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PARANZINI, Cristiane Sella. Avaliacdo termogréafica da reacdo inflamatéria nos
testiculos de gato apés a aplicacdo do cloreto de célcio a 20% associado a
lidocaina ou dmso intratesticular. 2016. 95 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A termografia € um método simples, objetivo, n&o invasivo, eficiente na detecgéo
das alteracbes da temperatura superficial da pele em decorréncia de processos
patoldégicos nos tecidos subjacentes. Acredita-se que esta técnica, pode ser eficiente
na deteccao da reacao inflamatdria testicular, ocasionada por agentes esclerosantes
intratesticulares, utilizados como método alternativo a orquiectomia em programas
de controle de natalidade em massa. O objetivo deste estudo foi avaliar a reagéo
inflamatoria ocasionada pela aplicagéo intratesticular de cloreto de calcio (CaCly)
para castracdo quimica de gatos utilizando a termografia, e a acdo desse composto
no sistema reprodutivo por meio do exame androlégico e avaliagao histologica do
testiculo. Foram utilizados 18 gatos, machos, semidomiciliados divididos em trés
grupos. Grupo NaCl (n=6), que recebeu a aplicagdo de 0,25 mL de solu¢cdo de NaCl
0,9% em cada testiculo, grupo CaCl,1 (n=6), que 0,25 mL CaCj; 20% com lidocaina
1% e CaCp2 (n=6) que receberam 0,25mL de CaCl; 20% com DMSO 0,5%. Os
gatos foram anestesiados e realizada biometria testicular, eletroejaculagéo, analise
espermatica e aplicacdo das substancias nos testiculos. Sessenta dias apds a
aplicagao para o grupo NaCl e CaCl,1, e oitenta ap6s a aplicagao para o grupo
CaCl,2, os gatos foram novamente anestesiados, e realizado a biometria testicular,
eletroejaculacdo, andlise espermatica, orquiectomia e histologia. As medidas
termograficas foram realizadas antes da aplicagdo (MO0), 10 minutos (M1) 1 hora
(M2) e 6 horas (M3) ap6s a aplicagéo, por 7 dias consecutivos (M4-10), aos 15
(M11), 30 (M12) e 60 ou 80 dias (M13). O VTT do grupo NaCl no MO foi 1,6 e M13
1,33 cm®, do grupo CaCl1 foi 1,29 no MO e 0,83 no M13. 70% dos gatos do grupo
CaCl1 apresentaram parametros seminais de subfertilidade. Os gatos do grupo
CaCly2 tiveram reducado de 50% do VTT e azoospermia no M13. Em todos os
tratamentos, foram identificados diferentes tipos e graus de alteragdes histologicas
testiculares em todos os animais. As medidas termograficas detectaram discreta
variagdo da temperatura, mostrando que os gatos sofreram leve reagéo inflamatoria
testicular, que ndo comprometeu seu bem-estar. Concluiu-se que a termografia é
eficiente para monitorar o processo inflamatoério nos testiculos dos gatos. O CaCl, é
eficiente em interromper a fertilidade dos gatos tratados por pelo menos 60/80 dias.
A reacao inflamatéria ocorre pelo ato mecanico em se inserir substancias quimicas
no testiculo, porém o CaCl, ajuda acentuar o dano do tecido testicular, sem
intensificar a reagao inflamataria.

Palavras-chave: Termografia infravermelha. Testiculo. Castragdo quimica.
Programa de Controle de Natalidade. Eletroejaculagao.



Paranzini, Cristiane Sella. Infrared thermography to evaluate the inflammatory
reaction after testicular injection of calcium chloride 20% associated to
lidocaine 1% or DMSO in tomcats. 2016. 102 p. Dissertation (Master Degree in
Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Infrared thermography is a simple, objective, non invasive and effective method
detecting temperature variation in the skin surface due to pathological processes on
its underlying tisue. It is believed that this technique is effective to detect testicular
inflammation, caused by intratesticular injection of sclerosing agents used as an
alternative method to orchiectomy in animal’s birth control programs.The aim of this
study is to evaluate the inflammatory reaction caused by intratesticular injection of
20% calcium chloride (CaCly,) used as chemical castration in tomcats, by
thermographic image, and it’s effect on reproductive system by andrologic exam and
testes histology. 18 stray male cats, divided into three groups. Group NaCl (n=6),
which received a 0.25mL intratesticular injection 0.9% NaCl solution, and Group
CaCl21 (n=6) , 0.25 mL of 20% CaCl, with 1% lidocaine and Group CaCl,2 (n=6)
which received 0.25 mL of 20% CaCl, with 0.5% DMSO. The cats were
anaesthetized and testis measurement, electroejaculation, sperm analysis and the
the substances injection were perform. 60 days after testicular injection to NaCl and
CaCL»1 groups, and 80 days to CaCl,2 group, it was also performed testis
mesurament, electroejaculation, sperm analysis, orchiectomy and histology.
Thermographic measurements were performed before the application (M0), 10
minutes (M1), 1 hour (M2) and 6 hours (M3) after application, for 7 consecutive days
(M4-10) at 15 (M11) 30 (M12) and 60 or 80 days (M13). Testicular total volume (TTV)
for NaCl group was 1.6 at MO and 1.3 at M13. For CaCl,1 group, VTT was 1.29 at MO
and 0.83 at M13. 70% of the cats of CaCl,1 showed subfertility semen parameters.
The cats in CaCl,2 group had 50% of VTT reduction and azoospermia 80 days after
the injection. All animals had different types and degrees of histological changes.
Thermographic measures had discrete variation of temperature, showing that the
animals suffered mild inflammatory reaction that does not compromise the welfare. It
can be concluded that the CaCl; is effective causing infertility 60/80 days after the
intratesticular injection and has an acceptable inflammatory reaction. Thermography
is efficient to monitor inflammatory processes in cats testes. Inflammatory reaction
occurs by mechanical act of substances injection into the testis, but CaCl, helps
accentuate the damage of testicular tissue without intensifing the inflammatory
reaction .

Keywords: Infrared Thermography. Testis. Chemical castration. Birth control.
Electroejaculation.
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1. INTRODUCAO

O numero crescente de animais abandonados € uma grande preocupacao
mundial. Em vista da necessidade do manejo de populacdes errantes devido ao
risco de zoonoses, contaminagao ambiental e controle populacional visando o bem-
estar animal, varios métodos de controle de natalidade em animais, estdo sendo
pesquisados e implementados.

Em muitos paises, a eutanasia € aplicada como medida de controle
populacional de animais abandonados (TASKER, 2006). A orquiectomia é uma
alternativa irreversivel para machos, e apresenta como vantagem a esterilizacao
permanente e supressao dos hormonios androgenos, porém € dispendiosa, maior
risco anesteésico, necessita de treinamento técnico, possui 0s riscos de complicacao
cirirgica como dor, hemorragia, herniacdo, deiscéncia de pontos, e necessita de
maior tempo de recuperacdo (KOGER, 1978).

Em contrapartida, agentes esclerosantes intratesticulares, sdo de facil
aplicacao, provocam reacdes adversas minimas, tempo de recuperacdo reduzido,
exige pouco treinamento técnico, baixo custo e estdo disponiveis no mercado. Esta
técnica que tem o intuito de simplificar a rotina veterinéria, e em vista disso, ganhou
popularidade nesta dltima década (LISSNER, 2013; LEOCI, 2013; 2014b; LOPES;
SILVA, 2014).

As substancias esclerosantes mais utilizadas atualmente como castradores
quimicos sdo o cloreto de calcio e o gluconato de zinco. Esses agentes prometem
promover a interrupcdo da espermatogénese e androgénese por meio de lesbes
degenerativas e peroxidacdo lipidica dos tubulos seminiferos, das células
germinativas e das células intersticiais ou de Leydig (JANA; SAMANTA, 2011).

Dentre as reac¢des adversas mais comumente citadas esté a intensa reagéo
inflamatéria e a fistula testicular. Na tentativa de minimizar esses efeitos
indesejaveis, tem sido associado ou utilizado como veiculo, substancias quimicas
como a arginina, lidocaina, etanol e o DMSO (FAHIM et al.,, 1993; JANA,
SAMANATA, 2011; LEOCI et al., 2014a; VANUCCI et al., 2015).

Com o objetivo de monitorar e quantificar a reacao tecidual é indicado o uso
da termografia infravermelha, que consiste em uma tecnologia que ha muito tempo é

empregada como auxilio no diagnostico médico de afeccbes que produzem
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alteracdo da vascularizagdo, interferindo na temperatura regional como, tumores de
mama, lesbes inflamatorias musculares e varicocele testicular. E um método réapido,
facil, ndo invasivo, indolor e sem emissédo de radiacdo nociva (DIAKIDES et al.,
2012; MEIRA et al., 2014). Consiste em uma ferramenta objetiva e eficiente para
diagnostico da inflamac&o da area testicular (TIKTINSKIT et al., 1989).

Por ndo existir ainda estudos que utilizam o a termografia infravermelha na
avaliacdo da reacao inflamatdria nos testiculos de gatos e que institua protocolo
clinico para o uso, este trabalho tem como objetivo avaliar a reacdo inflamatoria
ocasionada pela aplicacdo intratesticular de CaCl. 20% pela termogréafia, e
adicionalmente a acdo e eficacia desse composto no sistema reprodutivo pelo

exame androldgico e avaliacdo histologica do testiculo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Controle populacional

A superpopulagdo animal € um problema mundial preeminente. Os gastos
com programas de controle de natalidade e os prejuizos econdémicos causados a
sociedade sdo altos (BOWEN, 2008). A quantidade de animais abandonados em
Londrina, entre cades e gatos, ultrapassa 30 mil animais (ANDA, 2012). Estima —se
que a populacao global de gatos esteja em 600 milhdes dos quais 100 milhdes s&o
ferais (McLAMB, 2013). De acordo com o IBGE (2013) e a OMS (2014), a populagao
no Brasil € de 22 milhdes de gatos domiciliados e 10 milhdes abandonados.

No mundo, os animais séo classificados em categorias de forma
semelhante: domiciliado, aquele cujo guardido provém abrigo, alimentacdo e
cuidados de saude; animal da comunidade (ou semi-domiciliado), aquele que é
cuidado por varias pessoas; e abandonado, aquele que foi abandonado ou nunca
possuiu um guardido (ICAM, 2011). Muitos dos animais domiciliados sédo criados
livres e perambulam pela cidade causando 0s mesmos transtornos que animais
semi-domiciliados e abandonados.

A necessidade do controle da populacdo de gatos surge em varias
situacdes, quando o bem estar estd comprometido no qual se apresentam como
risco de saude publica a humanos por transmissao de doencgas ou contaminacao
ambiental, quando causam a perturbacdo de ordem publica (ex. lixdes, acidentes
automobilisticos, ataque a humanos, comportamento sexual e vocalizacdes
noturnas), quando apresentam riscos a outros animais por meio de transmissao de
doencas e quando representam ameaca a vida selvagem pela predacéo,
principalmente a espécies ameacadas de extincdo (ICAM, 2011). Para reducéo
dessas situacdes, é necessario um gerenciamento de controle populacional,
vacinacao e guarda responsavel.

Nas Américas e na maioria dos paises europeus, a eutanasia ainda é
utiizada como forma de controle populacional, porém politicas vém sendo
implementadas na tentativa de manter o bem-estar animal (TASKER, 2006). O
Brasil, Republica Tcheca, Grécia e lItalia ja proibiram a eutanasia de animais
saudaveis, e estdo realizando o CNR (catch, neuter and release; TASKER, 2006).

Embora a expressdo néo tenha sido traduzida, significa captura dos animais que
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perambulam pela cidade, implantacdo de uma medida que impeca a reproducéo e
soltura.

A escolha de um método de controle da fertilidade para o manejo de animais
errantes € uma decisdo complexa, pois inclui a aceitacao social, 0 bem-estar animal,
a eficacia, a legalidade, a viabilidade e a sustentabilidade (MASSEI; MILLER, 2013).
Entre as alternativas de controle populacional, o método cirtrgico € o mais utilizado,
embora haja outros como, hormonais (progestagenos e andrdgenos), imunologicos
(vacinas anti-GnRH e antigenos espermaticos), quimicos que utiliza agonistas
(deslorelina, nafarelina e acetato de leuprolida) e antagonistas do GnRH e agentes
esclerosantes de aplicagdo testicular e epididimaria (ACC&D, 2013; BUTTLER,
2015).

Dentre as vantagens da orquiectomia, ressalta-se a esterilizacéo
permanente e prevencdo contra afecgcbes como cancer testicular e hiperplasia
prostatica (JOHNSTON; RHODES, 2015), porém exige treinamento técnico, €&
dispendiosa e ha necessidade de cuidados pos-operatorios.

Pesquisas atuais focam as atencbes em um agente contraceptivo néo
cirurgico, ideal por ser de facil aplicagdo, baixo custo e reduzidas complicacdes pos
cirirgicas (ACC&D, 2013; LISSNER, 2013). A castragdo quimica com agentes
intratesticulares esclerosantes, vem com a promessa de ser segura, permanente,
efetiva, viavel financeiramente, de aplicacdo Unica, podendo ser realizada em
diversas espécies e nas campanhas de castracdo em massa (ACC&D, 2013;
LISSNER, 2013; OLIVEIRA et al.,2013). Este agente pode seguramente ser utilizado
no “CNR”, pois ndo ha necessidade de cuidados pds cirlrgicos e 0s animais podem
ser liberados logo apds a recuperacao anestésica.

No entanto, a abordagem de controle populacional e 0 método devem variar
de acordo com a espécie e a situacao, principalmente em se tratando de reduzir a
fertilidade masculina, pois apesar das castracdes quimicas serem eficientes, alguns
compostos podem causar respostas inflamatoérias inaceitaveis e dolorosas (BOWEN,
2008).

O epitélio seminifero € muito sensivel as influéncias adversas, e a
degeneracgéao testicular, geralmente, progride para atrofia e fibrose. A aplicacao de

substéancias irritantes nos testiculos pode levar a inflamacao e, consequentemente, a
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subfertilidade, infertilidade ou esterilidade, condigbes que podem ser temporarias ou
irreversiveis (JONES et al., 2000a; 2000b; NASCIMENTO; SANTOS, 2003).

2.1.1. Castragdo quimica intratesticular

A castracdo quimica intratesticular é definida como a aplicacdo de
substancias quimicas, via injecdo, diretamente nos testiculos ou epididimo,
causando degeneracao testicular e esterilidade permanente (ACC&D, 2013).
Estudos que relatam a eficiéncia, indicacdo, espécie alvo, local de aplicacdo (intra
epididiméaria ou intratesticular) desses agentes esclerosantes, se iniciaram ha mais
de 30 anos.

Dentre os primeiros agentes utilizados descreve-se a clorexidina a 4,5% e
clorexidina 3% associado ao DMSO 50% (PINEDA; HEPLER, 1981), gluconato de
zinco em caes (FAHIM et al. 1993), em gatos (OLIVEIRA et. al., 2013; FAGUNDES
et. al. 2014) e em urso (BRITO et al. 2011), CaCl2 em caes (JANA; SAMANTA,
2007), em gatos (JANA; SAMANTA, 2011), em coelhos (MORAES et al., 2011), em
cabras (JANA et al., 2005) e em bovinos (KOGER, 1978), solucdo hipertbnica de
cloreto de sédio (20%) em bovinos (ANDRADE NETO, 2014), em ratos (KWAK; LEE,
2013) e cloreto de cadmium em cordeiros (LYMBEROPOQULOS et al., 1999). Todos
esses agentes possuem 0 mesmo propoésito, causar lesdo tecidual a ponto de
interferir na espermiogénese e androgénese, causando azoospermia e diminuicao
da producéo de horménios andrégenos.

O primeiro farmaco a ser comercialmente produzido, foi o gluconato de
zinco. Nos Estados Unidos é comercializado como Zeuterin™ e Testoblock®; no
México, Colombia, Bolivia, Panama como Esterilsol®; e no Brasil como Infertile®
(Rhobifarma Indastria Farmacéutica; MASSEI; MILLER, 2013). Em gatos, o
Testoblock® causa azoospermia 60 dias apés a administracdo intratesticular.
Entretanto, foi notado que alguns animais voltaram a apresentar espermatozoides no
ejaculado aos 120 dias (OLIVEIRA et. al.,, 2013). Em relacdo a testosterona, foi
detectado queda de 94% da concentracdo sérica 120 dias apds a sua aplicacéo
(FAGUNDES et. al., 2014). Diante de uma possivel reversibilidade da
espermatogénese e a necessidade de uma segunda aplicacdo deste farmaco
(VANUCCI et al., 2015), assim como os efeitos adversos indesejaveis e a

indisponibilidade da medicacdo em muitos paises do oriente, a solucéo de cloreto de
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calcio (CaClz, 2H20) esta sendo amplamente pesquisada (JANA, 2005; 2006; 2007;
2011; BARAN et. al.,, 2010; MORAES et al.,, 2011; SILVA, 2012; LEOCI et. al.,
2014a; 2014b) em diferentes espécies.

O CaCl2 é um agente esclerosante capaz de promover lesbes degenerativas
testiculares que levam a necrose e fibrose dos tubulos seminiferos, das células
germinativas e das células intersticiais (Leydig), além da produc¢éo de radicais livres
que promovem a peroxidacdo lipidica, acarretando em azoospermia permanente
(SILVA, 2012; KUTZLER, 2015). Ainda que controversa, a diminuicdo da producao
de testosterona (JANA; SAMANTA, 2007; 2011; LEOCI et. al., 2014a; 2014b). Essas
alteracdes testiculares associadas a manutencdo da testosterona a niveis basais
causa queda da motilidade espermatica, oligoespermia, necrospermia ou
azoospermia (LEOCI et al. 2014b).

