estdo envolidas qualquer aplicagdo da nanotecnologia em pesquisas bioldgicas, como a
area da nanomedicina que utiliza tecnologias em nanoescala e suas técnicas para prevenir,
diagnosticar, monitorar e tratar doengas, incluindo técnicas de imagem, sistema de
administracao de farmacos, engenharia de tecidos, implantes e terapéutica farmacéutica
(DUTT et al., 2023; SIM & WONG, 2021).

Uma area de grande potencial na utilizacdo de nanomateriais sdo os diversos
estudos de nanoparticulas metalicas utilizadas como atrativo para sinais eletromagnéticos
permitindo o aquecimento local (BALL, 2013). Na area médica, além das pesquisas no
tratamento de cancer, estudos realizados com aplicagao testicular de nanoparticulas com
ou sem aquecimento tém mostrado resultados promissores para causar infertilidade em
machos (LI ef al., 2013; JIVAGO et al., 2021). Aplicagdes de nanoparticulas de prata
intratesticular em ratos foram estudadas a fim de desenvolver um agente contraceptivo
nanotecnologico para animais machos, o que resultou em efeitos téxicos na

espermatogénese, porém agudos e reversiveis (BRITO et al., 2021).

2.7.1 - Nanoparticulas Magnéticas (NPMs)

Em 1970, a importancia do magnetismo na medicina ja era uma realidade na
medicina diagndstica, mas outras aplicacdes s6 foram desenvolvidas com a
implementa¢do da nanotecnologia. Com a introducdo da nanotecnologia na década
seguinte ¢ o desenvolvimento das nanoparticulas magnéticas (NPMs) com seu tamanho
e superficie e sua capacidade de reagirem a um campo magnético, estes materiais
passaram a ser usados para marcagdo de células e moléculas, produzindo tecidos e outros
sistemas com propriedades magnéticas importantes (STUEBER et al., 2021).

As nanoparticulas magnéticas sdo uma classe importante de nanoparticulas
metalicas fabricadas de metais puros (Fe, Co, Ni, etc), ligas (FeCo; y-Fe>03) e 6xidos
(Fe3sO4) com magnetizacao de alta saturacdo (WU et al., 2019). Porém, as aplicagdes que
utilizam metais puros, que apresentam o maior nivel de magnetizag@o de alta saturacao,

estao sendo abolidos da engenharia biomédica devido a seu maior grau de toxicidade e
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instabilidade. In vivo, os 6xidos metalicos s3o mais estaveis e mais biocompativeis, sendo
mais empregados nas aplicagdes médicas (FARZIN et al., 2020).

As nanoparticulas magnéticas podem ser usadas em varios campos da
biomedicina. Suas particularidades como suas propriedades fisico-quimicas, area de
superficie, elevada capacidade de funcionar a nivel molecular e a facil adaptagdo dessas
propriedades aos requisitos das aplicacdes na area da satde, as fizeram materiais com
grande potencial biomédico (MONTESERIN et al., 2021).

Com o avango da sintese e funcionalizacdo de superficie, principalmente o
revestimento das nanoparticulas magnéticas (NPMs) com materiais organicos e
inorganicos resultando em uma estrutura de core-shell, houve a melhora da
compatibilidade e prote¢ao dos nticleos magnéticos da oxidacao e corrosao (ZHANG &
JIANG, 2023). Assim, as NPMs passaram a exibir um comportamento magnético e
paramagnético, e por seguirem as leis de Coulomb, podem sofrer um efeito de
transferéncia de energia do campo magnético para si mesmas, tendendo a se agregar na
presenca de um campo magnético externo e dispersar apos a remogao da fonte magnética,
tendo seu uso em desenvolvimento como agentes térmicos, quimioterapicos e
radioterapicos (SARGENTELLI & FERREIRA, 2010; VALLABANI et al., 2019; WU
etal. 2019).

Atualmente, as nanoparticulas magnéticas sao utilizadas em diversas areas como
a separacdo magnética, administracdo de medicamentos, ressonancia magnética e
hipertermia mediada por nanoparticulas. No campo da hipertermia, nanossistemas que
podem ser aquecidos vém sendo desenvolvidos para serem usados para tratamento de
tumores (LAURENT et al., 2011) e como método alternativo de contracepcao de animais

machos (JIVAGO et al., 2021).

2.7.2 - Nanoparticulas de 6xido de ferro

As nanoparticulas superparamagnéticas mais amplamente utilizadas na pesquisa
e atuagdo biomédica sdo as nanoparticulas de ferritina produzidas com 6xido de ferro e
seus varios polimorfismos critalinos, entre eles o y-Fe:Os; (maghemita) e FesOa
(magnetita). A utilizagdo desta NPMs ¢ uma ferramenta promissora em diversas areas
como hipertermia, administracao de farmacos e exames de diagnostico por imagem e se

baseia em seu comportamento paramagnético, alta biocompatibilidade, estabilidade
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coloidal e quimica em condicdes fisioldgicas, baixa toxicidade e baixo custo (WU et al.,
2019; ZHANG & JIANG, 2023).

As NPs de ferritina apresentam maior suscetibilidade magnética quando
comparada a materiais superparamagnéticos normais, baixa coercividade e retentividade
trazendo a oportunidade de utilizacdo para diversas aplicagdes biomédicas (ISLAM et al.,
2020). Geralmente a superficie das nanoparticulas de ferritina sdo revestidas com
surfactantes, silica, silicones ou acido fosforico resultando no aumento da estabilidade e
a difusdo de fluidos (ZHANG & JIANG, 2023). Além disso, podem ser incorporadas ou
conjugadas em sistemas poliméricos como: hidrogéis, esferas, lipossomas e micelas, a
fim de guiar magneticamente as nanoparticulas até o local desejado ou para liberar um
medicamento de maneira controlada apds deformagdao ou hipertermia através em um
campo magnético (KIM et al., 2015).

As nanoparticulas de 6xidos metélicos, como as NPs derivadas de ferritina de
espinélio funcionalizadas (MnFe>O4, MgFe;04, CoFe204, ZnFexO4, Fe3O4) estdo sendo
estudadas e aplicadas para termoterapia de cancer, agentes de contraste de ressonancia
magnética e ferramentas de esterilizagdao (ISLAM et al., 2020; JIVAGO et al., 2021). As
NPs de ferritina de manganés (MnFe2O4) podem ser facilmente sintetizadas com
tamanhos e morfologias desejaveis e combinam as vantagens de materiais a base de Fe e
Mn (AKHLAGHI & NAJAFPOUR-DARZI, 2021). Estas NPs sdo interessantes pois
apresentam uma alta biocompatibilidade, que est4 associada a presenca de ions manganés,
possuem propriedade magnéticas ajustdveis, temperaturas de transi¢do mais altas e

estabilidade quimica em temperatura ambiente (ISLAM et al., 2020).

2.7.3 - Magneto-hipertermia

A magneto-hipertermia (MHT) ¢ a capacidade das nanoparticulas magnéticas em
converter energia magnética em calor. Este aquecimento ¢ alcangado no local onde as
NPMs estao localizadas através da interagdo dos momentos magnéticos € um campo
magnético alternado (BRANQUINHO et al., 2013; WANG et al., 2010). Esta técnica foi
relatada experimentalmente em 1957, quando particulas de y-Fe2O3 de 20-100nm foram
expostas a um campo magnético de 1,2 MHz. A partir dai, varias pesquisas foram
realizadas utilizando diversos materiais magnéticos, modificados ou nao, com vdrias

frequéncias e intensidades de campos magnéticos (LAURENT et al., 2011).
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Nas ultimas décadas, a MHT vem sendo desenvolvida como uma alternativa
terapéutica contra o cancer e¢ nos ultimos 10 anos, como método alternativo na
contracepcdo masculina. Esta modalidade de tratamento consiste em aumentar a
temperatura da regido desejada para entre 42°C e 45°C, através da geracdo de calor pela
ativacdo nas NPMs sob um campo magnético alternado, com a finalidade de inibir os
processos regulatorios e de crescimento das células cancerigenas, promover a apoptose
celular ou torna-las mais susceptiveis a outros tratamentos (KIM ez al., 2015; ANDRADE

etal., 2022).

2.8 — Nanocastragao

Pesquisadores de nanocontracepgao, que trabalham no desenvolvimento de um
método contraceptivo simples, ndo cirargico, controlavel, mais eficaz e mais barato, t€ém
estudado a utilizag@o de hipertermia mediada por nanoparticulas aplicada aos testiculos
como uma op¢ao viavel e permanente na contracep¢do masculina. No campo da
esterilizacdo, métodos de hipertermia mediada por nanoparticulas consiste em aplicar as
NPMs por via intratesticular e aplicar uma fonte de energia eletromagnética, promovendo
o0 aquecimento dos testiculos a faixa de 43 °C a 45°C e mantendo esse aquecimento por
15 minutos, causando a destrui¢do do tecido testicular e a interrup¢do completa da
espermatogénese, considerando que este processo depende de temperaturas mais baixas
para ocorrer.

