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RESUMO

A castracdo quimica € um método de esterilizacdo eficaz e pouco invasivo, com
tempo de recuperacao reduzido. A esterilizacdo ocorre devido a reacao inflamatdria
produzida no tecido testicular pelo agente esclerosante intratesticular. Este estudo
teve como objetivo verificar a reacéo inflamatoria imediata em testiculos de gatos
submetidos a injegcado intratesticular de cloreto de calcio a 20% associado ao
dimetilsulféxido 0,5% (CaCl, 20% + DMSO 0,5%). Foram utilizados 10 gatos
machos, com idade entre 1 a 2 anos e peso de 3,88 £ 0,79 kg. O estudo foi dividido
em quatro tempos: TO foi a avaliacdo prévia a castragcdo quimica em que foi
realizado a avaliacdo termografica infravermelha, ultrassonografia e biometria
testicular com os animais anestesiados; T| momento da avaliagdo imediata apds
aplicacao do agente esclerosante em que foi realizada biometria testicular; T2 foi
realizado apds duas horas com os animais recuperados da anestesia, foi avaliado a
consisténcia testicular e realizada imagem termografica; T4 avaliagao apds quatro
horas em que os gatos foram novamente anestesiados, realizada avaliagcao
termografica, ultrassonografia e biometria testicular, e em seguida submetidos a
orquiectomia. No TO, os gatos foram anestesiados com cetamina (5 mg/Kg)
associada a cloridrato de dexmedetomidina (20 ug/Kg), foram realizadas as
avaliacdes e foi aplicado intratesticular 0,25 mL de CaCl,; 20% + DMSO 0,5%. Apos
as avaliagbes de Tl foi realizada a reversdo com atipamezole (40 ug/Kg). Para as
avaliacbes em T4 os animais foram anestesiados com cetamina (12 mg/Kg)
associada a cloridrato de dexmedetomidina (10 ug/Kg) e cloridrato de morfina (0,2
mg/kg). Imediatamente apds a orquiectomia, os testiculos foram fixados para a
analise histoléogica. Na avaliagdo termografica, foi observada a queda da
temperatura testicular em T2 (p<0,05). Apds a castragdo quimica a ultrassonografia
dos testiculos direito permaneceu com a ecogenicidade hipoecogénica em 80% dos
animais avaliados em T4, e nos testiculos esquerdo foram visibilizadas ecotextura
heterogénea em 90% dos gatos em T4. No exame biométrico observou-se aumento
do volume testicular direito em Tl (p<0,05). Os achados histologicos foram
degeneragao, necrose do epitélio de tubulos seminiferos e hemorragia focal, com
predominio do processo degenerativo apds quatro horas da castragdo quimica. Em
conclusao, os resultados do presente trabalho indicam que a castragdo quimica com
o cloreto de calcio a 20% associado ao DMSO 0,5% induziu alteragbes imediata no
parénquima testicular e a reagao inflamatéria imediata foi reduzida sem interferir com
o0 bem-estar aos gatos.

Palavras-chave: Agente esclerosante. Castracdo Quimica. Felino. Programa de
controle de natalidade. Reagéao inflamatdria.
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ABSTRACT

Chemical castration is an effective and non-invasive sterilization method with
reduced recovery time. Sterilization occurs due to the inflammatory reaction
produced in the testicular tissue by the intratesticular sclerosing agent. This study
aimed to verify the immediate inflammatory reaction in the testes of cats submitted to
intratesticular injection of calcium chloride 20% associated with dimethylsulfoxide
0,5% (CaCl,; 20% + DMSO 0,5%). Ten male cats were used, one to two years old
and with weight of 3,88 + 0,79 kg. The study was divided into four stages: TO was the
evaluation prior to chemical castration in which infrared thermographic evaluation,
ultrasound and testicular biometry were performed with the anesthetized animals; TI
moment of immediate evaluation after application of the sclerosing agent in which
testicular biometry was performed; T2 was performed after two hours with the
animals recovered from anesthesia, testicular consistency was evaluated and
thermographic imaging was performed; T4 evaluation after four hours in which the
cats were anesthetized again, thermographic evaluation, ultrasound and testicular
biometry were performed, and then submitted to orchiectomy. At TO, the cats were
anesthetized with ketamine (5 mg/Kg) associated with dexmedetomidine
hydrochloride (20 pg/Kg), evaluations were performed and 0,25 mL of CaCl; 20% +
DMSO 0,5% was applied intratesticularly. After the Tl assessments, reversal was
performed with atipamezole (40 ug/Kg). For the T4 evaluations, the animals were
anesthetized with ketamine (12 mg/kg) associated with dexmedetomidine
hydrochloride (10 ug/kg) and morphine hydrochloride (0,2 mg/kg). Immediately after
orchiectomy, the testes were fixed for histological analysis. In the thermographic
evaluation, a drop in testicular temperature was observed at T2 (p<0,05). After
chemical castration, ultrasonography of the right testes remained with hypoechogenic
echogenicity in 80% of the animals evaluated at T4, and heterogeneous echotexture
was visualized in the left testes in 90% of the cats at T4. In the biometric exam, an
increase in the right testicular volume was observed in Tl (p<0,05). The histological
findings were degeneration, necrosis of the seminiferous tubule epithelium and focal
hemorrhage, with a predominance of the degenerative process after four hours of
chemical castration. In conclusion, the results of the present work indicate that
chemical castration with calcium chloride 20% associated with DMSO 0,5% induced
immediate changes in the testicular parenchyma and the immediate inflammatory
reaction was reduced without interfering with the well-being of cats.

Key words: Sclerosing agent. Chemical Castration. Feline. Birth control program.
Inflammatory reaction.
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1 INTRODUGAO

A populagao de caes e gatos vem aumentando consideravelmente no Brasil.
Os felinos apresentam crescimento mais expressivo, indicando aumento de 3,6% ao
ano, comparado a 1,5% dos caes, com uma populagao de 25,6 milhdes de gatos no
pais. Isto é explicado pelo fato do felino doméstico ser um animal que se adapta a
espacos menores (ABINPET, 2019; IPB, 2020).

A superpopulagédo de gatos errantes € um problema de saude publica, uma
vez que envolve bem-estar animal, risco de zoonoses, mordeduras, acumulo de
dejetos, além de acidentes de transito; o controle populacional é uma forma de
prevengao e promogao da saude unica (ACC&D, 2013; BUTTLER, 2015).

Dentre os métodos de controle populacional, a esterilizagdo cirurgica com a
retirada das goénodas € o mais utilizado, eficiente e definitivo (MACPHAIL, 2015;
JOHNSON, 2010; LOPES; VOLPATO, 2015). No entanto, tem como desvantagem
ser um procedimento traumatico para o animal, necessitando um profissional
experiente e ambiente estéril. Ainda assim, é passivel de complicagdes, tais como
hemorragias do cordao espermatico, infecgdo no local da incisdo e edema da bolsa
testicular (APPARICIO; ALVES, 2015). Por isso, na Ultima década, estudos tém sido
realizados na busca de alternativas para a castragao cirurgica, utilizando-se métodos
imunoldgicos (vacinas anti-GnRH e antigenos espermaticos), hormonais
(progestagenos e andrégenos) e quimicos (agentes esclerosantes) (ACC&D, 2013;
BUTTLER, 2015).

A castragdao quimica envolve a utilizagdo de agentes esclerosantes
administrados por via intratesticular. E uma técnica pouco invasiva, de baixo custo,
com reacgbes adversas minimas e tempo de recuperacao reduzido, simplificando a
rotina veterinaria (LISSNER, 2013; LOPES, SILVA, 2014), promovendo a interrupgao
da espermatogénese e androgénese por meio de degeneracéo testicular nos tubulos
seminiferos (SILVA et al., 2009). Essas substancias quimicas podem promover
reacao inflamatoria no tecido testicular, ocasionando lesdo ulcerativa por necrose,
levando a infertilidade permanente (JANA, SAMANTA, 2011).

Estudos sobre as alteragdes inflamatérias ocasionadas pelo uso de
substancias esclerosantes testiculares, sdo imprescindiveis. Dentre os diferentes
métodos para avaliagdo da inflamagao testicular destacam-se a termografia,
biometria, ultrassonografia e a histologia testicular.
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A imagem termografica € uma técnica utilizada para acompanhar e registrar
padrdes térmicos teciduais, transformando-os em um mapa térmico que reflete a
dindmica circulatoria da superficie cutanea, permitindo a analise das diferencas de
temperatura dos tecidos (PRASAL et al., 2010; RING; AMMER, 2000; MEIRA et al.,
2014).

