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Resumo

No Brasil e no mundo ainda nao existem politicas publicas com diretrizes
oficiais para o controle populacional de cdes e gatos ndo domiciliados (errantes).
No Brasil, isto faz com que muitos municipios negligenciem esse tipo de acdo. A
expansao da nanotecnologia aumentou o0 uso de nanomateriais nos procedimentos
e pesquisas biomédicas e, consequentemente, a sua interagdo com organismos
vivos. Modelos in vivo e in vitro ja foram propostos para o estudo da interacdo de
nanomateriais com os sistemas biolégicos. Nanoparticulas de 6xido de ferro sdo
conhecidas pelo seu efeito ndo toxico e eventualmente se quebram para formar a
hemoglobina circulante. Informacdes sobre os efeitos téxicos in vivo de
nanoparticulas metalicas no aparelho reprodutor masculino e na fisiologia
espermética ainda sdo escassos. O desenvolvimento de novas tecnologias e
abordagens com nanoparticulas para o controle populacional de animais errantes é
uma nova frente de pesquisa que a nanotecnologia pode proporcionar.Os objetivos
desse trabalho foram: Avaliar a capacidade de duas nanoparticulas magnéticas
afetarem o sistema reprodutor de Ratos Wistar Machos e desenvolver uma nova

técnica para a castracao desses animais.
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Abstract
In Brazil and abroad there are no public policies with official guidelines for population
control of dogs not domiciled (wandering). In Brazil, this causes many municipalities
neglect this kind of action. The expansion of nanotechnology has increased the use
of nanomaterials in procedures and biomedical research, and therefore its
interaction with living organisms. in vivo and in vitro models have been proposed to
study the interaction of nanomaterials with biological systems. lIron oxide
nanoparticles are known for not toxic effect and eventually broken to form the
circulating hemoglobin. The information on toxic effects in vivo of metal nanoparticles
in the male reproductive system and sperm physiology are still scarce. The
development of new technologies and approaches with nanoparticles to control the
population of stray animals is a new line of research that nanotechnology can
provide. The objectives of this study were to evaluate the ability of two magnetic
nanoparticles affect the reproductive system of male Wistar Rats and develop a new

technique for induction of infertility in males.
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Nanociéncia e nanotecnologia sdao o estudo de pequenos materiais (na
escala de nanémetros, ou seja, 10° metros) que podem ser utilizados em véarios
campos da ciéncia, como a quimica, biologia, fisica, ciéncia dos materiais e
engenharia. Em uma perspectiva bioldgica, os nanomateriais sado plataformas
altamente customizaveis para o transporte ndo invasivo de praticamente qualquer
tipo de material para uma populacdo celular alvo com propédsitos de pesquisa,

diagndstico ou terapéutico(Barkalina et al., 2014).

Os nanomateriais estdo mostrando um enorme potencial para aplicagdes
biomédicas incluindo o sistema “drug delivery” e para fins de diagndstico devido
suas propriedades tamanho-dependentes. Muitos nanomateriais podem ser
funcionalizados para melhorar ou modificar o acesso a células especificas, fornecer
informacdes moleculares e também identificar atividades celulares (Nelson et al.,

2010)

Embora o potencial de uso e os beneficios das nanoparticulas sejam altos,
informacdes sobre os riscos e seguranca desses materiais é extremamente
necessaria. Novos estudos epidemiologicos sobre particulas ultrafinas dispersas no
ar podem ser vistos como as bases para a expansao do campo da nanotoxicologia,

que pode ser definida como uma avaliagho da seguranca de compostos

nanoestruturados e nano-dispositivos (Oberdorster et al., 2005).

Véarios modelos bioldgicos in vitro e em in vivo tém sido propostos para
estudar as interagGes de nano-materiais em sistemas biologicos. Os estudos in vitro,

gue se baseiam na cultura de células, sao rapidos, eficientes e de baixo custo. No



entanto, os resultados destes estudos fornecem uma avaliagcdo incompleta das
interacbes com todo o organismo. Estudos utilizando sistemas in vivo produzem
uma maior confiabilidade, abordam um efeito global sobre a fisiologia e anatomia
do organismo, e, assim, fornecem resultados importantes para estudos clinicos
(Giannaccini et al.,, 2014) Os estudos envolvendo nanotecnologia vem
tradicionalmente avaliando os efeitos de seus tratamentos sobre o cancer, mas
também ja é crescente o desenvolvimento para outras aplicacfes como 0s sistemas
cardiovascular, neurolégico, gastrointestinal, inflamac6es autoimunes, infeccbes e

doencas reprodutivas, embora em bem menor escala(Barkalina et al., 2014).

A avaliacdo dos riscos para a saude de produtos quimicos industriais,
poluentes ambientais e outras substancias representa um elemento importante na
protecdo da saude de toda a populagdo. Estudos aprofundados da natureza e
mecanismo de toxicidade sdo importantes na elaboracao de antidotos especificos.
Junto com outras ciéncias, a toxicologia contribui para o desenvolvimento de
produtos quimicos mais seguros como medicamentos, suplementos alimentares e
pesticidas, bem como de muitos produtos quimicos Uteis. Mesmo quando é
identificado um efeito adverso ao esperado podemos utilizar desse dano causado
para buscar algumas solu¢cbes mais eficazes, como inseticidas, vermifugos,

antimicrobianos e métodos contraceptivos (Lu e Kacew, 2009).

Uma situacao que se faz de extrema importancia para a saude publica € o
desenvolvimento de métodos contraceptivos baratos, rapidos e de facil manejo para
o controle de populacdo de animais domeésticos errantes que tem um numero

crescente e de dificil controle.



O objetivo deste estudo € avaliar os efeitos das nanoparticulas de maghemita
recobertas com citrato (NPMs de citrato) na reproducédo de ratos Wistar machos e
investigar os efeitos da aplicagdo de magneto-hipertermia em testiculo, visando

utilizar a técnica como indutor de infertilidade em machos.



A Nanotecnologia € uma tecnologia emergente que busca explorar os
avancos no controle da estrutura de materiais que possuem um tamanho reduzido,
com sua escala dimensional sendo préxima a escala de moléculas individuais ou

estruturas supramoleculares e suas organizacoes estruturais(Roszek et al., 2005).

A nanobiotecnologia é o ramo da nanotecnologia, que lida com aplicacdes e
usos biolégicos e bioquimicos. Muitas vezes, estuda os elementos existentes de
organismos vivos e na natureza para fabricar novos nano-dispositivos. A
combinacdo de Nanobiotecnologias desempenha um papel importante no
desenvolvimento de medicamentos e na descoberta de novas drogas (Kawadkar et

al., 2011).

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) sdo nanomateriais bem estabelecidos
gue quando apresentam diametro abaixo de 10 nm exibem uma caracteristica
superparamagnética (Correa-Duarte et al., 2005). De acordo com varios autores
(revisto por (Pankhurst et al., 2003)), as NPMs apresentam caracteristicas
peculiares que proporcionam possibilidades atraentes para a biomedicina. Primeiro,
o tamanho delas pode ser facilmente controlado, variando de alguns nanémetros

até dezenas de nanémetros, dimensdes que sd0 menores ou comparaveis as de



uma célula (10-100um), um virus (20-450 nm), uma proteina (5-50 nm) ou de um

gene (2 nm de largura e 1-10 nm de comprimento) (Pankhurst et al., 2003).

Em segundo lugar, as nanoparticulas sdo magnéticas, o que significa que
elas podem ser manipuladas por um gradiente de campo magnético externo. Esta
"acdo a distancia”, combinando com a penetracdo de campos magnéticos
intrinsecos nos tecidos corporais, abre muitas aplicagées envolvendo o transporte
e/ou imobilizacdo de nanoparticulas magnéticas, ou de marcadores biolégicos.
Deste modo, elas podem ser feitas para o sistema de “delivery” com farmacos

anticancerigenos em uma regido alvo do corpo(Gubin, 2009).

Terceiro, as nanoparticulas magnéticas podem ser feitas para responder a
um ressonante magnético variavel no espaco de tempo, com resultados vantajosos
relacionados com a transferéncia de energia do campo excitante para a
nanoparticulas (Pankhurst et al., 2003). Por exemplo, as nanoparticulas podem se
ligar a células tumorais utilizando-se de ligantes biomoleculares especificos. Em
seguida, o calor gerado pelo estimulo das NPMs destr6i as células
tumorais(Govorov e Richardson, 2007).. Assim, podem ser utilizadas como
adjuvantes na quimioterapia e radioterapia, no qual um moderado grau de
aguecimento dos tecidos malignos apresenta resultados mais eficazes na
destruicdo das células. Estas e muitas outras aplicagcbes potenciais sao
disponibilizadas na area da biomedicina (purificacdo de proteinas, imobilizacéo de
enzimas, descontaminacdo, agente de contraste para ressonancia magnética)
(Huang e Juang, 2011), como resultado da especial propriedade fisica de

nanoparticulas magnéticas (Pankhurst et al., 2003).



As NPMs vém sendo muito estudadas devido a sua biocompatibilidade e
relativamente facil funcionalizacdo com materiais organicos (polimeros) ou
metélicos inorganicos (ouro) ou de 6xido (silica ou alumina), materiais utilizados
para conseguir uma boa disperséo e torna-las biocompativeis e adequadas para
funcionalizacdo ainda mediante a incorporacdo de varias moléculas bioativas
(Berry, 2009). Para fins praticos, essas superficies das nanoparticulas devem ser
adaptadas para melhorar as propriedades de biocompatibilidade e reduzir a
agregacdo. Sem qualquer modificacdo da superficie, as nanoparticulas podem
apresentar superficies hidrofobicas com uma grande relacdo é&rea de
superficie/volume e tendem a se aglomerar e formar grupos maiores, resultando em

particulas maiores (Gupta e Gupta, 2005).

NPMs de 6xido de ferro apresentam varios polimorfismos cristalinos, entre
eles o y-Fe203 (maghemita) e FesOs4 (magnetita) que sdo candidatos adequados
para varias aplicacdes biomédicas (Arruebo et al., 2007, Tran e Webster, 2010)
devido a sua biocompatibilidade superior com relacdo a outros materiais
magnéticos. Esses requisitos incluem momentos altamente magnéticos,
estabilidade quimica em condic¢@es fisiologicas, e baixa toxicidade, e também séo

materiais faceis e baratos de se preparar (Figuerola et al., 2010).

As nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro (SPION), tém um
potencial imenso em uma grande variedade de aplicacdes biomeédicas, tais como a
melhoria do contraste em analises por ressonancia magnética (MRI), a entrega de

drogas alvo ou genes, destruicdo alvo de tecido tumoral através de hipertermia,



transfec¢cdes magnéticas, deteccéo de ferro, terapia de quelagédo e engenharia de
tecidos (Singh et al.,, 2010). Nanoparticulas superparamagnéticas se tornam
magnéticas na presenca de um agente magneético externo, mas se reverte para um
estado magnetizavel o agente externo é retirado. ISso evita um comportamento ativo
nas particulas quando ndo ha aplicacdo de nenhum campo. Esse comportamento
dos materiais superparamagnéticos resulta em potenciais vantagens na entrega de
agentes terapéuticos em locais especificos sob a influéncia de um campo magnético
externo e pode ser revertido para seu estado ndo magnético com a retirada do
campo magnético externo permitindo que o material seja excretado, pela via de

preferéncia (renal ou hepatica) (Park et al., 2010)

Embora tenha havido desenvolvimentos significativos na sintese de
nanoparticulas magnéticas, manter a estabilidade destas particulas por um longo
tempo sem aglomeracédo ou precipitacdo € uma questdo importante. Estabilidade é
uma exigéncia crucial para quase todas as aplicacdes das NPMs. Especialmente
metais puros, tais como Fe, Co, Ni e suas ligas de metal que sdo muito sensiveis
ao ar (Lu etal., 2007). O uso de nanoparticulas magnéticas in vivo precisa de muitas
modificacdes na sua superficie, de modo a protegé-las do sistema reticuloendotelial

e aumentar a estabilidade da molécula in vivo(Mody et al., 2014).,

A cobertura das NPMs as transforma em uma estrutura core-shell, isto é, o
nucleo da nanoparticula magnética é revestido por uma “concha”, isolando o nucleo

contra 0 meio ambiente. As estratégias de revestimento das NPMs podem ser



divididas em dois grupos principais: revestimento com materiais organicos, incluindo
polimeros de surfactante, (Euliss et al., 2003) e revestimento com componentes

inorganicos(Lu et al., 2005), incluindo metais preciosos ou 6xidos (Lu et al., 2007).