Nos cdes e gatos, € importante manter a concentracdo de testosterona
sérica em niveis basais para inibir a libido, o comportamento territorialista e a
espermatogénese. Estudos com CaClz observaram que a diminuicdo da testosterona
sérica e intratesticular a niveis basais é dose-dependente, e esta correlacionada com
as diminuicbes graduais da atividade testicular (JANA; SAMANTA, 2007). A
manutencao da testosterona a niveis basais € considerada benéfica, pois a privacao
de hormdnios andrégicos foi correlacionada com o aumento relativo de doencas em
animais  gonadectomizados como  osteossarcomas, hemangiossarcomas,
mastocitomas, displasia coxo femural e ruptura do ligamento cruzado cranial
(COOLEY, et. al., 2002; SLAUTERBECK, et. al., 2004; VAN HAGEN, et. al., 2005;
BRYAN, et. al., 2007; LA RIVA, et al., 2013).

Com uma unica aplicacdo intratesticular e bilateral, o CaCl. € efetivo,
econdbmico e facil de ser aplicado. Trata-se de um método de esterilizacédo
permanente, que ndo causa estresse cronico € uma alternativa simples a castracao
cirrgica para os programas de controle de natalidade, podendo ser aplicado nas
diversas espécies de mamiferos (JANA et al., 2005; JANA; SAMANTA, 2006; 2007;
2011; BARAN et. al., 2010; SILVA, 2012; LEOCI et. al., 2014a; 2014b).

O CaClz € uma substancia de baixo custo e facil manipulagdo. Muitos
profissionais ndo se sentem seguros ao uso de novos farmacos devido a politica e
regulamentacdo de medicamentos tornarem a disponibilidade complicada, sendo

gue muitos processos sdo interrompidos pela falta de recursos (LISSNER, 2013).
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Pesquisas tém explorado o uso do CaCl: em cées e gatos, fornecendo base
cientifica e seguranca para o seu uso (BARAN et. al., 2010; JANA; SAMANTA, 2011,
JANA, 2013; SILVA, 2012; LEOCI et. al., 2013; LEOCI et. al., 2014a; 2014b). E foi
apos Leoci et al. (2014a), comprovar a eficiéncia do CaCl. 20% diluido em etanol
96%, que esta substancia conquistou a preferéncia das organiza¢des promotoras de
campanhas de controle populacional em massa e ganhou incentivo fiscal para seu
registro. H4 8 meses, uma empresa canadense comecou a disponibiliza — lo para o
mundo todo, comercialmente conhecido como CaClICa®, (Alberta Inc., Alberta,
Canada) garantindo seu baixo custo (U$3,00 por cdo de 20 Kg). Este produto é
vendido apenas para veterinérios e instituicbes de pesquisas (CaCLCa, 2016).

Quanto maior a concentracdo de CaClz, maior o dano tecidual, interrupgéo
da producdo de espermatozoides (BARAN et. al., 2010; LEOCI et. al., 2014b) e
diminuicdo de testosterona, porém maior € a intensidade das reagfes adversas. Na
concentracédo de 30 e 60%, pode ser observado desconforto no local da aplicacéo,
marcada inflamacdo local e fistula testicular. Portanto, o uso de concentracbes
acima de 20% € contraindicado, pois na maioria das vezes as complicacoes
requerem a remocao dos testiculos e séo dificeis de serem manejadas em animais
errantes, tornando-se inviavel (LEOCI et. al., 2014b).

A infertilidade causada pelo CaCl: a 10 e 20% veiculado em solugéo de
NaCl 0,9% ou em lidocaina 1% comprovadamente perdura por seis meses. Aos 12
meses, foi notado o reestabelecimento das concentracfes séricas de testosterona e
das atividades testiculares. Embora ndo tenha sido a concentracdo espermatica
suficiente para a reproducdo, ndo foi possivel assegurar a infertilidade (LEOCI et
al.,2014a; 2014b).

A aplicacdo pode ser efetuada utilizando uma agulha 27G %2” acoplada a
uma seringa de 1 mL. S&o descritos dois métodos para administracdo intratesticular
em felinos (JANA; SAMANTA, 2011). O primeiro consiste na insercdo da agulha
diretamente no aspecto ventro-caudal, através do eixo longitudinal do testiculo, 0,5
cm da cauda do epididimo, em direcao a por¢ao cranial do 6rgao. A substancia deve
ser administrada cuidadosamente ao longo do testiculo, por infiltracdo linear,
conforme a agulha vai sendo retirada (JANA; SAMANTA, 2011). O segundo método

€ descrito por Oliveira et al. (2013), com a agulha inserida pelo eixo longitudinal do



19

testiculo, sendo a injecdo feita na parte cranial do testiculo, préximo a cabeca do
epididimo.

O veiculo utilizado nos castradores quimicos também sédo alvos de
pesquisas, pois sabe-se que o mesmo pode diminuir a quantidade de reacbes
adversas e potencializar a agdo do farmaco, conferindo melhor mecanismo de acéo
e infertilidade permanente (LEOCI et al., 2014a).

O etanol 95% como veiculo para o CaClz 20% é efetivo em conferir
infertilidade por pelo menos 1,5 anos, inibir o comportamento sexual, ndo possui
efeitos colaterais adversos, exceto reagdo inflamatéria local e temporaria, que pode
ser notada em até 48 horas apos a aplicacdo. Além de ser de facil obtencdo e
financeiramente viavel (LEOCI et al., 2013; 2014a).

O DMSO ja foi estudado como veiculo para o CaCl. e também para o
gluconato de zinco (SOTO et al., 2008; VANNUCCHI et al., 2015) por ser um 6timo
solvente, e frequentemente utilizado em estudos biologicos. Devido as
caracteristicas fisico-quimicas da sua molécula [(H3C)2SO], apresenta grande
capacidade de penetracdo e transporte de membranas (WILLSON et al.,1965;
SANTOS, 2003). Também, possui potente acdo anti-inflamatoria, analgésica, e
bacteriostatica, interfere na deposicdo de colageno nos tecidos, potencializa a acao
de farmacos associados e promove vasodilatacdo (JACOB; HERSCHLER, 1986). Ha
relatos do uso deste composto de maneira topica, intravenosa, subcutanea,
intraperitoneal, oral, tépica, oftalmica, na vesicula urinaria, nas mais diferentes
espécies, por ser bem tolerado e apresentar baixa toxicidade (JACOB, 1967; 1986).

Reacbes adversas como reacado inflamatéria testicular intensa e dermatite
escrotal, ndo sao observadas quando o gluconato de zinco € associado ao DMSO,
entretanto, estes animais permanecem com comportamento reprodutivo (libido) e ha
aumento da testosterona sérica, devido proliferacdo compensatoria das células de
Leydig apés leséo testicular (VANNUCCHI et al. 2015). Esta associacdo promove
uma profunda mudanca morfolégica e histolégica do tecido testicular (OLIVEIRA et
al., 2013; VANNUCCHI et al.,2015). Nos estudos em que o DMSO foi associado ao
gluconato de zinco como veiculo, ndo foram relatadas fistulas testiculares (SOTO et
al., 2008; VANNUCCHI et al., 2015).
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2.1.2. Lesdes histologicas testiculares produzidas por agentes esclerosantes.

Os testiculos sdo as gbnadas masculinas responsaveis pela producdo de
espermatozoides pelos tubulos seminiferos (TS) durante a espermatogénese, sob
estimulo da testosterona, produzidas pelas células de Leydig. Geralmente sédo
orgéos ovais e o tamanho varia conforme a espécie. Na maioria dos animais estédo
localizados fora do abdome, na regido inguinal, abrigados pelo escroto (COLVILLE,
2010) e em felinos, ventralmente ao anus. As dimensdes meédias em gatos
domeésticos sao de 1,5 cm de comprimento, 1 cm de largura e 1 cm de espessura
(CARDILLI; MOSTACHIO, 2015).

A inflamacéo é a reacgdo dos tecidos a um estimulo irritante. Trata-se de um
processo dinamico que tem inicio ap6s uma lesdo subletal ao tecido, a qual
desencadeia uma série de eventos aleatérios e termina com a cura completa. Os
sinais clinicos que caracterizam a inflamacéo sao: calor, rubor, tumor, dor e perda da
funcdo (RINGLER, 2000).

O parénquima testicular é constituido de numerosos TS que abrigam varios
estagios das células germinativas e espermatozdides (espermatogonia,
espermatdécito e espermatide) que sao sustentadas pelas células de Sertoli. Entre os
TS, ha tecido conectivo frouxo chamado de tecido intersticial, e as células de Leydig
(CUI, 2011). E um tecido muito sensivel a agressbées de organismos patogénicos,
substéancias téxicas, lesbes mecanicas, térmicas e reacdes imunes (NASCIMENTO;
SANTOS, 2003).

O efeito irritante dos produtos também tem grande importancia, pois
determina o grau de severidade e extensdo da lesdo (RINGLER, 2000). A
intensidade e distribuicdo das lesGes varia de acordo com a irritabilidade do agente
promotor, as alteracdes iniciais consistem em edema e quantidades variaveis de
necrose parengquimatosa. A fase de cura dos processos inflamatérios nos testiculos
é, invariavelmente, acompanhada por graus variaveis de fibrose e de infiltracdo por
células inflamatdrias mononucleares que, geralmente, resulta em oclusdo e atrofia
dos tubulos. Assim, promove-se a subfertilidade, infertilidade ou esterilizacdo do
animal. As células de Leydig proliferam em substituicdo as células destruidas, a fim
de reestabelecer a producao da testosterona (JONES et al., 2000).

A atrofia testicular pode ocorrer como sequela de qualquer inflamacgéo aguda
ou crbnica dos testiculos (JONES et al., 2000).



21

Uma unica aplicacdo de CaClz nas diferentes concentracdes (5, 10 e 20%)
promove diminui¢do gradual, dose dependente, do tamanho testicular. Quanto maior
a concentracdo, maior a porcentagem de reducdo do tamanho testicular. Este
composto causa lesbes degenerativas severas tanto no TS como nas células
intersticiais de Leydig (JANA; SAMANTA, 2011). Também foi relatado diminui¢do do
volume testicular nos animais tratados com solucao hipersaturada de Cloreto de
Sodio (NaCL 20%) (EMIR et al.,, 2011) e gluconato de zinco (13,1 mg/mL)
(OLIVEIRA et al., 2013).

Estudos que utilizaram solucdo de Cloreto de Sodio 0,9% no grupo controle
nao relataram alteragdo na histologia testicular (LYMBEROPOULOS et al., 1999;
JANA; SAMANTA, 2007; 2011; EMIR, 2008; 2011; LEOCI et al., 2014 ab;
FAGUNDES et al., 2014).

A administragdo de CaCL2 a 5% foi capaz de causar dano no tecido de
forma desigual, como atrofia dos tubulos seminiferos e dissolucdo das células
germinativas. Alguns tubulos apresentaram eliminacdo de todas as células
germinativas, restando apenas as espermatogbnias e células de Sertoli (JANA;
SAMANTA, 2011). Entretanto, nesta concentracdo, pode ser notada regeneracéo
dos TS dois meses apos a aplicagdo (LEOCI et al., 2014a).

O cloreto de cadmium causou degeneracdo da maioria das células dos TS
de maneira ndo uniforme no parénquima, foram notadas regibes de TS normais,
levemente degenerados a desorganizacdo da estrutura arquitetbnica e necrose,
houve edema do tecido intersticial, porém as células de Leydig ndo sofreram
alteracdes evidentes (LYMBEROPOQULOS et al., 1999).

O gluconato de zinco (26,2 mg/mL) associado a DMSO 0,5% causa atrofia
da maioria dos TS com poucas ou auséncia células das germinativas basais no
epitélio seminifero. O tecido intersticial apresenta formagfes tubulares hialinizadas,
células degeneradas encapsuladas e células inflamatorias. As células de Leydig
formaram aglomerados cercados de colageno (VANNUCCHI et al., 2015). Quando
injetado na cauda do epididimo provocou a atrofia dos tubulos seminiferos e rede
testicular, formacédo de tecido cicatricial além de provocar enrolamento da cabeca e
corpo do epididimo (FAHIM et al. 1993). E possivel que o gluconato de zinco cause
lesGes mais severas nos tubulos seminiferos de felinos que de caninos (OLIVEIRA
et al., 2013).
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Pesquisas que utilizaram CaClz a 10% e NaCl 20% relatam necrose
coagulativa no epitélio seminifero e espaco intersticial com degeneracdo e
coagulacdo das células germinativas em combinacdo com a presenca de tecido
tubular e intersticial fiborosado em cédes e gatos (JANA; SAMANTA, 2007; 2011). Ja
na concentracdo a 15%, promoveu necrose total dos tubulos seminiferos e células
de Leydig e a substituicdo do tecido por uma banda fibrocolagena, com completo
desarranjo da arquitetura tubular e infiltracao leucocitaria (JANA; SAMANTA, 2007).

A concentragdo de 20% de CaCl: foi capaz de produzir necrose testicular
completa de todo epitélio germinativo, com fibrose e hialinizacdo do tecido. Também
provoca desarranjo da arquitetura tubular com a perda da diferenciacdo entre os
tecidos testiculares nas espécies canina e felina (JANA; SAMANTA, 2007; 2011).
Necrose massiva cercada de tecido conectivo fibroso e calcificagcdo periférica
ocorreu com CaClz a 30%. Adicionalmente, houve deposi¢éo dispersa de calcio na
periferia do testiculo, enquanto no tecido remanescente ocorreu degeneracao
tubular severa. A concentracdo maxima testada foi de 60%, na qual foi possivel
verificar muitas areas necrosadas rodeadas por granulomas espessos. O
parénquima restante foi constituido de tubulos seminiferos severamente
degenerados cercado por fibrose intersticial difusa, também houve depdsitos
abundantes de calcio e areas hemorragicas (LEOCI et al., 2014b).

2.2. Termografia Infravermelha

A imaginologia médica comecou com a aplicacdo do raio-X na visualizagdo
interna de partes do corpo, em especial, a estrutura 6ssea. Com 0s avangos da
ciéencia e da tecnologia, muitas técnicas de diagndstico por imagem, foram
descobertas, incluindo a imagem termogréafica ou termografia por infravermelhos,
uma técnica digital que gera imagens bidimensionais referentes a dados fisiologicos,
0s quais tornam possivel a localizacdo da &rea afetada, extensdo de uma leséo ou
estado patolégico (MEIRA et al., 2014).

Infravermelho sdo ondas de comprimento muito curto (0,8 a 1000 um), e,
portanto, nao visiveis aos olhos humanos. No espectro de luz, esté localizada apés a
luz vermelha. Ndo pode ser vista, mas pode ser notada em forma de calor. E
classificada como fotons (radiacdo eletromagnética) na mesma categoria que as

visiveis, microondas, ultravioleta, raio-X e raios gama (BOSCHETT]I, 2000).
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Estes e demais métodos espectroscopicos modernos como a ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectroscopia na regido do ultravioleta—visivel (UV-VIS)
e espectrometria de massas (EM) constituem o0s principais recursos para a
identificacdo e elucidacédo estrutural de substancias organicas (LOPES; FASCIO,
2004).

Todos 0s objetos com a temperatura acima de zero absoluto (0 Kelvin = -
273,15°C) emitem radiacao infravermelha de sua superficie (BOUZIDA et al., 2009).
Para o registro da temperatura, a termografia utiliza essencialmente a radiacéo
infravermelha natural emitida pela superficie da pele, e fornece medidas objetivas da
mudanca de temperatura que sao clinicamente significativa (RING; AMMER, 2012).
Quanto mais alta a temperatura do objeto maior sera a radiacao infravermelha
emitida. As cameras termograficas permitem a visualizacdo n&do possiveis aos olhos.
Os sensores geram imagens de alta resolucdo e permitem definir, por meio de
mapeamento térmico, o estado fisiolégico do tecido ou 6rgdo examinado, a qual
pode contribuir para o diagnéstico médico com medigcdes precisas (PRASAL et al.,
2010; RING; AMMER, 2012; MEIRA et al., 2014).

A termografia consiste em um método de avaliagdo objetiva com abordagem
nao invasiva, indolor, sem contato fisico, ndo ionizante, segura tanto para o paciente
guanto para o avaliador. Pode ser usada para o diagndstico e acompanhamento de
muitos disturbios (JIANG et al., 2005; LEE et al., 2007; MEIRA et al., 2014). E a
técnica mais efetiva para o estudo da distribuicAo da temperatura da pele,
principalmente para o diagnéstico de disturbios inflamatérios (RING; AMMER, 2012),
por se tratar de uma alteracdo onde h& variagdo do fluxo sanguineo (JIANG et al.,
2005).

Pesquisas conduzidas em humanos e animais, ha mais de 50 anos, tem
demonstrado a correlagdo entre os padrbes de temperatura e condigbes médicas.
Em vista disso, termografia infravermelha foi aprovada em 1982 pelo U.S. Food and
Drug Administration (FDA) como técnica suplementar na detec¢cdo de neoplasias
mamarias (AKSENOV et al., 2003).

Na medicina, iniciou-se com a investigacdo do cancer de mama, e hoje em
dia é também empregada no diagndstico de outras neoplasias (ZHANG et al., 2014),
de doencas articulares e musculares (RING; AMMER, 2012), na avalicdo de

pacientes com risco de doencas do sistema circulatério (HUANG et al.,, 2011),
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diagnostico de afeccdes testiculares (GAROLLA, et al.,2015; KULIS, et al., 2011),
entre outras inumeras aplicagbes. Na medicina veterinéria, € utilizada para
localizac&o, diagndstico e prognostico de lesdes de musculos e tenddes, e doencas
inflamatorias articulares de equinos e injurias em animais atletas (ARRUDA, 2010;
CETINKAYA, M. A.; DEMIRUTKU, 2012), na correlacio da temperatura testicular em
bovinos e producédo espermética (LUSTRA; COULTER, 1993; RUEDIGER et al.,
2014), na deteccédo do cio em porcas (SCOLARI et al., 2010), neoplasia mamaria em
cadelas (REIS et al., 2010), entre outros.