O aquecimento dos testiculos utilizando a inje¢do intratesticular de nanobastdes
de ouro associada a aplicagdo de irradiacao infravermelha causou infertilidade temporaria
e permanente em camundongos machos e foi associada a intensidade do laser (LI et al.,
2013). Utilizando a tecnologia de laser NIR (near infrared) para aquecimento de
nanocristais de sulfeto de cobre aplicados intratesticularmente em camundongos, foi
demonstrada uma nova plataforma para a esterilizagdo permanente masculina através da
tecnologia fototérmica (LIU et al., 2015).

Em MHT, um estudo do nosso grupo de pesquisa utilizando a hipertermia
magnética testicular mediada por nanoparticulas de MnFe>O4 funcionalizadas com citrato
foi eficaz em causar infertilidade em ratos machos em periodo de até 56 dias pos-
procedimento com poucos efeitos colaterais agudos na satde geral do animal (JIVAGO
et al., 2021). Resultado semelhante foi encontrado em um estudo que comparou a

aplicagdo endovenosa e intratesticular de nanoparticulas de 6xido de ferro (SPION)



26

estabilizadas com 4cido citrico e a hipertermia magnética testicular, causando
esterilizagcdo permanente dos animais tratados (DING et al., 2021). Estudos subsequentes
de nosso grupo demonstraram que o uso da MHT testicular em ratos acompanhados por
12 meses apds o tratamento foi capaz de promover infertilidade definitiva nos animais,
com atrofia testicular e queda da testosterona sérica a niveis basais, sem causar efeitos
colaterais a satide dos animais a longo prazo (BRITO et al., 2025).

Dessa forma, a técnica de hipertermia magnética (MHT) mediada por
nanoparticulas, quando aplicada aos testiculos com finalidade contraceptiva permanente,
apresenta potencial como estratégia eficaz para o controle populacional de animais
errantes. No entanto, apesar dos resultados promissores observados em estudos com
roedores, ainda ndo ha investigagdes conduzidas em espécies de interesse, como caes €

gatos.
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3- JUSTIFICATIVA

Animais errantes sao um problema de saude publica para grande parte do mundo. A
reproducao desenfreada de gatos de rua representa um problema multifacetado em
ambientes urbanos em todo o mundo. Esses animais se organizam em colonias
favorecendo o crescimento exponencial de suas populagdes e desafiando os métodos
conhecidos de controle populacional como a castragdao. Os gatos domésticos errantes sao
uma ameaga a saude animal e humana sendo vetores de zoonoses. Além disso, podem
causar efeitos prejudiciais aos ecossistemas locais que habitam com a predacdo de
espécies ameacadas de extingdo. O controle populacional de felinos errantes ¢ um desafio
complexo que requer a colaboragdo entre autoridades locais, organizagdes de protegao
animal, profissionais de saude veterinaria € membros de comunidade.

Programas de esterilizagdo para felinos errantes menos onerosos ¢ com diminuigao
dos recursos médicos necessarios podem levar a economias significativas a longo prazo.
Reduzir o nimero de animais abandonados e controlar sua populagdo pode resultar em
menos casos de doengas transmitidas, menos conflitos com a comunidade e menos gastos
com resgate, tratamento e eutanasia destes animais em situac¢do de rua.

Métodos alternativos de castragdo com a utilizagdo de nanotecnologia, especialmente
hipertermia mediada por nanoparticulas, oferecem a possibilidade do desenvolvimento
de uma técnica mais eficiente, segura € menos invasiva para esterilizacdo de animais
machos, trazendo beneficios para estes e para as comunidades em que estdo inseridos.
Apesar dos estudos em roedores mostrarem resultados promissores, nenhum estudo nos
animais de interesse (gatos e caes) foi realizado ainda. Como a transla¢ao de metodologias
envolve adaptagoes e, as vezes, resultados diferentes, pesquisas utilizando as espécies de
interesse precisam ser conduzidas. Assim, este projeto propde investigar os efeitos da
magneto-hipertermia mediada por nanoparticulas aplicada diretamente aos testiculos com

o intuito de promover a esterilidade em gatos machos.
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4- OBJETIVOS DO EXPERIMENTO

Objetivo Geral

* Investigar os efeitos a curto e a longo prazo da aplicacdo de magneto-hipertermia

em testiculos de gatos como indutor de infertilidade.

Objetivos Especificos

* Fase 1: Avaliar os efeitos a curto prazo nos parametros reprodutivos dos animais
tratados e fazer avaliacao da dor possivelmente causada pelo procedimento de magneto-

hipertermia testicular mediada por nanoparticulas magnéticas;

» Fase 2: Avaliar os efeitos a longo prazo da magneto-hipertermia testicular

mediada por nanoparticulas magnéticas sobre a fertilidade e a saude dos animais tratados.



29

5 - MATERIAL E METODOS
5.1- Animais

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade
de Brasilia, SEI nimero 23106.018229/2022-31 (ANEXO 1).

No total das duas fases foram utilizados 20 gatos machos entre 6 meses e 1 ano de
idade, sem raca definida, saudaveis e FIV/FELV negativos. Os gatos participantes do
estudo foram oriundos de resgate por protetores independentes ou de tutores que
concordaram em inseri-los no estudo mediante termo de consentimento livre esclarecido.

Os animais foram submetidos a exame fisico completo, sorologia de FIV e FELV
(ELISA), vermifugacdo e analise sanguinea (hemograma completo, perfil renal e
hepatico) para constatacao de boa saude antes de serem inseridos no experimento.

Os animais experimentais foram mantidos no gatil no Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia, soltos, em area fechada e aberta totalmente telada, com
alimentagdo de ragdo premium e agua ad libitum.

O trabalho foi dividido em 2 fases: Avalia¢ao de curto prazo- Fase 1: (N=11 gatos)
e avaliacao de longo prazo - Fase 2 (N=9 gatos).

Epididimos e testiculos de gatos de idade e peso semelhantes submetidos a
orquiectomia eletiva foram coletados para servir como controle (n = 4) para as analises

€Xx Vivo.

5.2- Nanoparticulas Magnéticas

Em ambas as fases, as nanoparticulas magnéticas (NPMs) utilizadas foram
sintetizadas de acordo com Branquinho et al. (2013) no Laboratério de Ressonancia
Magnética Eletronica, Instituto de Fisica, da Universidade Federal de Goias (UFG) e sao
compostas de ferrita de manganés (MnFe»O4) funcionalizadas com citrato, com diametro
médio de 9,8nm (£3,2) na forma de um fluido magnético na concentracdo 80-95 mg

NP/mL (FIGURA 2).
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Figura 2. A) Fotomicrografia das nanoparticulas utilizadas (MnFe2O4) a0 microscdpio eletronico
de transmissdo. B) Distribui¢do do diametro aferido.

5.3- Procedimento de MHT testicular

Os animais experimentais foram pré-medicados com dexmedetomidina (7pg/kg,
Dexmedetomidor ®, Zoetis) e cloridrato de cetamina (5mg/kg, Quetamina ®, Vetnil) por
via intramuscular, para sedagdo e analgesia. ApoOs resposta a sedacdo, a veia cefalica foi
cateterizada com cateter 24G intravenoso e foi instituida fluidoterapia de manutengao
com solucdo fisiologica 0,9%. A inducdo anestésica foi realizada com aplicacdo de
propofol (5mg/kg, Propovan®, Cristalia) por via intravenosa e a manutengdo anestésica
realizada em aparelho de anestesia inalatoria com vaporizador calibrado de isofluorano
(HB 4.3, HB Hospitalar, Brasil) com isofluorano (Isoforine®, Cristalia, Brasil) em
circuito aberto (Baraka). Os pardmetros vitais (frequéncia cardiaca, respiratoria, pressao
arterial ndo invasiva e temperatura corporal) foram monitorados com monitor
multiparamétrico veterinario (SDAMONITOR 12, SDAMED, Brasil).

A seguir, nos animais de ambas as fases, foi realizada a tricotomia da bolsa
escrotal, seguida de medicdo de ambos os testiculos com auxilio de um paquimetro
manual para mensuragdo da largura e comprimento testicular.

Os animais foram submetidos a MHT testicular seguindo o protocolo utilizado em
Jivago et al. (2021), com patente: Privilégio de Inovagdao. N°: BR10201801517, com
algumas modificacdes. Brevemente, foi feita antissepsia e inje¢do intratesticular de 150
uL do fluido magnético em cada testiculo, sendo este volume dividido em 2 pontos de

aplicagdo (cranial e caudal).
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Imediatamente apds a aplicagdo do fluido magnético, os animais foram
posicionados com a regido dos testiculos na bobina do equipamento gerador de campo
magnético (Ambrell System Model EasyHeat-LI, Ameritherm, Inc., Scottsville, NY,
USA) e expostos a um campo magnético alternado, conforme procedimento descrito por
Jivago et al. (2021), para ativar as NPMs de modo a gerar calor (magneto-hipertermia).
Durante este procedimento, a temperatura dos testiculos foi monitorada por uma camera
termografica (FLIR T-460; Teledyne FLIR, Wilsonville, Oregon, USA) e quando a
temperatura de 45 °C nos testiculos foi atingida, esta foi mantida por 15 minutos e em
seguida o equipamento foi desligado.

Durante o tratamento, os animais receberam uma tUnica aplicagdo de analgésico
dipirona 25 mg/kg (Analgex V®, Agener Unido Quimica, Brasil) e anti-inflamatério
meloxicam 0,1 mg/kg (Flamavet ®, Agener Unido Quimica, Brasil), ambos por via

endovenosa.