Os sais de &cido citrico (citratos) séo sais organicos que podem ser usados
como anticoagulantes, devido a sua capacidade de quelacdo de célcio. A
estabilizacdo de nanoparticulas com citrato ja é bem estabelecida e apresentam
uma grande vantagem por serem estaveis por muito tempo, mantendo as
caracteristicas da nanoparticula sintetizada, com pouca alteracdo no decorrer do
tempo (Verma et al., 2000, FAPBai et al., 2006, Rashad et al., 2008, Gimenes et al.,
2012). Alguns estudos buscando as aplicacdes biomédicas e in vivo utilizando a
cobertura de citrato em nanoparticulas magnéticas ja foram realizados (Kuckelhaus

et al., 2004, Carneiro et al., 2013, Cheraghipour et al., 2013)

Os testiculos sé@o responsaveis pela espermatogénese e sintese de
hormdénios sexuais. Estes processos asseguram a fertilidade e o desenvolvimento
e manutencdo das caracteristicas sexuais masculinas. Os testiculos sé&o
constituidos de novelos de tubos finissimos, em cujas paredes os espermatozoides
sdo formados a partir de células germinativas indiferenciadas. Os tuabulos,
conhecidos como espermatogénicos ou seminiferos, convergem para uma rede de
ductos chamada rete testis que, por sua vez, conduz os espermatozoides a um tubo
unico e fortemente enovelado, o epididimo, responsavel pela etapa final de

maturagédo do gameta masculino(Mello-Aires, 2008).



A espermatogénese é um processo bioldégico complexo de transformacgéo
celular que produz células germinativas haploides masculinas a partir de células
espermatogoniais diploides. Este processo ocorre através de ciclos precisamente
cronometrados e altamente organizados. Esses ciclos de espermatogénese sao
essenciais para a producdo continua de espermatozoides, que € dependente de
numerosos fatores (Cheng, 2008). A duragdo desse processo é de 30-75 dias nos
mamiferos sendo que no rato € de aproximadamente 58 dias. Esse calculo é

baseado na contagem de 4,5 ciclos espermatogénicos (Franca et al., 2005).

O processo espermatogénico compreende uma série de divisdes mitoticas
das espermatogobnias, que ao final ddo origem aos espermatocitos. O espermatécito
€ a célula que sofre um longo processo de meiose que se inicia com a duplicacdo
do seu DNA durante a fase de pré-leptéteno, emparelhamento e condensacédo dos
cromossomas durante o paquiteno e, finalmente, culminando nas duas divisdes de
reducdo para produzir a esperméatide haploide. A espermatide comeca a vida como
uma simples célula arredondada, mas rapidamente sofre uma série de complexas
alteracdes morfologicas. O ndcleo se alonga e a cromatina se condensa. O aparato
de Golgi produz um granulo semelhante ao lisossoma que se desenvolve sobre o
nucleo para formar o futuro acrossoma. O sistema acrossémico contém enzimas
hidroliticas que sdo necessarias para a interacdo espermatozoide-ovocito e
fertilizacdo. De importancia fundamental para a motilidade da célula espermatica, a
cauda (ou flagelo).A célula estabelece uma conformacdo na cauda onde as
mitocondrias ficardo ao redor da parte proximal e ha um descarte do citoplasma em

excesso (Hess, 1998 ).
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Em uma secéo transversal de um tubulo seminifero, as células germinativas
estdo dispostas em camadas. As espermatogbnias situam-se préoximo a lamina
basal e os espermatdcitos estdo dispostos acima delas e, em seguida, uma ou 2
camadas de espermétides. Quatro geracdes de células desenvolvem-se
simultaneamente e em sincronia precisa uma com a outra. A medida que cada
geracdo desenvolve, move-se em direcdo ao lumen, continuamente suportada
pelas células de Sertoli (Fig. 1), até que os espermatozoides totalmente formados

séo liberados no lumen tubular (espermiacao).

. Espermatocito

Figura 1. Desenho esquematico de corte transversal de um tabulo seminifero onde
podem ser vistas diversas fases do desenvolvimento das células germinativas (Fonte:

Adaptado de (Cheng, 2008)).

Células de Sertoli

Espermatide alongada

spermatide arrendondada

Espermatogonia
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Espermiacéo € o processo pelo qual espermétides maduras sédo liberadas a
partir das células de Sertoli para dentro do limen dos tbulos seminiferos. E um
fator determinante do niumero de espermatozoides que vao entrar no epididimo, e
assim, do contetdo espermatico do ejaculado. A espermiacdo é um processo
complexo que ocorre ao longo de varios dias (~ 82 horas no rato), e comeg¢a com 0
alinhamento das espermétides alongadas ao longo da borda luminal do epitélio
seminifero. A espermiacéo esta concluida quando espermatozoides séo liberados
no lumen dos tubulos. O restante do citoplasma da espermétide, conhecido como o
corpo residual que possui mitocéndrias, ribossomos, lipideos, vesiculas e outros
componentes citoplasméticos (Cheng, 2008), é fagocitado pelas células de Sertoli.
Embora o objetivo principal de espermiacédo seja liberar a espermatide a partir das
células de Sertoli, este processo também leva a ampla reestruturacdo e
remodelacdo da espermatide para produzir um espermatozoide aerodinamico. A
espermiacdo é um alvo conhecido para os contraceptivos masculinos a base de
hormonios e, em virtude do seu papel na reestruturacdo da espermatide e liberacao
do espermatozoide € importante para a manutencéao da fertilidade (O'Donnell et al.,

2011).

Nas paredes dos tubulos seminiferos encontram-se as células de Sertoli, que
se estendem da lamina basal até o lumen tubular e servem de suporte para as
células germinativas. Jungdes estreitas formadas pelas células de Sertoli criam uma

barreira com permeabilidade restrita a macromoléculas, similar aguela existente no



12

sistema nervoso. Esta barreira forma um ambiente bioquimico e hormonal propicio
nas camadas internas e no fluido luminal dos tubulos seminiferos, de composicao
diferente do plasma sanguineo, o que favorece a regulacao local da gametogénese
e protege as células germinativas de agentes nocivos(Mello-Aires, 2008).

A barreira hemato-testicular (BHT) é uma das barreiras-sangue-tecido mais
firmes no organismo mamifero. Ela divide o epitélio seminifero em compartimentos
basal e apical (adluminal). As fases que vao do inicio da meiose até a espermiacao
ocorrem num microambiente especializado que fica isolado dos componentes
sanguineos pela BHT, no compartimento apical. J4& a renovagdo de
espermatogbnias e progressdo do ciclo celular até a fase de pré-leptéteno do
espermatécito ocorrem fora do BHT, no compartimento basal do epitélio. No
entanto, a BHT ndo é uma estrutura estatica. Em vez disso, ela passa por ampla
reestruturacdo durante o ciclo do epitélio seminifero em uma fase da
espermatogénese para permitir o transito de espermatécitos em pré-leptdéteno
através da BHT. No entanto, a barreira imunolégica conferida pela BHT n&o pode
ser comprometida, mesmo transitoriamente, durante o ciclo do epitélio para evitar a
producéo de anticorpos contra células germinais meiéticas e pés-meibticas, o que

pode afetar a fertilidade (Cheng e Mruk, 2012).

A bolsa escrotal, os testiculos e a vasculatura testicular tem um papel muito

importante na manutencdo da temperatura testicular abaixo da temperatura
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corporal, 0 que € essencial para uma espermatogénese normal. (Kastelic et al.,

1997)

Independentemente da raz&o evolutiva para a localiza¢do do testiculo e do
epididimo fora do corpo, um aumento na temperatura dos testiculos em mamiferos
com testiculos externos leva a uma redugcdo na producdo de espermatozoides,
diminuicAo da motilidade do esperma e um aumento da porcentagem de
espermatozoides morfologicamente anormais no ejaculado (Hansen, 2009b). Tais
efeitos podem ser observados quando uma fonte de calor local é aplicada
diretamente no testiculo, o escroto é insulado, os testiculos s&o internalizados
(criptorquidismo induzido) ou a temperatura do corpo é aumentada devido a febre
ou ao ambiente térmico. As células que sdo mais suscetiveis ao dano sao os
espermatdécitos e espermatides, apesar de espermatogbnias B poderem também
ser danificadas(Setchell, 1998). O estresse oxidativo € uma das principais causas

de danos térmicos de células espermatogénicas e leva a apoptose e rupturas dos

filamentos de DNA (Hansen, 2009b)

Controle hormonal

O controle hormonal é uma alternativa para a suspensao temporaria da fertilidade
em animais de reproducédo. Horménios esteroides exdgenos suprimem a fertilidade
indiretamente via inibicAo da secrecdo e liberagdo de gonadotrofinas

(principalmente LH).(Kutzler e Wood, 2006).
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Progestinas

Caes

A espermatogénese € regulada pelo hormonio foliculo estimulante (FSH) e pelo LH.
Baseado nos principios do feedback negativo, as progestinas exdgenas podem
suprimir a secrecdo de gonadotrofinas nos machos, fazendo com que a
espermatogénese ndo ocorra. Em caes, o tratamento oral e diario de acetato de
megestrol (2mg/kg) por 7 dias ndo alterou a qualidade seminal e doses maiores
(4mg/kg) produziu poucas alteragcbes secundarias nos espermatozoides.
Entretanto, a administracdo subcutdanea de Acetato de Medroxiprogesterona
(20mg/kg) produziu uma resposta rapida (3 dias), com uma diminui¢ao significativa
na motilidade espermatica, morfologia e liberacdo (England, 1997). Por conta da
rapida resposta, os autores sugeriram que o efeito foi mediado pela acéo direta das

progestinas na maturagao e transporte do espermatozoide epididimal.

Andrégenos

Caes

Enquanto a administracdo de progestinas exdgenas nao interrompe a
espermatogénese com eficiéncias, a administracdo de andrégenos exdégenos tem
sido mais efetiva. A administracdo subcutdnea de 5mg/kg de ésteres de
testosterona (propionato de testosterona 0,6mg/kg, fenilpropionato de testosterona
1,2mg/kg, isocaproato de testosterona 1,2mg/kg, decanoato de testosterona
2,0mg/kg) em caes resultou num declinio significativo na motilidade espermaética (3

semanas apos o tratamento) e persistiu por 3 meses.(England, 1997). A
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administragao oral de 50mg de metiltestosterona em cées por 90 dias diminuiu a
producdo espermatica diaria(Freshman et al., 1990). A administragdo cronica de
danazol, um derivado sintético da 17a-etinil testosterona, em cées, resultou na
perda de elementos espermatogénicos e azoospermia, com os efeitos revertidos
em 60 dias(Dixit, 1977). O uso de antiandrogenos, como a flutamida ou ciproterona,
resultou em uma leve e transitoria influéncia na espermatogénese.(Neumann et al.,
1976). A administracao intramuscular de prolactina exégena (600mg/kg de peso
corporal por 6 meses) a cées resultou em uma severa astenozoospermia,
teratozoospermia e oligospermia ou azoospermia com 6 semanas de
tratamento(Shafik, 1994). A prolactina € um hormdnio secretado pela adenohipofise.
Em homens, a hiperprolactinemia causada por adenoma na hipofise resulta em oligo
ou azoospermia. Ao final dos 3 meses de tratamento nos caes, degeneracdes
dentro dos tubulos seminiferos foram verificadas na biopsia testicular. Depois de 3
meses do Ultimo tratamento, a contagem esperméatica foi normalizada, o
acasalamento resultou em prenhez e a ninhada n&o apresentou nenhuma
anormalidade. As concentracdes séricas de testosterona, LH e FSH nao foram
afetadas significativamente pelo tratamento de prolactina. Os autores sugerem que
a prolactina pode ter um efeito direto nos testiculos em vez de agir por regulacéo

hormonal.

Agonistas do Hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)

O GnRH atua como o principal horménio reprodutivo pela regulagéo da liberacdo de
LH e FSH da hipéfise. Em machos, o LH regula a sintese de testosterona, enquanto

0o FSH é necesséario para o inicio e a manutencdo da espermatogénese. A
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testosterona é necessaria para a espermatogénese e para o desenvolvimento dos
caracteres sexuais secundarios, incluindo caracteristicas comportamentais como
marcacao de territério, monta e agressividade. Analogos de GnRH vem sendo
desenvolvidos para suprimir a fertilidade. A exposicédo continua ao GnRH reduz a
secrecdo das gonadotrofinas estimuladas pelo GnRH. Esse mecanismo vem sendo

usado para atingir uma contracepcao reversivel.