Apesar de existir a décadas, seu uso esta sendo reconsiderado pela classe
médica nos ultimos anos, devido aos avangos tecnoldgicos no processamento das
imagens (DIAKIDES et al.,, 2012), ao desempenho dos novos equipamentos, a
padronizacdo da técnica e ao estabelecimento de protocolos clinicos (RING;
AMMER, 2012).

O interesse das areas médicas pela termografia é justificado pelo fato de
que tal técnica poder ter uma aplicacdo para fins de diagnosticos, progndsticos e
monitoramento (ARTHUR, 2011). Em perspectivas futuras, € uma técnica adicional
de grande utilidade na area biomédica (MEIRA et al., 2014).

A temperatura emitida pela pele depende de fatores analisados, como a
temperatura ambiente, contato prévio com superficies, variacdo individual da
temperatura e oscilacdo diaria de cada animal (AGARWAL-KOZLOWSKI et al.,
2014). Em animais, é muito importante considerar para essa emissividade, a
presenca e comprimento dos pelos. Ndo hd um padréo definido para temperatura da
area testicular de um gato.

Os sinais clinicos de orquite e epididimite estdo associados a intensidade da
assimetria térmica medidos na termografia infravermelha, e podem ser
precocemente detectadas por estas imagens em humanos. A acuracia da
termografia para diagnostico de inflamacao testicular é de 100% (TIKTINSKII et al,
1989).

2.3. Avaliacéo da dor testicular em felinos
Em vista do questionamento da sociedade a esta técnica e a manutencao do
bem-estar animal apds a administracdo de substancias intratesticulares, a sensacao

dolorosa e outras reacdes adversas sao exaustivamente exploradas em estudos de
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castracdo quimica (JANA; SAMANTA, 2007; 2011; OLIVEIRA et al., 2013; LEOCI et
al., 2014a).

Devido a localizacdo das terminacdes nervosas na pele do escroto, na
capsula testicular e no parénquima epididimario, a dor referida neste procedimento é
pelo ato de atravessar a pele e a capsula, e variavel conforme o aumento da
pressao nas terminagdes nervosas testiculares. Dessa maneira, visando minimizar o
estimulo, recomenda-se que a aplicacdo seja feita lentamente, para que esse
“gatilho ndo seja disparado” (JANA; SAMANTA, 2011; LEOCI et al., 2014a).

Estudos em cées, e outras espécies com CaClz, relataram leve desconforto
do animal logo apds a aplicagdo do agente quimico, relacionado ao volume injetado.
Apos a aplicacdo, foi observado aumento da consisténcia do tecido testicular e
edema em até 48 horas apds o procedimento, com remissao progressiva (JANA et
al., 2005; JANA; SAMANTA, 2007; LEOCI, 2014b

A dor € uma experiéncia multidimensional e envolve componentes sensoriais
e emocionais (ROBERTSON, 2005). Trata-se de uma experiéncia individual, o que a
torna dificil de ser avaliada. Em pacientes que nao verbalizam, é utilizado a analise
do comportamento, o que é complexo, pois ha variacbes espécie-especificas para
resposta da dor e até mesmo variagdo individual (ROBERTSON, 2005; MATHEWS
et al, 2014). A mensuracdo do cortisol e catecolaminas plasmaticas esta
correlacionada com dor aguda em felinos, porém o0s mesmos podem ser
influenciados por outros fatores como ansiedade, estresse, medo e alguns farmacos
(MATHEWS et al, 2014).

A despeito das pesquisas, a mensuragdo de dor em felinos pode ser feita
utilizando escalas dinamicas e interativas que sdo baseadas na observacdo do
comportamento e palpacdo do local cirargico/lesionado € considerada técnicas
clinicas simples, porém valiosas (ROBERTSON, 2005; BRONDANI et al., 2012).

2.4. Eletroejaculacdo em felinos domeésticos (EEJ)

A colheita do sémen permite obter material para analise da fertilidade do
macho, inseminacgédo artificial, congelacdo para preservacdo do material genético e
pesquisa (HERRON et al., 1986; ZAMBELLI; CUNTO, 2006).

Em felinos, a colheita de sémen pode ser realizada por vagina artificial,

porém, a eletroejaculacédo (EEJ) € o método de escolha para essa espécie. Outras
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técnicas tais como a farmacoldgica, a lavagem vaginal pGs coito e a recuperacdo da
cauda do epididimo apOs orquiectomia sdo descritas (ZAMBELLI; CUNTO, 2006;
ZAMBELLI et al., 2010; FILLIERS et al., 2010; MARTINS et al., 2015).

A funcdo ejaculatéria normal € um fenémeno primariamente simpatico.
Consiste em uma complexa e coordenada sequéncia de contracbes musculares
estriadas e ndo estriadas que leva a emisséo e a expulsdo dos espermatozéides em
sentido anterdgrado (UTIDA et al., 2004). Em felinos, a ejaculacdo retrégrada é um
componente do processo ejaculatorio, que embora seja comum, pode haver perda
parcial ou total do ejaculado (ZAMBELLI; CUNTO, 2006).

A EEJ é o método de obtencdo de sémen por estimulos elétricos produzidos
pelo eletroejaculador e conduzidos por eletrodos (Figura 1) inseridos no reto. A
eletroejaculacdo € uma palavra consagrada pelo uso. Nesse processo, 0 sémen
raramente ou nunca é ejaculado, uma vez que ndo ha contra¢cdes dos musculos
estriados da uretra. Nesse método, o sémen € emitido pelo meato urinario externo e
uretra (BRINDLEY, 1981).

As vantagens desse método sdo que nao precisa do estimulo de uma fémea
no cio ou de treinamento prévio do animal, podendo ser aplicado em qualquer
macho em idade reprodutiva. Possui como desvantagem, o custo alto da
aparelhagem (RIJSSELAERE; VAN SOOM, 2010), a necessidade de submeter o
animal a anestesia geral, a contaminacdo com urina e a retroejaculacdo (MARTINS
et al., 2015).

A técnica da EEJ consiste na introducdo de uma probe composta por
eletrodos na porcéo caudal do reto do animal, os quais sdo posicionados sobre a
prostata (UTIDA et al., 2004; MARTINS, et al. 2015), onde a aplicacdo da
estimulacdo elétrica sequencial ocorre diretamente nas fibras eferentes simpaticas
do nervo hipogéstrico, pela parede do reto. A técnica deve ser bem aplicada para
qgue haja estimulacao das fibras nervosas corretas (UTIDA et al., 2004).

As probes utilizadas para os estimulos elétrico sdo muito semelhantes
dentre as espécies, variando principalmente o comprimento e diametro, de acordo
com o porte do animal (ZAMBELLI; CUNTO, 2006; MARTINS et al., 2015). Para
felinos domésticos a probe utilizada tem 12 cm de comprimento, 1 cm de didmetro e
trés eletrodos longitudinais (1,5 mm x 5 cm) dispostos ventralmente (AXNER et al.,
1996).
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Figura 1: Probes utilizadas para eletroejaculacdo de gatos. (A) Probe com 3
eletrodos ventrais de aproximadamente dois cm de comprimento e 0,3 cm de espaco

entre si; (B) Probe com 2 eletrodos ventrais de 8 cm de comprimento, com 0,5 cm de

espaco entre si.

Ha uma variagdo na quantidade de estimulos elétricos e na voltagem
utilizada. Os estimulos podem variar de 1 (9-12 mA) a 8 Volts (90-150 mA),
conforme descrito na literatura (DOOLEY et al, 1983; CARTER, et al.,, 1984,
HOWARD et al., 1990). Estimulos de 4 e 8 Volts, apresentam maior quantidade de
espermatozoides no ejaculado, porém estimulos acima de 5 v podem resultar em
contaminagao por urina (ZAMBELLI; CUNTO, 2006). O protocolo mais utilizado foi
proposto por Howard et al. (1990), que consiste em trés séries de 30, 30 e 20
estimulos variando de 2 a 5 V. Cada série € intervalada por dois a trés minutos de
descanso. Para cada estimulo, o gato responde com uma extensdo rigida dos
membros pélvicos. Caso esta reacdo ndo seja notada com estimulos de 2 V ou
maiores, é possivel que a probe ndo esteja na posicdo correta ou que haja
interferéncia de fezes (AXNER; LINDE-FORSBERG, 2002).

O uso do cateter na uretra facilita a manipulacdo e colheita de pequenos
volumes de sémen (HERRON et al., 1986). Em gatos, o volume varia de 30 a 300 pL
e de 3 a 160 milhdes de espermatozoides por ejaculado (AXNER; LINDE-
FORSBERG, 2007). H4A uma relacdo com o aumento do volume (JOHNSTONE,

1984), concentracdo, quantidade de espermatozoides normais, integridade de
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membrana e motilidade, na estacdo de acasalamento (verdo e outono) (NUNEZ
FAVRE et al., 2012).

Na literatura estdo descritos diferentes protocolos anestésicos utilizados na
EEJ de felinos, e o farmaco mais comumente utilizado € o cloridrato de cetamina
(PLATZ JR; SEAGER, 1978) associada a outros farmacos como medetomidina
(RIJSSELAERE; VAN SOOM, 2010), xilazina (MORAIS et al., 2002), diazepam e
derivados de fenotiazinicos (SILVA et al., 2002) ou ndo. Ainda ha descrito protocolos
que utilizam tiletamina e zolazepam (MORAIS et al., 2002; TEBET et al., 2006)
associacdo com butorfanol, morfina, acepromazina ou n&do (TEBET et al., 2006),
propofol e buprenorfina (CHATDARONG et al., 2006) ou anestesia inalatéria também
ja foram descritos (SILVA et al., 2004). Uma analgesia inadequada, ndo permite que
o protocolo de EEJ seja realizado, comprometendo a colheita.

A combinacdo da cetamina com um a-adrenérgico tem efeito sedativo e
analgésico, agindo no sistema nervoso central, promovendo relaxamento muscular
(SILVA et al., 2002). Altas doses de a- adrenérgicos promovem erecao peniana e
ejaculacdo em algumas espécies devido a contracdo do ducto deferente induzida
pelos a-adrenoceptores (MACDONALD; MCGRATH, 1980; ZAMBELLI, et al., 2008).
Estes farmacos, também participam da contragdo do trigono e esfincter urinério
durante ejaculacdo (MACDONALD; MCGRATH, 1980). Devido a esse potencial, a
colheita de sémen apo0s a administracdo de medetomidina permite obter ejaculados
com maior concentracdo de espermatozoides, que 0s anestesiados apenas com
cetamina (ZAMBELLI et al., 2007).

Souza et al. (2009) e Jiménez et al. (2011) relatam variacdo significativa da
motilidade do sémen fresco frente aos diversos protocolos anestésicos.

ApoOs a colheita, as caracteristicas do sémen devem ser imediatamente
analisadas, como concentragdo, morfologia e pardmetros cinéticos. As
caracteristicas do eletroejaculado diferem de animal para animal (HOWARD et al.,
1990).

2.5. Avaliagdo espermatica

Para o estudo dos parametros cinéticos espermaticos tem-se utilizado
principalmente a analise espermatica computadorizada (Computer-Assisted Sperm
Analysis - CASA), reduzindo a subjetividade da avaliacdo (STACHECKI et al., 1993;
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BORYSHPOLETS et al, 2013; AMANN; WABERSK, 2014). Para analise
morfoldgica, sdo descritos na literatura varios métodos de fixacdo e coloracdo da
lamina. Mesmo assim, a analise do ejaculado de gatos € complicada devido ao seu
baixo volume (AXNER; LINDE-FORSBERG, 2007).

A teratospermia (>60% espermatozoides anormais por ejaculado) é
relativamente comum entre as varias espécies da familia dos felideos. Animais
teratospérmicos sado mais sensiveis a criopreservacdo, possuem a reacdo de
capacitacdo acrossdmica comprometida e, consequentemente, a capacidade de
penetrar na zona peldcida (PUKAZHENTHI et al., 2006), por isso, apresentam uma
taxa menor de penetragdo na zona pelicida quando comparados com
normospérmicos (HOWARD et al., 1993). Em contrapartida, devido ao
comportamento reprodutivo desta espécie, com diversas coOpulas e ovulacéo
induzida, compensa-se a baixa porcentagem de espermatozoides normais (AXNER;
LINDE-FORSBERG, 2007).

Dentre os fatores que influenciam a qualidade do ejaculado, cita-se a
nutricdo (PUKAZHENTHI et al.,, 2006), a sazonalidade e a familia/raca do animal
(AXNER; LINDE-FORSBERG, 2007). O nimero de espermatozoides normais &
relativamente maior na estagdo reprodutiva. Nos animais da mesma familia/raca, a
teratospermia ocorre devido a endogamia (AXNER; LINDE-FORSBERG, 2007). Em
geral, e entre as varias espécies de felinos, o problema estrutural das células
espermaticas mais observado é da peca intermediaria dobrada com ou sem gota
citoplasmatica. Altas proporcdes de defeitos de cabeca, acrossoma e defeitos de
cauda também s#o citados (AXNER; LINDE-FORSBERG, 2007; PUKAZHENTHI et
al., 2006).

Estudos indicam a correlacdo entre os diferentes parametros seminais do
gato e a fertilidade. Devido aos diferentes usos de fixagdo e coloragdo, e pela
avaliacdo morfologica ser subjetiva, é dificil fazer uma comparacao significativa entre
as publicacdes (AXNER; LINDE-FORSBERG, 2007).

N&o ha um consenso que determine os valores minimos dos parametros
avaliados para uma a fertilidade normal em condi¢cdes naturais em gatos (AXNER;
LINDE-FORSBERG, 2002), entretanto, ha diversos relatos na literatura dos
parametros variaveis encontrados nas analises do sémen felino obtido pela

eletroejaculacéo. Para o volume, ha relatos de 30 até 700 uL; para concentragao, 9
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a 319 x 108 espermatozdides por ejaculado e 168 a 361 x 10° espermatozdides/ mL;
motilidade de 56 a 84%; motilidade progressiva de 58 a 84% (PLATZ; SEAGER,
1978; AXNER; LINDE-FORSBERG, 2002; 2007; ZAMBELLI; CUNTO, 2006;
PUKAZHENTHI et al., 2006). Para espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo a literatura cita 287,7 e 300.66 para o indice de motilidade; 281 e 327.71
para o indice velocidade (PARANZINI et al., 2014; 2015); 71% para o indice de
oscilacdo (PARANZINI et al., 2015).

A fertilidade esta diretamente relacionada com a quantidade de defeitos
espermaticos. Interferéncias na espermiogénese/espermatogénese, podem ser
temporarias, ou definitivas, dependendo da agressdo sofrida pelos testiculos.
(AXNER; LINDE-FORSBERG, 2007).

A motilidade do ejaculado pode ser afetada por espermatozoides
morfologicamente alterados (LUVONI et al, 2003). Outros parametros de cinética
fornecidos pelo CASA sé&o sub utilizados para avaliacdo da fertilidade devido a falta
de padronizacdo dos valores para o ponto de corte e falta de referéncia dos
intervalos aceitaveis (RANGANATHAN et al., 2001).
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4. HIPOTESES

1. Atermografia € um método indicativo da reacéo inflamatéria local.

2. O CaCl2 20%, associado a lidocaina 1% ou ao DMSO 0,5%, quando
aplicado intratesticular causa leséo tecidual e consequentemente reacao
inflamatoria local, azoospermia, reducéo do volume testicular e diminuicao

das espiculas penianas testosterona dependente.

3. O NaCl 0,9% quando aplicado intratesticular ndo causa alteracées no
parénquima testicular, podendo ser utilizado como controle nos estudos

sobre castracao quimica.
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5. OBJETIVOS

5.1.

5.2.

Objetivo Geral

Avaliar a persisténcia e intensidade da reacdo inflamatéria ocasionada pela
aplicacao de cloreto de calcio, associado a lidocaina 1% ou ao DMSO 0,5%,
intratesticular em gatos, utilizando a termografia, e os efeitos sobre a

espermiogénese.

Objetivos Especificos

Avaliar a reacéo inflamatoria escrotal apos a aplicacao intratesticular do
CaClz 20%, associado a lidocaina 1% ou ao DMSO 0,5%, por meio da
avaliacao termogréfica.

Avaliar a eficdcia da castragdo quimica do CaClz 20% por meio da
analise espermética.