5.4- Delineamento Experimental

O total de animais utilizados no experimento (N=20) foram divididos em duas
fases:

Fase 1 — Avaliacdes de Curto prazo:

Os animais da Fase 1 (N=11) passaram por orquiectomia em momentos diferentes
em um curto prazo de tempo apds o procedimento de MHT para avaliagdo histoldgica dos
testiculos e epididimos, e foram divididos em 3 subgrupos: Grupo D7 (orquiectomia 7
dias apos o procedimento, N=3); Grupo D24 (orquiectomia 24 dias apds o procedimento
- metade da espermatogénese, N=4), e Grupo D47 (orquiectomia 47 dias apds o
procedimento — espermatogénese completa, N=4). Um esquema das avaliagdes realizadas

durante esta fase ¢ mostrado na Figura 3.
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Fase 2 — Avaliacdes de Longo Prazo:

Os animais da Fase 2 (N=9) passaram por orquiectomia em momento diferentes a
longo prazo apo6s o procedimento de MHT para avaliagao histolégica dos testiculos e
epididimos e foram divididos em 3 subgrupos: Grupo D90 (orquiectomia 90 dias apds o
procedimento, N=2); Grupo D145 (orquiectomia 145 dias apds o procedimento, N=3) e
Grupo D180 (orquiectomia 180 dias apds o procedimento, N=4). Um esquema das

avaliagoes realizadas durante esta fase ¢ mostrado na Figura 4.
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5.5- Avaliagdes realizadas

e Avaliacdo de dor

Ap6s o término do procedimento de MHT testicular e a recuperagdo anestésica,
todos os 20 gatos (das Fases 1 e 2) foram avaliados quanto a manifestacao de dor através
das analises das expressoes faciais contidas na Feline Grimace Scale (Evangelista et al.,
2019). As avaliagdes foram realizadas a cada 2 horas durante as primeiras 8 horas pos-
procedimento, depois com 24 e 48 horas, e aos sete dias. Ainda de acordo com a escala,
foi preconizado que caso os animais apresentassem pontuacdo igual ou maior a 4 pontos
na escala, o resgate analgésico seria realizado com aplicagdao de Cloridrato de Tramadol

(2mg/kg) por via intramuscular.

e Avaliacdo testicular

A avaliagdo testicular dos animais foi realizada através da aferi¢ao da temperatura
e analise visual e por palpagdo para observacao da sensibilidade, consisténcia,
mobilidade, edema, aparéncia e integridade da bolsa escrotal. Essas analises foram
realizadas a cada 2 horas durantes as primeiras 8 horas pos-procedimento, depois com 24
e 48 horas (término da avaliagdo da temperatura), aos sete dias, e depois semanalmente
até o dia da orquiectomia na Fase 1.

Na Fase 2, a avaliagao testicular foi realizada da mesma forma que a Fase 1 sete
dias pés-procedimento e semanalmente até o 75° dia e apds esse periodo quinzenalmente
até o dia da orquiectomia.

Além da avaliagdo testicular citada anteriormente, os animais da Fase 2 passaram
por ultrassonografia testicular (Mindray DP-6900Vet, China) bilateral semanalmente até
0 75° dia pés procedimento e quinzenalmente apds esse periodo até o dia da castracdo.
Neste exame era avaliado o aspecto ultrassonografico dos testiculos e feitas medi¢des do
comprimento e largura testicular.

As medidas de comprimento e largura (cm) dos testiculos avaliadas pelo exame
de ultrassom testicular foram utilizadas para determinar seu volume. Para isso foi
utilizada a média de duas equagdes matematicas: a do cilindro VOLC = [(LARG/2) 2 x IT
x (COMP)]; e a do prolato esferoide VOLP = [4/3 x IT x (LARG/2) ? x (COMP/2)],

conforme descrito por Louvandini et al. (2008).
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o Avaliacdo hematologica

Os animais da Fase 1 passaram por no minimo duas coletas de sangue, onde foi
realizado hemograma completo e exames bioquimicos para fun¢do renal e hepatica. A
primeira coleta foi realizada no dia da MHT, antes da aplica¢do do tratamento, que foi
considerado o D0. Para os grupos D7 e D24, a segunda coleta foi realizada no dia da
castragdao desses animais, antes do procedimento. Para o grupo D47 houve trés coletas:
DO, D24 e D47.

Os animais da Fase 2 passaram por hemograma completo e exames bioquimicos
mensais para avaliagdo do estado geral de satide do animal. Sendo a primeira coleta
realizada no dia da MHT (DO0), antes da aplicagdo do tratamento e a ultima no dia da
castracao.

Foram avaliados na realizacdo do hemograma os pardmetros hematoldgicos:
hematocrito, nimero total de hemacias, hemoglobina, nimero total de leucdcitos,
bastonetes, segmentados, linfécitos, mondcitos, eosindfilos, plaquetas e proteina
plasmatica total.

A funcdo renal e a funcdo hepatica foram avaliadas através dos valores séricos de
creatinina, ureia, alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA).

Os exames hematoldgicos foram realizados no Laboratoério de Patologia Clinica
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia (FAV-
UnB). Para realizagdo do hemograma foi utilizado o Analisador Hematologico
Veterindrio automatico (Sysmex pocH — 110 1V Diff TM, Japan) além da contagem
manual. Para os testes bioquimicos utilizou-se o analisador bioquimico (ChemWell-T,
LabTest, Brasil).

Os valores do hemograma e dos testes bioquimicos obtidos para cada animal foram
comparados com os parametros de normalidade para a espécie felina (MEYER &
HARVEY, 2004) e relacionados entre os diferentes momentos pos-procedimento em cada
animal.

Nos animais da Fase 2, também foi realizada a quantificagdo da testosterona sérica,
utilizando o teste Testosterone Test System - EIA (USA-Diagnostica, Brasil), em todos

os momentos em que houve coleta de sangue.
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e Ultrassonografia de abdémen

Os animais da Fase 2 passaram por ultrassonografia abdominal mensal apds o
procedimento de MHT para avaliacdo de topografia e aspecto de figado, baco e rins. A
ultrassonografia abdominal foi realizada por Médico Veterinario Especializado em
exames ultrassonograficos com aparelho Mindray Z60 Vet (Shenzhen Mindray Animal
Medical Technology Co., LTD., China), utilizando probe microconvexa com frequéncia

de 5-8,5 MHz.

o Coleta de testiculos e epididimos e avaliacoes ex situ

No dia da castracdo (orquiectomia) todos os animais, receberam o mesmo
protocolo anestésico e analgésico realizado no dia do procedimento de MHT. Os
testiculos foram medidos (comprimento e largura) dentro da bolsa escrotal com o auxilio
de um paquimetro antes da remocgdo cirurgica e apds serem retirados na orquiectomia
foram novamente medidos, pesados e fixados para posterior analise histopatoldgica.

Os epididimos foram separados dos testiculos, medidos e pesados. A cauda dos
epididimos foi macerada em 1 mL de solugdo fisiologica aquecida para observacao de
presenca e motilidade dos espermatozoides, em seguida o restante da suspensao foi fixada
em Iml de formalina 10% (Dindmica, Brasil) para avaliagdo morfoldgica dos
espermatozoides e concentracdo espermatica. A cabeca e corpo dos epididimos foram
fixados para andlise histopatoldgica.

Para a andlise histopatologica os testiculos e epididimos foram fixados em solugao
de Bouin por 24 horas, lavados em alcool 50% (5 banhos de uma hora) e armazenadas
em alcool 70% até o dia do processamento. As amostras foram entdo desidratadas em
solugdes de concentracdes crescentes de etanol (80%, 90% e 100%), diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina histologica (Dinamica, Brasil). Foram feitos cortes com
espessura de Sum de diferentes regides dos testiculos (cranial, média e caudal), os quais
foram montados em laminas e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas
foram avaliadas em microscopio de luz (Nikon Eclipse Ci-S, Japao) e fotografadas no
microscopio de luz (EVOS ™ FL Auto Imaging System, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

Nos testiculos foram avaliadas: a estrutura geral do 6rgao, organizagao dos tibulos
seminiferos, presen¢a de células da linhagem germinativa, células de Sertoli, presenga de
espermatozoides no limen dos tubulos seminiferos, integridade da ldmina basal, presenca

de células de Leydig, bem como quaisquer altera¢des no parénquima e estroma testicular.
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Nos epididimos foi avaliada a estrutura dos tibulos epididimarios, seu epitélio de
revestimento, presenca de espermatozoides no limen, quaisquer alteracdes do estroma do
orgdo. A estrutura histoldgica dos testiculos e epididimos dos animais submetidos a MHT
testicular foi comparada a de testiculos e epididimos de gatos de idade semelhante obtidos

apos orquiectomia eletiva (considerados como um grupo controle, N=4).