Caes

Vérios estudos examinaram o uso da deslorelina como um contraceptivo para caes.
A administracdo subcutanea de 6mg de deslorelina, com um implante de liberacéo
lenta, reduziu as concentracdes plasmaticas de testosterona e LH a valores
indetectaveis em 4 semanas e causou a infertilidade em 6 semanas.(Junaidi et al.,
2003). Os efeitos desse tratamento na fertilidade foram completamente revertidos.
As concentracdes de testosterona e LH retornaram ao normal 60 semanas apos a
administracdo do implante. A concentracdo limiar de deslorelina necessaria para
suprimir a espermatogénese em cdaes foi maior que 0,25 mg/kg de peso
corporal.(Trigg et al., 2001). Um implante de longa duracdo de deslorelina esta
disponivel comercialmente (Suprelorinl, Peptech Animal Health) em paises como a
Australia e Nova Zelandia. O fabricante garante que o produto resulta em um
periodo contraceptivo de pelo menos 6 meses em 98% dos cées. A administracao
em séria de multiplos implantes em intervalos de 6 meses nao tiveram efeitos
colaterais ou a eficacia diminuida(Trigg et al., 2006). Além da deslorelina, injecdes
subcutaneas diarias de nafarelina (2mg/kg/dia) diminuiram as concentracdes basais

de testosterona e resultaram em infertilidade dentro de 3 semanas apds o inicio do
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tratamento(Vickery et al., 1985). Apos 8 semanas do ultimo tratamento, a fertilidade
tinha sido recuperada.(Goodpasture et al., 1988). Outros dois agonistas de GnRH
ja foram usados para métodos contraceptivos em caes. A administracdo de uma
Unica injecdo subcutanea de acetato de leuprolida (1mg/kg) em cées, resultou numa
diminuicao do volume do ejaculado, aumento na porcentagem de espermatozoides
morfologicamente anormais e uma diminuicdo significativa nas concentracdes de
testosterona e LH séricos por 6 semanas. O retorno da espermatogénese normal
ocorreu apés 20 semanas do tratamento.(Lacoste et al., 1989). A administracédo
subcuténea de implantes de buserelina (6,6mg) em caes diminuiu a concentracao
de testosterona a niveis basais e resultou em infertilidade dentro de 3 semanas da
colocacao do implante. O efeito contraceptivo permaneceu por 233 dias(Riesenbeck

et al., 2002)

Imunoesterilizagdo / imunocastracéo

Nas ultimas décadas, varios esforcos tém sido feitos para o desenvolvimento de
uma vacina que possa suprimir a fertilidade em machos canideos e felideos. Muitos
alvos de imunoesterilizagdo foram identificados como o GnRH, LH e seus
receptores e antigenos espermaticos. Os efeitos fisioldégicos dos anticorpos contra
0 GnRH incluem a supressédo do comportamento reprodutivo, supressao da sintese
e secrecdo de gonadotrofinas e hormonios esteroides, retencdo da gametogénese

e atrofia gonadal(Ladd et al., 1994, Jung et al., 2005).

Imunizagéo do LH e seus receptores
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Imunocontracepgao visando o LH e seus receptores foram bem-sucedidas em
carnivoros domésticos. A funcéo reprodutiva em caes imunizados contra o LH foi

severamente prejudicada por até um ano(Lunnen et al., 1974)

Imunizacdo de antigenos espermaticos.

Antigenos espermaticos sdo excelentes alvos para vacinas contraceptivas por
essas proteinas sdo vistas como “estranhas” ao sistema imune do organismo.
Anticorpos antiesperma afetam a fertilizacdo e a fertilidade. Entretanto, todos os
espermatozoides ndo podem ser usados para o desenvolvimento de vacinas porque
eles dividem varios antigenos com outras células somaticas(Naz et al., 2005).
Portanto, as pesquisas recentes tém focado no delineamento de epitopos esperma-
especificos apropriados para aumentar a imunogenicidade (especificamente no
trato reprodutivo) e eficacia. A Lactato dehidrogenase (LDH-C4) e a acrosina ja
foram isoladas e séo dois dos principais antigenos esperma-especificos.(Talwar e

Naz, 1981). Nao se teve muitos avancos nessa area(Page et al., 2008)

InjecBes intra-testiculares, intra-epididimais e intra-vasos deferentes

A castracdo quimica é outra abordagem ndo cirdrgica para a contracepcdo do
macho. Agentes quimicos sao injetados nos testiculos, epididimos ou vasos
deferentes causando a infertilidade por induzir a azoospermia. A técnica nao € muito
complexa, ndo é tao cara e é desejavel para programas de esterilizacdo em larga
escala de cées e gatos.(Pineda et al., 1977), entretanto a cauda do epididimo em
gatos € menor e mais dificil de localizar. A sedacao é tipicamente usada para esse

procedimento em caes e a anestesia geral € necessaria para gatos. Primeiramente,
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a area escrotal é limpa e desinfetada. Depois, uma agulha de 22 (c&es) ou 27 (gatos)

gauge € inserida na estrutura de interesse (testiculo, epididimo ou vaso deferente).

Caes

As injecdes intra-testiculares tem sido pesquisadas como meio de induzir a orquite
e contracepcdo masculina por mais de 6 décadas(Freund et al.,, 1953). O
procedimento de injecéo intratesticular envolve inserir a agulha da parte caudal até
a parte cranial puxando gentilmente e depositando a inje¢cdo da forma mais
homogénea possivel no tecido. Injetando com um agente adjuvante como o
Freund’s complete adjuvant (FCA) ou o Bacillus Calmette Guerin (BCG),
diretamente no testiculo incita uma resposta inflamatéria local que permite as
células linfoides acessarem o tecido testicular, resultando em uma resposta
autoimune. Uma uUnica injecdo de FCA ou BCG (10-25 unidades) resultaram em
uma oligospermia severa ou azoospermia sem formacdo de granuloma ou
desenvolvimento de anticorpos antiesperma circulantes. Os poucos
espermatozoides presentes nao tinham motilidade e a infertilidade ocorreu a partir
das 6 semanas de tratamento e durou por varios meses(Talwar et al., 1979, Naz e

Talwar, 1981).

O FDA (Food and Drug Administration) aprovou um produto elaborado para a
castracao via injecao intratesticular no cado. O procedimento envolve a injecao de
uma quantidade predeterminada de uma solugéo de zinco. O zinco é considerado
nao-mutagénico, nao-carcinogénico e ndo teratogénico(Fahim et al., 1993).

Achados histopatologicos depois de 2 meses e meio da injecéo incluiram fibrose
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quase completa dos tubulos seminiferos e das células de Leydig.(Tepsumethanon
et al., 2005).A injecdo de uma solucdo de 70% de glicerol ndo resultou em
azoospermia e nem esterilidade em cées.(Immegart e Threlfall, 2000). Como uma
alternativa a injecao intratesticular, a zinco arginina pode ser injetada na cauda dos
epididimos. A injecéo intra-epididimal de 50mg de zinco arginina (0,5ml/testiculo)
resultou em azoospermia 90 dias apds a injecdo. Na avaliacdo histoldgica dos
testiculos, os tabulos seminiferos estavam normais, com uma atrofia da rede testes,
auséncia de espermatozoides nos epididimos e ductos deferentes e nenhuma

formacéo de granuloma espermatico

Injecdes intra-epididimais de solugéo salina ja foram tentadas, mas sem sucesso na
tentativa de levar a azoospermia. Neste mesmo estudo, a injecdo de agentes
esclerosantes (3,5% de formalina em uma solugéo com tampé&o fosfato ou 1,5% de
gluconato de clorexidina em 50% de DMSO) na cauda dos dois epididimos dos caes
resultaram em uma azoospermia irreversivel via oclusdo quimica, com atrofia
testicular secundaria. Entretanto, o tratamento com a formalina sozinha induziu

apenas uma azoospermia ou oligospermia temporaria. (Pineda et al., 1977).

Duas injecdes bilaterais no epididimo de clorexidina com DMSO resultou no
desenvolvimento de azoospermia apés 35 dias do tratamento uma Unica injecao
diretamente nos ductos deferentes com agentes quimicos esclerosantes (nitrato de
prata 10%, formaldeido em etanol 3,6%, permanganato de potassio 5%, etanol
100% ou formaldeido 3,6%) resultou em infertilidade similar as injecdes intra-
epididimais com os mesmos agentes(Dixit et al.,, 1975). Estudos usando esses

modelos de contracepcdo do macho relatam pouco ou nenhum sinal de dor ou
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desconforto apdés a injecdo, com uma variacdo dependendo da rota de
administragcao e do agente usado. Terminagdes nervosas aferentes associadas com
a sensacao de dor estdo localizadas sobre a pele do escroto e na capsula do
testiculo, em vez de dentro do parénquima testicular e epididimal. Um aumento
transitorio do diametro testicular pode ocorrer apds a injecdo dentro de 24 h,
resultando em dor e inchaco secundario podendo persistir de 7-15 dias (Talwar e

Naz, 1981).

Reacdes locais e sistémicas adicionais foram verificadas apds inje¢des intra-
testiculares que incluem ulceracdo escrotal e dermatite, automutilacdo escrotal,
inchaco do prepuicio, vomitos, diarreia, anorexia, letargia e leucocitose. E importante
notar que, dependendo do método de tratamento, os cdes podem permanecer
férteis por até 60 dias pds-injecdo devido as reservas espermaticas presentes no
epididimo. Além disso, ao contrario da castracao cirirgica, este tipo de esterilizacdo

quimica nédo elimina as fontes gonadais de testosterona(Kutzler e Wood, 2006).
Gatos

InjecBes intra-epididimais induziram a vasectomia quimica em gatos domeésticos.
Uma injecéo de uma solugéo de digluconato de clorexidina 4,5% na cauda de cada
epididimo resultou em azoospermia ou oligospermia severa. Diferente do céo,
granulomas espermaticos e espermatoceles foram muito observados em gatos
apos a injecado. Ademais, um inchaco e dor aparente foram observados por duas

semanas apos a injecdo.(Pineda e Dooley, 1984).

Outros métodos nao cirdrgicos
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Caes e gatos

Esterilizacdo mecanica ndo invasiva

O ultrassom € uma forma de vibracéo acustica com frequéncias maiores que a faixa
auditiva. O ultrassom tem sido usado para suprimir a espermatogénese por meio de
um efeito combinado de calor e mecéanica. Os testiculos dos cédes e gatos sdo
tratados com um aparelho de ultrassom de alta intensidade Whitewater
Electronics®. Cada tratamento consiste de 1-2W/cm? por 10-15 minutos
administrados de 1-3 vezes em intervalos de 2-7 dias. O tratamento suprime
significativamente a espermatogénese sem afetar as concentracbes de
testosterona(Fahim et al., 1977). Em estudos separados, um feixe (20-120s) de
ultrassom (3-19W) foi focado no ducto deferente ou no epididimo de cées
anestesiados. O ultrassom induziu uma necrose coagulativa térmica nas estruturas
subsuperficiais, resultando em uma ocluséo luminal ap6s 2 semanas do tratamento.
Entretanto, a queima da pele ocorreu em 20% dos casos (Roberts et al., 2002a,

Roberts et al., 2002Db).

De uma forma simples e concisa, a toxicologia é o estudo da natureza e dos
mecanismos subjacentes aos efeitos toxicos exercidos por substancias exégenas
NOs organismos Vvivos e outros sistemas bioldgicos. A toxicologia também trata da

avaliacao quantitativa dos efeitos adversos em relagéo a concentracdo ou dosagem,
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duracéo e frequéncia da exposi¢cao das substancias nos organismos (Lu e Kacew,

2009).

A avaliagdo de riscos para a saude de produtos quimicos industriais,
poluentes ambientais e outras substancias representa um elemento importante na
protecdo da saude dos trabalhadores e membros das comunidades. Estudos
aprofundados da natureza e do mecanismo dos efeitos de substancias toxicas séo
indispensaveis para a invencdo de antidotos especificos e de outras medidas de
melhoramento. Juntamente com outras ciéncias, a toxicologia contribui para o
desenvolvimento de produtos quimicos mais seguros utilizados como drogas,
aditivos alimentares, e pesticidas, bem como de muitos produtos quimicos
industriais Gteis. Mesmo os efeitos adversos, por si s6 sao explorados na busca de

inseticidas mais eficazes, vermifugos, antimicrobianos e etc. (Lu e Kacew, 2009).