Avaliar as alteracfes ocasionadas pela aplicacéo intratesticular de CaCl2
20% no sistema reprodutivo por meio da avaliacdo androlégica e

histologia testicular 60/80 dias ap0s a aplicacao.
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1. ARTIGO 1

INFRARED THERMOGRAPHY TO EVALUATE INFLAMMATORY
REACTION IN CATS TESTIS AFTER 0,9% NACL AND 20% CACL?
INJECTION

AVALIACAO TERMOGRAFICA DA REACAO INFLAMATORIA DOS
TESTICULOS DE GATO APOS A APLICACAO DE NACL 0,9% E CACL:2
20%

RESUMO

A castracao quimica em gatos pode ser uma op¢ao econdémica, rapida e segura para
o controle populacional, porém muitas dessas substancias utilizadas podem causar
reacao inflamatoria indesejavel. A termografia infravermelha € um meétodo nao
invasivo utilizado para monitorar injurias que altere a vascularizagcdo e
consequentemente interfira na temperatura da pele. Com isso, o objetivo deste
estudo foi utilizar a termografia infravermelha para avaliar a reacao inflamatoéria dos
testiculos de gatos, apos a aplicacéo de solucéo de Cloreto de Sadio (NaCl) a 0,9%
e Cloreto de Célcio (CaCl2) 20% com lidocaina 1% e compara-las. As alteracdes
provocadas no tecido testicular por essas substancias e as consequéncias sobre a
producdo espermatica, foram avaliadas por meio da avaliagcdo androldgica e
histologia testicular. Foram utilizados 12 gatos machos, com peso médio 3,8 + 0,7
Kg, adultos, peridomiciliados. Os gatos foram separados aleatoriamente em dois
grupos, os quais receberam 0,25 ml de NaCl 0,9% (n=6) e CaCl2 20% com lidocaina
1% (n=6). Os gatos foram anestesiados para mensuracao testicular,
eletroejaculacdo, andlise espermatica e posterior aplicacdo da substancia
esclerosante. Sessenta dias ap0s a aplicacdo, os gatos foram novamente
anestesiados e realizada mensuracdo testicular, eletroejaculacdo, analise
espermética e orquiectomia. Os testiculos foram avaliados pela histologia. As
medidas termograficas foram realizadas antes da aplicacdo (M0), 10 min (M1), 1 e 6
horas ap0s a aplicagdo (M2 e M3), por 7 dias consecutivos (M4 - 10), aos 15, 30 e
60 dias (M11, M12 e M13). Houve diminuicdo na média da temperatura no M1 para
ambos os grupos, com diferenca estatistica apenas para o grupo NaCl. Essa queda
foi correlacionada com a temperatura das substancias aplicadas. Nenhum outro
momento apresentou aumento significativo da temperatura. Houveram diferentes
lesGes e diferentes graus de acometimento do tecido testicular. Foi possivel concluir
gue a imagem termografica € util no diagndstico, monitoramento e progndstico das
lesGes inflamatorias da area testicular dos gatos, pois detectou com eficiéncia a
variacdo temperatura escrotal dos gatos do experimento, sendo um método
complementar rapido, eficiente e facil de ser aplicado.

Palavras chaves: Imagem termogréfica. Degeneracdo testicular. Eletroejaculacgéo.
Felinos. Histologia testicular
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ABSTRACT

Chemical castration in cats can be fast, cost-effective and safe option for population
control, but the substances used for this procedure can cause undesirable
inflammatory reaction. Infrared thermography is an effective method to monitor tissue
injury that modify vascularity that interfere on skin temperature. Thereby, the aim of
this study was to use infrared thermography to evaluate the inflammatory reaction
caused by intratesticular injection of 0.9% Sodium Chloride (NaCl) and Calcium
Chloride (CaClz) 20% with 1% lidocaine, and compare. Changes on the testicular
tissue and effects over spermatogenesis were evaluated by reproductive system
exam and testicular histology. Twelve stray cats, weighing 3.8 + 0.7 kg, adults were
used. The cats were randomly divided into two groups: six cats received 0.25mL
intratesticular injection of NaCl 0.9% (NaCl group) and six 0.25mL intratesticular
injection of CaCl2 20% with lidocaine 1% (CaClz group). The cats were anaesthetized
and testicular measurement, electroejaculation, sperm analysis and injection of the
substance were made. 60 days after the injection, the cats were submitted again to
testicular measurement, electroejaculation, sperm analysis, orchiectomy and
testicular histology. Thermographic measurements were taken before injection (MO),
10 min (M1), 1 and 6 hours after injection (M2 and M3), for seven consecutive days
(M4 - 10) at 15, 30 and 60 days (M11, M12 and M13). A temperature drop was noted
at M1 for both groups, with statistical significance only for the NaCl group. This
decrease is correlated with the temperature of the substances injected (ambient
temperature). No other time had a significant increase in temperature. Both groups
had and differents types and differents degrees of injuries in the testicular tissue. It
was concluded that the thermographic imaging is a useful tool to monitor and for
prognosis of cats testicular area inflammatory lesions being efficient, easy and quick
method to apply as complementary diagnostic method.

Key words: Infrared thermography. Testicular degeneration. Electroejaculation.
Cats. Testicular histology.
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1.1. INTRODUCAO

A termografia € um método de auxilio diagndéstico por imagem, empregado
no monitoramento das alteragbes da temperatura da pele, decorrente de alteragbes
nos tecidos subjacentes que envolvam modificacdes na vascularizacao local (MEIRA
et al., 2014). Auxilia na localizacdo e no grau de acometimento dos tecidos, pois
proporciona andlise quantitativa dos dados aferidos (PEREIRA, 2012).

Devido aos avancos tecnologicos simplicidade de aplicacdo, objetividade,
sensibilidade, rapidez, seguranca para o paciente e operador, com o6tima relacdo
custo beneficio esse método de auxilio diagndstico vem ganhando destaque na area
biomédica (PEREIRA, 2012). Na medicina veterinaria, a termografia foi uma
ferramenta empregada principalmente no diagnéstico de lesbes de tecidos moles
nos equinos (TUNNER, 2001), como indicador de estresse térmico reprodutivo em
bovinos (MENEGASSI et al., 2015) e no diagnéstico imediado da reacéo inflamatoria
dos testiculos de gato (PARANZINI et al., 2015). Em humanos, foi utilizado como
adjuvante no diagndstico de neoplasias mamarias, distlrbios da vascularizacao, na
medicina do esporte (FERNANDEZ-CUEVAS et al., 2015) e também como técnica a
promissora na area emocional (IOANNOU et al., 2014).

Devido a necessidade de controle populacional e manutencdo do bem-estar
de animais errantes, tem- se pesquisado metodos alternativos a castracao cirurgica,
gue seja menos onerosa, economize tempo do veterinario e minimos efeitos
adversos. Existe como métodos contraceptivos em machos, disponivel no mercado
mundial, além da orquiectomia, métodos hormonais, imunologicos e 0s quimicos,
como os agonistas do GnRH e substancias de aplicacao intratesticular (ACC&D,
2013; BUTTLER, 2015).

Compostos quimicos, quando aplicados no testiculo, causam inflamacao que
pode progredir para degeneracédo testicular, e constitui uma causa da reducdo da
fertilidade nos machos (NASCIMENTO; SANTOS, 2003). O cloreto de calcio (CaClz)
ja foi testado em bovinos (KOGER, 1978), ratos (JANA; SAMANTA, 2002; 2006),
cabra (JANA; SAMANTA, 2005); cédes (SILVA, 2012) e gatos (JANA; SAMANTA,
2011), em concentracfes variadas. Embora possa causar infertilidade, ainda é
questionavel a interrupcdo da androgénese (SILVA, 2012; JANA; SAMANTA, 2011;
LEOCI, 2014ab). Ja o NaCl 0,9%, por ser considerado isotdnico, tem sido a solugéo
de escolha a ser aplicada intratesticular e em grupos controle de estudos de
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solugdes utilizadas como castradores quimicos intratesticulares (JANA, 2006; 2007,
2011; OLIVEIRA, 2007; 2012; ABSHENAS et al., 2013; FAGUNDES et al., 2014).
Diante da necessidade em se obter um castrador quimico que nao interfira
no bem-estar dos animais, este trabalho tem como objetivo avaliar por meio da
imagem termografica, a reacao inflamatdria ocasionada pela aplicacdo intratesticular
de CaClz2 20% com a lidocaina 1% e NaCl 0,9%, e adicionalmente os efeitos sobre a
espermatogénese por meio do exame andrologico e avaliacdo histoloégica dos

testiculos.

1.2. MATERIAL E METODOS
1.2.1. Aspectos éticos

Trata-se de um estudo prospectivo, aleatério, que foi realizado de acordo
com o0s principios éticos da pesquisa em animais e sob a anuéncia da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UEL) da Universidade Estadual de Londrina — PR,

circular 075/2014, conforme anexo A.

1.2.2. Preparacao da solucéo de cloreto de célcio (CaClz)

A solucdo de CaClz em concentracdo de 20% com lidocaina 1% foi
preparada pelo laboratorio da Farmacia de Universidade Norte do Parana —
UNOPAR (Campus Arapongas, PR, Brasil).

1. 2.3. Animais

Foram utilizados 12 gatos machos, de idade desconhecida, porém que ja
apresentavam espiculas penianas, sem raca definida, com peso médio de 3,8 + 0,7
Kg, semidomiciliados, ap0s autorizacdo de seus guardibes. Os animais foram
alojados em gatil por 7 dias, com acesso livre a racdo premium e agua.

O experimento foi realizado de marco a junho de 2015, no Parana, Brasil
(23° 08'47" sul e 51° 19'11" oeste), periodo de outono. Em clima subtropical umido
mesotérmico, com chuvas o ano todo e temperatura média anual de 20 °C, com a
maxima registrada para esse periodo de 31,6°C e a minima de 4,8°C (Fonte: IAPAR,
2015).
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1.2.4. Grupos experimentais

Os gatos foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo NaCl (n=6)
gatos tratados com NaCl 0.9% e grupo CaClz (n=6) gatos tratados com CaClz 20%
com lidocaina 1%.

Primeiramente os animais foram anestesiados, e submetidos a termografia e
biometria testicular, avaliacgdo das espiculas penianas, eletroejaculacdo e a
aplicacdo de 0,25 mL de NaCl 0,9%, ou CaCl. 20% associado a lidocaina 1%.
Sessenta dias ap0s a aplicagcdo, os gatos foram submetidos novamente a
termografia, biometria testicular, avaliagdo das espiculas peninas, eletroejaculagéo e
orquiectomia. Os testiculos foram encaminhados para histologia.

A aplicacdo da substancia foi realizada com uma seringa de 1 mL e agulha
de 27GY%.”, introduzindo a agulha cuidadosamente na regido ventro caudal do
testiculo, 0,5 cm distante da cauda do epididimo, pela regido medial do érgédo. A
substéancia foi depositada lentamente na porcéo cranial do testiculo.

1.2.5. Protocolo Anestésico

Os gatos foram anestesiados com cetamina (12 mg/Kg - Dopalen®, Ceva,
Brasil) associado a medetomidina (30 pg/Kg - Dormitor®, Pfzer, Franca)
intramuscular. Como no dia da aplicagdo do NaCl e CaCl. os procedimentos eram
mais rapidos, a anestesia foi revertida com ioimbina (1mg/Kg, farméacia de
manipulacdo, Drogavet, Brasil). Devido a realizacdo da orquiectomia, ou seja,
necessitava de um periodo anestésico maior, foi deixado o animal se recuperar
lentamente. Sempre que necessario, eram feitas doses complementares com um
terco da dose inicial de cetamina, intravenosa. Foi realizada a aplicacdo de
meloxicam (0,2mg/Kg, Maxican®, Ourofino, Brasil) nos animais anestesiados,
previamente aos procedimentos.

Os parametros vitais como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria,
coloracdo de mucosa, tempo de perfusédo capilar e intensidade de pulso, foram

monitorados durante todo procedimento, o qual teve duracdo de 40 a 60 minutos.

1.2.6. Biometria testicular
Foram mensurados o comprimento (C), largura (L) e espessura (E) de cada

testiculo, pré aplicacao (D0) e aos 60 dias (D60), utilizando paquimetro digital de ago
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inox (Kobalt®, modelo 53247, Carolina do Norte, EUA). Para o célculo do volume
testicular de cada testiculo, foi aplicada a formula: volume testicular (VT) = 3/4 X 1T X
C/2 x LI2 x EI2, sendo 1 = 3,14. O célculo do volume testicular total (VTT) foi
realizado pela soma das medidas do testiculo direito com esquerdo e o resultado

apresentado em cm?, conforme Tebet (2004).

1.2.7. Termografia Infravermelha

As medidas termograficas (Quadro 1) foram realizadas com aparelho
termografico (Flir® modelo T440, Boston, EUA), com os animais em decubito dorsal,
apos contencdao fisica, exceto nos MO e M13, que as medidas foram realizadas apos
contencédo farmacoldgica. As medidas do MO ao M10 e M13, foram realizadas pela
manha, entre 9 e 10 horas. Para realizacdo dessas medidas, os animais foram
mantidos em sala climatizada a 23°C. Ja, as medidas M11 e M12, foram realizadas
na casa dos protetores desses animais, em variados periodos do dia. Para afericdo
das imagens, foi mantida uma distancia de 60 cm entre a camera termografica e os
testiculos. Para o céalculo da média da temperatura testicular, as imagens foram

processadas no Flir quick report software® (2009).

Quadro 1. Momentos das afericdes termograficas do grupo NaCl e grupo CaClz,

antes e apos a aplicacédo de substancias esclerosantes nos testiculos dos gatos.

FASE 1 FASE 2

Antes 10 min 1 hora 6 horas | Dia 1°ao 7° Dia 15 Dia 30 Dia 60
Aplicacdo

MO M1 M2 M3 M4 - 10 M11 M12 M13

1.2.8. Colheita de sémen

Para eletroejaculagéo, foi inserido cateter venoso 24G, pela uretra do
animal, acoplado a um microtubo de polipropileno, com tampa de superficie plana de
1,5 mL. O eletroejaculador (Eletrogen SA200®, Santa Lydia, SP-Brasil) foi acoplado
a um transdutor retal de 12 cm de comprimento e 1 cm didmetro com trés eletrodos
longitudinais de 2 cm de comprimento, dispostos ventralmente, com 0,5 cm de
distancia entre eles, e com eletrodo central posicionado logo acima da prostata e
sinfise pélvica. O protocolo utilizado foi o descrito por Howard et al. (1990)

modificado. A sequéncia dos estimulos, quantidade e a voltagem dos estimulos
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utilizados, foram descritas na Figura 2. Cada estimulo tinha duracdo de 10

segundos.
12 série 28 série 32 série
( Jl l )
10 10 10 10 10 10 10 10
I Iq 5 min. 4 5 min.
2V 2V 3V 3v 3V 4v qv 5v

Figura 2: Sequéncia de séries, quantidade e voltagem dos estimulos utilizados no

protocolo de eletroejaculacdo para colheita de sémen dos gatos.

1.2.9. Anélise do sémen

Os ejaculados foram avaliados quanto a concentragdo, cinética e morfologia
espermatica. A concentracdo e os parametros cinéticos foram analisados pelo CASA
(Computer Assisted Sperm Analyzer, Hamilton-Thorne IVOS, Beverly, MA, USA),
utilizando o setup para avaliacdo de sémen felino (Quadro 2) e as alteracbes
morfolégicas em esfregacos de sémen corados (POPE et al., 1991) pela leitura de
100 células em microscopio Optico no aumento de 1000x. As alteracdes foram
classificadas em defeitos maiores e menores. Apés a avaliacdo cinética do ejaculado
(velocidade do trajeto — VAP; velocidade curvelinear — VCL; velocidade linear — VSL;
amplitude do deslocamento lateral da cabeca — ALH; a linearidade — LIN; e
retilinearidade - STR), foram calculados: indice de oscilagdo (WOB) =
(VAP/VCL)*100 , indice de velocidade espermatica (SVI) = (VCL*0,87) + (VSL*0,76)
+ (VAP*0,90) + (ALH*0,92) e indice de movimento espermatico (SMI) = (VSL*0,59) +
(VAP*0,37) + (LIN*0,95) + (STR*0,89) + (WOB*0,83), segundo Nufiez-Martinez et al.
(2006).
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Quadro 2: Setup utilizado para espécie felina no CASA*.

Parametro Unidade Parametro Unidade

Fotos por segundo (Hz) 60 Motilidade Progressiva (%) 50
Numero de fotos 30 VAP (u/s) 70
Contraste min. 40 STR (%) 80
Tamanho min. celular (pix) 4 VAP de corte (u/s) 30
Tamanho celular (pix) 5 VSL de corte (p/s) 20
Intensidade celular 50 Temperatura (°C) 35

Motilidade (%) 70 Céamara utilizada Cell- VU**

* Hamilthon — Thorne Computer — Aided Semen Analyser (CASA), Versdo 10 Ivos (HTR — IVOS
Analyser, Hamilthon Thorne Research, Bervely, MA, USA) ** DRM-650 Cell-VU slides, Millennium
Sciences Inc., Nova York, EUA.

1.2.10. Avaliagdo comportamental relacionada a dor

Os gatos foram mantidos em um gatil institucional por sete dias para
avaliacdo clinica e termografica. Para melhor conforto dos animais e minimizar
interferéncia na termografia testicular, a temperatura da sala foi mantida em
aproximadamente 23°C. Por se tratar de animais de dificil manejo, pois ndo eram
acostumados com cativeiro e pessoas, foi mantido na tomada um difusor Feliway®
(Ceva, Paulinea, SP), que é um analogo sintético de ferormdnios facias do gato,
indicado para dar seguranca e tranquilidade aos animais.

Durante esse periodo, foram avaliados atitude geral, capacidade de interagir
com o ambiente, apetite, caracteristica da pele escrotal, e a palpacao dos testiculos.
Mesmo ndo pontuando, 0s itens comportamentais foram avaliados conforme

sugerido pela escada validada para dor em felinos de Brondani et al. (2012).

1.2.11. Orquiectomia

Apos 60 dias da administracdo intratesticular do NaCl e CaClz, todos os
gatos foram submetidos a orquiectomia. A técnica realizada foi de incisdo escrotal
com a utilizacdo de duas pingas, e ligadura do corddo espermético com fio
inabsorvivel 3-0.

Os animais receberam aplicacdo de 30 mg/Kg de cefazolina por via
intravenosa durante o procedimento cirargico, e 25mg/Kg de dipirona, a cada 8
horas, por via oral durante 3 dias. O curativo na ferida cirtrgica foi realizado uma vez

ao dia, por 7 dias, com clorexidina spray.
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1.2.12. Andlise histoldgica dos testiculos

Apoés orquiectomia, os testiculos foram seccionados longitudinalmente e
fixados em formol tamponado por 24 horas, mantidos em etanol 70%, apos
processadas e coradas pelo método hematoxilina e eosina (HE).