Enquanto a termografia fornece informagdes acerca de inflamacdes
superficiais, a analise ultrassonografica testicular identifica o aspecto inflamatério do
parénquima testicular, sendo um método auxiliar de determinacao de alteracdes
reprodutivas (VITAL et al., 2007; GADELHA, 2015). Dessa forma, ambas podem ser
utilizadas para avaliagdo da reagao inflamatéria causada por agentes esclerosantes.

A utilizagdo da biometria testicular também faz parte dos estudos com a
castracdo quimica e é util para avaliagcdo do tamanho do testiculo apds aplicacéao
dos agentes esclerosantes (LEOCI et al., 2014). A utilizacdo do cloreto de célcio
20% associado ao DMSO 0,5% causou reducdo de 50% do volume testicular de
felinos domésticos apds 80 dias (PARANZINI et al, 2018).

O processo inflamatério causado pela castracdo quimica leva a lesbes
testiculares irreversiveis (KUTZLER; WOOD, 2006; EMIR et al., 2008). A analise
histopatoldgica identificou que o uso do cloreto de calcio 20% como castrador
quimico ocasionou desorganizacdo da arquitetura testicular provocando fibrose,
calcificagdo, degeneracao e necrose do epitélio (JANA; SAMANTA, 2011; SILVA et
al., 2018). Paranzini et al. (2018) observaram diferentes graus de degeneragéo,
necrose e calcificacdo em gatos tratados quimicamente com cloreto de calcio 20%
associado ao DMSO 0,5% apés 80 dias.

A literatura disponivel relacionada a castragdo quimica nao evidenciou
estudos sobre a reacgao inflamatoéria local imediata apds a aplicagao de cloreto de
calcio a 20% associado ao DMSO 0,5%. Ha uma lacuna no conhecimento cientifico
da intensidade da reacdo inflamatéria nas primeiras quatro horas da castracéo

guimica nos testiculos dos gatos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONTROLE POPULACIONAL EM GATOS

Nos ultimos anos, foi desenvolvida a especialidade da medicina veterinaria
que interliga a saude coletiva, a medicina de abrigos e também a medicina
veterinaria legal, chamada Medicina Veterinaria do Coletivo (MVC), area em que o
profissional atua como agente de saude e transformagao social, com o objetivo de
trazer solugdes técnicas, racionais e éticas, focando no bem-estar animal (GARCIA
et al., 2012).

A superpopulagao de animais errantes envolve questdes de saude publica e
de bem-estar animal. Assim, acdes que promovam o controle populacional de caes e
principalmente de gatos, que apresentam alto potencial reprodutivo, auxiliam no
controle de zoonoses e diminuicdo de acidentes de transito (SOTO et al., 2006). O
médico veterinario é parte fundamental nos programas de educagéao da populagao,
protecédo e promogao da saude nas comunidades (MOREIRA et al., 2016).

A guarda responsavel dos animais oferece, além de alimento e abrigo,
cuidados veterinarios, controle populacional, higiene e seguranga, promovendo o
bem-estar animal (LIMBERT et al., 2009). Um cenario contrario a esse leva ao
abandono de animais e zoonoses, trazendo varios problemas para a saude coletiva
e um desafio para a saude publica, havendo a necessidade de agbes educativas
para a sociedade quanto aos cuidados necessarios de uma guarda responsavel
(FRAGA et al., 2000; ICAM, 2007).

Para alguns paises a eutanasia de animais errantes era uma forma de
controle populacional, porém politicas estdo sendo implementadas para manter o
bem-estar desses animais. A eutanasia, além de causar um desgaste psicoldgico
nos trabalhadores que lidam diariamente com esse problema, é um procedimento
proibido em muitos paises para controle populacional (TASKER, 2006).

Por outro lado, os métodos de controle populacional proporcionam bem-estar
animal, eficacia, legalidade, viabilidade, sustentabilidade e aceitagao pessoal, sendo
uma decisdo complexa para as politicas publicas (MASSEI; MILLER, 2013).

A necessidade de métodos de esterilizacdo em animais domeésticos, com
estratégia de controle populacional e saude unica, tem se intensificado nos ultimos

anos a fim do método ndao somente ser eficiente, mas também acessivel a
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populacédo (OLIVEIRA et al., 2011; NAZ; SAVER, 2016). Nas ultimas décadas, os
estudos buscam alternativas contraceptivas, que apresentem baixo custo e minimas
complicagdes pos cirurgicas (ACC&D, 2013; LISSNER, 2013).

Neste contexto, a castragdo quimica com agentes esclerosantes
intratesticulares tem demonstrado notoriedade por apresentar valor acessivel,
seguranca, eficacia, aplicagdo unica e podendo ser realizada em diversas espécies
em programas de controle de natalidade (ACC&D, 2013; LISSNER, 2013; OLIVEIRA
et al., 2013). Entretanto, a abordagem de controle populacional e 0 método devem
variar de acordo com a espécie e a situagao, pois apesar das castracdes quimicas
serem eficientes, alguns compostos podem causar respostas inflamatorias e
dolorosas mais intensas (BOWEN, 2008).

2.2 CASTRACAO QUIMICA

Desde a antiguidade e na primeira metade do século XX a castragdo quimica
era utilizada como forma de puni¢ao para os vencidos em guerras, criminosos e para
os castrati, destinados a ter voz aguda para cantarem em igrejas (AGUIAR, 2007).
Ha muitas décadas a castracdo quimica vem sendo estudada em animais,
primeiramente em porcos da india, em 1953, por Freund (NUNES, 2012).

Os agentes esclerosantes comegaram a ser comercializados em 2003 no
Estados Unidos, a partir do Neutersol® aprovado pela Food and Drugs
Adminstration (FDA), produto composto de gluconato de zinco, glicose e arginina
(ANON, 2003; WIEBE & HOWARD, 2009). Esse produto passou a ser
comercializado com nome de Esterilsol® depois de ser comprado pela empresa Ark
Science (Estados Unidos, Missouri). No Brasil, foram comercializados o Infertile® e o
Testoblock®, ambas solugdes a base de gluconato de zinco, sendo este ultimo
utilizado em gatos (OLIVEIRA et al., 2013).

A castracdo quimica € um método que utiliza a admnistragdo por via
intratesticular de solugdes esclerosantes causando degeneragdo testicular e
diminuicdo da espermatogénese (SILVA et al., 2009). A ruptura da membrana das
células de Sertoli causa liberagcdo de antigenos testiculares e inflamacao local
(JOHNSTON et al., 2001). Os agentes esclerosantes atuam ocasionando lesao
tecidual, em diferentes graus de severidade, levando a diminuicao dos horménios

androgenos e azoospermia (RINGLER, 2000). A esterilizacdo quimica ja foi
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estudada em diversas espécies, utilizando diferentes agentes esclerosantes e em

diferentes concentragdes (Quadro 1).

Quadro 1. Substancias esclerosantes utilizadas em testiculos de varias espécies com o objetivo da

castragdo quimica.

Espécies Substancias esclerosantes

Macacos Cloreto férrico (KAR et al., 1965; SOTO et al., 2014),
Glicerol (WIEBE et al., 1989).

Suinos Cloreto de calcio (KOGER, 1978),
Gluconato de zinco (LUCAS et al., 2016),

Permanganato de potassio (GIRI et al., 2002).

Coelhos Cloreto de cadmio (CAMERON, 1965),
Cloreto de célcio (MORAES et al. 2011),
Nitrato de prata (LEE et al. 1985).

Ratos Acido latico (NISHIMURA et al., 1992),
Cloreto de célcio (JANA; SAMANTA, 2006),
Cloreto de sddio (KWAK; LEE, 2013).

Caes Acido latico (NISHIMURA et al., 1992),
Cloreto de célcio (SILVA et al., 2018),

Cloreto de sddio (CANPOLAT et al., 2016),
Danazol (DIXIT et al., 1975),

Etanol (DIXIT et al., 1975),

Formalina (PINEDA et al., 1977),

Glicerol (IMMEGART; THRELFALL, 2000),
Gluconato de clorexidina (AIUDI et al., 2010),
Gluconato de zinco (FAHIM et al., 1993),
Nitrato de prata (DIXIT et al., 1975),

Permanganato de potassio (DIXIT et al., 1975).

Gatos Cloreto de calcio (JANA; SAMANTA, 2007; PARANZINI et al., 2018; 2019),
Cloreto de sédio (PARANZINI et al., 2019; SA et al., 2021),
Gluconato de zinco (OLIVEIRA et al., 2011).
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Ovinos Cloreto de calcio (TORREL et al.,1979),
Formalina (PLANT et al., 1979; LJAZ et al., 2000).

Caprinos Acido latico (OKWEE-ACAI et al., 2008),
Cloreto de calcio (JANA et al., 2005).