A nanotoxicologia € a avaliacdo da seguranca de nanoestruturas e nano-
dispositivos de engenharia, € um campo novo de toxicologia. Materiais que séo
geralmente inertes podem agir de forma diferente quando introduzidos no corpo
como nanomateriais (Takeda et al., 2009). A toxicidade das nanoparticulas vem
sendo estudada (Buzea et al., 2007, Monge-Fuentes et al., 2011) e, claramente, é
uma das questbes mais importantes que necessitam de maior investigacdo. Tem
sido dificil relatar a toxicidade das nanoparticulas precisamente, visto que a
toxicidade depende de numerosos fatores incluindo a dose, composicdo quimica,
método de administracdo, tamanho, biodegradabilidade, solubilidade,
farmacocinética, biodistribuicdo, quimica de superficie, forma e estrutura, dentre

outros (Arruebo et al., 2007). A toxicidade também pode ser dependente de varios
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fatores, como tipo de revestimento ou seus produtos de degradagédo, a composi¢ao
quimica do meio celular, o estado de oxidacdo do ferro em SPION e a interacdo

proteina-SPION (Singh et al., 2010).

Varios estudos tém examinado o potencial citotoxico de varios tipos
diferentes de SPION com uma gama de revestimentos de superficie e tém
geralmente encontrado baixas ou nenhuma citotoxicidade associada a estas NPMs

até altas concentracdes (>100 pg / ml).

Um estudo investigou o efeito de diferentes revestimentos de superficie sobre
o comportamento e morfologia das células in vitro e mostrou que NPM de magnetita
(Fe304) cobertas com dextran podem resultar em morte e proliferagdo celular
reduzida semelhante a causada por particulas de oxido ferro ndo revestidas (Berry
et al., 2003). Em um estudo avaliando os efeitos in vitro e in vivo de um nanocristal
de magnetita em um tratamento de hipertermia e de liberacdo de droga
termorresponsivo sincronizados (Li et al., 2013) mostrou que nos ensaios de
viabilidade celular e exames patoldgicos essa sincronizagdo € significativamente
mais eficaz in vitro e in vivo do que a hipertermia ou quimioterapia sozinha. A
remissdo do tumor em camundongos foi alcancada através da sincronizagcédo de
radiofrequéncia de hipertermia e quimioterapia apés a nanoparticula ser injetada

por via intravenosa.

Um estudo de citotoxicidade (Mahmoudi et al., 2010) sobre uma linhagem de
células de fibroblasto (L929 mouse fibroblasts) de rato mostrou que as particulas de
magnetita ndo revestidas induzem uma maior toxicidade do que particulas

revestidas pelo alcool polivinilico (PVA). No entanto, a toxicidade induzida por
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particulas ndo revestidas foi significativamente reduzida por substituicdo de SPIONs
com superficie saturada. Os autores relataram também a formacéo de vesiculas de
gas apoOs a exposicdo as particulas ndo revestidas, resultando em funcdes de
proteinas alteradas e mudancas no equilibrio ibnico dentro das células, que

promove também a toxicidade.

Os efeitos toxicos de NPMs tém sido amplamente estudados, tendo em vista
sua grande potencialidade de aplicacdo em procedimentos biomédicos. Um extenso
artigo de revisao feito por Buzea et al. (2007) relata o efeito de nanoparticulas em
quase todos o0s sistemas (excretor, circulatorio, nervoso, digestorio, linfatico,
dérmico e interacdes celulares) a excecao do sistema reprodutor. No entanto, o
sistema reprodutor s6 vem recebendo mais atencdo nos ultimos anos (Fedulov et

al., 2008, Noori et al., 2011).

Em uma revisao feita por Sun et al. (2013) focando principalmente o sistema
reprodutor feminino pode-se verificar que algumas nanoparticulas sédo capazes de
induzir efeitos prejudiciais sobre o sistema reprodutivo de camundongos e zebrafish,
bem como o seu desenvolvimento fetal e embriolarval, tanto in vivo como in vitro.
Em camundongos, a exposicdo materna a nanoparticulas faz ultrapassa a barreira
transplacentaria resultando em toxicidade fetal, tais como defeitos fisicos,
neurotoxicidade e toxicidade reprodutiva na prole. No zebrafish, a incubagéo ou
microinjecdo de uma dose baixa de nanoparticulas induz atraso na ecloséo,
mortalidade e varios defeitos morfolégicos. Embora as consequéncias de toxicidade

nestes dois modelos ndo sejam diretamente comparaveis, a toxicidade de
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nanomateriais em diversas espécies vivas destaca ainda mais a universalidade da

nanotoxicidade em animais.

Como pode ser visto, alguns estudos de nanotoxicologia em fémeas onde se
avaliam a capacidade das NPM de ultrapassarem a barreira placentaria e atingir a
prole foram realizados, mas poucos relatam os efeitos no sistema reprodutor

masculino.

As funcdes reprodutivas podem ser afetadas por substancias téxicas por
meio de seus efeitos sobre o sistema reprodutivo de ambos os sexos. No masculino,
a formacao, desenvolvimento, armazenamento e liberacdo de espermatozoides
podem ser adversamente afetados. Muitos produtos quimicos afetam
negativamente a espermatogénese e produzem atrofia testicular. Estes incluem
corantes alimentares (por exemplo, 6leo amarelo AB e 6leo amarelo OB)(Allmark et
al., 1955), pesticidas (por exemplo, DBCP), plasticos (ftalatos), metais (por exemplo,
arsénio, estanho, chumbo, cadmio) e solventes organicos. Uma variedade de outros
produtos quimicos afeta os testiculos, tais como horménios esteroides, agentes
alquilantes, ciclohexilamina e hexaclorofeno. Além disso, a contagem de
espermatozoides reduzida pode ser resultante de efeitos adversos sobre a
espermatogénese, uma substancia toxica pode tornar o0s espermatozoides
defeituosos, menos moveis ou mata-los. Por exemplo, tanto o sulfonato metilmetano
(MMS) e busulfan podem produzir mutacdes letais, mas o MMS afeta as

espermatides e espermatozoides enquanto o busulfan afeta as ceélulas pré-
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espermiogénicas. Estes agentes alquilantes aparentemente atacam o DNA destas

células com diferentes mecanismos de reparacéo (Lu e Kacew, 2009).

Um dos fatores que podem afetar a produgéo espermética € o aumento na
temperatura dos testiculos (Setchell, 2006, Hansen, 2009b). Um estudo classico
envolvendo ratos (Fahim et al., 1975) comparou os efeitos do calor emitido por
diversas fontes na espermatogénese e verificou que todas (dgua quente, ondas
infravermelhas, micro-ondas e ultrassom) afetam de alguma forma a producédo
espermética. Em camundongos, um estudo mostrou que apés a parte escrotal ser
submetida a um banho de agua de temperaturas entre 38 a 42°C por 60 minutos
houve uma alteragcdo na espermatogénese, sendo que danos severos foram

relatados na temperatura mais alta (Sailer et al., 1997).

Os espermatozoides também podem ser afetados ao serem armazenados no
epididimo. Por exemplo, o agente cloridrina inibe a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides. O gossipol, provavelmente atua através de um mecanismo

semelhante (Lu e Kacew, 2009).

7

O testiculo é regulado hormonalmente pelo eixo hipotadlamo-hipofise-
testiculo: O horménio foliculo-estimulante (FSH) é necessario no inicio da
espermatogénese através da producdo de Proteinas ligantes de andrégeno (ABP)
em ceélulas de Sertoli, enquanto que o hormdnio luteinizante (LH) atua sobre as
células de Leydig estimulando a sintese de testosterona. A substancia toxica pode,
assim, afetar a funcdo reprodutiva por afetar a secrecdo destes hormoénios. Um
exemplo € DBCP (dibromocloropropano), um fumigante usado na agricultura, que

induziu azoospermia e oligospermia entre trabalhadores ocupacionais, juntamente
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com elevadas concentracdes séricas de LH e FSH(Miller et al., 1987, Lu e Kacew,

2009).

Funcdes reprodutivas estdo também sob a influéncia do sistema nervoso
autbnomo. Assim, a droga losulazina, hipotensora, que atua pelo esgotamento da
norepinefrina, produz infertilidade reversivel em ratos machos, provavelmente
através de comportamento sexual alterado e disturbios ejaculatérios (Mesfin et al.,
1989). Guanetidina, uma outra droga hipotensora, permite a producdo de
espermatozoides mas nao conseguem induzir a gravidez, interferindo com a

emissao seminal (Palmer, 1976, Lu e Kacew, 2009).

Em resumo, por ser um processo bastante complexo, a producdo de
espermatozoides e a funcéo reprodutiva no macho pode ser afetada de diferentes
formas (reversivel ou irreversivelmente, total ou parcialmente, quantitativa ou
qualitativamente). Desta forma, o estudo toxicologico de novas substancias deve

abranger seus potenciais efeitos toxicos sobre o sistema reprodutor.

Em relacdo aos efeitos de NPs no sistema reprodutor masculino, ha
pouquissimos trabalhos na literatura, alguns deles relatando o efeito direto de
nanoparticulas sobre os espermatozoides in vitro. Em um estudo in vitro de
Wiwanitkit et al (2009), nanoparticulas de ouro foram colocadas juntas ao sémen
humano por um periodo de 15 minutos. Apos esse periodo, o sémen foi avaliado
em relacdo a sua motilidade e alteracbes morfologicas. A motilidade seminal foi
reduzida em 20% quando comparado ao controle e também foi verificado que
alguns espermatozoides estavam fragmentados. Os autores concluiram que essas

particulas apresentam toxicidade seminal.
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Um estudo de nosso grupo de pesquisa (Caldeira, 2011) verificou que a
exposicao espermatica in vitro ao fluido magnético composto por nanoparticulas de
maghemita revestidas com DMSA nao afeta a cinética espermética, ndo exerce
influéncia na quantidade de espermatozoides viaveis e de espermatozoides com
reagdo acrossomal e n&o acarreta lesbes ultraestruturais de espermatozoides
bovinos. Também em espermatozoides bovinos, a incubacdo de nanoparticulas de
maghemita recoberta com PVA e concentragdo de ions de Fe de 7,35mM néo
acarretou alteracbes na motilidade espermatica e manteve a capacidade de
penetracdo, pois ndo teve efeito sobre a reacdo acrossomal (Makhluf et al., 2006).
Ja um estudo in vivo relata as alteracdes dos niveis hormonais séricos e producao
espermética diaria em seres humanos que acontecem quando ocorre a aspiracao
de nanoparticulas em forma de residuos de carbono e que os efeitos deletérios ndo
ocorrem apenas pela quantidade aspirada, mas também pela massa das particulas

aspiradas (Yoshida et al., 2009).

Além disso, a nanobiotecnologia produz perspectivas de aplicacdo em
tratamentos para o cancer. Os avang¢os no tratamento do cancer tém melhorado
significativamente as taxas de cura, especialmente no caso de doencas malignas
hematoldgicas e alguns tumores sélidos em pacientes jovens. Os pacientes com
cancer hoje tém uma grande chance de cura ou de sobrevivéncia a longo prazo. No
entanto, os danos a outras células do corpo podem ocorrer, e o epitélio germinativo
€ um 6rgédo-alvo para tratamentos anti-proliferativos. Pacientes jovens tratados com
quimioterapia ou radioterapia podem ter uma vida normal, mas também podem

sofrer danos significativos para as gonadas. Vida normal n&do implica vida
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reprodutiva normal (Lo Presti et al., 2004). Terapias bem estabelecidas comumente
usadas no tratamento de cancer como a cirurgia, quimioterapia, imunoterapia e
radioterapia podem ser melhoradas com o uso da nanotecnologia. E também
oferece outras oportunidades para esses tratamentos, como a hipertermia
localizada ou a producédo de espécies reativas de oxigénio (Roszek et al., 2005).
Mais uma vez, atesta-se a importancia de se conhecer os efeitos reprodutivos das

nanoparticulas.

Uma vez que as nanoparticulas vem sendo utilizadas com mais frequéncia
com diversas finalidades, surge o interesse de estudar se elas possuem efeitos anti-
reprodutivos como 0s tratamentos anticancerigenos convencionais. I1Sso ja vem
sendo buscado em novos estudos (Campagnolo et al., 2013, Sun et al., 2013, Qi et
al., 2014). Verificando o efeito de nanoparticulas de prata que sdo amplamente
utilizadas na indastria farmacéutica, (Gromadzka-Ostrowska et al., 2012)
verificaram que com uma dose considera pequena de 5mg/Kg em ratos Wistar ja
podem causar danos as células germinativas. Garcia et al. (2014) também com
nanoparticulas de prata, sé que com um didametro menor (10nm X 20 nm) que o de
Gromadzka-Ostrowska et al. (2012) também verificou que doses subagudas podem

alterar parametros como o didmetro e o epitélio seminifero de camundongos.