Foram analisados nas laminas histolégicas presenca de degeneracao,
necrose, calcificagdo, substituicAo por tecido conjuntivo e presenca e tipo de
infiltrado inflamatorio (monomorfonuclear, polimorfonuclear, mastocito, eosindfilo,
linfécito e misto). Para constituicio do score, foram considerados tubulos
seminiferos com as células de Sertoli e tecido intersticial com as células de Leydig
baseado na metodologia proposta por Gerez et al. (2015), modificada. Utilizou-se 4
classificacOes para graduar a intensidade lesional do tecido testicular: Escore 0, para
tecidos normais (sem alteracéo); escore 1, para alteracdes leves (<20% de tecido
testicular acometido); escore 2, para moderado (de 20% a 50%); e escore 3, para
leséo intensa (>50%).

1.2.13. Andlise Estatistica

Para avaliacdo das temperaturas, a analise estatistica foi realiza de
duas formas: comparacao dos momentos entre 0s grupos utilizando ANOVA, e para
comparacao de cada momento com o controle (M0O) de seu grupo. A analise entre 0s
momentos com o controle, a biometria testicular e parametros de cinética do sémen,
antes e apoés a aplicacéo, foi utilizado teste de Shapiro Wilk para homogeneidade da
amostra. Para amostras com distribuicdo homogénia, utilizou-se o teste T, e para
amostras com distribuicdo ndo homogénea, o teste de Wilcoxon, com nivel de
significancia (p<0,05) no programa R verséo 3.2.2. As alteragfes histolégicas foram

relatadas conforme a frequéncia dos achados.

1.3. RESULTADOS
1.3.1. Termografia

As médias das temperaturas testiculares aferidas para o grupo NaCl e
CaClz, estdo dispostas no Gréfico 1. Na comparacdo do momento aferido com o

controle (M0), o grupo NaCl apresentou diferenca estatistica nos momentos M1
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(29,11°C) e M13 (28,55°C), e o grupo CaClz, no M11 (33,17°C) e M12 (33,28°C)
(p<0,05).

Na avaliacdo da reacao inflamatéria causada pelo NaCl e CaClz, as medidas
tomadas para cada momento foram comparadas entre 0S grupos, que hao
apresentou diferenca estatistica, mostrando que a manifestacdo clinica da reacao
inflamatodria causada pela aplicacdo de NaCl e CaClz no testiculo dos gatos, foram
de mesma intensidade.

MO M1 M3 M4 M5 Me M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13

35
34
33
3
3
3
2
2
2
2
2

Temperatura
<N 00w O RN

5]

Momentos
B Grupo NaCl m Grupo CaCl;

* Importancia estatistica avaliado entre os momentos do mesmo grupo (p<0,05).

Gréfico 1: Média da temperatura em graus celsius com representacdo do erro
padrdo da area testicular dos 12 gatos, aferida por termégrafo, do grupo NacCl e
CaCl2, nos diferentes momentos, antes e apds a aplicacdo dos agentes

esclerosantes intratesticulares.
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Figura 3: Imagem térmica nos momentos MO (A), M1 (B) e M3 (C) na paleta de cores
guentes do termégrafo e MO (D), M1 (E) e M3 (F), do mesmo animal, na paleta

médica do software, utilizadas para localizar e mapear a leséo inflamatoria.

1.3.2. Avaliacao clinica

Duas a trés horas apos retorno da anestesia, 0s animais ja estavam se
alimentando e ingerindo 4gua. A palpacédo testicular foi realizada durante sete dias
consecutivos, e todos os animais (100%), mostraram-se bem tolerantes e calmos a
esse procedimento, embora, imediatamante apds a aplicacéo intratesticular, tenha
sido detectado que os testiculos estavam mais firmes. Notou-se aumento de volume
e consisténcia testicular nos primeiros sete dias e diminuicdo gradual até o 15° dia
apos aplicacdo. Nos animais que receberam aplicacdo do NaCl 0,9%, apos 15 dias,
os testiculos voltaram a ter consisténcia fibroelastica. Nenhum animal apresentou
dermatite escrotal. Nao houve reducdo das espiculas penianas, testosterona
dependente, nos animais avaliados.

Durante 7 dias, notou-se que 0s animais se apresentavam relaxados e
confortaveis, alimentando-se normalmente. Quando as gaiolas eram abertas,
circulavam tranquilamente no gatil. Adicionalmente, permitiam palpacdo em outras
partes do corpo, brincavam com bolinhas e fitilhos, entravam em caixas, e interagiam

e permitiam serem acariciados pelos cuidadores.
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1.3.3. Biometria Testicular

A média do VTT, as porcentagens de reduc¢do testicular nos dois grupos
foram sumarizados nas Tabela 1. Ndo houve diferenca estatistica na reducédo do
VTT dos dois grupos. Os testiculos que apresentaram mais de 40% de reducéo de
tamanho apds 60 dias da aplicacdo intratesticular apresentaram consisténcia mais

firme.

Tabela 1: Volume testicular total em cm?® observado, antes e aos 60 dias apds a
aplicacédo do NaCl 0,9% (n=6) e CaClz2 20% com lidocaina 1% (n=6) intratesticular, e

a porcentagem de reducéao.

Grupo NaCl Grupo CaCl;

ANIMAL VTT MO VTT M13 % red VTT MO VTT M13 % red
1 1,73 1,50 13,28% 2,08 1,11 46,0%
2 3,42 1,60 53,24% 1,09 0,826 24,0%
3 0,94 1,21 -27,50% 1,94 0,56 28,8%
4 0,66 0,9 -35,74% 0,66 0,61 7,1%
5 1,82 1,36 24,86% 0,94 0,39 58,6%
6 1,57 1,43 9,00% 1,07 1,6 -49,4%
Média 1,6 £ 0,96 1,33+0,52 6,19% 1,29+ 0,53 0,83+0,40 19,18%
*DP

1.3.4. Anélise do sémen.

O sémen foi avaliado para cinética e morfologia espermatica antes da
aplicacéo das substancias esclerosantes e 60 dias ap0s. As médias dos resultados
para 0s parametros cinéticos antes e apds a aplicacéo, e os indices WOB, e SMI e
SVI encontram-se descritos na Tabela 2. A concentracdo, parametros e indices de
cinética e morfologia ndo apresentaram diferenca estatistica, exceto BCF no grupo
NaCl (p<0,05).
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Tabela 2: Pardmetros cinéticos avaliados pelo CASA, e indices espermaticos antes
(MO) e 60 dias (M13) ap0s aplicacdo das substancias esclerosantes intratesticulares

do grupo NaCl e CaClz.

Grupo NacCl Grupo CaCl,
MO mM13 Diferenca MO mM13 Diferenca
% %

CONC.M/mL  498,85+384,14  219,99+169,65 55,90% 399,79 £503,55 169,03 £ 176,69 57,72%
MOT. % 60 + 28,64 48,33 £ 28,67 19,45% 58,33 + 31,58 29,66 + 37,6 49,15%
MP. % 43,66 + 22,93 28,83 + 21,56 33,97% 36 + 25,72 21,333 +27,2 40,74%
VAP um/s 131,1 + 20,86 105,78 £ 25,74 19,31% 131,6 £+ 57,68 69,65 + 63,83 47,07%
VSL pm/s 116,6 £ 17,78 92,23 + 24,31 20,90% 115,8 + 48,89 61,25 + 56,99 47,11%
VCL pm/s 181,46 £ 22,16 153,73 £ 29,87 15,28% 167,45 £ 65,18 96,71 +91,74 42,25%
ALH um/s 5,21+0,86 5,56 + 1,82 -6,29% 5,466+ 1,18 2,56 +2,85 53,06%
BCF Hz 39,46 + 3,05 34,43 +5,57* 12,75% 30,7 £ 6,65 22,43 +20,33 26,94%
STR % 86,5+ 2,25 85+4,89 1,73% 86,83 +3,6 56,55 + 44,05 34,87%
LIN % 63,5+ 7,44 60,5+ 11,04 4,72% 69,16 + 3,31 43+33,4 37,83%
WOB (%) 73,26 £ 6,84 69,18 + 10,98 5,58% 76,99 £ 5,99 49,99 + 39,34 35,07%
svi 371,09 +48,61 304,17 £ 59,73 18,03% 357,15+ 1459 195,74 £ 183,04 45,20%
sMmi 316,10 £27,97  282,44+43,51 10 g5% 3239£51,44  194,68+153,12  3990%

CONC - concentragdo, MOT — motilidade total, MP — motilidade progressiva, VAP — velocidade média
da trajetoria, VSL - velocidade linear progressiva, VCL — velocidade curvelinea, ALH — amplitude
lateral de cabeca, BCF - frequéncia de batimento,STR - retilinearidade, LIN — linearidade, WOB -

wobble, SVI — indice de velocidade espermatica, SMI — indice de motilidade espermatica. * p<0,05

1.3.5. Histologia testicular
Durante a orquiectomia, foi notado que todos os animais do grupo CaClz e
4/12 testiculos do grupo NacCl, apresentaram aderéncia a tunica vaginal.

Na avaliacdo microscopica foram identificadas diferentes lesbes e graus de
severidade no testiculo o que permitiu estabelecer escores por tecido avaliado
(testiculo direito e esquerdo), e frequéncia absoluta dessas lesbes testiculares, as
quais estdo sumarizadas no Tabela 3. O escore total para o grupo NacCl foi 30 e
grupo CaClz foi 70. Valores individuais para os escore histologico estdo listados no
Apéndice C.

Dois testiculos do grupo NaCl e dois do grupo CaClz, apresentaram

hiperplasia das células de Leydig.
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Tabela 3. Frequéncia absoluta das lesdes histologicas encontradas para o Grupo

NaCl e Grupo CaClz, 60 dias apos a aplicacdo das

intratesticulares.

substancias esclerosantes

Grupo Nacl Grupo CaClz
TS e Sertoli Tec. Intersticial TS e Sertoli
Deg Nec Calc Conj Infla Deg Nec Conj Deg Nec Calc Conj Infla  Deg
Normal 0 6 12 12 12 11 10 10 0 2 5 4 10 0
<20% 3 5 0 0 0 1 2 2 4 6 3 4 0 4
20-50% 7 1 0 0 0 0 0 0 5 1 4 3 2 5
>50% 2 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0 1 0 3

TS — tdbulo seminifero, Subs. tec. conj. — substituicdo do tecido normal por tecido conjuntivo, Infilt.
inflam. — infiltrado inflamatério.

1.4. DISCUSSAO

Ao que se tem conhecimento, este € o0 primeiro estudo da avaliacao
termografica da area escrotal de gatos com o objetivo de avaliar a reacgéo
inflamatodria imediata nos testiculos, apds a aplicacdo de NaCl e CaClz 20%,
validada pela avaliacéo clinica e androldgica.

Houve dificuldade, em conduzir esse trabalho, pelo fato dos gatos serem
semi-domiciliados. ApGs 7 dias de avaliagdo, os animais eram devolvidos a seus
guardides, e no momento dos retornos (M11, M12 e M13), nove animais haviam
desaparecido ou haviam ido a obito. O estudo foi conduzido com um total de 21
animais, e apenas 12 estavam presentes na avaliagdo do M13, ou seja, uma perda
de 60% dos animais em apenas dois meses.

Esse estudo encontrou limitagdes na padronizagdo do protocolo para
afericdo das medidas termograficas. No intuito de evitar o stress do transporte,
tentou-se realizar as afericbes dos momentos M11 e M12 na casa dos guardides,
porém houveram interferéncias de fatores climéticos, dificuldade de captura do
animal, e a ndo possibilidade de realizacdo das medidas ho mesmo horario.

N&o se tem conhecimento de estudo publicado que defina uma metodologia
para aplicacdo da técnica de termografia infravermelha, ou a média para
temperatura da area testicular de gatos, porém, através de pesquisa em humanos,
sabe-se que sao muitos os fatores que podem interferir na medida térmica, dentre os

quais podem ser citados alguns exemplos como fatores ambientais (relacionados
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com o ambiente em que 0 exame é realizado); fatores individuais (caracteristicas
individuais especificas que podem influenciar na temperatura da pele — espécie,
metabolismo, idade, esforcos fisicos); e fatores técnicos (relacionados aos
equipamentos utilizados e metodologia de analise) (FERNANDEZ-CUEVAS et al.,
2015). Como nao é possivel o controle de todos os fatores que possam influenciar
nos resultados do exame termografico, € necessério a instituicdo de um protocolo a
ser seguido como modelo de conduta.

Para reducao de interferéncias ambientais, a temperatura do gatil foi mantida
a 23°C do MO ao M10. Baseado nas recomendacdes de Ring e Ammer (2000) e
Ferndndez-Cuevas et al.,, (2015) de temperatura ambiental para afericdo de
extremidades ser entre 22 e 24°C, e nas caracteristicas climaticas da regidao de
Londrina (subtropical e temperatura média anual de 20°C) (Fonte: IAPAR, 2015),
acreditou-se que 23°C seria uma temperatura confortavel para manter os gatos.
Ainda h& a necessidade que o animal permaneca nesse ambiente por pelo menos
15 minutos para aclimatacdo (ZAPROUDINA et al., 2006).

No M11 e M12, em que a afericdo termografica foi realizada na casa dos
guardides, sem climatizagdo ambiental e muitas vezes no periodo da tarde ou apos
tentativas de captura do animal, houve aumento da média da temperatura da area
testicular desses momentos, nos dois grupos com importancia estatistica apenas
para o grupo CaCl.. Essa fase do experimento foi realizada entre margo e junho de
2015, onde foram registradas temperaturas maximas ambientais de 31,6°C durante
esse periodo (Fonte: IAPAR, 2015). No M13, devido a climatizacdo da sala de
cirurgia ser 20°C, nota-se queda na temperatura testicular de ambos os grupos, com
diferenca estatistica para o grupo NacCl.

A reducao da temperatura em M1 foi provavelmente devido a temperatura da
substéancia injetada ser a mesma da temperatura ambiente (23°C), ou seja, em torno
de 7,8°C abaixo da temperatura média da area testicular dos gatos desse
experimento que foi de 30,2°C. Em outro experimento realizado por essa mesma
equipe com a aplicagdo de CaCl2 20% com DMSO 0,5% intratesticular (manuscrito
em preparo), também pode-se notar queda significativa em M1.

Uma hora apoés a aplicagdo (M2) as temperaturas voltaram a aumentar, nos
dois grupos, tendo pico no M3. A temperatura oscila durante os préximos momentos

aferidos, devido a variacdo individual da temperatura, mas ndo ultrapassa a
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temperatura do M3. Como descrito na literatura, a reacdo dos tecidos a agentes
guimicos ocorre algum tempo apos a lesao inicial, atinge um pico em 2 a 4 horas, e
em seguida, vai se restabelecendo gradualmente ao longo de 6 a 8 horas apos a
leséo inicial (RINGLER, et al., 2000). Foi realizado a aplicacdo do anti-inflamatorio
meloxican, antes da aplicacéo intratesticular. Este antinflamatorio contribuiu para o
controle da reacdo inflamatéria nas primeiras 24 horas e a dor testicular. OLIVEIRA
et al. (2012), relatou que a administracdo de um antiinflamatoério apos a aplicacao de
um castrador quimico, ndo interfere em sua eficacia.

Apesar dos animais terem sido manipulados da mesma forma, pela mesma
pessoa, em ambiente controlado (M0-10), nota-se que ha diferenca da média das
temperaturas testiculares entre os grupos. Este fato é devido a diferenca da
temperatura individual, indole do animal, e a densidade e comprimento dos pelos.
Alguns animais, a contengcdo era mais dificil, portanto para diluir os fatores
individuais, optou-se para que cada animal fosse controle dele mesmo para as
medidas termograficas (MO0).

Imediatamente apds a aplicacdo da substancia intratesticular, todos os
animais do grupo NaCl e grupo CaCl2 apresentaram consisténcia testicular mais
firme, devido ao volume injetado, pois causa distensdo na capsula testicular. Mesmo
havendo esta distensdo, os animais ndo se demonstraram incomodados com a
palpacao local. Essa consisténcia tenra foi gradualmente diminuindo até o 7° dia.

Os resultados desse estudo mostram que o grupo NaCl e grupo CacCly,
embora sem significAncia estatistica, promoveu uma diminuicdo do VTT, queda na
gualidade dos espermatozoides produzidos (mais intensa no grupo CaCl2) e ao
aumento da temperatura testicular no M3 (+2,6°C), com diminuicao gradual até M13.
A reducao do volume testicular para o grupo NaCl foi de 6%, e para o grupo CacCl:
foi de 19%. Mesmo ndo havendo diferenca estatistica, sabe-se que a reducdo do
VTT é clinicamente importante, quando é feita a analise androldgica dos animais que
apresentam problemas reprodutivos (APPARICIO, 2015). Quatro animais do grupo
CaClz apresentaram reducdo do tamanho das espiculas penianas. Nenhum
apresentou auséncia.

Mesmo utilizando o mesmo volume e concentragédo das solugdes para todos
animais, foi possivel notar que um mesmo animal, responde de maneira diferente

para cada testiculo. O mecanismo de acdo dos tecidos € independente, pois
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depende da reacdo local de cada individuo, e pode ser variavel. Mesmo que o
mecanismo de lesdo tenha sido originado por um irritante primario, envolve em
sequéncia, resposta por mediadores locais (RINGLER, 2000). Este fendbmeno pode
ser observado no anexo C, onde estdo dispostos o volume de cada testiculo
independentemente no MO e M13.

Ainda é possivel notar aumento do VTT em dois animais no grupo NaCl e
um do grupo CacClz, representado pelo sinal negativo na Tabela 1. Nesse caso, ha
duas justificativas: 1) por se tratarem de animais semi-domiciliados, a idade é
desconhecida. Mesmo apresentando producdo espermatica, poderiam ser animais
que ainda estavam em crescimento; 2) sessenta dias apds a aplicacdo, os animais
ainda apresentavam aumento de volume testicular, devido necrose asséptica.