Bovinos Acido latico (LIMA et al., 2014),
Cloreto de calcio (PEREIRA et al., 2018),
Cloreto de sddio (ANDRADE NETO et al., 2014).

Ursos Gluconato de zinco (BRITO etal., 2011).

O cloreto de calcio (CaClz), aplicado por via intratesticular, promove a
peroxidacéao lipidica, e leva a lesbes degenerativas testiculares, além de necrose
dos tubulos seminiferos, das células germinativas e de Leydig, resultando em
azoospermia e diminuigao da produgado hormonal em gatos (KUTZLER, 2015).

Quanto maior a concentragdo do agente esclerosante, maior sera a
quantidade de reacdes adversas, incluindo desconforto local, inflamacéao e até fistula
testicular. Dessa forma, deve-se utilizar concentragbes de até 20% para que haja
seguranga no método (LEOCI et al., 2014).

Diferentes substancias podem ser associadas com o CaCl. como veiculo ou
associagao, minimizando as reagdes adversas e potencializando a agao do farmaco,
dentre as quais a solugado de NaCl 0,9% (LEOCI et al., 2014; SILVA et al., 2018),
lidocaina (PARANZINI et al., 2019), DMSO (SILVA et al., 2018) e etanol 95% (LEOCI
et al., 2014; 2019).

Em felinos domésticos, o uso intratesticular de CaCl: 20% associado a
lidocaina 1% promoveu necrose do epitélio germinativo testicular com presenga de
tecido fibrético e hialinico apds 60 dias da aplicagdo, mas ndo causou azoospermia
(PARANZINI et al., 2019).

O uso do DMSO como veiculo tem como principais acdes aumentar o poder
de penetracdo e difusdo nos tecidos. Desta forma, substancias associadas ao
DMSO podem ser carreadas através das membranas, potencializando a agao de
outros farmacos associados, devido sua ag¢do vasodilatadora, imunomoduladora,
bacteriostatica, anti-inflamatoria e analgésica; o DMSO possui toxicidade baixa e é
excretado pela urina (ALVES et al., 1998). A utilizagdo do DMSO em associacao



0o N OO o B~ W N -

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

19

dos agentes esclerosantes em varias espécies reduziu os niveis de dor por sua agao
analgésica e anti-inflamatéria (PEREIRA et al., 2018).

Silva et al. (2018) observaram em caes intensa degeneragdo testicular,
fibrose com infiltrado mononuclear nos tubulos seminiferos e células de Leydig apds
60 dias da aplicacédo de CaCl: 20% associado ao DMSO 0,5%. Paranzini et al.
(2018) relataram degeneragao dos tubulos seminiferos e hiperplasia compensatoria
das células de Leydig e azoospermia, 80 dias apds a aplicagéo intratesticular de
CaClz2 20% associado ao DMSO 0,5% em gatos.

2.2.1 Reacgao Inflamatdria Imediata

A inflamagdo de algum tecido € uma forma de mecanismo bioldgico para
isolar, eliminar e recuperar o dano tecidual. Esse processo é mediado por
substancias quimiotaticas, moléculas vasoativas, citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatérias e seus receptores e moléculas antimicrobianas ou citotoxicas
(ACKERMANN, 2013).

A reacao inflamatéria € a resposta dos tecidos a presengca de uma lesao e
pode se desenvolver em menos de uma hora apés o dano tecidual, sendo
classificada de acordo com a severidade e duragdo em recente ou aguda, e
prolongada ou crénica (TIZARD, 2002).

A resposta inflamatéria acontece localmente e de maneira uniforme. No
entanto, mediadores quimicos, liberados em resposta a injuria, ativam as células do
sistema imunolégico, proteinas e mensageiros quimicos (HACKETT, 2011), levando
a diversas manifestacoes sistémicas no organismo como febre, neutrofilia, fibrindlise
e alteragdes na bioquimica sanguinea (CONSOLARO, 2014).

Cerca de 10 minutos apdés a lesdo inicia-se a diapedese e migracao
leucocitaria, com dilatacdo das veias na area e aceleracao do fluxo sanguineo, que é
sinalizada pelo rubor e calor. O edema local ocorre devido ao aumento na
permeabilidade vascular que leva ao extravasamento do exsudato rico em proteinas
(ACKERMAN, 2013). No entanto, a duracdo do edema esta associada ao tipo e
severidade da injuria (RYAN, 1976). Cabe ressaltar que a inflamacgao provoca dor e,
a longo prazo, pode levar a perda da fungao do 6rgao (TIZARD, 2002).

A presenca dos mediadores (celulares, quimicos e proteicos) estimulam a
cascata pro-inflamatéria para conter a reacdo na area afetada. Caso ocorra a
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resolugdo do processo, os tecidos lesionados s&o restabelecidos, a resposta
inflamatoria ficara contida apenas localmente e o érgédo restabelece sua fungao.
Caso isto ndo ocorra, a area atingida passara por processo de cicatrizagdo, com
substituigdo tecidual e possivel perda da fungédo (HACKETT, 2011).

No parénquima testicular, as células do sistema imunoldgico (macréfagos)
possuem atividades pro-inflamatérias limitadas, uma vez que apresentam predilecao
por citocinas imunossupressivas (ex. IL10 e fatores de crescimento transformador
beta) (HEDGER, 2011). Em relagdo a barreira hemato-testicular, sua fungdo é
impedir a entrada de patogenos e a interferéncia autoimune na produgéo
espermatica. Caso haja a quebra desta barreira, esse processo podera levar a
orquite imunomediada, responsavel pela infertilidade em machos (CHENG; MRUK,
2011; ZHAO et al., 2014). Sabe-se que um processo inflamatdrio testicular propicia a
redistribuicdo da proteina claudina nas jungdes oclusivas das células de Sertoli,
levando a um aumento na permeabilidade da barreira hematotesticular permitindo a
infiltracao das células inflamatdrias. Deste modo, ocorre a descamacao das células
germinativas nos tubulos seminiferos e aumento da apoptose (PEREZ et al., 2014),
alterando a espermatogénese (CHENG; MRUK, 2011).

E importante citar que, assim como a inflamac&o local (epididimo-orquite) a
resposta inflamatéria sistémica tem acdo na fungdo reprodutiva. A ativacdo do
sistema imune desencadeia os mediadores quimicos, que vao interagir e alterar o
eixo hipotalamo-hipdéfise-gonadal. O epitélio seminifero responde aos mediadores
inflamatorios endégenos, principalmente a IL1, TNFa, 6xido nitroso e interferons,
pois regulam a espermatogénese, as atividades da célula de Sertoli e jungcbes de
oclusdao da barreira hemato-testicular, promovendo efeito negativo na produgao
espermatica (HEDGER, 2011).

Em humanos as espécies reativas de oxigénio (EROs), que sao formadas
pelo metabolismo dos gametas masculinos e atuam na atividade funcional do
espermatozoide, sao geradas em concentragcdes elevadas. Com a producéo
excessiva de EROs e/ou uma deficiéncia no sistema de defesa celular, ocorre o
estresse oxidativo, levando a peroxidagdo dos acidos graxos poli-insaturados. A
membrana plasmatica do espermatozdide de mamiferos € mais sensivel ao
processo de peroxidacao lipidica (NOGUEIRA et al., 2013), assim, as EROs
modificam a fluidez e integridade da membrana, alterando suas funcbes e
movimento flagelar (ZALATA; HAFEZ; COMHAIRE, 1995; AITKEN et al., 2010).
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Na inflamagéo testicular, o aumento do fluxo sanguineo e a modificagdo da
vascularizacdo, ocasiona aumento da temperatura escrotal, que causa reducdo na
funcdo espermatogénica. O mecanismo celular e molecular que altera a
espermatogénese, pelo calor, ainda € desconhecido. Em estudos realizados com
humanos observou-se que o aumento da temperatura testicular inibe a expressao da
proteina G, a qual é primordial para a transdugdo do sinal enddcrino localizada no
testiculo, prejudicando a espermatogénese (BRINKWORTH; HANDELSMAN, 2001;
WEINBAUER et al., 2001).

Sa0 escassos os estudos que avaliam a reacao inflamatéria imediata sobre os
orgaos do sistema reprodutivo e nos parametros espermaticos. Isto ocorre, devido a
dificuldade em se obter amostra espermatica neste periodo da inflamagcado e
dependendo da afecgéo as alteragbes podem ser detectadas apenas a longo prazo
(RUSZ et al., 2012; AZENABOR; EKUN; AKINLOYE, 2015). A orquite, inflamagao
testicular, se caracteriza por aumento do volume testicular, dor, rubor e calor, e
quando nao diagnosticada e tratada precocemente pode evoluir para degeneracéo
testicular em cées (DOMINGOS; SALOMAO, 2011). As evidéncias mais comuns
descritas em homens com epididimo-orquite aguda sdo a reducédo do volume
testicular, da concentragdo espermatica, motilidade espermatica, apoptose
espermatica, lesdo do acrossomo e fragmentagdo do DNA (SCHUPPE et al., 2008).