Com o conhecimento adquirido sobre os efeitos desejaveis e/ou indesejaveis
das nanoparticulas no sistema reprodutivo pode nos levar a explorar novos campos
de estudo, como por exemplo, utilizar efeitos anti-reprodutivos no desenvolvimento
de mecanismos que levem a infertilidade de animais que possuem a reproducao

descontrolada.
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A magneto-hipertermia consiste na exposicdo das nanoparticulas
magnéticas (NPM) a um campo magnético de frequéncia alternada (AC), que
responderao dissipando calor (Wang et al., 2010). A maghemita é uma NPM a base
de 6xido de ferro é capaz de se magnetizar (Berry e Curtis, 2003) e de dissipar calor

guando submetida a um campo magnético alternado (Wang et al., 2010).

A magneto-hipertermia j& vem sendo testada com sucesso nos tratamentos
contra cancer (Portilho et al., 2011, Sadhukha et al., 2013), leishmaniose(de
Carvalho et al., 2013) e também para o sistema de “drug delivery” (Kumar e
Mohammad, 2011). O aquecimento de certos 6rgdos ou tecidos a temperaturas
entre 41°C e 46°C, preferencialmente, para terapia do cancer é chamado de
hipertermia. Temperaturas mais elevadas até 56°C, o que leva a uma necrose
generalizada, coagulacdo ou carbonizacdo (dependendo da temperatura) €

chamado de “termoablagao”.

Atingir essas temperaturas com a magneto-hipertermia pode nos levar a uma
nova forma de buscar métodos contraceptivos. Como ja é bem estabelecido que os
gametas masculinos necessitam de uma temperatura menor do que a temperatura
corporal para uma formagéo normal (Wang et al., 1997), o aquecimento da regido
testicular pode levar a infertilidade momentanea ou definitiva, dependendo do tempo

e da temperatura que € utilizada (Setchell, 2006).
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O uso de SPION associadas a magneto-hipertermia testicular pode ser uma
forma de causar infertilidade em machos, com o intuito de servir como método
contraceptivo, o que temos chamado informalmente de “castragdo magnética”. Esta
técnica poderia ser Util para o controle de populacdes de animais errantes, o que é

uma questdo de saude publica.

No Brasil, temos milhdes de gatos e caes de rua, que s&o potenciais
transmissores de doencas, além de causarem um desequilibrio biolégico na fauna
regional por predacdo de pequenos animais silvestres (Purswell e Kolster, 2006).
Estes animais sdo frutos do abando ou provenientes do acasalamento dos préprios
animais de rua. Uma Unica gata, por exemplo, pode ser responséavel por cerca de

781 mil descendentes diretos e indiretos no curto periodo de 7 anos (Beaver, 2003).

Atualmente, a politica de controle populacional de animais de rua é baseada
na captura pelos Centros de Controles de Zoonoses e eutanasia. Segundo a
Sociedade Humanitaria dos Estados Unidos da América, a cada ano cerca de 4
milhdes de cédes e gatos sdo eutanasiados naquele pais (HSUS, 2012). No entanto,
esta politica tem se mostrado ineficiente, e a grande maioria continua como animais

errantes.

Em vista de solucionar esse problema, o Projeto de Lei 1.376/03 dispde sobre
a politica de controle da natalidade de caes e gatos e destina verbas
governamentais para investir em esterilizacdo dos animais (Brasil, 2012). A
esterilizacdo dos animais e educacao da populacdo sobre posse responsavel sao

as medidas mais efetivas para controle populacional (Kutzler e Wood, 2006,
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Robertson, 2008, Mendes-de-Almeida et al., 2011). Pesquisas tém sido realizadas
na tentativa de tornar os métodos de esterilizagcdo mais acessiveis para a populacéo
e para os projetos governamentais, entretanto, o foco principal sempre foi o controle
da fémea. O fato € que cada macho intacto € um reprodutor em potencial e sua
esterilizagdo contribui para o decréscimo do nimero de fémeas gestantes (Oliveira
et al., 2012). O método de elei¢do para esterilizacao de caes e gatos machos ainda

€ a castracéo cirurgica (Kutzler e Wood, 2006).

A castracdo cirargica € muito eficaz, e consiste na retirada dos testiculos
cirurgicamente. No entanto, exige alguns pré-requisitos, como um centro cirlrgico
e equipe altamente especializada. Além disso, em um dia, um Unico cirurgido so6 é
capaz de castrar cerca de 12 machos, o que torna a técnica pouco efetiva em termos

de atender ao grande nimero de animais existentes.

Alternativamente, existe a castra¢do quimica, que € realizada com injecao
intratesticular de agentes que promovem esclerose do tecido testicular. O agente
mais utilizado é o gluconato de zinco, que confere a esterilizagcdo ap6s uma Unica
aplicacdo. Suas vantagens em relacdo a cirurgia sdo a rapidez para execuc¢do da
técnica, o baixo custo, a recuperacao rapida, sem dor e sem riscos de contamina¢ao
e/ou hemorragias, além de ndo necessitar de ambiente cirirgico e equipe
especializada (Kutzler e Wood, 2006, Oliveira et al., 2013). No entanto, ainda néo

se conhecem os efeitos a longo prazo deste procedimento.

Considerando que a producdo de gametas nos machos é dependente
da manutencdo de baixas temperaturas nos testiculos, a hipertermia poderia ser

uma alternativa para causar infertilidade. A exemplo do que tem sido proposto para
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tratamento de tumores, a magneto-hipertermia poderia ser utilizada
intencionalmente para provocar danos ao tecido testicular. Desta forma, uma
injecao intratesticular de uma SPION e a aplicacdo de um campo magnético externo
poderiam elevar a temperatura local temporariamente a ponto de danificar o epitélio
germinativo levando a infertilidade. Este procedimento pode ser uma alternativa aos
métodos ja existentes e até apresentar vantagens em relacdo a eles, e neste sentido

merece ser testado.
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Com o advento da nanotecnologia, o uso de nanoparticulas vem sendo
testado para diversos tratamentos em humanos, e estudos relacionados a
toxicologia dessas particulas também vem sendo realizados. Os tecidos avaliados
em relagdo a biocompatibilidade normalmente s&o pulmdes, figado, baco,
intestinos, coragao, rins e cérebro. Uma vez que a barreira hemato-encefélica é
ultrapassada, devemos também avaliar a capacidade das NPMs de atravessar a
barreira hemato-testicular, pois, podem causar efeitos indesejados no sistema
reprodutor. O sistema reprodutor feminino ja foi avaliado em alguns relatos e
também a capacidade de algumas NPMs atravessarem a barreira placentaria e
causarem efeitos deletérios no sistema reprodutor e nervoso da ninhada (Yoshida
et al.,, 2009). Porém, como citado anteriormente, os estudos que envolvem
diretamente a biocompatibilidade das nanoparticulas magnéticas em relacdo ao

sistema reprodutor masculino séo escassos (Yoshida et al., 2009).

Estudos envolvendo a biocompatibilidade e efeitos adversos que as NPMs
podem causar no sistema reprodutor masculino sdo muito importantes. E sabido
gue os tratamentos convencionais contra o cancer (radioterapia, quimioterapia)
podem levar o paciente a infertilidade (Lee et al., 2006), mas ainda ndo se tem
relatos de quanto esse sistema pode ser afetado em uma terapia que utilize NPMs.
A terapia pode ajudar a manutencdo da vida do organismo, mas também &

importante que um animal ou ser humano tratado sejam capazes de se reproduzir.

Independentemente do resultado encontrado em relacdo a toxicidade das

NPMs ao sistema reprodutor & imprescindivel conhecer estes efeitos. A
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nanotecnologia e o uso de NPMs pode ser util inclusive se for capaz de causar
danos ao tecido gonadal. Neste sentido, outra abordagem deste trabalho seréa a de
tentar estabelecer um protocolo de castracdo por meio da magneto-hipertermia
testicular. Sendo possivel o desenvolvimento desse método, ele podera ser uma

alternativa para o controle populacional de animais domésticos errantes.
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4.1.0Objetivo Geral

Investigar a biocompatibilidade e a toxicidade de NPMs de maghemita
recoberta com citrato no sistema reprodutor masculino de ratos Wistar administrada
por via endovenosa e intratesticular e a castracdo magnética por via da magneto-

hipertermia

4.1.1. Objetivos especificos

Avaliar a capacidade de NPMs de maghemita recoberta com citrato

administradas de forma sistémica em ultrapassar a barreira hemato-testicular;

Avaliar os efeitos da administracdo sistémica de NPMs de maghemita

recoberta com citrato nos tubulos seminiferos;

Avaliar os efeitos da administracdo sistémica de NPMs de maghemita

recoberta com citrato sobre a producdo e a qualidade espermatica;

Avaliar os efeitos da injecao intratesticular de NPMs de ferrita de manganés
funcionalizada com citrato e da magneto-hipertermia testicular nos tubulos

seminiferos dos ratos;
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Avaliar os efeitos da injecao intratesticular de NPMs de ferrita de manganés
funcionalizada com citrato e da magneto-hipertermia testicular sobre a producéo e

a qualidade espermatica.
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A expansdo da nanotecnologia aumentou o0 uso de nanomateriais nos
procedimentos e pesquisas biomédicas e, consequentemente, a sua interagdo com
organismos vivos. Modelos in vivo e in vitro ja foram propostos para o estudo da
interacdo de nanomateriais com o0s sistemas biologicos. Estudos in vitro s&o
rapidos, eficientes e de baixo custo. Entretanto, os resultados ndo fornecem
informacBes completas sobre a distribuicdo nos tecidos, acimulo nos 6rgaos de
destino ou difusdo pelas barreiras bioldgicas, como a barreira hematoencefalica e a

barreira hematotesticular.(Giannaccini et al., 2014).

Nanoparticulas de 6xido de ferro sdo conhecidas pelo seu efeito ndo toxico
e eventualmente se quebram para formar a hemoglobina circulante (Gupta and
Gupta, 2005). A nanoparticula de maghemita funcionalizada com citrato (Magh-
citrato) € uma nanoparticula de 6xido férrico com uma cobertura organica testada
por Brugin (2007). Nos seus testes, Brugin verificou que a amostra de Magh-citrato
tinha varias caracteristicas indicando a sua biocompatibilidade, como a auséncia de
mudancas na viabilidade dos macréfagos peritoneais e nenhuma
geno/citotoxicidade nos eritrocitos da medula 6ssea de camundongos. Durante o
intervalo experimental, ndo ocorreram mortes dos animais tratados com a Magh-

citrato
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Alguns efeitos deletérios na espermatogénese e alteracdes histopatologicas
nos testiculos ja foram reportadas em estudos envolvendo nanoparticulas de
prata(Gromadzka-Ostrowska et al., 2012, Garcia et al., 2014). Entretanto,
informacdes sobre os efeitos toxicos in vivo de nanoparticulas metalicas no aparelho
reprodutor masculino e na fisiologia espermatica ainda sdo escassos.
Especialmente para nanoparticulas magnéticas, ndo ha informacgéo disponivel

sobre o potencial efeito reprodutivo.
Os objetivos desse trabalho foram:

Avaliar a capacidade de NPMs de maghemita recoberta com citrato

administradas de forma sistémica em ultrapassar a barreira hemato-testicular;

Avaliar os efeitos da administracdo sistémica de NPMs de maghemita

recoberta com citrato nos tubulos seminiferos;

Avaliar os efeitos da administracdo sistémica de NPMs de maghemita

recoberta com citrato sobre a producdo e a qualidade espermética

Um fluido magnético das NPMs de maghemita recoberta com citrato foi
preparado no Laboratério da Professora Emilia Celma de Oliveira Lima no Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Goias. O fluido é constituido por
nanoparticulas de maghemita (yFe203), estabilizadas pela cobertura de citrato,

com didmetro médio de 10 nm. A concentracdo de Fe no fluido foi diluida até
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atingirmos uma concentracao de 5,0 mg/mL e a quantidade de particulas seja de
2,6 x 10%®. As nanoparticulas magnéticas (NPMs) serdo previamente caracterizadas

pelas técnicas de Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET) e Zeta Sizer.