O CaClz 20% com lidocaina 1% promoveu oligoespermia em 1/6 animal e
necrospermia em 3/6 animais. O NaCl promoveu queda na motilidade total
espermatica em 4/6 animais (abaixo de 45%). Apesar de nao apresentar
significancia estatistica, a motilidade teve queda nos dois grupos. No grupo CaClz, a
queda foi maior, pois trés animais ndo apresentaram motilidade (MT=0%).

Dentre os parametros seminais avaliados, nota-se uma variagdo muito
grande na concentragcdo de espermatozoides entre os dois grupos no MO. A
literatura cita a sazonalidade, raca do animal (endogamia) (AXNER; LINDE-
FORSBERG, 2007) e a nutricdo (PUKAZHENTHI et al., 2006) os fatores que mais
influenciam na qualidade do ejaculado. Por se tratarem de animais semi-
domiciliados, a dieta é desconhecida, haja vista que durante o confinamento, os
animais tiveram alimentagdo com ragdo premium, e 90% dos animais, tiveram
aumento do peso, além de reducédo das atividades fisicas, manutencdo em ambiente
calmo com enriquecimento ambiental, sem a interferéncia dos diversos tipos de
fatores estressantes que sofrem nas ruas.

Quanto as alteracbes morfologicas encontradas antes e apds a aplicacédo
das substancias, no grupo NacCl, intensificaram-se os defeitos de cauda enrolada e
acrossoma, no grupo CacClz, intensificaram os defeitos na peca intermediaria e
defeitos de acrossoma.

Embora a degeneracdo do tecido testicular tenha ocorrido de forma

semelhante nos dois grupos, a necrose foi mais intensa no grupo CaClz, que
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também apresentou calcificacdo tecidual e substituicdo do parénquima testicular por
tecido conjuntivo.

No presente estudo, 2/12 tecidos analisados no grupo NaCl e 2/12 do grupo
CaClz apresentaram hiperplasia das células de Leydig (++) aos 60 dias, resultante
provavelmente, de uma proliferacdo compensatéria das células em resposta a injaria
testicular. Em um estudo semelhante realizado por esta mesma equipe (manuscrito
em preparacao), 7/12 tecidos analisados 80 dias apds a injuria testicular, com CaCl:
20% com DMSO 0,5% apresentaram intensa hiperplasia (+++) das células de
Leydig.

Através deste trabalho, foi possivel comprovar que o NaCl 0,9% e o CaClz
20% com lidocaina 1% causa reacédo inflamatoéria testicular a ponto de diminuir a
qualidade espermatica e causar alteracdes histoldgicas teciduais. Corroborando com
esses achados, Moraes et al. (2011) pesquisou a acédo do CaCl2 associado a
bupivacaina em lagomorfos, e relata degeneracdo testicular também no grupo
controle. Contraditoriamente, Jana (2006; 2007; 2011), Oliveira et al. (2012)
Abshenas et al., (2013), Fagundes et al. (2014) e Leoci et al. (2014) relatam néo
haver alteracdo histoldégica no grupo controle apds a aplicacdo de NaCl 0,9% no
testiculo desses animais. Diante da possibilidade de promover alteractes
histologicas, mesmo que transitérias, o uso do NaCl 0,9% como controle, ndo é
aconselhavel.

Os resultados dessa pesquisa estdo de acordo com o publicado por Jana e
Sananta (2011) e Leoci et al. (2014) em relagdo a alteracdo clinica desses animais
apos a aplicagdo do CaClz, na queda da concentragdo espermatica e na diminuicdo
do volume testicular total. Leoci et al., (2014) ainda acrescenta que a fertilidade é
interrompida por pelo menos 6 meses nos animais que recebem aplicacao
intratesticular com CaClz: 20% com lidocaina 1%, mas que nao € possivel excluir a
hipétese em que esses animais voltem a ser férteis 1 ano apos a aplicacdo do CaClz
20%, devido a volta da atividade testicular.

E importante conhecer a dindmica das substancias que podem ser aplicadas
no tecido testicular. Dessa maneira € possivel entender melhor os mecanismos de
defesa desse tecido, podendo intervir com resgates analgésicos e interrupcdo da

fertilidade dos animais de maneira reversivel ou irreversivel, quando necessario.
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Acredita-se que o CaCl2 20% é um farmaco seguro a ser aplicado como
castrador quimico pois causou reacdo inflamatéria local, porém, nenhum animal
apresentou sinais clinicos sistémicos, nem lesdo escrotal cutanea.

Foi possivel observar através desse estudo que a termografia, biometria e
histologia testicular associados a analise do sémen, sdo bons indicadores para o
entendimento das injurias causadas pela administracdo de substancias
esclerosantes no testiculos, principalmente nos primeiros 7 dias aapos a aplicacao.
A temperatura do ambiental interfere na temperatura da pele que sera aferida.
Estudos termogréficos seguindo protocolos clinicos € uma técnica promissora como
auxilio diagndstico de patologias que interferem na temperatura da pele. O protocolo
clinico instituido nesse trabalho dos momentos MO ao M10, para realizacdo do
exame termografico, foi eficiente em reduzir as interferéncias das medidas das
imagens.

Através desse experimento, foi possivel observar que néo é o sal de NaCl ou
CaClz em si o grande causador reacao inflamatodria local, e sim o ato mecéanico de
introduzir uma agulha no testiculo e também a distenséo da capsula testicular em
consequéncia dessa injecéo. Diferentemente do gluconato de zinco em gatos, onde
autores relatam incémodo apds aplicagdo, em que muitas vezes, € necessario
resgate analgésico (OLIVEIRA et al., 2013), ou em cées, onde ha manifestacdo de
reacoes adversas até 6 dias apos a aplicacdo, comprovando que o sal de gluconato
de zinco tem maior potencial irritativo quando comparado com o CaClz, mas mesmo
assim, apresenta vantagens sobre castracdo cirargica (LEVY et al., 2008). O sal de
CaClz potencializa a destrui¢do tecidual e ndo a reacgdo inflamatoria local constatado
pela diferenca de escore histologico entre os grupos NacCl (30) e CaClz (70).

Mesmo utilizando o mesmo volume e mesma concentracdo de CaClz em um

mesmo animal a resposta tecidual é diferente para cada testiculo;

1.5. CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados nesse experimento conclui-se que a
termografia da area testicular € um método eficiente na avaliacdo da temperatura da
area escrotal de gatos, indicada para diagnéstico, monitoramento e progndéstico de

orquites e epidimites. Este método capta as alteracbes da temperatura de forma
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eficiente e qualitativa, adicionalmente é um método preciso, seguro e traz conforto a
rotina do médico veterinario.
O CacCl2 20% com lidocaina 1% causa reagéao inflamatoria local, porém néo

compromete o bem-estar dos animais e interferiu na espermatogénese em 70% dos

gatos tratados.
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2. ARTIGO 2
EFFECTS OF 20% CACL2 ASSOCIATED TO 0.5% DMSO CHEMICAL
CASTRATION IN TOMCATS: INFLAMMATORY REACTION EVALUATION
BY INFRARED THERMOGRAPHY

EFEITOS DA CASTRACAO QUIMICA cOM CACL2 20% ASSOCIADO AO
DMSO 0,5% EM GATOS: AVALIACAO DA REACAO INFLAMATORIA
COM TERMOGRAFIA

RESUMO

Compostos quimicos quando aplicados no testiculo causam reacéo inflamatéria local
que pode progredir para degeneracao testicular causando reducéo da fertilidade nos
machos. Atualmente, a termografia infravermelha pode ser utilizada com eficiéncia
para monitorar a inflamacgé&o dos testiculos de gatos apds a aplicacdo de substancias
esclerosantes intratesticulares utilizadas como castradores quimicos. O objetivo
deste estudo foi comprovar a eficacia e viabilidade clinica do cloreto de calcio
(CaClz) 20% associado ao dimetilsulfoxido (DMSO) 0,5% como castrador quimico,
apos aplicacdo intratesticular em gatos pelas alteracdes no exame androlégico e
histologia testicular, e avaliar por meio da termografia infravermelha a intensidade da
reacdo inflamatoria. Neste estudo, seis animais receberam uma aplicacdo de
solucéo de CaClz a 20% associado DMSO a 0,5%, por via intratesticular. Os animais
foram submetidos a termografia, mensuragdo testicular, eletroejaculacdo, analise
espermatica e a aplicagdo 0,25mL de CaCl. 20% associado ao DMSO 0,5% em
cada testiculo. Oitenta dias apés a aplicagdo, os gatos foram submetidos novamente
a termografia, mensuracdo testicular, eletroejaculacdo, analise espermatica e
orquiectomia. Posteriormente, foi realizada a andlise histolégica dos testiculos. As
medidas térmicas da area testicular foram realizadas antes (M0Q) e apds a anestesia
(MOA), apos eletroejaculacado (MOE), 10 minutos (M1), 1 (M2) e 6 horas (M3) apos a
aplicacdo da substancia, durante 7 dias consecutivos (M4-10), aos 15 (M11), 30
(M12) e aos 80 dias, antes (M13), ap6s a anestesia (M13A) e apls a
eletroejaculacéo (M13E). Foi constatada azoospermia e reducédo de 50% do volume
testicular apés os 80 dias. No exame histolégico, os testiculos apresentaram
diferentes graus de degeneracdo, necrose, calcificacdo e substituicido por tecido
conjuntivo, além de hiperplasia das células de Leydig em 7/12 testiculos avaliados.
Nenhum gato apresentou aumento significativo da temperatura testicular ou
mudanca comportamental. Pode -se concluir que uma Unica aplicacdo intratesticular
da solugéo de CaClz 20% associado ao DMSO 0,5% promoveu azoospermia aos 80
dias com minimas reacdes adversas, nao interferindo no bem-estar animal; e que a
termografia € uma técnica facil, rapida, objetiva, ndo invasiva e efetiva na deteccéo e
monitora¢ao das mudancas da temperatura testicular de gatos.

Palavras-chave:  Termografia infravermelha. Testiculo. Castracdo Quimica.
Azoospermia. Controle de natalidade
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ABSTRACT

Chemical compounds when inject into the testes may cause inflammation which can
lead to testicular degeneration and reduce male fertility. Infrared thermography can
be used effectively to monitor testicular inflammation after intratesticular injection of
sclerosing substances used as chemical castration. The aim of this study was to
prove the efficacy and clinical viability of 20% calcium chloride (CaClz) associated
with 0.5% dimethyl sulfoxide (DMSO) as chemical castration after intratesticular
injection in tom cats by andrologic exam and testicular histology, and evaluate
inflammatory reaction by infrared thermography. For this, six animals received an
intratesticular injection of CaCl2 20% associated with 0.5% DMSO. Thermographic
image, testicular measurement, electroejaculation, sperm analysis and 0.25 ml
injection of 20% CaCl2 with DMSO 0.5% in each testis was perform. 80 days after the
injection, the cats were submitted again to thermography, testicular measurement,
electroejaculation, sperm analysis and orchiectomy and subsequently, histological
analysis. Testicular area infrared thermography were performed before (MO) and
after anesthesia (MOA) after electroejaculation (MOE), 10 minutes (M1) a (M2) and 6
hours (M3) after the application of the substance during 7 consecutive days (M4-10)
to 15 (M11), 30 (M12) and after 80 days, before and after anesthesia and after
electroejaculation (M13, M13A and MI13E). None of the cats had a significant
increase in testicular temperature or behavioral change. All animals were
azoospermic and had 50% reduction of the total testicular volume after 80 days.
Histologically, the testes showed different degrees of degeneration, necrosis,
calcification and replacement by connective tissue, as well as Leydig cells
hyperplasia in 7/12 of the testes. It can be concluded that a single intratesticular
injection with CaClz 20% solution with DMSO 0.5% cause azoospermia after 80 days
with minimal adverse reactions and do not interfere on animal welfare; thermography
IS an easy technique, fast, objective, non-invasive and effective in detecting and
monitoring the changes in cats testicular temperature.

Keywords: Infrared Thermography. Testes. Chemical Castration. Azoospermia.
Birth Control.
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2.1. Introducao

A preocupacdo com a superpopulacdo com animais errantes é mundial, em
vista dos maus tratos, riscos de zoonoses, vocalizagbes do comportamento
reprodutivo e multiplicacdes indesejadas ocasionando aumento populacional.

Diante dessa realidade, observa-se a necessidade de um programa de
controle populacional eficiente, com um método de castracdo simples e humanitario.
A castracao quimica, pela aplicacdo de agentes esclerosantes intratesticulares, € um
método promissor e € uma alternativa a orquiectomia, por ser menos invasiva, mais
econdbmica e de minimos riscos para o animal (OLIVEIRA et al., 2013).

A aplicagdo de agentes intratesticulares esclerosantes pode promover
infertilidade por meio da reacdo inflamatéria local e peroxidacdo lipidica (JANA,
SAMANTA, 2011).

Pesquisas que relatam a eficiéncia, indicacéo, local de aplicacdo da droga
(intra epididimaria ou intratesticular) e a espécie alvo da castracdo quimica, se
iniciaram ha mais de 30 anos, com o uso da clorexidina (PINEDA; HEPLER, 1981),
zinco em caes (FAHIM et al., 1993; OLIVEIRA et al.,2007), em gatos (OLIVEIRA et
al., 2013), e em urso (BRITO et al. 2011), o CaClz em cées (JANA; SAMANTA, 2007,
SILVA, 2012; LEOCI, 2014ab), em gatos (JANA; SAMANTA, 2011), em coelhos
(MORAES et al., 2011), em cabras (JANA et al.,, 2005) e em bovinos (KOGER,
1978), solucéo hipertonica de cloreto de sédio (20%) em bovinos (ANDRADE NETO,
2014) e em ratos (EMIR et al., 2008), o cloreto de cadmium em cordeiros
(LYMBEROPOULOS et al., 1999), e o 6leo de cravo em cédes (ABU-AHMED, 2013).

Ha disponivel no mercado, varias apresentacdes de gluconato de zinco,
porém diversos paises ndo possuem regulamentacdo para comercializagdo deste
produto (LISSNER, 2013), diferentemente do CaCl. que € um sal, disponivel em
diversos paises. Leoci et al. (2014a) constataram a duracéo a longo prazo da acéo
do CaCl2 20% diluido em etanol 96% e desde entdo ganhou popularidade e a
preferéncia das organizacdes promotoras de campanhas de controle populacional
em massa como a Parsemus Foundation, California, EUA.

Devido a alteracdo no fluxo sanguineo causado pela reacdo inflamatéria,
secundéria a castracdo quimica, h& alteracdo da temperatura superficial escrotal, e a

termografia infravermelha, é eficiente para monitorizacdo da reacdo inflamatéria
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testicular imediata causada pela aplicagcado intratesticular de CaCl. em gatos
(PARANZINI et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi avaliar e monitorar a reacdo inflamatoria
ocasionada pela aplicacdo intratesticular do cloreto de calcio 20% associado ao
DMSO 0,5% utilizando a termogréafia, e comprovar sua eficacia como castrador
quimico por meio do exame androlégico e avaliacdo histolégica das reacdes

testiculares 80 dias apos a aplicacao.

2.2. Material e Métodos
2.2.1. Aspectos éticos

Trata-se de um estudo prospectivo realizado de acordo com 0s principios
éticos de pesquisa em animais e sob a anuéncia da Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UEL) da Universidade Estadual de Londrina — PR, circular 075/2014,

conforme anexo A.

2.2.2. Solugéo de cloreto de calcio
A solucado do cloreto de calcio (CaClz) em concentracdo de 20% em 0,5%
dimetilsulféxido (DMSO) 0,5% foi preparada por laboratério comercial (JA Saude

Animal Ltda, Patrocinio Paulista, SP, Brasil).

2.2.3. Animais e Local

Foram utilizados seis gatos machos, adultos, sem raca definida, com peso
variando de 3,2 a 4 Kg (3,6 + 0,41 Kg), provenientes de ONGs. Os animais foram
alojados em gatil por 15 dias, alimentados com racdo premium duas vezes ao dia,
com agua a vontade.

O experimento foi realizado de julho a outubro de 2015, no Parana, Brasil
(23° 08'47" sul e 51° 19'11" oeste), periodo de inverno e primavera, em clima
subtropical imido mesotérmico, com chuvas o ano todo e temperatura média anual
de 20 °C, com a maxima registrada para esse periodo de 37,4°C e a minima de 9°C
(Fonte: IAPAR, 2015).
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2.2.4. Grupo experimental

Os animais foram submetidos a termografia, mensuracéo testicular, analise
das espiculas penianas, eletroejaculacdo e a aplicacdo de 0,25mL de CaCl: 20%
associado ao DMSO 0,5% em cada testiculo. Oitenta dias apos a aplicacédo, os
gatos foram submetidos novamente a termografia, mensuracdo testicular, analise
das espiculas penianas, eletroejaculacéo e orquiectomia. Os testiculos foram fixados
em formol tamponado durante 24 horas e preservados em alcool 70°.

Para realizacdo dos procedimentos, os animais foram submetidos a jejum
sélido de 8 horas e hidrico de 6 horas. A anestesia foi realizada com cetamina (12
mg/Kg - Dopalen®, Ceva, Brasil) associado a medetomidina (30ug/Kg — Dorbene
vet®, Zoetis, Francga), intramuscular. Quando necessario, foram realizadas doses
complementares com cetamina (4 mg/Kg - Dopalen®, Ceva, Brasil), intravenosa. No
dia da aplicacdo do castrador quimico, as anestesias foram revertidas com ioimbina
(Img/Kg, farmacia de manipulacdo, Drogavet, Brasil), ap6s o procedimento. A
analgesia, nas duas fases do experimento, foi realizada com a aplicacdo do
meloxicam (0,2mg/Kg, Maxican®, Ourofino, Brasil).