Em bovinos, nos primeiros dias apos a aplicagao intratesticular de agentes
quimicos foi possivel observar intenso edema testicular, o que torna fundamental
pesquisas sobre a fisiopatogenia da reagao inflamatéria imediata (OLIVEIRA et al.,
2011).

Desta forma, desenvolver estudos que avaliem os mecanismos relacionados
com a inflamacdo do trato reprodutor masculino, bem como seus parametros

espermaticos e na fertilidade, sdo essenciais.

2.2.2 Alteragdes Histoldgicas Testiculares

O testiculo é constituido por regido tubular e intersticial. O intersticio é
formado por células enddcrinas intersticiais (Leydig), vasos sanguineos, vasos
linfaticos, macréfagos, células dendriticas, mastdcitos e linfocitos T. A regido tubular
é formada por tubulos seminiferos que sao revestidos por uma camada avascular

que constitui o epitélio seminifero, composto por células de Sertoli e células
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germinativas, essas sao responsaveis pela formacdo dos espermatozoides
(NASCIMENTO et al., 2016). O intersticio € formado por tecido conectivo frouxo
vascularizado e muito sensivel as agressées de organismos patogénicos,
substancias téxicas, lesbes mecanicas, térmicas e reagdes imunes (NASCIMENTO;
SANTOS, 2003).

A alteragao testicular mais comum € a degeneracéo, e por sua vez a causa de
infertilidade entre os reprodutores das espécies domésticas. Tal fato, € decorrente
da extrema sensibilidade do epitélio dos tubulos seminiferos a acdo de fatores e
condicoes adversas (NASCIMENTO et al., 2016).

A inflamacéo é uma reacéo dos tecidos a um agente irritante, onde o efeito da
substancia determina o grau de leséo (Ringler, 2000). A reacéao inflamatéria pode
estar diretamente ligada a degeneracéo testicular. A recuperagao do dano depende
da remocao do fator causador da lesdo, entretanto, dependendo dos danos
encontrados, estes podem ser irreversiveis (FOSTER, 2013). A aplicagdo de
farmacos esclerosantes por via intratesticular pode causar atrofia testicular devido a
inflamagao aguda ou crénica do tecido (JONES et al., 2000).

Estudos avaliaram o efeito de diferentes concentracées de cloreto de calcio
aplicado, por via intratesticular, em que foi observado uma prevaléncia de
degeneragdo e necrose nos testiculos. O uso do cloreto de célcio 5% como
castrador quimico em gatos causou atrofia dos tubulos seminiferos e dissolugéo das
células germinativas ap6s 60 dias (JANA; SAMANTA, 2011).

Com a aplicagédo do CaCl, 10% em gatos observaram necrose do epitélio
seminifero e espaco intersticial com degeneracdo das células germinativas em
combinagdao com a presenga de tecido tubular e intersticial fibrosado apds 60 dias
(JANA; SAMANTA, 2011).

O uso do CaCl; a 15% ocasionou necrose dos tubulos seminiferos e células
de Leydig e a substituicao do tecido por um tecido fibrocolageno e desorganizagao
da arquitetura tubular e infiltracdo leucocitaria em gatos apds 45 dias. O cloreto de
calcio 20% ocasionou completa necrose testicular de todo o epitélio germinativo com
presencga exclusiva de tecido fibrético e hialino, ocorrendo total desorganizacédo da
arquitetura tubular e compartimentos extratubulares (JANA; SAMANTA, 2007; 2011).

Paranzini et al. (2018) observou que os testiculos de gatos apresentaram
diferentes graus de degeneracdo, necrose, calcificagdo e substituicido do tecido
conjuntivo, assim como hiperplasia das células de Leydig 80 dias apds a castracao
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quimica com CaCl;20% com DMSO 0,5%.
2.3 TERMOGRAFIA INFRAVERMELHA

A termografia infravermelha foi aprovada em 1982, pelo U.S. Food and Drugs
Adminstration (FDA, 2003). E uma técnica digital que gera imagens bidimensionais
com base na quantidade de calor (radiagao infravermelha) emitido na superficie da
pele, que tornam possivel a localizagdo de uma area afetada por anormalidade
fisiologicas, seja um tumor ou outras anormalidades (MEIRA et al., 2014).

A imagem termografica € utilizada para determinar a inflamagéo que esta
ocorrendo em determinado tecido, e vem sendo utilizada para diagnéstico
complementar em equinos para diversas enfermidades como inflamagdes, tumores,
fibroses e neuropatias (BASILE et al., 2010).

O uso dessa técnica se mostrou um método eficaz para avaliagdo da
temperatura escrotal, em diferentes espécies como catetos, touros e gatos (LIMA et
al., 2014; SEBASTIAO et al., 2017; PARANZINI et al., 2019). Como método de
avaliacdo da castragcdo quimica, mostrou-se um meio seguro para diagnosticar e
acompanhar reacgao inflamatéria de gatos avaliados em 10 minutos, uma e seis
horas, diariamente durante sete dias, com 15, 30 e 60 dias apds injecao
intratesticular (PARANZINI et al., 2019).

2.4 ULTRASSONOGRAFIA

A ultrassonografia testicular € um método auxiliar para determinacdo de
alteracdes do sistema reprodutivo, uma vez que contribui para o diagndstico, decisao
de tratamentos e progndsticos mais confiaveis (GADELHA, 2015). Na
ultrassonografia em modo B, testiculos normais possuem ecotextura homogénea e
hipoecogénica em relagdo ao mediastino, visualizado como uma estrutura ecogénica
linear central. A capsula possui contornos regulares e bem definidos. Além disso, é
possivel visualizar a cabecga, corpo e cauda do epididimo que aparecem ao exame
com ecogenicidade variando de anecodica a hipoecdica em relagdo ao parénquima
testicular (ASSIS et al., 2015; GADELHA, 2015).

Quando ha inflamacgao, a ecogenicidade varia de acordo com a extensao da
lesdo, que podera se apresentar hipoecogénica a hiperecogénica, com areas
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heterogéneas (COOK e DEWBURY, 2000). Em casos de degeneracao testicular, os
testiculos apresentam-se com tamanho normal ou reduzidos, e na imagem
ultrassonografica podera ser visualizado hipoecogenicidade com heterogeneidade,
sendo que em casos mais criticos podera ser visualizado no parénquima testicular
areas hiperecogénicas, indicativos de fibrose (ASSIS et al., 2015). Animais que
apresentaram atrofia e hipoplasia testicular, revelaram o parénquima testicular
hiperecdico de forma difusa (GADELHA, 2015). O parénquima apresenta-se
hiperecoico ou misto e o testiculo pode estar diminuido em casos em que a
inflamacgéo crénica ocorre. Na epididimite aguda, € possivel visualizar areas hipo e
hiperecdicas. E em contrapartida, nos casos cronicos pode-se observar areas
hiperecdicas indicativas de calcificagdo (GADELHA, 2015).

A ultrassonografia em terneiros, permitiu avaliar a evolugdo da lesdo causada
por castragcdes quimicas apos 60 dias, onde os testiculos tendem a apresentar perda
da integridade mediastinal, bem como da ecotextura homogénea, com formagao de
estruturas cavitarias (OLIVEIRA et al., 2021).

Baseado no levantamento bibliografico a respeito de castragcdo quimica, os
estudos demonstraram as alteragdes testiculares encontradas apés um periodo de
cerca de 60 a 80 dias, ou seja, lesdes a longo prazo, entretanto ndo foram
identificados estudos a respeito das reagbes inflamatérias imediatas apds a
aplicagao intratesticular de substancias esclerosantes, evidenciando a necessidade

de mais estudos a respeito dessa técnica alternativa a castragao cirurgica.
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4 HIPOTESE
A aplicacdo do cloreto de calcio 20% associada ao dimetilsulféxido (DMSO)

0,5% por via intratesticular induz a reacao inflamatoéria imediata em gatos.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a reacéo inflamatéria imediata em testiculos submetidos a aplicacéo
intratesticular de cloreto de célcio a 20% associado ao dimetilsulféxido (DMSO) 0,5%

em gatos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as alteragbes na temperatura testicular por meio da imagem
termografica imediatamente, duas e quatro horas apds a aplicagao intratesticular de
cloreto de célcio a 20% associado ao DMSO 0,5% em gatos.