Para Microscopia Eletrénica de Transmissdo, SuL da solugdo contendo as
NPM-citrato em telinhas de cobre de 300 mesh previamente cobertas com resina
Formvar® e deixadas secar overnight dentro de placas de Petri. Essas telas foram
posteriormente analisadas e fotografadas com aumentos de 100.000x e 200.000x.
A partir da aquisicdo das imagens as NPMs foram mensuradas pelo programa
Image Pro-Plus 5.1® e ajustadas por distribuicdo log-normal para obtencdo do

didmetro modal das amostras de FM-Citrato.

As medidas de distribuicdo de tamanho das nanoparticulas do fluido
magnético e a carga de superficie existente entre a superficie das particulas e o
dispersante (Potencial Zeta) foram feitas utilizando o ZetaSizer Nano-
ZS90/Malvern, pela medida do movimento Browniano das particulas suspensa em
agua e PBS por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e pela movimentacdo das
particulas quando aplicada um campo elétrico (NanoSight Malvern, Worcestershire

WR14 1XZ, United Kingdom).

Ratos Wistar machos ja com maturidade reprodutiva (8-14 semanas)

produzidos e mantidos no Biotério do IB com &gua e racéo ad libitum.
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O uso dos animais foi autorizado sob os protocolos da CEUA-UnB N°s

2468/2013 e 138067/2013.

Efeito das NPMs de citrato no sistema reprodutor do macho

Foram utilizados 30 ratos machos, divididos em 6 grupos (5 animais por
grupo), a saber: 7, 21, 35, 49 e 70 dias pos injecdo das NPMs de citrato

administradas por via endovenosa, e Grupo Controle (injecao de solugéo salina).

Os machos receberam uma dose Unica do fluido magnético na concentragéao
de 5,0 mg de Fe/ml via endovenosa num volume de 100ul (Chaves et al., 2002),
enquanto o grupo controle recebeu uma injecdo de mesmo volume de solugéo
salina também por via endovenosa, no dia 1 do experimento. Os animais foram
observados diariamente durante a primeira semana em relagdo ao comportamento
para verificarmos se algum indicio de dor ou desconforto seria apresentado, ou
alteracdes de estado corporal, consumo de alimentos ou aparéncia geral alterada.
Na sequéncia dos grupos, ao chegar em cada um dos dias determinados (7, 21, 35,
49 e 70 pos injecdo) os animais de cada grupo foram eutanasiados por overdose de
barbituricos e tiveram seus testiculos e epididimos retirados. Para o grupo controle,
os animais foram eutanasiados no dia 7 ap0s a injecdo. Imediatamente apos a
eutanasia, um fragmento da cauda do epididimo esquerdo de aproximadamente
1mm?3 foi dissecado e o0s espermatozoides contidos nesse fragmento foram
colocados em meio de cultivo (M199) aquecido a 37° C e avaliados quanto a sua
vitalidade e motilidade progressiva em microscéopio de contraste de fase (Nikon

Eclipse Ci-S). O testiculo direito foi inteiramente fixado para microscopia de luz.
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Os espermatozoides foram avaliados em relag&o a sua vitalidade (vivos ou
mortos) e quanto a sua motilidade progressiva. Para classificacdo de motilidade
foram utilizados graus de 1 a 3, onde o Grau 1 representava um espermatozoide
com motilidade alta (atravessando a lamina rapidamente e em trajetéria reta €), o
Grau 2 para motilidade média (ndo conseguia atravessar a lamina, mas apresentava
boa movimentacdo e vigor na cauda) e Grau 3 onde o espermatozéide nao

conseguia se deslocar (mas apresentava movimento de cauda)(Seed et al., 1996).

Para a microscopia de luz os testiculos foram fixados em solucéo de Bouin
por 5 horas e depois lavados em alcool 50% (3-5 banhos de uma hora) e depois
colocados em alcool 70% e submetidos aos processos de desidratacdo (solucdes
com concentracdes crescentes de élcool, 80%, 90% e 100%), diafanizacdo (em
xilol) e inclusdo em parafina (Histosec, Merck). Foram feitos cortes seriados de
espessura de 5um e os cortes foram montados em laminas e coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas foram avaliadas em microscopio de luz
(Nikon Eclipse Ci-S) e 10 tdbulos seminiferos de cada animal tiveram suas
medicdes realizadas (ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA). As medidas aferidas foram didmetro menor do tdbulo, altura do

epitélio seminifero e didmetro menor do limen (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Imagem representativa das medidas feitas dos tabulos

seminiferos: Vermelho= diametro menor do tubulo, Azul= Diametro menor do

Ldamen, e Verde= altura do epitélio seminifero.

Uma lamina de cada grupo foi desparafinizada e rehidratada, seca ao ponto
critico, recobertas com ouro e levada ao microscopio eletrénico de varredura (Jeol
JSM-7001F) para utilizacdo do sistema EDS e verificacdo de presenca do

componente ferro (Fe) nos cortes.

2.6. Analise Estatistica
As médias das medidas aferidas para os tubulos seminiferos e para a

motilidade dos espermatozoides foi calculada e os dados foram analisados



51

no software BIOESTAT 5.0 onde foi utilizada a ANOVA e o Teste de Tukey.

Foi considerado o nivel minimo de 1% de significancia.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacdo Da Nanoparticula

Na microscopia eletrénica de transmisséao (Figura 2.2) as NPMs de citrato em

geral apresentaram morfologia esférica e diametro médio de 10nm.

Figura 2.2: Micrografia eletrdnica das nanoparticulas de maghemita funcionalizadas
com citrato.

O diametro hidrodinamico médio determinado pelo célculo do espalhamento
dindmico da luz no Zeta Sizer, o indice de polidispersao (Pdl) e o potencial zeta das
nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato foi de 111,3 nm, 0,235 e -

36,0mV, respectivamente (Figura 2.3).
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Results
Size (d.n... % Volume Width (d.n...
Z-Average (d.nm): 111,3 Peak 1: 16,67 45,9 3.837
Pdl: 0,235 Peak 2: 70.21 46,5 38,00
Intercept: 0,939 Peak 3: 2805 7.5 76,35

Result quality cood

Size Distribution by Volume
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Mean (mV)
Zeta Potential (mV): -36,0 Peak 1: -38,3
Zeta Deviation (mV): 14,2 Peak 2: -9,70
Conductivity (mS/cm): 0,197 Peak 3: 0,00
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Figura 2.3: Resultados da avaliagdo de diametro hidrodindmico, indice de

polidisperséo e potencial zeta das nanoparticulas de Magh-citrato

Os testiculos dos animais que receberam injecdo de NPMs Citrato ndo
apresentaram alteracdes morfolégicas em nenhum dos dias avaliados quando
comparadas ao controle. A Figura 2.4 mostra imagens de tubulos seminiferos dos
diferentes grupos analisados Pode-se observar que os tubulos apresentam
semelhanca estrutural, e ndo ha nenhum sinal que possam ter sofrido efeitos
deletérios pela aplicagéo do fluido. Espermatogdnias, espermatécitos, espermatides

e espermatozoides puderam ser observados em todos os animais de todos os

grupos avaliados.
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Figura 2.4: Imagens representativas dos tibulos seminiferos dos animais do grupo controle
e apos 7, 21, 35, 49 e 70 dias da administracdo da nanoparticula. Barras = 100um

3.3. Morfometria Dos Tubulos Seminiferos

As medidas dos tubulos seminiferos sdo mostradas na Figura 2.5. Diferencas

estatisticas foram encontradas nos diametros dos tubulos e lumen e também no
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epitélio seminifero. Os grupos D7, D21 e D35 tiveram os tubulos e apresentaram a
altura do epitélio seminifero significativamente (P<0,01) menores, mas
apresentaram um diametro do limen maior que os outros grupos. Embora essas
diferencas apresentem significancia estatistica, nenhum dos grupos apresentou
tubulos seminiferos de tamanho ou propor¢cdes que sugerissem alteracao
significativa na biologia do 6rgdo, como pode ser visto em um esquema feito (Figura
2.6) utilizando proporcionalmente as médias das medidas dos grupos. Além disso,
ndo foi observado nenhuma alteracdo morfolégica que remetesse a um efeito
deletério do tratamento na espermatogénese, visto que grande parte dos tabulos

avaliados estavam com espermatozoides em seu limen (Figura 2.4).
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Figura 2.5: Médias das medidas (um) do diametro externo do tdbulo (verde), altura do
epitélio seminifero (azul) e diametro do limen (amarelo).

a, b: letras diferentes nas barras de mesma cor indicam diferenca estatistica (p<0,01)
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Figura 2.6: Representacédo proporcional da média das medidas dos tubulos seminiferos nos
diferentes grupos. Limite externo do tubulo seminifero (verde), epitélio seminifero (azul) e
limen (amarelo)

3.4. Avaliacao Dos Espermatozéides

A Tabela 1 mostra as porcentagens de espermatozoides vivos em cada
grupo, bem como em cada grau de motilidade (média + DP). Para essa classificacdo

nao foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos.

Tabela 1: Média da vitalidade e motilidade progressiva dos espermatozoides (%)

Vitalidade (% Grau 1 Grau 2 Grau 3
Vivos)

Controle 85.00+ 10.00 71.00+7.42  17.00+4.47  12.00+5.70
D7 91.00+4.18 82.00+4.47  10.00+3.53 8.00+2.74
D21 85.0045.77 75.0045.77  15.00+5.77 10.00+0
D35 87.00+6.71 82.00+8.37 8.00+5.70 10.00+6.12
D49 87.00+4.47 80.00+8.16 12.5.00+6.45 7.5.00+2.89
D70 88.00+5.70 76.00+11.40 12.00+10.37 12.00+5.70

Grau 1 representa um espermatozoide com motilidade alta (atravessando a lamina
rapidamente e em trajetoria reta e€), Grau 2 um espermatozoide com motilidade média (ndo
conseguia atravessar a lamina, mas apresentava boa movimentacao e vigor na cauda) e
Grau 3 um espermatozoide que ndo conseguia se deslocar, mas apresentava movimento
de cauda..

3.5. Microscopia Eletrénica De Varredura

Usando o método EDS, foi possivel constatar que o elemento ferro foi pouco

detectado e somente em algumas amostras, enquanto varios outros elementos
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puderam ser detectados, incluindo carbono, nitrogénio, oxigénio, sodio, potassio,
magnésio, célcio e etc. A Figura 2.7 mostra a regido avaliada pelo EDS e as
distribuicdes de ferro e carbono, respectivamente. Os elementos identificados em
maior quantidade em todos os grupos foram carbono (~27%), nitrogénio (~8%) e
oxigénio (~40%), e varios outros elementos também foram identificados em menor
quantidade. O elemento ferro (Fe) so foi encontrado nas amostras de testiculo em
guantidades pequenas, variando de 0 a 0,46% dos elementos avaliados. Um
demonstrativo geral de todos os elementos detectados nos cortes de testiculo nos

diferentes dias avaliados é apresentado no Anexo 1.
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Figura 2.7. Distribuicdo de ferro e carbono em amostras de testiculo, avaliadas pelo método
EDS. A primeira coluna mostra a area dos testiculos que foi escaneada pelo microscépio
eletrdnico de varredura; a segunda coluna mostra a detec¢do de Ferro e a terceira coluna
mostra a detec¢éo de carbono como um paréametro de comparagéao.
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Nosso trabalho foi o primeiro com o enfoque no efeito da Magh-citrato nos testiculos.
A toxicidade reprodutiva de nanomateriais € uma parte importante para o estudo da
nanotoxicologia(Gromadzka-Ostrowska et al., 2012, Hougaard et al., 2015).
Estudos nessa area estdo em expansao (Garcia et al., 2014). O conhecimento sobre
a toxicidade no sistema reprodutor masculino € importante para prevenir danos que

podem levar a infertilidade.

A andlise morfométrica mostrou diferencas significativas entre alguns grupos, mas,
essas diferencas ndo apresentaram um efeito bioldgico per se. N6és podemos ver
uma reducdodo didmetro do tubulo nos grupos D7, D21 e D35, retornando ao
didmetro normal nos dois Ultimos tratamentos. Embora essa alteracdo tenha sido
observada, a morfologia dos tibulos permaneceu normal quando comparada ao
grupo controle, e fomos capazes de identificar espermatozoides e as células
germinativas em todos os tratamentos. Diferentemente, Gromadzka-Ostrowska et
al. (2012) verificaram que nanoparticulas de prata causam mudancgas significativas
na morfologia testicular, com um aumento no didmetro, area e circunferéncia dos
tubulos seminiferos de animais tratados. Eles concluiram que mesmo pequenas
quantidades de nanoparticulas de prata tem um efeito tdéxico nas células
germinativas, causando danos nos tubulos. A concentracao e a frequéncia da nossa
injecdo talvez possa ocasionar uma resposta rapida, mas sem prejudicar o sistema

reprodutivo.