5.6. Analise Estatistica

Os pesos testiculares absolutos e relativos e os volumes testiculares obtidos pelas
avalicdes com paquimetro e ultrassonografia testicular foram testados para normalidade
com o teste Shapiro-Wilk. Os dados avaliados foram comparados entre os grupos
experimentais pela analise de varidncia (ANOVA) e teste de médias (Tukey) utilizando
o programa estatistico GraphPad prism 8.0.2 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA),

com nivel de significancia de 5% (P<0,05).
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6. RESULTADOS

Durante o procedimento de magneto-hipertermia, ndo houve nenhum tipo de
intercorréncia. A anestesia geral com isofluorano em sistema aberto (Baraka) foi realizada
para que o animal se mantivesse totalmente imdvel durante a aplicacdo do fluido
magnético intratesticular e do campo magnético. Porém, o animal foi mantido em
anestesia superficial com parametros vitais estaveis: frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, pressdo arterial e temperatura; e ndo houve necessidade de resgate
anestésico. A recuperagdo poOs-anestésica foi considerada tranquila.

‘Ap0s a aplicagao do fluido magnético testicular e o posicionamento do animal, o
aparelho de magnetohipertermia foi ligado com uma amperagem inicial média de 260 +
45,9 mA. Acionada a amperagem, a temperatura testicular aumentava gradativamente,
ultrapassando os 40°C, e o tratamento demorou um tempo médio de 6°40’+ 3’26’ para
iniciar O tratamento se iniciou com a marcacao dos 15 minutos e os dados médios de
temperatura foram de 43,1+2,1 °C para o inicio da contagem e a maior temperatura
atingida foi de 45,4424 °C nos 40 testiculos avaliados. Apo6s desligado o campo
magnético a temperatura caia gradativamente e chegava a 35°C em 4,6 minutos em média

(Figura 5A e 5B).
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FIGURA 5. A) Grafico ilustrativo demonstrando o aumento gradativo da temperatura testicular
apos o inicio da magneto-hipertermia (Tempo 0:00:00) até proximo de 45°C, sua manutencio
durante 15 minutos (retangulo pontilhado) e o resfriamento apds desligado o campo magnético
(seta) com monitoramento até retorno a temperatura corporal. B) Imagem de camera termografica
de um animal durante o procedimento de magneto-hipertermia testicular mostrando o
aquecimento seletivo da regido dos testiculos (regido marcada com circulos). Coluna a direita da
figura indica o espectro de cores relacionado as temperaturas medidas.
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Apobs a recuperagdo anestésica, nenhum dos 20 animais demonstrou dor nas
avaliacdes até 24h, e a pontuacdo maxima obtida na escala das expressdes faciais pela
Feline Grimace Scale (FGS - Evangelista et al., 2019) foi de 2/10 observada em 8
animais. A média dos escores obtidos nos diferentes tempos de observagao sao mostrados
na Tabela 1. Nenhum animal alcangou a pontuagdo exigida pela escala para necessidade
de resgate analgésico (pontuacdo de corte > 4 pontos). Apds 24 horas de avaliagdo, todas
as unidades de acdo estavam ausentes (pontuagao 0) em todos os animais € continuaram

assim até o dia da castragao.

Tabela 1: Numero e porcentagem de animais que apresentaram pontuagao na escala de dor Feline
Grimace Scale (FGS) e médias (+DP) da pontuagao obtida na avaliacao de dor de todos os animais
(N=20) nos diferentes tempos de avaliagao.

Tempo pos-MHT Animais que Pontuacao média de todos os
pontuaram animais
2 horas 11 (55%) 1,00 + 0,73
4 horas 11 (55%) 1,00 £ 0,85
8 horas 7 (39%) 0,40+ 0,64
24 horas 3 (15%) 0,15+0,37
48 horas 2 (10%) 0,15+ 0,48
7 dias 0 (0%) 0+0

Na avaliagdo da temperatura testicular no periodo p6s-MHT, considerando
um total de 40 testiculos, a temperatura média foi de 36,0 + 0,36 °C. A temperatura
minima registrada foi de 35,2 °C, dentro dos valores normais, enquanto a maxima foi de
37,6 °C, observada na avaliagao de 24 horas, sendo atribuida a um processo inflamatério

leve e localizado.

No que diz respeito a avaliacdo dos parametros por observacao macroscopica e
palpacdo testicular, a sensibilidade testicular aumentada estava presente em 65% (26/40)
dos testiculos nas primeiras 2 horas pos-procedimento e em 5% (2/40) apds 7 dias. Apos
esse periodo a sensibilidade testicular foi normalizada. A sensibilidade testicular esta
relacionada a processo inflamatorio local, possivelmente vinculado ao procedimento.

Anadlises da consisténcia testicular ao longo do tempo revelaram alteracdes
significativas nos diferentes momentos avaliados. Uma maior porcentagem de testiculos
com consisténcia firme foi observada nas primeiras 24 horas apds a intervengdo, e

avaliagOes realizadas apos 14 dias evidenciaram a presenga de flacidez testicular. Na
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tabela 2 encontram-se os momentos especificos em que foram registradas alteragdes de
consisténcia. Durante todo o periodo de observacao apds o procedimento, a maioria dos
testiculos apresentava consisténcia normal (fibroelastica). As 24h foi possivel notar um
maior percentual de testiculos com consisténcia firme (57,5% - 23/40) em relacdo aos
demais momentos de avaliagdo. Testiculos com consisténcia flacida s6 foram observados

a partir de 14 dias apos o procedimento.

Tabela 2: Consisténcia testicular nos momentos de avaliagdo pos-MHT testicular.

Tempo N (Testiculos) Normal (%) Firme (%) Flacido (%)
2/4/8 horas 40 50 50 0
24 horas 40 42,5 57,5 0
48 horas 40 60 40 0
7 dias 40 75 25 0
14 dias 34 85,7 11,7 2,5
21 dias 34 79,4 11,7 8,8
28/35 dias 26 80,7 7,7 11,5
42 dias 26 69,2 7,7 23,0
49 dias 18 72,2 0 27,7
56/63/77/90 dias 18 83,3 0 16,6
105/120/135/145 dias 14 78,5 0 21,4
160/180 dias 8 62,5 0 37,5

Em relacdo a integridade da bolsa escrotal, 4 animais apresentaram erosdes
milimétricas (Figura 6A), provavelmente por lambedura, que surgiram entre 8 e 24 horas
po6s MHT. Em 3 animais, a lesdao sumiu em 24 horas e apenas em um animal a lesao
persistiu, mas foi totalmente cicatrizada at¢ o 14° dia sem nenhum tipo de tratamento
especifico e nem utiliza¢do de colar elizabetano. Eritema da bolsa escrotal (Figura 6B)
foi encontrado em 85% (34/40) dos testiculos avaliados nas primeiras 4 horas e a partir
da avaliagdo de 7 dias essa alteragao nao foi mais encontrada nos 40 testiculos avaliados.

A presenca de edema foi observada em 15% (6/40) dos testiculos avaliados nas
primeiras 48 horas ap0s a intervencdo, enquanto aos 14 dias essa altera¢do foi reduzida
para 2,95% (1/34) (Figura 6C). Apos esse periodo, ndo houve registro de edema até o
momento da castracdo. Quanto a mobilidade testicular, mais de 95% dos testiculos
analisados estavam sem aderéncias durante as avaliagdes. Nos 5% dos casos com redugao
de mobilidade, essa alteragdo foi associada a presenca de edema em trés animais, uma

vez que ndo foi mais identificada na avaliacdo realizada no 21° dia. Apenas um animal do
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grupo D47 manteve a reducdo da mobilidade em um dos testiculos até o momento da

castragdo, devido a um aumento de volume do testiculo.

FIGURA 6. A) Testiculos apresentando erosdo milimétrica bilateral 12 horas apos o
procedimento; B) Eritema de bolsa escrotal 4 horas apds o procedimento; C) Edema testicular
esquerdo em um gato do grupo D47 aos 14 dias ap6s o procedimento.

Em relacdo a avaliacdo hematologica e bioquimica sérica dos animais nenhum
animal apresentou altera¢do relevante nos resultados dos exames sanguineos que
indicassem disfunc¢ao hematoldgica, lesdo renal ou hepatica associada ao tratamento com
MHT. Esse resultado ¢ corroborado com os exames fisicos realizados e a saude geral dos
animais, que se manteve em condi¢des satisfatorias durante todas as fases do
experimento. A média (xDP) dos parametros hematoldgicos e bioquimicos estdo
respectivamente demonstrados nas Tabelas 3 e 4 para a fase 1, e Tabelas 5 e 6 para a fase
2.

Na analise individual dos parametros bioquimicos, nenhum dos animais
apresentou alteragdes nos niveis séricos de ureia e creatinina, indicando manutencao da
funcdo renal ao longo do tratamento. Quanto aos marcadores hepaticos, seis animais
apresentavam elevacdes leves da fosfatase alcalina ja antes da intervencao, sem alteracdes
significativas durante o experimento. A elevacao dessa enzima, nesses casos, nao parece
estar associada a comprometimento hepatico, uma vez que os animais ndo apresentaram
sinais clinicos compativeis com disfun¢do hepatica, como inapeténcia, perda de peso,
diarreia, vOmitos ou ictericia.

O exame ultrassonografico abdominal realizado nos animais da Fase 2, mostrou
que figado, rins e baco apresentaram topografia e ecogenicidade normais. Os animais
durante todo o experimento mantiveram o peso conforme o esperado para o periodo. A

média do peso dos animais no dia da MHT na fase de curto prazo foi de 3,46+0,83kg e
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no dia da castragdo foi de 3,58+0,82kg e na fase de longo prazo foi de 3,65+0,25kg e

4,07+0,28kg nos mesmos momentos.