- Avaliar a alteragbes ultrassonograficas no parénquima testicular quatro
horas apds aplicagao intratesticular de cloreto de calcio a 20% associado ao DMSO
0,5% em gatos.

- Avaliar a biometria testicular imediatamente e quatro horas apds aplicagao
intratesticular de cloreto de calcio a 20% associado ao DMSO 0,5% em gatos.

- Avaliar a reagao inflamatéria por meio dos achados histopatolégicos em
testiculos de gatos quatro horas apds a aplicagao intratesticular de cloreto de calcio
a 20% associado ao DMSO 0,5%.
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6 ARTIGO

Reacao inflamatéria imediata causada pela administracao intratesticular de
cloreto de calcio 20% associado ao DMSO 0,5% em gatos

RESUMO

A superpopulagdo de gatos domésticos € um fator preocupante a saude unica e
métodos alternativos a castragao cirurgica tem sido alvo de pesquisas. A aplicagao
de agentes esclerosantes intratesticulares tem como finalidade a esterilidade a baixo
custo e a manutencédo do bem-estar dos animais. O objetivo deste estudo foi verificar
a reacao inflamatoria imediata em testiculos de gatos submetidos a aplicagéo
intratesticular de cloreto de calcio a 20% associado ao dimetilsulfoxido a 0,5%
(CaClz 20% + DMSO 0,5%), por meio da termografia infravermelha, ultrassonografia,
biometria e histologia testicular. Foram utilizados 10 gatos machos, saudaveis, SRD,
semi domiciliados, com idade média 1,3 £ 0,42 anos e peso de 3,88 + 0,79 kg. O
estudo foi dividido em quatro tempos: TO foi a avaliacdo prévia a castragdo quimica,
sendo realizado com os animais anestesiados com cetamina (5 mg/Kg) associada a
cloridrato de dexmedetomidina (20ug/Kg) por via intramuscular, foram realizadas as
avaliacdes termografica, ultrassonografica e biometria testicular, apds as avaliagdes
foi aplicado por via intratesticular 0,25 mL de CaCl,; 20% + DMSO 0,5%. A avaliagéo
em TI foi realizada imediatamente a castragcdao quimica, em que foi realizado
ultrassom e a biometria testicular. Apds as avaliagdes do Tl foi realizada a reversao
anestésica com atipamezole (40 pg/Kg); T2 realizado duas horas apds a aplicagao
do agente esclerosante, com os animais recuperados da anestesia, foram realizadas
as avaliagdes da consisténcia testicular, comportamento, sensibilidade dolorosa e
imagem termografica; Os gatos foram novamente anestesiados, para as avaliagdes
em T4 (quatro horas apds a aplicagdo intratesticular), com cetamina (12 mg/Kg)
associada a cloridrato de dexmedetomidina (10 pg/Kg) e cloridrato de morfina (0,2
mg/kg), foram realizadas avaliagbes termografica, ultrassonografia e biometria
testicular; imediatamente apds, os animais foram submetidos a orquiectomia, e os
testiculos fixados em formol 10% para posterior avaliagdo histolégica. Houve
aumento do volume testicular direito em Tl (p<0,05). Na avaliacdo termografica,
houve diminuigdo de cerca de 2 graus na temperatura testicular em T2 (p<0,05), e
os gatos nao demonstraram sensibilidade dolorosa a palpacédo testicular. Na
ultrassonografia apds a castracdo quimica os testiculos direito nao tiveram alteragao
de ecogenicidade em T4, mas 90% dos esquerdo apresentaram ecotextura
heterogénea. Na histologia dos testiculos identificou-se degeneragao, necrose do
epitélio de tubulos seminiferos e hemorragia focal, com predominio do processo
degenerativo apdés quatro horas da castragdo quimica. Com base nos resultados
pode se concluir que a castragdo quimica com cloreto de calcio a 20% associado ao
DMSO 0,5% induziu alteragdes imediata no parénquima testicular e houve reagao
inflamatdria imediata reduzida entretanto nao alterou o bem-estar dos gatos.

Palavras-chave: Agente esclerosante. Castracao Quimica. Degeneragéo testicular.
Esterilidade. Felino. Inflamacao.
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Immediate inflammatory reaction by intratesticular administration of calcium
chloride 20% associated with DMSO 0,5% in cats

ABSTRACT

The overpopulation of domestic cats is a unique health concern and alternative
methods to surgical castration have been the subject of research. The application of
intratesticular sclerosing agents aims at sterility at low cost and the maintenance of
animal welfare. The aim of this study was to verify the immediate inflammatory
reaction in the testes of cats submitted to intratesticular application of calcium
chloride 20% associated with dimethylsulfoxide 0,5% (CaCl, 20% + DMSO 0,5%),
using infrared thermography, ultrasound, biometry and testicular histology. Ten male
cats, healthy, SRD, semi domiciled, with a mean age of 1,3 £ 0,42 years and weight
of 3,88 £ 0,79 kg were used. The study was divided into four stages: TO was the
evaluation prior to chemical castration, being performed with the animals
anesthetized with ketamine (5 mg/kg) associated with dexmedetomidine
hydrochloride (20 pg/kg) intramuscularly, thermographic evaluations were performed,
ultrasound and testicular biometry, after the evaluations, 0,25 mL of CaCl,; 20% +
DMSO 0,5% was applied intratesticularly. The evaluation in Tl was performed
immediately after chemical castration, in which ultrasound and testicular biometry
were performed. After the Tl assessments, anesthetic reversal was performed with
atipamezole (40 pg/Kg); T2 performed two hours after the application of the
sclerosing agent, with the animals recovered from anesthesia, evaluations of
testicular consistency, behavior, pain sensitivity and thermographic image were
performed; Cats were anesthetized again, for T4 evaluations (four hours after
intratesticular  application), with ketamine (12 mg/kg) associated with
dexmedetomidine hydrochloride (10 pg/kg) and morphine hydrochloride (0,2 mg/kg),
thermographic, ultrasound and testicular biometry evaluations were performed;
immediately after, the animals were submitted to orchiectomy, and the testes were
fixed in formalin 10% for later histological evaluation. There was an increase in the
right testicular volume in Tl (p<0,05). In the thermographic evaluation, there was a
decrease of about 2 degrees in testicular temperature at T2 (p<0,05), and the cats
showed no painful sensitivity to testicular palpation. On ultrasonography after
chemical castration, the right testicles had no change in echogenicity on T4, but 90%
of the left ones had heterogeneous echotexture. In the histology of the testes,
degeneration, necrosis of the seminiferous tubules epithelium and focal hemorrhage
were identified, with a predominance of the degenerative process after four hours of
chemical castration. Based on the results, it can be concluded that chemical
castration with calcium chloride 20% associated with DMSO 0,5% induced immediate
changes in the testicular parenchyma and there was a reduced immediate
inflammatory reaction, however it did not affect the welfare of the cats.

Key words: Sclerosing agent. Chemical Castration. Testicular degeneration. Sterility.
Feline. Inflammation.
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1. Introducao

A superpopulacdo de gatos domésticos é um fator preocupante devido a
questbes de bem-estar, transmissdo das zoonoses, acidentes automobilisticos e
acidentes por arranhadura/mordedura (Robertson, 2008; Souza et al., 2001). Dentre
os meétodos descritos para controle populacional de animais, a castragéo cirurgica
ainda € a mais utilizada. No entanto, métodos alternativos, como a castracéo
quimica, tém sido alvo de pesquisas por serem menos invasivos, apresentarem
baixo custo e oferecerem menor risco ao animal (Jana e Samanta, 2011; Leoci et al.,
2014; Paranzini et al., 2019).

Estudos descrevem o uso de diferentes protocolos de agentes esclerosantes
intratesticulares em diferentes espécies (AbuAhmed, 2015; Brito et al., 2011; Emir et
al., 2008; Fahim et al., 1993; Jana et al., 2005; Jana e Samanta, 2007; Koger, 1978;
Lymberopoulos et al., 2000; Moraes et al., 2011; Neto et al., 2014; Pineda e Hepiler,
1981; Silva et al., 2018), incluindo felinos (Jana e Samanta, 2011; Oliveira et al.,
2013; Paranzini et al., 2019, 2018).

O cloreto de calcio (CaCl) € um composto considerado de baixo custo (Leoci
et al., 2019, 2014) e seguro para o uso intratesticular (Koger, 1978), uma vez que
nenhuma reagao cutanea escrotal foi descrita apos seu uso em ratos e caes (Jana e
Samanta, 2006; Leoci et al., 2014). Estudos em ratos e caprinos, apés cerca de 30
dias, promoveu lesdes que resultaram em degeneracio testicular por necrose e
fibrose dos tubulos seminiferos, células germinativas e células de Leydig, além da
peroxidacdo lipidica gerada pela produgcdo de radicais livres, provocando
azoospermia (Jana et al., 2005; Jana e Samanta, 2006).