A Magh-citrato € uma formulagéo particularmente nova e tem sido estudada quanto

a sua biocompatibilidade e possiveis efeitos adversos. NOs ndo observamos
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nenhum dano nos testiculos. Da mesma forma, Brugin (2007) testou a Magh-citrato
in vitro e in vivo e concluiu que ela ndo causa mudancas histolégicas significativas
no figado, pulmdes, baco e rins, exceto pela presenca de infiltrados celulares
associados com aglomerados de particulas.A formulacdo de Magh-Citrato pode ser
considerada segura e biocompativel, alguns estudos ja a utilizaram até com grupo

controle em um estudo(Carneiro et al., 2013)

Embora venha se confirmando que as nanoparticulas magnéticas tenham uma
baixa toxicidade(Lan e Yang, 2012) € importante ressaltar que a cobertura é
fundamental para a biocompatibilidade. Em um estudo (Hanini et al., 2011) in vivo,
a maghemita (Fe203)sem cobertura apresentou citotoxicidade nos animais. Isso
também foi verificado com a magnetita(Fez04) sem cobertura(Parivar et al., 2016).
A chance de uma nanoparticula magnética com cobertura apresentar toxicidade é
bem menor (Valdiglesias et al., 2015). Em nosso estudo néo foi verificado nenhum
tipo de dano ocasionado pela particula, provavelmente por conta da cobertura de

citrato, como citado anteriormente.

NGs escolhemos a via endovenosa de administracdo da NP porque ela é a a via
mais relevante para simular a forma que ela sera utilizada em um tratamento ou
diagndéstico com humanos. Essa mesma via de adminstragéo foi utilizada também
em ratos Wistar com nanoparticulas de prata (Gromadzka-Ostrowska et al., 2012)
e, diferente da nossa observacédo, os animais apresentaram danos nas células

germinativas e diminui¢do no nimero espermatico.

A analise pelo sistema EDS nao identificou uma alta concentracéo de particulas de

Fe em cortes do testiculo dos animais de qualquer grupo, o que sugere que o Ferro
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presente na nanoparticla administrado pela via endonvenosa ndo ultrapassa a
barreira hematotesticular. Usando varias concetracdes de outras nanoparticulas
magnéticas (ferrita de cobalto — 50nm de didmetro) injetados intraperitonealmente,
Kim et al. (2006) verificaram a presenca dessa nanoparticula em alta concentracao
nos testiculos, mas sem nenhum efeito adverso. Em nosso experimento também

nao identificamos nenhum efeito bioldgico deletério.

Analisando a motilidade e vitalidade dos espermatozoides coletados do epididimo
nés nao verificamos diferencas entre os grupos em relacdo ao controle. Esses
resultados indicam que a espermatogénese nao foi afetada, pois, se isso tivesse
ocorrido, em algum ponto do experimento, ela teria sido observada. A exposicao
dos gametas a nanoparticulas pode prejudicaar as fungdes reprodutivas ou levar a

patologias as proximas geragdes (Campagnolo et al., 2013).

5. Conclusao

Em concluséo, o uso de nanoparticulas de maghemita funcionalizada com citrato
administradas por via endovenosa em uma dose Unica ndo afeta o sistema

reprodutor de ratos machos.
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Capitulo 3 — Avaliacao da Eficiéncia na Geracao de Calor de Duas
Nanoparticulas

1. Introducéo

A magneto-hipertermia € uma abordagem terapéutica particularmente
atrativa para varias areas medicas, e € baseada na inducéo de calor das NPMs sob
a aplicacdo de um campo magnético alternado. (Kim et al., 2015). Essa técnica vem
sendo desenvolvida principalmente na area de terapia anticancerigena para manter
temperaturas na regido tumoral entre 40-46 °C para inibir os processos de regulacao

e crescimento das células tumorais (Roti Roti, 2008).

O experimento do Capitulo 2 identificou que a nanoparticula de maghemita
recoberta com citrato ndo causou nenhum dano aos animais quando aplicada pela
via endovenosa, o0 que indicou que a particula poderia ser um bom candidato ao uso
na magneto-hipertermia. Fez-se necessario entdo, um estudo para identificar se
estas nanoparticulas conseguiriam chegar a temperatura desejada quando
submetidas a um campo magnético. O objetivo foi quantificar a geracdo de calor
das nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato quando submetidas a um
campo magnético alternado. Foi utilizada uma nanoparticula de ferrita de
manganés, sabidamente eficiente na geracdo de calor em procedimentos de

magneto-hipertemia(Branquinho et al., 2013), para efeito de comparagéo.
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2. Material e Métodos

Foram utilizadas dois fluidos magnéticos de nanoparticulas: Fe20s-citrato

(Magh-cit) e MnFe20a-citrato (MnFerrit-cit).

A Magh-cit foi produzida por Emilia Celma Oliveira Lima, do IQ/UFG, e
consiste de nanoparticulas de maghemita (yFe203), estabilizadas pela cobertura de
citrato, com diametro médio de 10 nm. CaracterizacBes prévias indicaram
espalhamento dindmico da luz no Zeta Sizer, o indice de polidispersdo (Pdl) e o
potencial zeta das nanoparticulas de Magh-cit foi de 111,3 nm, 0,235 e -36,0mV,
respectivamente, além de uma concentracdo de 8 mg de Fe/mL (Equivalente a

concentracéo de 23 mg de Fe203/mL).

A MnFerrit-cit foi sintetizada por Nicholas Zufelato, do IF/UFG, pelo método
de coprecipitacdo, passivada e recoberta com citrato como relatado por (Branquinho
et al., 2013), com diametro médio de 11.36 nm o espalhamento dinamico da luz no
Zeta Sizer, o indice de polidisperséo (Pdl) de MNFerrit-cit foi de 273nm e 0,210

respectivamente e uma concentragédo entre ~30-50 mg de MnFe2O4/mL.

Para utilizar concentragbes semelhantes das duas amostras de fluidos
magnéticos, a amostra MnFerrit-cit foi diluida 1:1 em solvente (dgua destilada).
Aproximadamente 100 uL de cada uma das amostras foi levada ao porta-amostras
do equipamento nanoTherics, modelo magneTherm (Nanotherics Ltd, Newcaste,

UK), sem nenhuma outra preparacao.
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Ambas as amostras foram expostas a campos alternados de diferentes
intensidades ou amplitudes (100 Oe, 125 Oe e 150 Oe) com frequéncia de 331 kHz
por aproximadamente dois minutos (120 s) e seu resfriamento foi acompanhado por
mais um minuto (60 s). Um sensor de temperatura de fibra 6tica foi mergulhado na
amostra e outro foi colocado nas proximidades do porta-amostra para ser usado
como referéncia com relagdo ao aquecimento do equipamento (bobina, isolamento,

etc).

3. Resultados

Ambas as amostras responderam ao estimulo do campo alternado promovendo
variacdo de temperatura. Entretanto a amostra Magh-cit apresentou uma eficiéncia
de aquecimento baixa, com variacdes de temperatura menores que 3 °C no periodo
estudado. As razfes para esse comportamento estao relacionadas as propriedades
fisicas do préprio material, ao diametro pequeno e a baixa concentracdo. Por outro
lado, a amostra de MnFerrit-cit promoveu aguecimentos de quase 40 °C no mesmo
periodo. Os graficos das curvas de aquecimento sao mostrados nas Figura 3.1. A
Tabela 3.1 mostra a eficiéncia de cada uma das amostras em termos do SLP=(ptotal

ctotal /¢ pfonte) AT/At.
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Figura 3.1. Gréficos das curvas de aquecimento para as nanoparticulas Magh-cit (A-C) e
MnFerrit-cit (D-F) submetidas aos campos alternados de 100 Oe, 125 Oe e
150 Oe.
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Tabela 3.1. Demonstrativo do SLP (perda especifica de poténcia) nos 3 diferentes campos.

Campo (Oe) SLP de Magh-cit (w/g)  SLP de MnFerrit-cit (w/g)

100 0,74 25,5
125 2,73 37,1
150 4,00 76,2

4. Conclusao

A nanoparticula Magh-cit ndo foi capaz de gerar calor suficiente para ser
usada em um procedimento de magneto-hipertermia nestas condicdes
experimentais, enquanto a nanoparticula MnFerrit-cit gerou quantidade de calor
suficiente, esse fato pode se confirmar pela medicdo da eficiéncia de geracéo de
calor(SLP) que em todos os campos alternados se mostraram bem maiores para a

MnFerrit-cit, podendo entéo, ser utilizada em magneto-hipertermia.
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Capitulo 4 - Castracdo Magnética: Magneto-hipertermia como

possivel indutor de infertilidade em machos

No Brasil e no mundo ainda ndo existem politicas publicas com diretrizes
oficiais para o controle populacional de cdes ndao domiciliados (errantes). No Brasil,
isto faz com que muitos municipios negligenciem esse tipo de acdo. Apesar de
alguns municipios realizarem algum tipo de acdo de controle, estas acdes sao
muitas vezes isoladas e geralmente carentes de avaliacdo (Moutinho et al., 2015).
Embora ocorra essa negligéncia atual em relacéo ao controle populacional animal,
ha uma tentativa de transformar o Projeto de Lei 1.376/03 que dispde sobre a
politica de controle da natalidade de cées e gatos e destina verbas governamentais
para investir em esterilizacdo dos animais (Brasil, 2012). A esterilizacédo dos animais
e educacao da populacdo sobre posse responsavel sdo as medidas mais efetivas
para controle populacional (Kutzler e Wood, 2006, Robertson, 2008, Mendes-de-
Almeida et al.,, 2011). Pesquisas tém sido realizadas na tentativa de tornar os
métodos de esterilizacdo mais acessiveis para a populacdo e para 0s projetos

governamentais.

O meétodo de eleicdo para esterilizacdo de cdes e gatos machos é a
castracao cirurgica (Kutzler e Wood, 2006), que € muito eficaz e consiste na

remocao dos testiculos. No entanto, exige alguns pré-requisitos, como um centro
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cirirgico e equipe altamente especializada. Além disso, em um dia, um unico
cirurgido sO é capaz de castrar cerca de 12 machos, o que torna a técnica pouco
efetiva em termos de atender ao grande numero de animais existentes. Métodos
alternativos a castracédo cirurgica vem sendo estudados, dentre 0s quais o controle
hormonal com o uso de progestinas, andrégenos e agonistas do GnRH e a
imunoesterilizacao (Shafik, 1994, England, 1997, Jung et al., 2005, Kutzler e Wood,
2006), e a castracdo quimica, que consiste na injecdo intratesticular ou intra-
epididimal de substancias que podem ocasionar a infertilidade (Fahim et al., 1993,

Oliveira et al., 2012, Oliveira et al., 2013).

Uma outra forma de abordagem que pode levar a infertilidade no macho é a
de aproveitar-se da sensibilidade dos gametas masculinos as temperaturas mais
altas que a do corpo (Hansen, 2009a). Em um experimento classico foi testado o
efeito do calor emitido por diversas fontes (agua quente, luz infravermelha, micro-
ondas e ultrassom), com resultados variaveis. Os autores afirmam que é possivel
obter infertilidade a longo prazo (10 meses) em ratos quando os testiculos dos
animais sdo submetidos a temperatura de 45 °C por 15 minutos ou 60 °C por 5
minutos, utilizando um aparelho de ultrassom para gerar calor (Fahim et al., 1975).
Um problema dessa técnica é que para algumas espécies o ultrassom é muito
eficaz, como para céaes(Leoci et al., 2015) e ratos(Tsuruta et al., 2012), mas ainda

nao € para outras (VandeVoort e Tollner, 2012).

A magneto-hipertermia consiste em aumentar a temperatura de
nanoparticulas magnéticas (NPM) devido a interacdo dos momentos magnéticos

com um campo magnético alternado. A magneto-hipertermia ja vem sendo testada
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com sucesso em tratamentos contra cancer (Portilho et al., 2011, Sadhukha et al.,
2013). Esta técnica pode elevar as temperaturas até mais de 47 °C ocasionando
uma destruicdo dos tecidos por meio de necrose aguda, coagulagdo ou
carbonizacao do tecido (Webster, 2010). Sabendo que o aquecimento da regido
testicular pode levar a infertilidade momentanea ou definitiva, dependendo do tempo
e da temperatura que € utilizada (Setchell, 2006), os objetivos desse trabalho foram
de avaliar os efeitos da magneto-hipertermia testicular nos tabulos seminiferos e na

producdo e a qualidade espermatica de ratos.