Tabela 3: Hemograma (média + DP) de todos os animais tratados com magneto-hipertermia

testicular na Fase 1

DO D7 D24 D4 Valores de
(N=11) (N=3) (N=4) (N=4) referéncia
k
Hematocrito (%) 31432 27+2,5 3348,5 33+1,5 24 a 45
Hemoglobina(g/dL) 11+£1,5 9,8+0,7 11£2,5 12+1,3 5a10
Hemacias (x10¢/uL) 8+1,0 7,7+0,6 8,7+1,9 6,6+3,4 8als
Leucécitos(x10%/uL) 14+8,1 14+7.5 1545.6 13+4,2 5,5a19,5
Bastonetes(/uL) 30,7+£92,3 0+0 65+183 0+0 0a300
Segmentados(x10%/uL)  10,2+£5,12  9,10+3,65 9,89+4,4 8,34+4,1 2,5a 12,5
Linfocitos(x103/uL) 3,242.7 3,4+0,9 3,9+1,0 2,9+3,7 1,5a7,0
Monocitos(x103/uL) 0,15+0,17  0,28+0,25 0,20+0,31  0,26+0,46 0a0,85
Eosinofilos(x10%/uL) 1,4+1,4 1,3+0,2 1,0+0,8 1,3+0,4 0al,5
Plaquetas(x10%/uL) 324+112 281+128 313+156 340+654 200 a 800

* Valores de referéncia para gatos em ambas as tabelas (MEYER & HARVEY, 2004).

Tabela 4: Bioquimicos (média + DP) de todos os animais tratados com magneto-hipertermia

testicular na Fase 1

DO D7 D24 D47 Valores de
(N=11) (N=3) (N=8) (N=4) referéncia *
Ureia (mg/dL) 46+10 54+6,5 57+3,7 55+8,5 43 a 64
Creatinina (mg/dL) 1,0£0,3 0,9+0,2 1,1+0,4 1,240,1 0,8a1,8
ALT (UIL) 69+40 54424 74445 82428 6a83
FA (UIL) 198+137 187486 1254114 70+49 25293
PPT (g/dL) 6,6+0,3 6,9+0,5 7,340,6 6,9+0,6 628

* Valores de referéncia para gatos em ambas as tabelas (MEYER & HARVEY, 2004).

ALT — Alanina aminotrasferase; FA — Fosfatase Alcalina; PPT — Proteina Total
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Tabela 5: Hemograma (média + DP) de todos os animais tratados com magneto-hipertermia
testicular na Fase 2

DO D30 D60 D90 D120 D145 D180 Valores
(N=9) (N=9) (N=9) (N=9) (N=7) (N=7) (N=4) de
referénci
a *

Hematocrito  34+3,2 34455 36+2,6 42452 40+3,4 38+3,9 35+3,1

%) 24 a 45
Hemoglobin: 8,2+0,8  8,2+1,1 10,5+6,6 9,5+1 9,1+1,2 8,6+1,1 8,2+1,2 5al0
(g/dL)

Hemacias 11£1,1 11£1,9 11£0,9 13+1,5 13,2+¢1,2  12,7¢1,2 11,5£2,0 8als5
(x10°/uL)

Leucdcitos  12+8,2 12£3,6 15+£3,6 15+3,8 14£3,5 14£1,6 1242,0  5,5a19,5
(x103/uL)

Bastonetes 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 23+46 02300
(/uL)

Segmentados 6,2+3,5  5,4+1,8 6,1+2.3 6,2+2,6 5,8+3,3 5,8+2,0 6,0£1,0 2,5a12;5
(x103/uL)

Linfécitos  6,3+4,0 52433 7,5+2,6 6,9+1 72414  6,9+1,8 5,1£1,0 1,5a7,0
(x103/uL)

Monoécitos  0,3£0,2  0,3+0,2  0,3+0,2  0,3+0,2  0,2+0,1 0,3+0,1 0,2+0,1 0a0,85
(x103/uL)

Eosinofilos 1,0+0,5 0,83+0,4 0,96+0,8 1,2+1,2  0,8+0,2 1+0,3 0,7+0,2 0al,5
(x103/uL)

Plaquetas 310£70  292+55 327482 355+£116  335+47  260+37 272489 200 a 800
(x104/uL)

* Valores de referéncia para gatos em ambas as tabelas (MEYER & HARVEY, 2004).

Tabela 6: Bioquimicos (média + DP) de todos os animais tratados com magneto-hipertermia
testicular na Fase 2

DO D30 D60 D90  DI20 DI45  DI80  Valores de
(N=9)  (N=9) (N=9) (N=9) (N=7) (N=7) (N=4) referéncia*

Ureia
(mg/dL) 58425 53+13 61+18 52+5,6  48+13 53+8,7 51488 43 a 65

Creatinina 12104 12403 13403 1,1+0,1 1,1#03 1302 1,504 08al;8
(mg/dL)
ALT (UIL) 3846  35+7,6  35+6  40+57 3711  40+12  35+6,7 6a 83

FA (UI/L) 11084  70+0,4 68+46 67+43 65+40 55+35 75+£54 25a93

PPT (g/dL)  7,240,3  7,4+0,7 7,7¢0,3 82+0,5 7,604 7,6£0,8 7,4+0,5 6a8

* Valores de referéncia para gatos em ambas as tabelas (MEYER & HARVEY, 2004).

ALT — Alanina aminotrasferase; FA — Fosfatase Alcalina; PPT — Proteina Total
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Ap0s a castracdo, na analise do lavado epididimario, dos 11 animais castrados até
47 dias pds-MHT, os lavados de todos os epididimos estavam azoospérmicos. Dos 9
animais castrados a partir dos 90 dias pos-MHT os 2 epididimos de um gato do D90
continham apenas espermatozoides mortos; dos 3 animais castrados aos 145 dias, os
lavados de 5 epididimos estavam azoospérmicos e 1 apresentou espermatozoides e dos 4
castrados aos 180 dias, 3 epididimos nao puderam ser separados dos testiculos devido a
aderéncias, ¢ dos 5 epididimos lavados, 3 mostraram azoospermia e 2 tinham
espermatozoides. No grupo controle foi observada a presenga de espermatozoides viaveis

em todos os testiculos avaliados (Tabela 7).

TABELA 7. Avaliagao do lavado da cauda do epididimo dos gatos Controle e submetidos a MHT
testicular e castrados a partir de 90 dias pos-tratamento.

Grupo Animal Epididimo Classificacdo e Concentracio  Motilidade
(espermatozoides x 10mL)  espermatica

Controle Gato 1 D normospermia 80 100%
E normospermia 80 100%

Gato 2 D normospermia 122,5 100%

E normospermia 32,5 100%

D90 Gato 1 D azoospermia -
E azoospermia -

Gato2 D oligospermia 0%

E oligospermia 0%

D145 Gato 1 D azoospermia -
E azoospermia -

Gato2 D oligospermia 0,08 100%

E azoospermia -

Gato 3 D azoospermia -

E azoospermia -

D180 Gato 1 D azoospermia -
E nao foi feito * -

Gato2 D oligospermia 0,35 80%

E azoospermia -

Gato3 D azoospermia -

E oligospermia 0,15 100%

Gato4 D nao foi feito * -

E nao foi feito * -

* Epididimo muito aderido ao testiculo, ndo pdde ser separado

Normospermia: concentragdo normal de espermatozoides (valor normal em lavado epididimario
para gatos domésticos: 77,9-127 x10%mL, de acordo com Hay and Goodrowe, 1993)
Azoospermia: auséncia de espermatozoides

Oligospermia: baixa concentrag@o de espermatozoides
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Em relagdo a avaliacdo do peso testicular apds a orquiectomia (Figura 7), o peso
testicular absoluto e relativo do grupo 180 dias foi significativamente (P<0,05) menor

quando comparado ao grupo controle.

0.057

Relative weight (%)

Control D7 D24 D47 DYo D145 D180
Group

Control D7 D24 D47 D90 D145 D180

Group

Figura 7. Peso absoluto (A) e relativo (B) dos testiculos extraidos dos gatos submetidos a
magneto-hipertermia testicular nos diferentes dias pos-procedimento.
A,B: Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05) *P=0,06; **P=0,09

O volume testicular foi avaliado através das medidas dos testiculos no dia da
magneto-hipertermia e no dia da castragao, ainda dentro da bolsa escrotal e fora da bolsa
escrotal (Figura 8). No grupo D7 houve um aumento significativo (P<0,05) no volume
testicular do dia da MHT para o dia da castracdo na medida dentro da bolsa escrotal,
porém sem diferenga quando o testiculo foi medido fora da bolsa escrotal, sugerindo
aumento de volume das estruturas peritesticulares nos primeiros 7 dias pos-MHT. Essa
alteracdo ndo foi observada nos outros grupos, onde sé foi observada diferenca estatistica

quando comparados o volume dentro e fora da bolsa escrotal no dia da castragao.

2.5+ El Magnetohipertermia
Bl Medida dentro da bolsa
B Castracdo medida fora da bolsa
3.0+ & * P=0,0546
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Figura 8. Volume testicular calculado a partir das medidas feitas com paquimetro imediatamente
antes do procedimento de magnetohipertermia testicular (barras vermelhas) ¢ no dia da
orquiectomia, tanto antes da remogao, dentro da bolsa escrotal (barras azul-escuras) como apos a
remocao (barras azul-claras).