A associagao de CaCl, com adjuvantes tém sido mais eficiente e resultou em
azoospermia a longo prazo, também foi observado redugdo do comportamento
agressivo e sexual em caes e porcos da india (Leoci et al., 2014; Sen et al., 2017). O
dimetilsulfoxido (DMSO) quando associado a agentes esclerosantes
intratesticulares, reduz efeitos locais adversos em caes avaliados apds a aplicagcao
da substancia (Soto et al., 2009), uma vez que apresenta acado anti-inflamatdria,
analgésica, bacteriostatica e potencializa a acdo de outros farmacos (Jacob e
Herschler, 1986).

A termografia avalia as alteracbes de temperatura superficial. Como a

inflamacdo promove aumento de temperatura local, a avaliacdo termografica tem
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sido utilizada para diagnéstico complementar de diversas enfermidades (Basile et al.,
2010), inclusive pos castragao quimica em gatos (Paranzini et al.., 2018, 2019)

A ultrassonografia modo B testicular € um método rapido, seguro e néo
invasivo, pode ser utilizado para avaliar o parénquima do testiculo, que é
homogéneo, hipoecogénico em relagdo ao mediastino e com uma rafe
hiperecogénica central bem delimitada; quaisquer alteragdes morfologicas podem
ser detectadas (Souza et al., 2015). Castragbes quimicas em touros ocasionaram
heterogeneidade do parénquima testicular com degeneracdo da rafe mediastinal
evidente a longo prazo (Pereira et al., 2018).

Compostos quimicos aplicados nos testiculos causam inflamacgao, que pode
progredir para degeneracao testicular (Schuppe et al., 2017) e/ou atrofia testicular
(Jones et al., 2000). A degeneragdao € a causa mais frequente de redugédo da
fertilidade ou esterilidade nos machos, devido as alteragdes no parénquima, atrofia
testicular microscépica ou macroscépica, proliferagdo do tecido conjuntivo fibroso,
auséncia total do epitélio seminifero, membrana basal espessa e hialinizada (Garcia,
2017).

As alteracdes teciduais imediatas no tecido testicular apds a castragao
quimica, ao conhecimento dos autores, ainda sao desconhecidas. Sendo assim, o
objetivo deste estudo foi verificar as alteragbes teciduais imediatas em testiculos de
gatos submetidos a aplicagdo intratesticular de cloreto de célcio (CaCly) 20%
associado ao dimetilsulfoxido (DMSO) 0,5%.

2. Material e Métodos
2.1. Animais

Esse estudo foi aprovado pela Comiss&o Institucional de Etica no Uso de
Animais de numero 041.2020.

Foram utilizados 10 gatos machos, saudaveis, adultos, sem raga definida
(SRD), provenientes de tutores particulares e semi domiciliados, com média 1,3 *
0,42 anos de idade e 3,88 + 0,79 kg de peso. Todos os gatos foram avaliados
quanto a presenca de espiculas penianas e testiculos com consisténcia fibroelastica
em bolsa testicular.

Foram incluidos no estudo apenas animais higidos dentro dos padrbes da

espéecie e como parte de triagem clinica realizou-se hemograma e dosagem sérica
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de creatinina. Nenhum animal precisou ser excluido do estudo. Todos os animais
receberam o mesmo tratamento.

Os animais foram alojados em ambiente climatizado, com temperatura entre
23 e 25°C e mantidos em gaiolas de metal com dimensdes de 50 x 99 x 55 cm.
Foram submetidos ao jejum alimentar e hidrico de oito horas. Durante o periodo de
quatro horas apds a realizagdo da castragdo quimica, os animais foram avaliados
subjetivamente quanto ao comportamento, sensibilidade a palpagéo dos testiculos e
coloragao do escroto.

O manuseio e avaliagao clinica foram realizados pelo mesmo técnico para

evitar o estresse e interferéncia nos resultados.

2.2. Tempos

O estudo foi dividido em quatro tempos.

TO) Avaliagao prévia a aplicagéo a castragao quimica. Foi realizada avaliagao
termografica infravermelha, ultrassonografia e biometria testicular;

TI) Avaliagdo imediata apds injecao intratesticular de cloreto de célcio (CaCl,)
20% associado a dimetilsulféxido (DMSO) 0,5%. Foi realizada biometria testicular;

T2) Avaliagdo apds duas horas. Os gatos foram avaliados quanto ao
comportamento, a sensibilidade e consisténcia testicular e realizada imagem
termografica;

T4) Avaliacdo apds quatro horas. Os gatos foram novamente anestesiados,
realizada avaliagao termografica, ultrassonografia e biometria testicular, e em

seguida submetidos a orquiectomia.

2.3. Anestesia

Para a aplicagdo do cloreto de calcio 20% associado ao DMSO 0,5% foi
utilizado o protocolo anestésico com Cetamina (5 mg/Kg, intramuscular (IM))
associada a Cloridrato de Dexmedetomidina (20ug/Kg - Dexdomitor®, Zoetis, Brasil).
Para reversdo anestésica, utilizado o atipamezole (40ug/Kg - Antisedan®, Zoetis,
Brasil).

Para procedimento cirurgico, o protocolo utilizado foi cetamina (12 mg/Kg,
intramuscular (IM)) associada a cloridrato de dexmedetomidina (10ug/Kg, IM -
Dexdomitor®, Zoetis, Brasil) e cloridrato de morfina (0,2 mg/Kg, IM). Os animais
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foram monitorados até a completa recuperacéo anestésica.

2.4. Termografia infravermelha

A avaliagédo termografica escrotal foi realizada com o equipamento Flir® C3
(Boston, MA, EUA), com os gatos em decubito dorsal, apés anestesia. Para
padronizagéo das imagens, foi mantida a distancia de 60 cm entre a cdmera e os
testiculos, com temperatura ambiente de 21 a 23°C. Para o calculo da média da
temperatura testicular, as imagens foram processadas no Flir quick report software®
(FLIR, 2009).

Cerca de 10 minutos antes da avaliagcdo termografica ndo houve manipulagao
testicular, para que nado houvesse influéncia na temperatura. Todas as avaliagdes

foram realizadas pelo mesmo técnico.

2.5. Ultrassonografia testicular e biometria testicular

Para ultrassonografia testicular foi utilizado aparelho estacionario
Mindray DC7 (Shenzen, China) e probe linear com 7 MHz. Foi realizada varredura
em modo B de ambos os testiculos, isoladamente, posicionando a probe sobre o
escroto em cortes longitudinais e transversais. Foram avaliados parametros de modo
B como ecotextura, ecogenicidade e regularidade, bem como foi mensurado o
comprimento (C), a largura (L), altura (A) e o volume (V) com base em objetos
elipsoides. O exame foi realizado em dois momentos na avaliagao ultrassonografica:
antes (T0) e quatro horas apés (T4) a aplicacao do cloreto de calcio 20% associado
ao DMSO 0,5%. Para a biometria testicular os animais foram avaliados em trés
momentos: antes (T0), imediatamente (Tl) e quatro horas apds (T4) da aplicagao do

cloreto de calcio 20% associado ao DMSO 0,5%.

2.6. A castragdo quimica

O cloreto de calcio 20% associado ao DMSO 0,5% foi produzido em
laboratério comercial (JA Saude Animal, Patrocinio Paulista, SP, Brasil). Apods a
anestesia, foi realizada tricotomia da bolsa testicular, limpeza com clorexidine
degermante e antissepsia com alcool 70%. A injecao intratesticular foi realizada
utilizando-se seringa de 1 mL e acoplada a uma agulha hipodérmica 13 x 0,45 mm.
A agulha foi inserida na regiao ventro caudal do testiculo, a cerca de 0,5 cm da
cauda do epididimo. A infiltracdo de 0,25mL da substancia foi realizada ao longo da
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extensdo longitudinal do testiculo, a medida que a agulha foi sendo removida. O
cloreto de calcio 20% associado ao DMSO 0,5% foi mantido em temperatura entre
25°C a 28°C no momento da aplicacdo, para ndo causar desconforto térmico ao

animal.

2.7. Orquiectomia e cuidados pos operatorios

A cirurgia foi realizada com o animal em decubito dorsal, com anestesia e
antissepsia adequada. Apods a incisdo na bolsa testicular, realizou-se incisdo na
tunica vaginal e os testiculos foram expostos, utilizado a técnica das trés pingas e
transfixagdo com Nylon 3-0. Apds isso, realizou-se uma sutura continua na tunica e
sutura intradérmica, ambos com fio Nylon 3-0 (Apparicio e Alves, 2015).