Os parametros vitais como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria,
coloracdo de mucosa, tempo de perfusédo capilar, intensidade de pulso e presséo
arterial, foram monitorados durante todo procedimento, que teve duragéo de 40 a 60

minutos.

2.2.5. Termografia Infravermelha

As avaliacGes termogréficas foram realizadas com termégrafo Flir® (modelo
T440, Boston, EUA) ap0s contencao fisica e/ou quimica dos animais.

A avaliacdo termografica foi realizada sempre a mesma distancia dos
testiculos (60 cm). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada a 23°C e repouso em gatil, por pelo menos 10 horas antes de cada
afericdo termografica, seguindo recomendacdes de Ring e Ammer (2000).

As avaliacbes fotograficas da éarea testicular foram realizadas com os
animais em decubito dorsal em 18 momentos, sempre no mesmo horario (entre 9 e

10 horas da manhd) e conforme os momentos especificados na Quadro 1.
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Quadro 1. Momentos das afericdes termograficas antes e apos a aplicacado do CaClz
com DMSO 0,5% intratesticular.

DIAO DIA 80
Antes Apos Apos 10 1 6 Dia 1° a0 7° Dia Dia | Antes | Apos Apos
Anest. Anest. EEJ min hora | horas 15 30 Anest. | Anest. EEJ
MO MOA MOE M1 M2 M3 M4 - 10 M11 M12 M13 M13A | M13E

* Anest. — anestesia; EEJ — eletroejacula¢do; min — minuto.

Para comparacdo da temperatura da area testicular apés a aplicacdo do
farmaco intratesticular, cada animal foi seu proprio controle, por meio da temperatura
aferida antes da anestesia (M0). As imagens termograficas foram armazenadas em

computador e avaliadas no Flir quick report software® (2009).

2.2.6. Biometria testicular

Foram medidos o comprimento (C), largura (L) e espessura (E) de cada
testiculo, antes da aplicacdo (MO0), aos 30 dias (M12) e aos 80 dias ap6s (M13),
utilizando paquimetro digital de ago inox (Kobalt®, modelo 53247, Carolina do Norte,
EUA).

Para o calculo do volume testicular de cada animal, foi aplicada a formula:
volume testicular (VT) = 3/4 x m x C/2 x L/2 x E/2. O calculo do volume testicular total
(VTT) foi realizado pela somatdria das medidas do testiculo direito com esquerdo e o

resultado apresentado em cm?, conforme Tebet (2004).

2.2.7. Colheita de sémen

A colheita de sémen foi realizada por eletroejaculacédo. Apos a anestesia, e
previamente aos estimulos, o pénis foi exposto para cateterizacdo uretral com
cateter 24G acoplado a um microtubo de polipropileno, com tampa de superficie
plana de 1,5 mL. Os estimulos elétricos foram produzidos por um eletroejaculador
digital (Eletrojet®, Eletrovet® - Brasil) acoplado a uma probe transretal (1 cm de
diametro e 12 cm de comprimento) com dois eletrodos longitudinais de 3 cm de
comprimento, dispostos ventralmente separados por 0,5 cm de distancia que foram
posicionados no reto logo acima da prostata. O protocolo de estimulos elétricos
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aplicado foi sugerido por Howard et al., (1990), modificado, conforme Figura 1. A

duracdo de cada estimulo elétrico foi de 10 segundos.

12 série

10 10 10

2V 2V 3V

28 série

10 10 10 10 10

-I 5nﬂn.| I

3v 3V 4v 4V 4v

Hq 5 min.

33 série

Figura 1. Sequéncia de séries, quantidade e voltagem dos estimulos utilizados no

protocolo de eletroejaculacdo para colheita de sémen dos gatos.

2.2.8. Avaliacédo do sémen

Os ejaculados foram avaliados para volume, parametros cinéticos e

morfologia espermatica. Os parametros cinéticos e concentracdo, foram avaliados

pelo CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer, Hamilton-Thorne IVOS, Beverly,

MA, USA), previamente ajustado para sémen felino de acordo com o setup, e tipo de

camara evidenciado na Quadro 2. As alteracbes morfologicas foram avaliadas em

esfregacos corados (POPE et al.,1991) pela leitura de 100 células em microscopio

optico no aumento de 1000x e classificadas em defeitos maiores e menores.

Quadro 2: Setup utilizado para espécie felina no CASA*.

Parametro Unidade Parametro Unidade

Fotos por segundo (Hz) 60 Motilidade Progressiva (%) 50
Numero de fotos 30 VAP (u/s) 70
Contraste min. 40 STR (%) 80
Tamanho min. celular (pix) 4 VAP de corte (/s) 30
Tamanho celular (pix) VSL de corte (W/s) 20
Intensidade celular 50 Temperatura (°C) 35

Motilidade (%) 70 Céamara utilizada Cell- VU**
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* Hamilthon — Thorne Computer — Aided Semen Analyser (CASA), Verséo 10 Ivos
(HTR — IVOS Analyser, Hamilthon Thorne Research, Bervely, MA, USA) ** DRM—
650 Cell-VU slides, Millennium Sciences Inc., Nova York, EUA.

2.2.9. Aplicacao intratesticular do cloreto de calcio

A aplicacdo foi realizada com seringa de 1 mL e agulha hipodérmica de
27G%. A agulha foi inserida pela regido distal (ventro caudal) do testiculo,
lateralmente a cauda do epididimo, até a regido cranial do testiculo. A substancia foi
vagarosamente depositada, por toda extensdo longitudinal testicular, conforme a
retirada da agulha, de modo infusional. O volume administrado foi de 0,25mL em
cada testiculo (JANA e SAMANTHA, 2011). Para aplicacdo da solucéo, foi feita

antissepsia prévia do escroto, com clorexidina alcodlica.

2.2.10. Avaliacdo comportamental relacionada a dor

Todos os animais foram mantidos em um gatil institucional por 15 dias para
avaliacdo clinica e termografica. Diariamente foi realizada palpacado dos testiculos
para sinais de desconforto e avaliacdo da dor. Durante esse periodo, foram
avaliados atitude geral, postura, vocalizagcdo, capacidade de interagir com o
ambiente, apetite, caracteristica da pele escrotal, e alteracbes do tegumento
escrotal. Mesmo nao pontuando, os itens comportamentais foram avaliados
conforme sugerido pela escada validada para dor em felinos de Brondani et al.
(2012).

2.2.11. Orquiectomia
Apos 80 dias da administracdo intratesticular do CacClz, todos os gatos foram
submetidos a orquiectomia. Foi realizada a técnica de incisdo escrotal e utilizacdo
das duas pingas, com ligadura do corddo espermatico com fio inabsorvivel 3-0.
Todos os animais receberam aplicacdo de 30 mg/Kg de cefazolina por via
intravenosa durante o procedimento cirargico, e 25mg/Kg de dipirona, a cada 8
horas, por via oral durante 3 dias. O curativo na ferida cirtrgica foi realizado uma vez

ao dia, por 7 dias, com clorexidina spray.
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2.2.12. Avaliacao histologica dos testiculos

Os testiculos foram seccionados longitudinalmente e fixados em formol 10%
tamponado por 24 horas. Apos, foram imersos em etanol 70% e processados por
laboratorio comercial. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina e
avaliadas em microscopio otico.

Para esta avaliacéo, foi considerado degeneracéo, atrofia e necrose tecidual,
a substituicdo por tecido conjuntivo e o grau de inflamacédo, do espaco intersticial,
células de Leydig e tubulos seminiferos/Sertoli. Para avaliacédo, foi desenvolvido um
escore de lesdo tecidual para o testiculo, conforme Tabelas no anexo 3. As lesdes
receberam escores de acordo com sua extensao, que variou 0 a 3 com valor maximo
de 30 por tecido avaliado (0: sem alteracdo; 1. <20%; 2: 20 a 50%; 3: >50%)

metodologia proposta por Gerez et al. (2015), modificada.

2.2.13. Andlise estatistica

Os dados foram analisados no programa R versdo 3.2.2, foi aplicado teste
de normalidade Shapiro — Wilk. Foi utilizado o teste T para amostras com
distribuicAio homogénea, e Wilcoxon para amostras com distribuicdo né&o
homogénea, com nivel de significancia de 5%, p<0,05 considerado para o volume
testicular e avaliacdo termografica antes e apés as aplicacdes intratesticulares. Os
resultados da avaliac&o histologica foram descritos de acordo com a frequéncia dos

achados.
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2.3. Resultados
2.3.1. Avaliacao termogréfica

A temperatura média aferida dos testiculos no MO, M1 e M3 foram 30,15°C,
27,48°C e 29,81°C respectivamente (Figura 2). Os resultados das afericoes
encontram-se dispostos na Grafico 1. Nao houve aumento significativo da
temperatura da area testicular, porém houve queda da temperatura com diferenca
estatistica nos M1 e M2 (p=0,03).
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*Importancia estatistica no momento avaliado em relag&o ao controle MO (p<0,05).
Gréfico 1: Média da temperatura em graus celsius da area testicular dos seis gatos
medida nos 18 momentos avaliados antes e apds a aplicacdo intratesticular de
CaCl2 20% e 5% DMSO

Figura 2: Imagem térmica da éarea testicular de gatos, aferidos nos momentos MO

(A), M1 (B) e M3 (C) na paleta de cores quentes do termégrafo.
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2.3.2. Biometria Testicular
Os resultados encontram-se dispostos na Tabela 1. Além de reducdo do

VTT no M13, também foi constatada maior consisténcia tecidual.

Tabela 1: Volume testicular total (VTT) em cm?, nos diferentes momentos (M0, M12
e M13) e a porcentagem de reducdo 80 dias ap0Os a aplicacdo de CaCl2 20% com

DMSO 0,5% intratesticular em seis gatos.

ANIMAL VTT MO VTT M12 VTT M13  Diferenca % reducao
Entre MO
e M13
1 1,02 0,68 0,6 0,42 41,0%
2 1,19 0,59 0,53 0,66 55,5%
3 1,13 0,62 0,49 0,64 56,6%
4 2,17 1,31 1,22 0,95 43,8%
5 1,68 0,88 0,81 0,87 51,8%
6 1,3 0,78 0,58 0,72 51,4%
VTT 1,4+0,432 0,81+0,26° 0,7+0,27° 0,7 50,0%
Médio

Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os dois parametros medidos.

2. 3.3. Avaliagédo do sémen

O volume médio de ejaculado produzido em pL MO foi 15£10 e em M13
6,2+2,0. Essa diferenca, ndo apresentou importancia estatistica (p=0,07). No MO a
concentracdo do ejaculado foi 56,3 + 21,4 x10° de espermatozoides/mL, motilidade
total de 65,2+32,6% e motilidade progressiva 44,3+23,2. Ao M13, todos o0s
ejaculados foram azoospérmicos.

Nenhuma amostra de sémen foi contaminada por urina.

2.3.4. Avaliacao da clinica geral e da dor

Duas a trés horas apoOs retorno da anestesia, 0s animais jA estavam se
alimentando e ingerindo agua. A palpacao testicular foi realizada durante sete dias
consecutivos (M4-10), aos M11, M12 e M13, e 0s animais mostraram-se bem
tolerantes e calmos durante o procedimento. Todos o0s gatos apresentaram
testiculos firmes a palpacdo apos a aplicacdo intratesticular com retorno da
consisténcia fibroelastica apos trés a cinco dias. Atrofia testicular comecou a ser

notada a partir do décimo dia de forma progressiva até 80 dias.
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Durante 15 dias consecutivos, os animais foram avaliados para alteracoes
comportamentais que indicassem dor. Todos o0s animais apresentavam-se
responsivos ao ambiente, ativos, sem alteracdes de atitude/agressividade, ou perda
de apetite. Apds retornarem para seus cuidadores, alguns relataram que os gatos
estavam mais calmos e caseiros.

Durante todo experimento, ndo foram observadas alteracbes no escroto,

como sensibilidade a compressdo manual ou dermatite.

2.3.5. Andlise histolégica do testiculo

Na avaliacdo histopatoldgica foram identificadas diferentes lesdes e graus de
severidade nos testiculos, tanto direito quanto esquerdo. Sete testiculos avaliados
apresentaram hiperplasia das células de Leydig, sendo que em cinco, nenhuma
outra alteracdo no tecido intersticial foi observada. Os resultados, conforme a
frequéncia absoluta dos achados histologicos para os testiculos analisados,
encontram-se na Tabela 2.

Os escores obtidos entre os tecidos avaliados foi variavel e néo foi
correlacionado com o tamanho do VTT. Em um mesmo animal, a mesma dose e
volume, induziram a respostas teciduais diferentes. O escore total para o grupo foi
75. Escores individuais estao listados no Apéndice C.

Tabela 2. Frequéncia absoluta dos escores das lesdes histologicas encontradas 80

dias apds a aplicacdo de CaClz 20% com DMSO 0,5% intratesticular em gatos.

TS e Sertoli Tec. Intersticial
e Leydig
Deg Nec Calc Conj Infla Calc Conj
Normal 0 1 2 2 9 6 6
<20% 2 5 10 5 3 6 6
20-50% 2 6 0 5 0 0 0
>50% 8 0 0 0 0 0 0
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2.4. Discusséo

Este é o primeiro estudo que utiliza o DMSO 0,5% associado ao CaClz 20%
como castrador quimico em gatos, que se mostrou eficiente em causar azoospermia
em 100% dos animais tratados, 80 dias ap0s sua aplicacdo. A escolha do CaCl2 se
deu devido a disponibilidade e acesso no mercado, a facilidade em manipulacdo e
custos, ja que o intuito é utilizar em programas de controle populacional em massa.
A associacdo com DMSO foi devido a experiéncia prévia deste grupo de estudo
(manuscrito em preparacdo), em gue a associacdo com lidocaina nao foi eficiente
em promover azoospermia em gatos e a relatos atuais em que a associagdo com
esclerosantes intratesticulares reduzem reacdes locais indesejaveis. O DMSO além
de ser um 6timo solvente (SANTOS, 2003), possui caracteristicas como a habilidade
em penetrar membranas bioldgicas e, acdo anti-inflamatéria e analgésica (JACOB e
HERSCHLER, 1986; JACOB e WOOD, 1967). Autores tem explorado a castragao
guimica com CaClz em diferentes mamiferos e obtido variados graus de sucesso. Os
veiculos utilizados normalmente na formulacdo destas solucbes de CaCl: é a
solucdo salina (JANA et al.,, 2005; JANA; SAMANTA, 2006), lidocaina (JANA;
SAMANTA, 2011; LEOCI et al., 2014b), bupivacaina (MAORAIS et al, 2011) e etanol
96% (LEOCI et al., 2014a).

Apés a aplicagcdo do CaClz 20% com DMSO 0,5% intratesticular, houve
aumento da consisténcia deste orgao por até 24 horas, devido ao aumento da
pressdo causada pela injecdo do liquido no testiculo. Esse aumento imediato da
consisténcia também é citado em estudos com a aplicagdo de CaClz 5, 10 e 20% em
gatos (JANA; SMANTA, 2011), 10, 20 e 40% em cabras (JANA et al.,, 2005), em
caes 10, 20, 30 e 60% (LEOCI et al.,, 2014b); comprovando sua relacdo com o
volume injetado e ndo ao tipo ou concentracdo da substancia. Neste estudo, em
menos de 24 horas, 0s testiculos haviam voltado ao tamanho anterior, porém com
consisténcia mais tenra.

Mesmo relatado na literatura que o edema testicular pode ser notado dentro
das 24 horas apds a aplicacdo intratesticular, resultando em dor secundéaria a
distensdo, e pode perdurar por 7 a 15 dias (KUTZLER e WOOD, 2006), nesse
experimento 0s animais ndo exibiram comportamento que denotasse dor, apos
retorno da anestesia e durante os 15 dias de avaliacdo, provavelmente, devido a

acao antinflamatoria e analgésica do meloxican, e do DMSO, apresenta meia vida de
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24 horas, porém sua acdo perdura devido a producdo de seu metabdlito dimetil-
sulfona (DMSO2), que demora em torno de 96 horas para ser eliminado (LAYMAN;
JACOB, 1985). Adicionalmente, através da termografia, ndo foi verificado aumento
significativo da temperatura testicular que ocorre em reacao inflamatoria.

Foi feita avaliacdo comportamental diaria desses animais para detectar
sinais de dor; como alimentacéo, interagdo com ambiente, postura, movimentacao,
agressividade, palpacao do local, entre outros. Nenhum animal apresentou sinais de
dor. Quanto a palpacdo dos testiculos, os animais se mostraram confortaveis e
tranquilos ao procedimento, diferentemente de Moraes et al. (2011) que relataram
gue coelhos tratados com CaClz 40% com bupivacaina 0,75% nao apresentaram
alteracdo comportamental que denotassem dor, analisado por video, porém, alguns
manifestaram dor a palpacao.

Para realizacdo do exame termografico com intuito de minimizar
interferéncias e evitar erros de interpretacdo foi necessario estabelecer protocolo
clinico. Para isso, os animais foram recebidos no gatil climatizado a 23°C, 24 horas
antes do inicio e mantidos por 15 dias. Para a tomadas das medidas em M12 e M13,
os animais foram recebidos no gatil a 23°C, 12 horas antes, para aclimatacéo, e
estabelecido horéario (entre 9 e 10 horas da manhd), para minimizar a interferéncia
da oscilacdo da temperatura didria de cada animal, sobre a medida termogréfica. Os
animais ficaram confinados em gaiolas por pelo menos 40 minutos antes das
afericGes para evitar que fossem feitos esforcos fisicos no momento da captura, o
que poderia ativar o metabolismo do animal, elevando sua temperatura corporal, e
para evitar contato com superficies frias, como o chéo.