A,B: Letras diferentes indicam diferenca estatistica dentro de cada grupo (P<0,05).



46

O volume testicular calculado a partir das medi¢cdes realizadas por
ultrassonografia testicular (Figura 9) nos animais da fase longo prazo, apresentou um
aumento significativo (P<0,0001) 7 dias p6s-MHT, com posterior redugao para volume
semelhante ao dia da MHT na segunda semana. Apds esse periodo, foi observada uma
diminuicao sutil e gradual (ndo significativa estatisticamente). Este aumento se acentuou
na semana 26, culminando com uma drastica redu¢do no volume testicular, que
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao volume inicial e as outras semanas
(P<0,01).

A avaliacdo ultrassonografica mostrou testiculos elipsoides com ecogenicidade
discreta e mediastino bem visivel antes do procedimento de MHT (Figura 10A). Apos 7
dias, os testiculos no geral se apresentavam arredondados, aumentados de volume e com
ecogenicidade grosseira e heterogénea (Figura 10B). Ja aos 180 dias, os testiculos se

apresentavam diminuidos de tamanho, hipoecoicos e sem contornos definidos (Figura

10C).
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Figura 9. Volume testicular obtido pela avaliag¢do ultrassonografica semanal dos animais da fase
2 (estudo de longo prazo).
a,b,c: Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre as semanas (P<0,01).

Figura 10. Aparéncia ultrassonografica de testiculos dos animais da fase 2 (estudo de longo
prazo): A) testiculo antes do procedimento de MHT, com formato elipsoide e ecogenicidade
homogénea. O mediastino ¢ visivel. B) Testiculo aumentado 7 dias p6s-MHT, com formato
arredondado e ecogenicidade irregular. C) Testiculo 180 dias p6s-MHT, diminuido de tamanho e
hipoecoico.



48

Na analise histoldgica, avaliando os testiculos dos animais utilizados como
controle, foi possivel visualizar a estrutura intacta dos tibulos seminiferos, delimitados
por lamina basal e com epitélio seminifero contendo células de Sertoli, células da
linhagem germinativa, e espermatozoides no lumen de alguns tiibulos seminiferos. O
intersticio testicular ¢ discreto e podem ser identificados grupos de células de Leydig,
além de pequenos vasos. Nos epididimos, € possivel observar os tubulos epididiméarios
com lamina basal preservada e com seu revestimento pseudoestratificado mantido com a

presenca de estereocilios e espermatozoides no limen (Figura 11).

Figura 11: Fotomicrografia de testiculos e epididimos de animais do grupo controle. A: Viséo
dos tiibulos seminiferos apresentando estrutura intacta e epitélio germinativo organizado. Barra =
200 pm. B: Células germinativas identificadas em um tubulo seminifero com espermatozoides
em seu interior (*). Barra = 100 pm. C: Ttbulos epididimarios preservados com espermatozoides
em seu interior (*). Barra = 200 pum. D: Tubulo epididimario com revestimento
pseudoestratificado cilindrico ciliado preservado e espermatozoides em seu interior (*). Barra =
100 pm.
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Na avaliacdo histoldgica dos testiculos de todos os animais dos grupos tratados
(D7, D24 e D47) da Fase 1, foi possivel identificar lesdes importantes na arquitetura dos
tubulos seminiferos e epididimos.

O grupo MHT-D7 (Figura 12) apresentou alguns tabulos seminiferos
degenerados, apresentando necrose coagulativa, com lamina basal delgada ou rompida.
Material amarronzado, sugestivo de aglomerados de nanoparticulas, era visivel no espago
intersticial, mais no centro dos testiculos. Nos tibulos seminiferos degenerados, ¢
possivel observar células gigantes, vacuolizagdo, algumas espermatogonias e células de
Sertoli. Em sua luz hé a presenca de descamacao celular e auséncia de espermatozoides.
Nos epididimos € possivel observar a presenca de infiltrado linfocitdrio no intersticio e

auséncia de espermatozoides no lamen epididiméario com a presenca de células

germinativas descamadas na sua luz.

Figura 12: Imagens representativas de testiculos e epididimos de animais do grupo D7. A: Tubulos
seminiferos danificados apresentando necrose coagulativa (seta preta grossa) e material amarronzado,
sugestivo de aglomerados de nanoparticulas, em seu intersticio (cabega de seta preta). Barra = 200 pm. B:
Vacuolizagdo em epitélio seminifero (seta preta fina). Também ¢é possivel ver células descamadas na luz
dos tubulos seminiferos. Barra = 200 um. C: Tubulos epididimarios com auséncia de espermatozoides na
luz (seta preta pontilhada) e células de descamagdo na luz de um tibulo (cabega de seta preta). Barra = 200
pm. D: Descamacgdo celular no interior de tiibulo epididimario (seta branca). Infiltrado linfocitario no
intersticio epididimario (cabega de seta branca). Barra = 100 um.
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No grupo tratado D24 (Figura 13), os tibulos seminiferos ainda podem ser
identificados, porém apresentam deformacao e perda de limitacdo de sua membrana basal
e o epitélio seminifero estd descaracterizado e delgado. Dentro do limen de alguns
tubulos seminiferos ¢ possivel observar a presenga de células da linhagem germinativa,
provenientes da descamagao do epitélio seminifero, e total auséncia de espermatozoides.
Alguns tubulos seminiferos apresentavam células gigantes, vacuolizacdo, algumas
espermatogonias e células de Sertoli em seu epitélio. Foi notada a presenga aglomerados
de nanoparticulas no intersticio do tecido testicular. Nos epididimos ¢ possivel observar
infiltrado inflamatdrio acentuado no intersticio com diminuicao da quantidade de tibulos
epididimarios. Tubulos epididimarios apresentando rarefagdo dos cilios e limen
caracterizado por auséncia de espermatozoides e presenga de células provenientes da
descamacao do epitélio seminifero e epididimal.

B

Figura 13: Micrografia de testiculos e epididimos de animais do grupo D24. A: Visdo dos tabulos
seminiferos apresentando perda de defini¢do e descaracterizagdo do epitélio seminifero (seta
branca) e células de descamagdo em seu lumen. Material sugestivo de aglomerado de
nanoparticulas no intersticio testicular (cabeca de seta preta). Barra = 200um. B: Vacuolizagio
em tubulos seminiferos (seta preta). Barra = 100 um. C: Infiltrado linfocitario no intersticio
epididimario (cabeca de seta branca) e auséncia de espermatozoides no interior do tubulo
epididimario (seta preta pontilhada). Barra = 200 pm. D: Tabulos epididimarios com diminui¢éo
de cilios e descamacao celular em seu lumen (seta branca). Barra = 100 pm.
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No grupo D47 (Figura 14), os danos nos tubulos seminiferos estavam presentes
em graus diferenciados. Houve descaracterizacdo do epitélio dos tabulos seminiferos,
com auséncia de células germinativas, presenca de vacuolizagdo e descamacao celular
intraluminal, com auséncia de espermatozoides. No entanto, ainda ¢ possivel identificar
células da linhagem germinativa presentes em alguns tibulos da maioria dos testiculos
avaliados neste grupo. No intersticio ¢ possivel identificar a presenca de aglomerados
sugestivos de nanoparticulas mais na periferia do testiculo, e no centro ¢ possivel observar
aumento das células de Leydig no espaco intersticial. Na avaliacdo histoldgica dos
epididimos € possivel observar que a estrutura dos tibulos estd preservada em sua grande
maioria, € em seu limen ndo ¢ possivel visualizar espermatozoides e alguns apresentam
descamacao celular.

Nos animais avaliados por mais longo prazo foi possivel observar que a presenga
de material sugestivo de nanoparticulas ndo foi homogénea em todo o oOrgdo. As
alteracdes histopatoldgicas nos testiculos se apresentaram diferenciadas dependendo da
presenca, quantidade e proximidade com o material sugestivo de nanoparticulas (Figura
15A-D). Onde ha o deposito de uma grande quantidade deste material foi possivel
observar a presenca de necrose coagulativa (Figura 15A), degeneragdo total de epitélio
seminifero, podendo apresentar também ruptura da lamina basal e até a destrui¢cdo total
do tecido testicular com a substitui¢ao por tecido conjuntivo (Figura 15D). Nas regides
de menor acumulo, onde foi possivel visualizar pouco depdsito de nanoparticulas, os
tubulos seminiferos se apresentavam danificados e delgados, alguns somente com lamina
basal ou com epitélio germinativo composto por apenas cé¢lulas de Sertoli,
desconfigurados e retraidos (Figura 15B), apresentando descamagdo celular em seu
lumen (Figura 15C). Ja nas regides sem aglomerado visivel de nanoparticulas foi possivel
observar alguns poucos espermatozoides intraluminais em alguns tubulos (Figuras 15C e
15D). Os tubulos epididimarios apresentaram morfologia normal com presenca de
descamacgdo celular intraluminal e auséncia total de espermatozdides em 83% dos

epididimos avaliados (Figuras 15E-G).
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Figura 14: Fotomicrografia de testiculos e epididimos de animais do grupo D47. A: Visdo geral
dos tubulos seminiferos apresentando epitélio germinativo delgado (seta curta branca),
aglomerado sugestivo de nanoparticulas (cabega de seta preta), auséncia de espermatozoides (seta
preta pontilhada) e descamacao celular (seta branca longa). Barra = 400pm. B: Grupos de células
de Leydig (seta branca pontilhada) e aglomerado sugestivo de nanoparticulas (cabeca de seta
preta). Barra = 400pm. C: Descamac@o celular na luz dos tiibulos seminiferos (seta branca longa)
e aglomerado sugestivo de nanoparticulas no intersticio (cabega de seta preta). Barra =200um D:
Tubulo seminifero com presenga de células da linhagem germinativa desorganizadas e com
picnose nuclear e vacuolizacdo (seta preta). Barra = 100um. E e F: Tubulos epididimarios
apresentando descamagdo celular intraluminal (seta branca). E: Barra = 400um. F: Barra =
100um.