Todos os animais receberam terapia profilatica pré-operatéria com cefazolina
sédica (30 mg/kg, IV) e meloxicam (0,1 mg/Kg, subcutanea (SC), e analgesia trans e
pos-operatoria com cloridrato de tramadol (2 mg/Kg, SC) e dipirona sddica
(25mg/Kg, SC). Os animais retornaram aos tutores apos a recuperagao anestésica,

os quais foram orientados quanto aos cuidados pds-operatorios.

2.8. Analise histologica do testiculo

Apos a orquiectomia, os testiculos foram seccionados longitudinalmente e
fixados em solucao de formalina tamponada a 10%. Os tecidos foram desidratados
em série graduada de alcool, clareados e diafanizados em xilol e incluidos em
parafina. As laminas foram coradas pela técnica hematoxilina e eosina (HE) para
analise histopatolégica. A analise histolégica dos testiculos foi realizada por um
unico técnico.

Foi estabelecido escore de lesao considerando o grau de severidade (fator de
gravidade, pontuada de 1 a 3) considerando os critérios dispostos na Tabela 1
(adaptado de Terciolo et al., 2019).

Para a extensdo de cada lesao foi estabelecido escore de acordo com a
frequéncia observada (de acordo com a intensidade, graduada em A a D). Em que
na extensao da lesdo foi em A para tecido normal, B para o comprometimento
tecidual leve, menor que 20%; C para comprometimento moderado, entre 20 e 50%
e D para alteragbes graves, acima de 50% de comprometimento do tecido do

testiculo (Paranzini et al., 2019).
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Tabela 1. Classificagdo, de acordo com o grau de severidade da lesdo encontrada, na analise
histopatolégica de testiculos de gatos apds quatro horas da aplicagdo intratesticular de cloreto de
calcio 20% associado ao DMSO 0,5%.

Alteragdo Histopatolégica Severidade da Lesdo
(1a3)

Edema 1
Degeneragao 1
Inflamac3o 2
Hemorragia 2
Necrose 3

Fibrose 3
Calcificagdo 3

Fonte: Adaptado de Terciolo et al. (2019).

2.9. Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da
distribuicdo normal. A avaliagao da biometria testicular, comparando testiculos direito
e esquerdo, foi verificada pelo Teste T de Student ou pelo teste de Mann-Whitney,
qguando o pressuposto nao foi atendido. A andlise de variancia de medidas repetidas
foi feita para avaliar as diferencas entre tempos. A descricdo estatistica da
ecogenicidade e ecotextura testicular foi realizada por meio de tabela de
frequéncias. Na analise termografica, para mensurar divergéncias entre os tempos, a
analise de variancia foi conduzida para os dados com distribuicdo normal, e aqueles
gue nao atenderam a normalidade passaram pelo teste de Kruskal-Wallis. A analise
histolégica foi descritiva. As analises foram realizadas no software Sigma Plot 14.0, e

considerou-se significancia estatistica quando p<0,05.

3. Resultados
3.1. Avaliagdo do comportamento dos animais e consisténcia testicular

A palpacgao testicular foi realizada duas horas apds a castragao quimica (T2),
guando os gatos estavam recuperados da anestesia, e ndo apresentaram alteragao
comportamental imediata sugestiva de dor.
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A consisténcia testicular antes fibroelastica, tornou-se firme em T2, e foi

observado hematoma da bolsa testicular em 20% (2/10) dos gatos avaliados.

3.2. Termografia Testicular

Os resultados referentes a termografia (Figura 1) dos testiculos dos gatos
avaliados apresentaram média de 33,4°C + 0,87 previamente (T0), 31,1°C + 2,25
apos duas (T2) e 31,9°C + 1,86 com quatro horas (T4) da aplicagdo do CaCl, 20%
associado ao DMSO 0,5%.

Houve queda na temperatura termografica testicular apdés a aplicagdo da
substancia esclerosante, entre TO e T2; p=0,021. Entretanto, ndo foi identificada
diferenca entre os tempos: TO e T4; p=0,14; e T2 e T4; p=0,42.

Os gatos 5, 7 e 9, ou seja, 30% (3/10) dos animais, ndo permitiram a
manipulagdo sem anestesia, ndo sendo possivel realizar a imagem termografica

devido ao comportamento mais agressivo desses animais.

Bx1 = Max 36, °CloC

Fig.1. Imagens termograficas dos testiculos de gatos (A) antes da aplicacao (T0), (B) duas horas (T2)
e (C) quatro horas apds a aplicagéo intratesticular (T4) da solugéo de cloreto de calcio 20% associado
ao DMSO 0,5%.

3.4. Ultrassonografia e biometria testicular

Previamente a castracdo quimica (T0), todos os testiculos foram avaliados
pelo modo B e demonstraram ecotextura homogénea e hipoecogenicidade em

relacdo ao mediastino (Figura 2).
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Fig.2. Imagens ultrassonograficas (A) testiculo direito antes da aplicagao (T0), (B) testiculo esquerdo

antes da aplicagao, (C) imagem do testiculo direito apds quatro horas da aplicagéo intratesticular (T4)

e (D) imagem do testiculo esquerdo apds quatro horas da aplicagado intratesticular da solugao de

cloreto de calcio 20% associado ao DMSO 0,5% em gatos.

Os resultados obtidos da ultrassonografia testicular, antes e apds a castracao

quimica foram sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das avaliagbes ultrassonograficas em modo B dos testiculos direito e esquerdo

de gatos, nos momentos antes da aplicagao intratesticular do castrador quimico (TO) e quatro horas

apos castracao quimica (T4).

Ecotextura

Ecogenicidade

TO 100% Homogénea 100% Homogénea

T4  40% Heterogénea 90% Heterogénea

60% Homogénea 10% Homogénea

100% Hipoecogénico 100% Hipoecogénico

20% Isoecogénico 30% Hiperecogénico

80% Hipoecogénico 70% Hipoecogénico
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Em relacdo a biometria testicular, ndo houve diferenca entre os parametros

morfométricos dos testiculos direito e esquerdo nos diferentes tempos (p>0,05).

Os testiculos direito apresentaram aumento no comprimento entre os

momentos TO e Tl (p=0,035) e aumento da altura ao longo do tempo avaliado TO e

Tl (p=0,012) e entre Tl e T4 (p=0,015). Consequentemente, houve um aumento do

volume entre TO e Tl (p=0,001), entretanto, apds quatro horas foi identificado a

diminuicdo do volume testicular Tl e T4 (p=0,037). Nao foram identificadas

alteracbes nas mensuracdes dos testiculos esquerdo, conforme demonstrado na

Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios da biometria testicular dos animais avaliados antes (T0), imediatamente

(T1) e quatro horas (T4) apds a aplicagao intratesticular do cloreto de calcio 20% associado ao DMSO

0,5%, mensurada por meio da avaliagao ultrassonografica em modo B.

Tl T4
D TE D TE D TE
Comprimento (cm) 1,42 1,4 1,47 1,47 1,48 1,44
Largura (cm) 0,93 08 1,00 094 0,97 0,86
Altura (cm) 1,16 1,14 124 1,16 1,16 1,14
Volume (cm?) 0,83 0,74 097 085 09 0,79

3.5. Histologia Testicular

Nos animais castrados quimicamente com cloreto de calcio 20% associado ao

DMSO 0,5%, as alteragbes histopatoldgicas identificadas em ambos os testiculos

foram principalmente degeneracao tecidual imediata (Figura 3), além de hemorragia

€ necrose.
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Fig.3. Fotomicrografia de testiculo de gato quatro horas apds a aplicagdo da solugéo de cloreto de
calcio 20% associado ao DMSO 0,5%, demonstrando a degeneracgdo testicular. (A) HE, em objetiva
de 10X, (B) HE, em objetiva de 20X.

Foi observado degeneracdo tecidual em todos os animais castrados
quimicamente, em que a extensdo da lesédo foi de 20 a 50% em cinco testiculos
avaliados (5/20) e os demais (15/20), apresentaram um comprometimento tecidual
maior que 50%. A hemorragia foi presente em 70% dos animais (7/10), porém
apenas trés testiculos analisados (3/20) apresentaram comprometimento tecidual
maior que 50%. A presenca de necrose nos testiculos avaliados ocorreu em 60%

dos animais, em todos com comprometimento tecidual menor que 20% (Tabela 4).

Tabela 4. Alteracdes histopatoldgicas com seu fator multiplicador de acordo com a severidade da
lesdo (1 a 3) e extensdo da lesédo (A a D), escore encontrados em testiculos direito (TD) e esquerdo
(TE) apos quatro horas da castracao quimica com cloreto de célcio 20% associado ao DMSO 0,5%.