A gueda da temperatura no M1 ocorreu, devido a temperatura da substancia
injetada estar em temperatura ambiente (23°C). No M2, a temperatura diminuida foi
devido a potencializacdo do CaCl: pelo DMSO que levou a constricdo temporaria
das arteriolas. Embora ndo seja comum esse tipo de resposta a lesdo tecidual,
quando ocorre, muitos capilares que antes transportavam 0 sangue, entram em
colapso, em decorréncia de uma diminuicdo do fluxo e da presséo hidrostatica
capilar ocasionando lesdo tecidual por andxia (RINGLER, 2000). Em estudo
semelhante realizado por essa mesma equipe, essa queda também é notada em
M1, com importancia estatistica, apos a aplicacdo de NaCl 0,9% e CaCl2 20% com

lidocaina 1% nos testiculos dos gatos, porém, neste mesmo experimento, a
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temperatura no M2 (1 hora apds a aplicacdo das substancias) voltou a subir, ndo
apresentando importancia estatistica (manuscrito em preparacéo).

No exame fisico ndo foram notados sinais clinicos de inflamacéo (dor, rubor,
calor, aumento de volume) nos momentos aferidos, comprovando e validando a
eficiéncia da termografia infrevermelha que ndo acusou aumento significativo das
temperaturas aferidas da area testicular. Esta técnica foi eficiente em detectar as
oscilacbes das temperaturas locais, que se mantiveram praticamente estaveis entre
M5 — 13, e proporcionou uma avaliacdo mais objetiva da reacéo inflamatoria.

Na biometria testicular, notou-se reducdo de 50% do tecido testicular.
Resultados semelhantes foram obtidos por Leoci et al. (2014a; 2014b) em céaes
tratados com CaClz 10, 20, 30 e 60% associado a lidocaina 1% e CaClz 20% com
etanol 96%. Adicionalmente, foi observada reducdo das espiculas penianas
testosterona dependente em todos os animais, sugerindo que houve reducdo da
testosterona sérica, como o comprovado em estudo com uso de CaCl2 20% com
lidocaina 1% em gatos (JANA; SAMANTA, 2011).

Na orquiectomia, foi notado que nenhum animal apresentou aderéncia do
testiculo na tunica vaginal. Em um estudo realizado por essa mesma equipe
(manuscrito em preparagédo), os animais que receberam injec&o intratesticular de
CaCl2 20% associado a lidocaina 1%, tiveram aderéncia do testiculo a tdnica, notado
no momento da orquiectomia, 60 dias ap0s a aplicacdo. A acéo anti-inflamatoria e
analgésica do DMSO e, a capacidade de interferir na sintese de colageno (JACOB e
HERSCHLER, 1986; JACOB e WOOD, 1967), contribuiu para diminuicdo das
reacOes adversas indesejaveis como edema, dor, e provavelmente para que nao
houvesse aderéncia do testiculo a tunica vaginal. Outras reacfes adversas que
poderiam ser causadas pelo uso do DMSO foram minimizadas, devido a baixa
concentracéo (0,5%) utilizada.

Ao exame histologico do testiculo foram observadas alteracfes severas dos
TS em todos os testiculos e lesdes no tecido intersticial e células de Leydig de 50%
dos animais tratados. Jana e Samanta (2011) descrevem resultados semelhantes
para as alteracdes histopatolégicas encontradas nos testiculos dos gatos tratados
com CaClz2 5, 10 e 20%. Também, foi notado hiperplasia das células de Leydig 80
dias apo6s a aplicagao intratesticular do CaClz 20% com DMSO 0,5% em sete

testiculos avaliados, embora cinco ndo tenham apresentado qualquer alteracdo no
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tecido intersticial visivel a microscopia 6tica, todos apresentaram diferentes graus de
lesdo no TS e células de Sertoli. Justifica-se que apos a lesédo testicular, ha
proliferacdo compensatoéria das células de Leydig (VANNUCCHI et al., 2015) devido
alteracdo das relacdes paracrinas entre as células de Sertoli e Leydig, pela perda
das células germinativas e atrofia testicular (FOSTER et al., 2001), a fim de
reestabelecer a producéo da testosterona (JONES et al., 2000).

Para aplicagdo do CaCl. com DMSO, foi realizada anestesia como método
de contencao, para facilitar a aplicacédo e evitar extravasamentos, e para colheita de
sémen por eletroejaculacdo (EEJ). Mesmo a dose de medetomidina (30ug/Kg)
sendo menor que a relatada na literatura (100 pg/Kg) (FILLIERS et al.,, 2010) em
associacdo com a cetamina, foi efetiva em proporcionar relaxamento adequado e
analgesia permitindo realizar o protocolo de eletroejaculacdo, que durou
aproximadamente entre 40 a 60 minutos por animal. O protocolo anestésico
instituido foi seguro, sem alteracdo dos parametros fisiologicos aferidos, exceto
vasoconstricdo temporaria, minutos apos a sua aplicacdo o que levou a coloragéao
arroxeada da mucosa peniana.

Embora o experimento tenha sido realizado no final do inverno e inicio da
primavera, pode-se observar na avaliagdo seminal antes da aplicacao do CaCl2 com
DMSO que cinco dos animais apresentaram parametros de fertilidade dentro do
considerado normal para espécie (PUKAZHENTHI et al., 2006), sendo que apenas
um animal apresentou teratospermia. Aos 80 dias, notou-se acentuada queda do
volume seminal produzido, e a avaliacdo espermatica revelou azoospermia em todos
0s animais do grupo experimental comprovando a influéncia do CaClz 20% e DMSO
0,5% na producdo espermatica. Jana; Samanta (2011), relatam diminuicdo na
contagem de células espermaticas em gatos 60 dias apds a aplicacdo de CacClz (5,
10 e 20%) com lidocaina 1%. Leoci et al. (2014b) relatam queda no volume
espermatico em cées tratados com CacClz 10, 20, 30 e 60% com lidocaina 1%, sem
importancia estatistica, oligoespermia em animais tratados com CaCl> 10% e
azoospermia nas concertacdes 30 e 60%. Todos os caes tratados com as diferentes
concentracbes de CaClz, tiveram reducdo de 50% do VTT. Com relacdo a
diminuicdo da testosterona, todos os animais voltaram a aumentar 12 meses apoés a

aplicacao, exceto no grupo tratado com CaClz 60%.
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Leoci et al. (2014a) sugerem que CaClz nas concentracfes de 10, 20 e 30%
associado com lidocaina 1% tem carater reversivel, 6 meses apdés a aplicacédo
intratesticular, e que quando CaClz associado a outra substéncia que potencializa
sua acao, como o etanol 96%, a destruicdo causada no parénquima testicular é
irreversivel, conferindo esterilizacdo permanente nesses animais. As altera¢cdes
causadas pelo DMSO nesse experimento, foram tdo intensas como a do etanol no
estudo citado acima, porém, este experimento teve duracao de 80 dias. Comparando
os resultados de Leoci et al. (2014a; 2014b), acredita-se que o DMSO pode causar
lesbes testiculares duradouras, levando o0s animais tratados a esterilidade
permanente.

N&o foi notada dermatite escrotal em nenhum animal, apos a aplicacéo
intratesticular do CaClz 20%, contraditoriamente ao que tem sido notado quando
utilizado gluconato de zinco (OLIVEIRA, et al., 2012). Adicionalmente, os animais
ndo apresentaram sinal clinico sistémico apds a administracdo do farmaco.

A castracdo ndo cirirgica em cdes e gatos, tanto permanente como a
reversivel, € uma opcao que merece atencdo do mercado pet, com grande potencial
devido ao grande numero de animais existente no mundo. As pesquisas em
castragdo quimica sdo destinada principalmente as ONG e Agéncias
Governamentais comprometidas com o controle de animais errantes, porém,
proprietarios de animais de estimacdo cada vez mais esperam novas opc¢des do

mercado para o controle da fertilidade de seus animais.

2.5. Concluséo

O CaClz 20% com DMSO 0,5%, em uma unica aplicacdo, quando
administrado intratesticular, € eficiente em interromper a fertiidade em machos
ocasionando azoospermia e suprimindo a producdo da testosterona sérica por 80
dias. Por isso é considerado uma excelente alternativa a orquiectomia, a ser
empregada nos programas de controle de populacdo em massa.

Pelo método da termografia, foi possivel concluir que esse composto
quimico causa minimas reacdes inflamatérias, ndo comprometendo o bem estar

animal.
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Anexo A: Parecer do comité de ética.

“L Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 075/2014 Londrina, 26 de Maio de 2014

Prezada Pesquisadora,

A CEUA/UEL reunida em 11 de Dezembro de 2013 avaliou o protocolo do projeto de
pesquisa intitulado “Avaliagdo termografica da reacdo inflamatéria ocasionada pela
administragdo intratesticular do cloreto de céalcio como método de esterilizagdo em
gatos”, registrado sobe o processo CEUA n° 29850.2013.38, pesquisa do Centro de
Ciéncias Agrarias, desenvolvido sob sua responsabilidade. Apds termos recebido e
analisado os aspectos metodoldgicos solicitados, bem como a documentagéo referente ao
processo ter sido devidamente assinada pela coordenadora do projeto, a CEUA/UEL
aprovou o projeto para execugdo entendendo-se que os principios éticos postulados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal estdo respeitados.

Serdo utilizados 12 gatos machos de 2-6 anos de idade e 1-6 kg. O objetivo deste
projeto & investigar através da termografia as alteragbes ocasionadas pela castragéo
quimica por cloreto de célcio intratesticular-em gatos. Os gatos serdo divididos em dois
grupos, os que receberdo cloreto de calcio e os que receberdo salina como controle do
procedimento. Em especifico, sera verificada a eficacia da injegdo intratesticular de cloreto
de cdlcio na concentragédo de 40%; a reagéo inflamatéria imediata induzida pela castragéo
quimica através da termografia testicular; os niveis de testosterona antes e apds a aplicagdo
do cloreto de calcio; e alteragdes histolégicas do testiculo, apés 60 dias da castragdo
quimica. Os protocolos experimentais estdo aprovados para execucao em 24 meses.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragbes no protocolo de
pesquisa aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL
anteriormente a execucgéo das modificacdes.

Coloco-me a disposigdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria.
Sem mais para o momento, subscrevo, cordialmente,

L(jajlg‘\ci;(f,q “o- . ﬁi/b’l{ Nl
Prof. Dr. Waldicel Aparecidg\Verri Junior
Coordenador da CEUA/UEL

llma. Sra.

Profa. Dra. Maria Isabel Mello Martins

Coordenadora do Projeto

Departamento de Clinicas Veterinarias

Centro de Ciéncias Agrarias

Com copia para Sra Egle Maria de Sousa (Chefe da DCA/PROPPG), Diretor(a) do Centro
de Ciéncias Agrarias e Diretor(a) do Hospital Veterinério
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Apéndice A: Volume aferido de cada testiculo em cm?® do experimento 1; Grupos
NaCl e CaClz; e do experimento 2; CaCl2 com DMSO 0,5%, antes e apos a
aplicacéo intratesticular, e a porcentagem de reducao de cada testiculo.

Grupo CaCl, e Lidocaina 1%

ANIMAL VT DIREITO VT ESQUERDO
MO | M13 | %red | MO | M13 | % red
1 1,02 | 0,58 | 43,2 | 1,06 | 0,53 50
2 0,49 1 -50 | 0,60 |1,05| -75
3 1 |0,27 73 0,94 | 0,29 | 69,2
4 0,29 | 0,29 0 0,36 | 0,31 | 13,9
5 0,45 | 0,24 47 0,49 | 0,14 | 71,5
6 0,60 | 0,68 | -13,4 | 0,46 | 0,92 | - 100

Grupo NaCl

ANIMAL VT DIREITO VT ESQUERDO

MO | M13 | %red | MO | M13 | % red
1 0,93 | 0,53 43 0,80 | 0,97 | -21,3
2 1,23 | 0,75 39 2,1 10,85 60
3 0,40 | 0,52 | -30 | 0,54 |068| -26
4 031|030 | -3,2 |034|059|-73,5
5 0,91 | 0,62 | 31,9 | 0,90 | 0,74 18
6 0,86 | 0,58 | 32,5 | 0,71 | 0,85 | -19,7

Grupo CaCl,e DMSO 0,5%

ANIMAL VT DIREITO VT ESQUERDO

MO | M13 | %red | MO | M13 | % red
1 0,54(032| a4 0,50| 0,30 40
2 0,53|0,25| 53 0,67|0,28| 59
3 0,58 0,26| 55 0,55|0,23| 59
4 1,22 0,58| 53 0,95|0,64| 33
5 0,64|0,54| 15 1,04| 0,27| 74
6 0,69|0,29| 58 0,69 0,28 | 60




Apéndice B: Ficha utilizada para classificacao histologica das lesdes testiculares
apos a aplicacgéao intratesticular de substancias

esclerosantes. ID. ANIMAL
TESTiCULO D
ARQUITETURA TECIDUAL TS / SERTOLI
TUBULOS SEMINIFEROS / SERTOLI DEGENERACAO
INTERSTICIO / LEYDIG
NECROSE
- CALCIFICACAO
DEGENERACAO 0|0
1 | <20% TEC. CONJ
2 | 20-50%
0,
3 |>50% INF. INFLAMA
NECROSE 0 10 TIPO INFILT
1 | <20%
2 | 20-50%
3 | >50%
- INTERS/LEYDIG
CALCIFICACAO 0|0
0,
1 | <20% DEGENERACAO
2 | 20-50%
0,
3 | >50% NECROSE
SUBSTITUICAO POR 0|0 =
TEC. CONJ. 1 | <20% CALCIFICAGAO
_ 0,
2 | 20-50% TEC. CONJ
3 | >50%
INFILTRADO 0|0 INF. INFLAMA
INFLAMATORIO 1 | <20%
—_— TIPO INFILT
2 | 20-50%
3 | >50%
TIPO INFILTRADO Monomorfo
Polimorfo
Mastocito
Eosinofilo
Misto
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Apéndice C: Escore da avaliacao histologica dos testiculos dos gatos 60 dias apos
aplicacéo intratesticular de NaCl 0,9%, CaCl2 20% com lidocaina 1% e 80 dias apos
a aplicacao de CaCl2 20% com DMSO 0,5%.

EXPERIMENTO 1 GRUPO NACL GRUPO CACL:
ID / ALTERAGOES 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5
HISTOLOGICAS
TESTiICULO | D ([E|(D|E|D|E|D|E|D|E|D|E(D|E|D|E|D|E|D|E|D|E
TS/SERTOLI
DEGENERAGAO | 2 (2|2 |21 |3 |2 |3 22|22 |1|2|2|1|1|2|3 |3 |2 |2|3]|1]2
NECROSE ofofl1|/0|1]|0|1|1|2|2]|0|O0f2|1|2af2|lOo|21|3|2]|3|3]|0]1
CALCIFICACRAO | 0 |O0|0|O0|O0|O0O|O|O|O|O|O|O|21|21|0|O|O|O| 2|2 |2]2]0]1
TEC. CONJ. o|lolo|jo|o|o|o|Oo|O|O|O|O|2|1|lO0flO0|lO| 1|3 |2]|2|2]|0]1
INF. INFLAM. o|olo|lo|o|o|o|Oo|O|O|O|O|O|O|OfO|O|O|2|2]|]0|O0O]|O]|O
TEC. INTERST/LEYDIG
DEGENERACAO | 0 (0O |0|1|0|0|Of|O|O|O|O|O|O|O|O|O]|OF|oO 0| o0
NECROSE o|(olo|jo|o|o|O0OfO|2|2|0|O0O|O|O|O|O|lO|O|O|O|O|O
TEC. CONJ. o|(olo|jo|o|o|0OfO|2|2|0|O0O|O|O|O|O|lO|O|O|O|O|oO
HIPERP. CELS. =+ |+ ++ ++
DE LEYDIG
ESCORE INDIVIDUAL 2 (23|14 |2|4 (33|41 |2|5|4|2|2|2|5]13]12|9 |10
ESCORE GRUPO 30 70
EXPERIMENTO 2 GRUPO CACL: 20% COM DMSO 0,5%
ID / ALTERAGCOES HISTOLOGICAS 1 2 3 4 5 6
TESTICULO | D E D E D E |D| E|D|E|DJ|E
TS/SERTOLI
DEGENERACAO 3 2 3 3 3 3 3 (3|11 (1|23
NECROSE 2 2 1 2 2 1 211|111 |21|0
CALCIFICACAO 1 1 0 1 1 0O [1]|1]|1|1]1]1
TEC. CONJUNTIVO 2 2 0 2 2 0 2 (1)1 (1(|1}1
INFILT. INFLAMATORIO 0 0 0 1 0 0O |0|O0O|O|O|1]1
TECIDO INTERSTICIAL/LEYDIG
CALCIFICACAO 1 1 0 0 0 0 1|11}1)1]|0/|0
TEC. CONJUNTIVO 1 1 0 0 0 0 111711 0]0
HIPERP. CEL. DE LEYDIG | +++ | +++ | +44 | +4+ | +++ | +++ | - | - | - | - | + | -
ESCORE TOTAL 8 7 4 9 8 4 8|6 |4 (4|76
SOMA DOS ESCORES 75
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Apéndice D. Dose do CaCl: (mL/cm3) aplicado e a porcentagem de reducdo do volume

testicular.

CaCl;20% + Lidocaina 1%

CaCl,20% + DMSO 0,5%

Dose: ml/cm 3

% de reducao

Dose: ml/cm 3

% de reducao

0,24
0,25
0,25
0,27
0,42
0,42
0,50
0,51
0,54
0,56
0,69
0,86

50
-50
50
69,2
-75
47
43,2
71,5
- 100
0
13,9
73

0,20
0,25
0,26
0,36
0,36
0,37
0,39
0,43
0,45
0,46
0,47
0,5

53
74
33
58
60
59
53
55
59
41
53
40

N&o houve correlacdo entre a dose injetada e a porcentagem de reducao (p>0,05).