Figura 15. Aspecto histologico dos testiculos e epididimos de animais submetidos 8 MHT
testicular nas avaliagdes de longo prazo (90 dias— A, B e F, 145 dias— C e G e 180 dias— D ¢ E).
Todos os testiculos (A-D) apresentaram grau avangado de degeneracdo tecidual, porém com
diferencas em relacdo a quantidade e proximidade dos aglomerados de nanoparticulas,
independente do dia de avaliacdo. Onde ha o depdsito de uma grande quantidade deste material
foi possivel observar extensa necrose coagulativa dos tubulos seminiferos (A; setas pretas curtas),
degeneracao total do epitélio seminifero, com substituigdo do parénquima por tecido conjuntivo
(D). Nas regioes de menor acimulo de nanoparticulas, os tubulos seminiferos se apresentavam
desconfigurados e delgados (B; seta branca curta), alguns com epitélio germinativo composto por
apenas células de Sertoli (C; seta tracejada branca), com vacuolizagdo (seta preta), ou somente
com lamina basal (D), apresentando descamagdo celular em seu limen (D; seta branca). Os
tubulos epididimarios (E-G) apresentaram morfologia normal, porém vazios (E; seta tracejada
preta) com presenca de descamac@o celular intraluminal (F), e em raros casos com
espermatozoides no lumen (G; *). Barras = 400 um (A, D-F), 200 pm (B e C) e 100 pm (G).



54

A dosagem de testosterona sérica, realizada mensalmente em todos os animais dos
grupos de avaliacdo de longo prazo, mostrou valores sempre dentro dos limites de

normalidade para gatos adultos e sem diferenca estatistica entre os dias (Figura 16).
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Figura 16. Dosagem de testosterona sérica dos gatos da fase 2 (estudo de longo prazo), antes do
procedimento (DO0) e ao longo do tempo pos-MHT testicular.
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7- DISCUSSAO

O controle populacional de animais errantes representa um problema importante
de saude publica em muitos paises. No caso dos gatos, a situacdo ¢ ainda mais complexa
devido a sua elevada taxa de reprodugdo e ao comportamento de formagao de coldnias.
A maioria dos individuos nessas colonias desenvolve um comportamento feral, tornando
o manejo e a adogdo desses animais extremamente dificil. Atualmente, a principal
estratégia utilizada para o controle populacional dessas colonias ¢ o método CED
(Captura-Esterilizacdo-Devolucao), no qual os gatos sdo capturados, castrados
cirurgicamente e devolvidos ao local de origem. No entanto, todas as etapas do CED
como captura, esterilizacdo e recuperagdo pos-operatoria envolvem custos elevados e
exigem infraestrutura adequada, tornando o manejo de gatos ferais um grande desafio
(CRAWFORD et al.,, 2019). Nesse contexto, alternativas ndo cirurgicas para a
esterilizacao de animais podem oferecer vantagens como a eliminacao da necessidade de
ambiente cirirgico e de recuperacdo pds-operatéria, menor custo e reducdo de riscos
associados a cirurgia. Nos ultimos anos, a nanocastracao tem se destacado como uma
alternativa ndo invasiva em potencial, apresentando resultados promissores em estudos
realizados com roedores (LI et al., 2013; LIU et al., 2015; DING et al., 2021; JIVAGO et
al.,2021; YU etal., 2024; BRITO et al., 2025). O presente trabalho representa o primeiro
estudo sobre a aplicacdo da nanocastracdo em gatos.

Os resultados mostraram que a estratégia utilizada (hipertermia testicular mediada
por nanoparticulas excitadas por um campo magnético - MNH) em gatos foi capaz de
causar danos aos tibulos seminiferos e a espermatogénese tanto a curto prazo (de 7 a 47
dias) como a longo prazo (até 180 dias), em uma Unica aplicagdo, sem afetar a saude geral
dos animais avaliados durante todo o periodo experimental. Embora seja o primeiro
experimento de nanocastragao realizado em gatos, resultados semelhantes, quanto a danos
na espermatogénese e em relacdo a satde geral dos animais, foram encontrados em
estudos realizados em ratos, utilizando a mesma técnica (JIVAGO et al., 2021, BRITO et
al., 2025) e em estudos utilizando a aplicacdo de nanoparticulas testiculares e aplicagdo
de radiacdo infravermelha em camundongos (LI et al., 2013; LIU et al., 2015; DING et
al., 2021).

O controle da temperatura testicular em mamiferos ¢ um fator importante na
manuten¢ao da fungdo reprodutiva em machos e métodos alternativos de contracepgao

utilizando o aumento da temperatura testicular vem sendo estudados ha longas datas.
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Estes métodos envolveram o aquecimento das gonadas por imersdo em agua quente,
micro-ondas ou ultrassom. No entanto, os efeitos na espermatogénese foram sempre
temporarios e/ou necessitando de mais de uma aplicagdo (FAHIM et al., 1975; PEREZ-
CRESPO et al., 2007; LYRIO, et al., 2023), o que ja ndo ¢ interessante para a finalidade
de controle populacional, onde se deseja um efeito permanente € com uma Unica
aplica¢do. A vantagem da MNH sobre os outros métodos térmicos € que o calor gerado
vem de dentro para fora, de forma homogénea e controlavel (BRAVO et al., 2024). Além
disso, o aquecimento ¢ localizado e apenas quando os dois fatores estdo presentes, isto &,
as nanoparticulas e o campo magnético. De fato, na MNH testicular realizada em gatos
foi observado que apenas a regido que recebeu a aplicagdo das nanoparticulas (testiculos)
foi aquecida (~45 °C por 15 min) quando submetida ao campo magnético, como era
esperado. E na auséncia do campo magnético a temperatura testicular retornava
rapidamente ao normal. O mesmo resultado foi visto nos estudos realizados em ratos e
camundongos utilizando hipertermia mediada por nanoparticulas (JIVAGO et al., 2021;

DING et al., 2021).

Qualquer substancia ou tratamento muito novo levanta questdes a respeito da sua
seguranga para a saude dos pacientes a ele submetidos. No presente estudo, os animais
ndo apresentaram dor apos o procedimento, ndo havendo necessidade de nenhuma
medicacdo nos dias subsequentes. As avaliacdes sanguineas, juntamente com as
ultrassonografias abdominais realizadas nos animais acompanhados por longo prazo e
dos exames fisicos realizados durante todo o periodo, atestaram que todos os animais
tratados se mantiveram saudaveis. Resultados semelhantes ja haviam sido demostrados
em ratos submetidos ao mesmo procedimento de nanocastragao (JIVAGO et al., 2021;
BRITO et al., 2025). Além disso, a lesdo na pele do escroto observada em ratos como o
unico efeito colateral do procedimento (JIVAGO et al., 2021; BRITO et al., 2025) nao
ocorreu com a mesma frequéncia e gravidade nos gatos, provavelmente devido a
diferencas anatomicas entre as espécies. Os estudos em roedores também mostraram que
as nanoparticulas utilizadas ndo se acumulam no organismo, tendo sido detectadas
sobretudo no figado até 56 dias, o que sugere uma excre¢do hepatica, mas sem causar
nenhum dano a este 6rgao (JIVAGO et al., 2021). Rins e pulmdes mostraram quantidade
insignificante das nanoparticulas de 7 até 56 dias apos a aplicacao (JIVAGO et al., 2021),
e elas ndo foram mais detectadas no organismo apds 12 meses (BRITO et al., 2025).

Nanoparticulas de 6xido de ferro j4 sdo amplamente estudadas como plataformas
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terapéuticas para o tratamento de tumores e sdo consideradas seguras pois apresentam

boa biodegradabilidade (ALPHANDERY, 2010; ALPHANDERY, 2019).

A avaliacdo clinica dos testiculos indicou processo inflamatorio local de
intensidade leve, transitorio e autolimitante, com mais de 50% dos testiculos
apresentando aspecto firme a palpacdo nos primeiros dias pos-procedimento, mas com
regressao deste quadro posteriormente. Eritema e sensibilidade testicular também foram
observados de forma transitoria, com normalizacdo do quadro apds 7 dias. Resultados
semelhantes sdo observados com aplicagdes intratesticulares de agentes quimicos em
gatos (JANA & SAMANTA, 2011; OLIVEIRA et al., 2013; PARANZINI et al., 2018).
A castracao quimica também ja vem sendo estudada ha muitos anos, porém nunca foi de
fato aplicada em grande escala, apesar de ja ter havido um produto comercial aprovado
pelo FDA para uso em caes filhotes utilizando o gluconato de zinco (RAFATMAH et al.,
2019). Esta limitacdo provavelmente se deve aos efeitos colaterais causados pela injecdo
dessas substancias esclerosantes, dentre os quais ja foram descritos dor excessiva,
inflamacdo exacerbada e necrose com ulceracdo (FESSEHA, 2019; KUTZLER &
WOOD, 2006). Além disso, a maioria desses estudos ndo descrevem detalhadamente o
acompanhamento clinico dos animais tratados (avaliagdo de dor, exames laboratoriais,

etc).