Alteracdes Histoldgicas Testiculo Degeneracado (x1) Hemorragia (x2) Necrose (x3)
x Fator multiplicador

D 1C 2B 3A
' E 1C 2A 3A
D 1D 2A 3A
? E 1D 2A 3A
D 1D 2A 3A
’ E 1D 2A 3A

4 D 1C 2B 3A
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E 1D 2D 3B

D 1D 2C 3B
5

E 1D 2A 3A

D 1D 2B 3B
6

E 1D 2A 3A

D 1D 2A 3A
7

E 1D 2B 3A

D 1D 2A 3B
8

E 1D 2A 3B

D 1C 2C 3B
9

E 1C 2A 3B

D 1D 2D 3A
10

E 1D 2D 3B

4. Discussao

Ao conhecimento dos autores esse € o primeiro estudo da avaliagdo da
reacao inflamatéria imediata, até quatro horas, do parénquima testicular apds a
castracao quimica em gatos domesticos.

Nao foram identificadas alteragcdes de comportamento nos animais avaliados
apos duas (T2) e quatro (T4) horas da castracdo quimica, possivelmente pela
composi¢ao com DMSO por possuir agao anti-inflamatéria e pelo uso de analgésicos
que promoveram bem-estar aos animais. Estudos prévios relataram que o uso do
DMSO minimiza as reagdes adversas do CaCl, e promove agao analgésica e anti-
inflamatdria (Jana e Samanta, 2011; Leoci et al., 2014; Paranzini et al., 2018). A
auséncia da sensibilidade dolorosa também pode estar associada a aplicagado de
analgésicos como previamente descrito por Rossetto et al. (2012). Portanto, a
associagdao do DMSO com o cloreto de calcio aparenta ser uma substancia efetiva
na castracdo quimica, e que o uso de analgésicos no momento da aplicagdo da
solucdo mantem o bem-estar dos animais.

A mudanca da consisténcia testicular observada pode estar relacionada com
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o aumento de volume causado pela solugdo infundida na castragdo quimica, mesmo
que o volume utilizado tenha sido o recomendavel. Dado que, o volume infundido
deve ser calculado conforme o tamanho testicular, pois o aumento da pressao
intratesticular pode causar dor pela distensdo da capsula testicular (Leoci et al.,
2014; Silva et al., 2018).

Na avaliagcdo termografica, a queda da temperatura testicular observada em
T2 pode ter sido ocasionada pela infusdo do agente esclerosante, que estava na
temperatura de 25 e 28°C. Esse fato, também pode ter ocorrido pelo CaCl, causar
diminuicdo do fluxo capilar no local da aplicagdo, assim como relatado por Ringler
(2000). Apos quatro horas, houve tendéncia ao aumento da temperatura testicular,
acredita-se que ocorreu um equilibrio térmico entre a substancia e a temperatura
normal do testiculo. Contrario a estes achados, Brinkworth, M. H. Handelsman,
(2001) e Weinbauer et al. (2001) relataram que o aumento da temperatura testicular
ocorre devido a reagao inflamatéria promover elevagdo do fluxo sanguineo e
modificagdo da vascularizagdo. Um possibilidade ¢ que o DMSO presente na
substancia esclerosante, pode ter diminuido a reacdo inflamatéria, e
consequentemente, impediu o aumento de temperatura, mesmo sendo identificada
lesdo em parénquima testicular. Dessa forma, a acao anti-inflamatéria do DMSO foi
mais expressiva do que seu efeito anticolinesterasico, que poderia gerar
vasodilatagao levando ao aumento da temperatura (Sturion et al., 2010).

Quanto a biometria testicular, acredita-se que o aumento identificado em TI
tenha sido ocasionado pelo volume infundido, visto que apés quatro horas o volume
testicular ficou semelhante ao momento TO, possivelmente porque a substancia
infundida tenha sido absorvida pelo parénquima testicular (Mosier, 2013). Domingos
e Salomao (2011) observaram que nos casos de inflamacgao testicular ocorre um
aumento do volume do 6rgédo, ou seja, ocorre edema como resposta a inflamacéo.
Nos animais avaliados, dentro das quatro horas (T4) apds a castragao quimica, nao
foi observado edema, provavelmente pela acédo anti-inflamatéria mas também pela
acao carreadora, difusibilidade e penetrabilidade do DMSO associado a solugao
esclerosante (Sturion et al., 2010).

Apos a aplicagao do cloreto de calcio, os testiculos esquerdo apresentaram
alteracdo da ecotextura, tornando-se heterogéneos. Essa caracteristica se manteve
apdés quatro horas. Acredita-se que a alteracdo encontrada esteja relacionada a
perda da arquitetura do parénquima testicular devido a destruicido mecanica gerada
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no tecido no momento da aplicacdo. Em relacdo aos testiculos direito, que
permaneceram homogéneos em maior percentual, sugere-se que por serem
ligeiramente maiores desde o TO, e o volume ter sido o0 mesmo em ambos, houve
necessidade de um tempo maior para identificacdo das alteracoes
ultrassonograficas. De acordo com Cook e Dewbury (2000), em casos de inflamagéao
cronica ocorre heterogeneidade do parénquima. Portanto, novos estudos devem ser
conduzidos.

A principal alteragdo identificada na analise histologica testicular foi a
degeneragdao dos tubulos seminiferos. Esse resultado pode ser explicado pela
resposta a reacgao inflamatoria causada pelo agente esclerosante, com intuito de
eliminar ou controlar o agente causador e realizar a cicatrizagao por meio de varios
fatores que agem na resposta a inflamagao (Chen et al., 2018; Stewart e Nichol,
2021). Alguns autores descreveram que a reagado do parénquima testicular a uma
lesdo causa degeneracdo testicular, a qual pode ocasionar fibrose, necrose e
calcificagdo, resultando na perda da fungdo reprodutiva (Cunha et al., 2015;
Fagundes et al., 2014).

Neste estudo, também foi encontrado necrose nos testiculos apdés quatro
horas da aplicagdo do agente esclerosante, mas em menor frequéncia do que a
degeneragao. Possivelmente pelo tempo do estudo avaliado, ndo houve a
progressao da lesdo para alteragdes mais severais e em maior ocorréncia. Assim
como, Andrade Neto et al. (2014) observaram necrose e degeneragcao apoés 20 dias
nos animais tratados quimicamente, igualmente Jana e Samanta (2007) também
observaram necrose apods 45 dias, em animais castrados quimicamente. Em
contrapartida, Silva et al. (2018), observaram degeneracdo do tecido testicular e
fiborose severa apds 60 dias, diferindo dos nossos achados em que nao foi
encontrado lesdes de fibrose.

Outro achado observado na analise histopatoldgica, foi a presenca de lesdes
hemorragicas no parénquima testicular. A hemorragia pode ser justificada pelo
aumento da permeabilidade dos vasos e migracdo dos eritrocitos para o tecido
lesado, caracterizando a resposta imediata frente a agressao gerada pela substancia
(Ackermann, 2013). Contudo, também deve ser levado em consideracédo o trauma
mecanico causado pela agulha no momento da aplicagdo, promovendo pressao
local, ruptura dos vasos e extravasamento sanguineo. E importante ressaltar que os

animais que apresentaram hematomas em escroto n&do possuiam sinais de
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hemorragia intratesticular, portanto, ndo se considera a migragcdo dos eritrocitos
provenientes de lesdes na pele para o parénquima testicular. Além disso, a alteragao
escrotal encontrada apds o procedimento, foi o hematoma, também observado por
Leoci et al. (2014) com o mesmo agente esclerosante. Possivelmente, houve ruptura

de vasos da pele durante a introdugéo da agulha.

5. Conclusao

A principal alteracéo testicular identificada apds quatro horas da castragao
quimica foi a degeneracgéo testicular. Portanto, o cloreto de calcio 20% associado ao
DMSO 0,5% promoveu alteragdes do parénquima testicular e a reacao inflamatoria

imediata foi reduzida sem que houvesse interferéncia ao bem-estar aos gatos.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo ocorreu devido a necessidade de mais pesquisas com relacdo a
castracdo quimica para que fosse possivel utiliza-la como método de esterilizagao
dos gatos de uma forma segura e eficaz. Além da escassez de estudos que avaliem
os efeitos da reacgao inflamatéria local imediata em felinos castrados quimicamente.

Esse método possibilita a redugdo nos niveis de dor e maior velocidade de
recuperagao quando comparado aos procedimentos cirurgicos.

O momento de pandemia vivenciado durante a realizacdo do trabalho foi um
desafio pela convivéncia da equipe e pelos riscos a saude pelo contato na realizacao
do experimento, mas com os cuidados adequados da equipe, ndo houve

contaminag¢ao de nenhum colaborador.