No presente trabalho, o volume testicular mostrou aumento significativo nos
primeiros 7 dias ap6s o procedimento, retornando ao volume inicial ja aos 14 dias. Este
aumento de volume agudo e transitério mostrou ser devido a uma inflamacao das
estruturas peritesticulares, uma vez que o volume dos testiculos quando removidos do
escroto nao estava aumentado (Figura 6 - grupo D7). Este achado ndo foi descrito em
nenhum estudo anterior de nanocastracdo e ¢ um dado importante na avaliagdo do
tamanho testicular em tratamentos que visam a castragdo com injecao intratesticular, ja
que estudos de castracdo quimica relataram aumento testicular nas primeiras 24 horas,
provavelmente ocasionado pela expansdo da cépsula testicular causada pela aplicagdo da
substancia (JANA & SAMANTA., 2011; PARANZINI et al., 2018). Apesar do
procedimento ter causado esta inflamagao local, os animais ndo apresentaram alteracdes
de comportamento ou dor em decorréncia disso, € nenhum efeito na saude geral dos
animais foi evidenciado. A partir dos 14 dias pds-procedimento o volume testicular
continuou reduzindo lenta e gradativamente ao longo do tempo, chegando a um volume

significativamente menor que o inicial aos 180 dias. Esta reducdo significativa dos
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testiculos foi evidenciada também pela diminui¢do do peso absoluto e relativo das
gbonadas. Estes dados sugerem uma atrofia do tecido testicular, e diferem de estudos
anteriores de nanocastragao em roedores, onde as gonadas sofreram atrofia e até o
completo desaparecimento em um periodo de até 60 dias (JIVAGO et al., 2021; DING et
al., 2021; BRITO et al., 2025).

Vérios estudos anteriores comprovaram que a hipertermia testicular ocasiona
alteracdo na espermatogénese com lesdes de graus variados em tubulos seminiferos e
células espermatogénicas dependendo do tempo e da temperatura a que os testiculos sdo
submetidos (FAHIM et al., 1975; ZHAO et al., 2010; WANG et al., 2023). Na analise
histoldgica foi possivel observar areas com lesdes diferenciadas de acordo com o tempo
pos-tratamento e o alcance da nanoparticula magnética no tecido testicular. Na analise do
grupo D7 foi notado um processo degenerativo em alto grau com presenga de epitélio
seminifero completamente descaracterizado e predominancia de necrose coagulativa e
infiltrado inflamatoério, assim como nos estudos de Jivago et al. (2021) e Madbouly et al.
(2021). Nos grupos D24 e D47 alteragdes como tubulos seminiferos degenerados com
presenca de apenas uma camada de células, esfoliacdo intraluminal, vacuolizacdo e
dilatacdo cistica dos tabulos seminiferos sugerem lesdes irreversiveis na
espermatogénese. Essa hipotese € reforgada pois ambos os grupos apresentaram tibulos
epididimarios vazios mostrando o comprometimento da espermatogénese e da maturagao
espermatica. Nos grupos D90, D145 e D180, onde havia grandes aglomerados de
nanoparticulas no parénquima testicular ¢ possivel observar extensa lesdo nos tibulos
seminiferos com predominancia de necrose coagulativa e fibrose, como encontrado por
JIVAGO et al. (2021) e em estudos de inje¢des intratesticulares de agentes esclerosantes
utilizando maior volume (JANA & SAMANTA, 2011; PARANZINI et al., 2018;
MADBOULY et al., 2021). Nas regides onde hé pouco aglomerado de nanoparticulas ¢
possivel observar danos moderados aos tibulos seminiferos, e em regides sem presenga
visivel de nanoparticulas no intersticio ha ocorréncia de alguns tubulos seminiferos
integros com alguns poucos espermatozoides no lumen. Essas alteragdes ndo foram
encontradas nos estudos de nanocastracao realizadas em ratos e camundongos (LI et al.,
2013; LIU et al., 2015; DING et al., 2021; JIVAGO et al., 2021), e provavelmente se
devem a diferencas histologicas dos testiculos entre as espécies, afetando o espalhamento
das nanoparticulas no tecido. Isso indica que algumas adaptagdes ainda precisam ser

realizadas para conseguir resultados de infertilidade total em todos os animais tratados,
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apesar do resultado obtido em gatos ja ser bastante favoravel (azoospermia em 85% e

oligospermia em 15% dos gatos submetidos ao procedimento).

No presente estudo, observamos que o fluido magnético ndo conseguiu se infiltrar
de maneira homogénea em todo o tecido testicular. Nas zonas aonde o fluido ndo chegou,
os tibulos seminiferos permaneceram intactos ou apresentaram lesdes leves. O fluido
magnético ¢ levemente viscoso, dificultando o seu espalhamento no 6rgao. A escolha do
volume de 0,15 ml injetado em cada testiculo foi baseada no estudo realizado com ratos
Wistar adultos (JIVAGO et al.,, 2021), que apresentam tamanho e peso testicular
semelhantes aos de gatos adultos. Essa assimetria nos resultados pode ser devida a
diferencas espécie-especificas na consisténcia e densidade do parénquima testicular entre
roedores e gatos, dificultando a distribuicao uniforme das nanoparticulas nos gatos. Em
estudos de castragdo quimica com injecdo intratesticular de diferentes substincias em
gatos, o volume aplicado variou de 0,25 a 1 mL (OLIVEIRA et al., 2013; JANA &
SAMANTA, 2011; PARANZINI et al., 2018; MADBOULY et al., 2021). Assim, uma
possibilidade de melhorar os resultados na espécie felina ¢ aumentar o volume de fluido
magnético aplicado em cada testiculo com a finalidade de permear todo o parénquima
testicular.

Apesar dos danos ao tecido testicular observados, ndo ocorreu diminuigado
significativa dos niveis séricos de testosterona nos gatos tratados. Estes resultados
divergem dos descritos para ratos submetidos ao mesmo procedimento (BRITO et al.,
2025) e de estudos com castracdo quimica por aplicacdo intratesticular de substancias
esclerosantes (JANA & SAMANTA, 2011; LEOCI et al., 2019; FAGUNDES et al.,
2013). Por se tratar de um método térmico, o dano causado pelo aumento da temperatura
testicular afeta mais diretamente as células espermatogénicas, que sdo altamente sensiveis
ao calor, mas ndo necessariamente compromete as células de Leydig, responsaveis pela
producdo de testosterona. Este efeito ¢ observado em casos de criptorquidismo, onde a
temperatura testicular acima da normal causa comprometimento da espermatogénese,
podendo levar a infertilidade, podendo ou ndo interferir na produg¢do hormonal (ALI et
al., 2022).

No entanto, quando se fala em controle reprodutivo de colonias de gatos, a
castragdo cirargica de machos, que provoca uma queda brusca dos niveis de testosterona,
ou mesmo a remog¢ao desses animais da colonia, pode favorecer a migracao de machos

férteis para o local (o chamado efeito vacuo). Isso gera reproducao continua com fémeas



60

nao esterilizadas, além de aumento de conflitos e instabilidade social dentro da colonia
(GUNTHER et al., 2011; SWARBRICK & RAND, 2018). Assim, estes novos gatos ndo
esterilizados rapidamente repovoam a area, dificultando o controle populacional a longo
prazo (LUZARDO et al., 2023). Estudos sobre o comportamento social em colonias,
observaram que machos castrados inseridos nessas populagdes apresentaram menor
agressividade comparativamente a machos inteiros (VITALE, 2022). Esses dados
sugerem que, em técnicas onde os niveis de testosterona se mantém estaveis, como na
nanocastracao térmica, os animais continuam a exibir comportamentos sexuais €
territorialistas, a0 mesmo tempo que tém a espermatogénese comprometida. Essa
contraposi¢cdo entre comportamento sexual e infertilidade nao € necessariamente ruim no
contexto do controle populacional de gatos de vida livre, contribuindo para a satide social

das coldnias a0 mesmo tempo que reduz seu crescimento.
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8- CONCLUSAO

Em conclusao, o presente estudo mostrou que a hipertermia testicular mediada por
nanoparticulas de MnFe>Os-citrato e ativadas por campo magnético, em uma Unica
aplicacdo, afetou os parametros reprodutivos dos gatos com comprometimento da
espermatogénese sem causar efeitos colaterais nem afetar a saide dos animais em um
periodo de até 180 dias. Este ¢ o primeiro trabalho com aplicagdo de um método de
nanocastracao conduzido em uma espécie de interesse, no caso gatos domésticos. Embora
os resultados tenham sido satisfatérios, mais estudos sdo necessdrios para otimizar o

método, levando em consideragao a espécie alvo.
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