2. Material e Métodos

Para o estudo foi utilizado fluido magnético composto de NPM de ferrita de
manganés funcionalizada com citrato, com didmetro médio de 11.36 nm,
sintetizadas conforme descrito por Rodrigues et al. (2013), na concentracéo de 28,5

mg Fe/mL.

Os procedimentos a seguir foram autorizados pela Comisséo de Etica no Uso

Animal sob o nimero UnBDOC 138067/2012.

Para esta etapa foram utilizados 22 ratos Wistar machos, ja com maturidade
reprodutiva (6-7 semanas) produzidos e mantidos no Biotério do IB com agua e

racéo ad libitum. Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais, a saber:
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O grupo Controle Salina (n=2) recebeu uma injecao intratesticular de solugéo
salina. O grupo Controle NPM (n=2) recebeu injecdo da nanoparticula sem ser
submetido a magneto-hipertermia. Trés grupos receberam inje¢do da nanoparticula
e foram submetidos a magneto-hipertermia sendo avaliados em 3 momentos
diferentes apds a magneto-hipertermia: Grupos D7, D28 e D56 (n=5 para cada). Um
grupo foi apenas submetido ao equipamento para produzir magneto-hipertermia,
sem receber nenhuma injecdo — Controle Magneto (n=3). O dia das inje¢cbes e/ou
magneto-hipertermia foi considerado o Dia 1 do experimento e um desenho

esquematico esta mostrado na Figura 3.1.

Y
GRUPO D7
%Ro ' GRUPO D28

GRUPO D56

vAs
o

GRUPO CONTROLE MAGNETO

Dia1 Dia7 Dia 28 Dia 56

Figura 3.1. Desenho esquematico do delineamento experimental.

R

%
- injecd@o de solucdo salina; injecdo de NPM; # aplicacdo do campo magnético
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2.3.Procedimentos Experimentais

O protocolo anestésico utilizado foi a combinacdo de Quetamina 90mg/kg e
Xilazina 10 mg/kg para todos os animais. A partir da verificagdo do plano anestésico

(auséncia de reflexos e resposta a sons), 0s animais entraram em experimentagao.

Os animais dos Grupos D7, D28, D56 e Controle NPM receberam uma
injecdo intratesticular de 150 pL do fluido magnético em cada testiculo, dividido
igualmente e aplicado em trés regiées ao longo do testiculo. Imediatamente apés a
aplicacéo os testiculos dos animais dos Grupos D7, D28, D56 foram expostos ao
gradiente gerado pelo campo magnético em procedimento descrito por Rodrigues
et al. (2013) para ativar as nanoparticulas. A temperatura dos testiculos foi
monitorada por termémetro de fibra 6tica em ambos os testiculos e o procedimento
de magneto-hipertermia foi mantido por 15 minutos ap0s atingir a temperatura de
45 °C. A temperatura retal dos animais também foi monitorada (Figura 3.2). O Grupo

Controle Magneto foi também submetido ao campo magnético por 15 minutos, como

descrito acima.
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Figura 3.2. Posicionamento das sondas de fibra éptica para medicdo da temperatura
testicular e retal (A) e termografia durante o procedimento de magneto-

hipertermia (B).

Apbs o tratamento, os animais que receberam inje¢cdes do fluido magnético
receberam uma dose Unica de analgésico e anti-inflamatério (Banamine - 1,1mg/kg
SC). Durante os 7 primeiros dias, todos os animais foram observados em relagéo
ao comportamento, consumo de alimentos e peso, para verificar se algum indicio
de dor ou desconforto, ou alguma mudanca na aparéncia geral do animal foi

apresentado.

Os animais dos grupos D7, D28 e D56, foram eutanasiados respectivamente,
7, 28 e 56 dias apdés a magneto-hipertermia. Os animais dos outros grupos foram
eutanasiados com 7 dias do inicio do tratamento experimental. A eutanasia se deu
por overdose de barbitlricos e puncao cardiaca. De todos os animais figado, rins,
pulmdes, baco e testiculos foram retirados. Os testiculos direito e esquerdo foram
medidos e pesados e ambos processados para as analises histopatologicas. Os
demais oOrgdos foram pesados e divididos, uma parte destinada as analises
histopatolégicas e a outra a quantificacdo das NPM por Ressonancia Eletrénica

Paramagnética (EPR).

Para a microscopia de luz os 6rgaos foram fixados em solug&o de Bouin por 5 horas

e depois lavados em alcool 50% (2-3 banhos de uma hora) e depois colocados em
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alcool 70% e submetidos aos processos de desidratacdo (solugcdes com
concentracdes crescentes de alcool, 80%, 90% e 100%), diafanizacdo (em xilol) e
inclusdo em parafina (Histosec, Merck). Foram feitos cortes & espessura de 5um
gue foram montados em laminas e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). As

laminas foram avaliadas em microscopio de luz (Nikon Eclipse Ci-S).

Nos testiculos foi avaliada a estrutura geral do 6rgdo, com énfase na
organizacédo dos tubulos seminiferos, presenca de células da linhagem germinativa,
integridade da lamina basal (barreira hemato-testicular) e possiveis alteracées no
parénquima e estroma testicular. Os outros 6rgdos (baco, figado, pulmdes e rins)

foram avaliados quanto a sua estrutura e integridade gerais.

Para a quantificacao e verificacao de possivel sinalizacdo das nanoparticulas
por EPR foi utilizado o equipamento EMXPlus™ Bruker Banda X 9.5 GHz (Bruker,

Alemanha).

Para a analise no EPR, os 6rgdos dos animais de todos s grupos, (com
excecdo do Grupo Controle Salina) foram macerados e homogeneizados
completamente com o equipamento T 10 basic ULTRA-TURRAX® (IKA® Werke
Staufen/Alemanha) e liofilizados (L101, Liotop, S&o Carlos, SP, Brasil). Apés a
liofilizacdo, uma quantidade do material dos 6rgaos (figado, rim, baco e pulmao) foi
colocada em capilares de vidro e selados. Para um bom controle da massa de 6rgéo
avaliada no equipamento, foi feita a medida da massa do capilar vazio e depois do

capilar com o material.
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O material foi levado ao EPR e submetido, em temperatura ambiente, a
uma modulacdo de 10G com 2mW de poténcia e um escaneamento para verificar

o sinal de ferro proveniente da nanoparticula.

As médias das medidas e peso aferidos para os testiculos e peso do demais
orgdos foram calculadas para cada grupo e os dados foram analisados no por
ANOVA e Teste de Scheffé (software Statview 5.0). Foi considerado o nivel minimo

de 5% de significancia.

Os dados da analise por EPR séo apresentados como Unidades Arbitrarias
(U.A.) de nanoparticula por grama de 6rgéo seco. Os resultados foram comparados
entre os O0rgaos e entre os tratamentos, sendo utilizado também ANOVA e teste de

Scheffe (Statview 5.0).

3. Resultados

Em todos os grupos nao foi observada dor ou incbmodo continuos. No dia do
tratamento um animal do grupo D7 apresentou um comportamento anormal de
lambidas constantes na bolsa escrotal, mas no dia seguinte, o comportamento ja
nao existia. No terceiro dia de avaliagdes, um outro animal do grupo D7 apresentou

varios espasmos, inchaco, dificuldade respiratéria e veio a oObito.

No inicio do experimento (Dia 1) o peso médio dos animais foi de 244,1 +

31,6 (variando de 200 a 300g) o que esta de acordo com a idade dos animais (6-7
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semanas de vida). Alguns animais apresentaram perda de peso nos primeiros dias
pés-tratamento, com excecdo dos grupos Controle Salina e Controle Magneto, e
nunca maior que 30g. Todos os animais apresentaram ganho de peso esperado
para a idade durante o resto do periodo (Figura 3.3), sem diferenca significativa

entre os grupos (P>0,05). O peso individual dos animais por grupo € apresentado

no Anexo 1.
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Figura 3.3. Média (+SEM) do peso dos animais por grupo, nos primeiros 7 dias e

nos dias 28 e 56 apos o tratamento.
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Alteracfes Testiculares macroscopicas

Os animais dos grupos Controle Salina e Controle Magneto apresentavam a
bolsa escrotal com as caracteristicas normais (Figura 3.4A), na posi¢cdo caudo-
ventral, com o tecido bem frouxo, sem aderéncias e sem aspecto de lesdes e com
uma coloragdo semelhante a todo o restante da pele corporal. Os animas nao
apresentaram sinais de dor ou desconforto. No grupo Controle NPM os testiculos
apresentavam-se escurecidos, o que era visivel mesmo com eles ainda na bolsa

escrotal, mas com todas as outras caracteristicas normais.

Todos os animais que foram submetidos a magneto-hipertermia (Grupos D7,
D28 e D56) apresentaram um aumento de volume/inchago da bolsa escrotal nos
primeiros 7 dias (Figura 3.4B) e a pele aparentou estar mais delgada (semelhante
a uma bolha de queimadura). Também foi possivel verificar o aparecimento de
necrose na base da bolsa escrotal em 64% dos animais (Figura 3.4B e C). Ao longo
do tempo, houve progressdo do processo inflamatério e resolucdo das feridas
macroscopicas antes dos 15 dias. Foi observada também uma atrofia dos testiculos
e da bolsa escrotal (Figura 3.4D). Um animal do grupo D56 apresentou necrose
completa da bolsa escrotal e testiculos, que “cairam” no dia 20 apds o tratamento,

e apresentava um material amorfo (Figura 3.5).
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Figura 3.4. Fotografias das bolsas escrotais dos animais ainda vivos. A) GRUPO
Controle Magneto aos 7 dias. B) Grupo D7 aos 4 dias C) Grupo D56 com 7 dias D)

Grupo D56 no dia da eutanasia.

Figura 3.5. Material amorfo que possivelmente era a bolsa escrotal e testiculos de

um dos animais.

No momento da necropsia do Grupo D7, pode-se observar uma grande
aderéncia dos testiculos a pele escrotal (Figura 3.6A), além de grande
escurecimento nos testiculos (Figura 3.6B). No Grupo D28, apds a abertura da
bolsa, pode-se observar uma atrofia testicular e a auséncia do testiculo esquerdo
em um dos animais. No Grupo D56, os testiculos, quando presentes, apresentavam

tamanho muito reduzido e aderidos a pele. Um animal, cuja bolsa escrotal foi

perdida (vide acima) ndo apresentava testiculos e outro animal ndo apresentou o
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testiculo esquerdo (Figura 3.6C e D). Os Grupos Controle Magneto e Controle
Salina ndo apresentaram qualquer alteragdo macroscépica nos testiculos a
necropsia. O Grupo Controle NPM apresentou apenas escurecimento dos

testiculos.

ApoOs a retirada dos testiculos da bolsa escrotal, tentou-se a coleta de
espermatozoides por maceracao do epididimo, mas em todos os animais tratados
essa coleta ndo foi bem-sucedida. Todos os espermatozoides, quando presentes,
que puderam ser visualizados, além de pouca quantidade, estavam mortos. A
excecao ocorreu nos grupos Controle Salina e Controle Nanoparticula onde pode

se ver espermatozoides vivos e normais.



82

Figura 3.6. Testiculos de animal do grupo D7 a necropsia, mostrando aderéncia a
pele (A) e escurecimento (B); e de animal do grupo D56 mostrando a

auséncia do testiculo esquerdo antes da eutanasia (C) e a necropsia (D).

As medidas e o peso dos testiculos foram obtidos apds eutanasia e séo
apresentados na Tabela 3.2. De modo geral, houve diminuig¢&o significativa (P<0,05)

de todos os parametros do testiculo direito no grupo D56 em relagdo aos grupos
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controle e D7. Ja para o testiculo esquerdo, houve diminui¢éo significativa nos trés

parametros analisados somente entre os grupos D56 e Controle Magneto.

Tabela 3.1. Médias (+xDP) das medidas de comprimento e espessura e do peso dos

testiculos direito e esquerdo de cada grupo.

TD TE
Grupo N Comprimento Espessura Peso* N Comprimento Espessura Peso*
C. Magneto 3 20,7254 9,7¢1,58 28+0,12 3 22,3x302 10,0+0,02 2,0+0,4 2
C.NPM 2 18,5+0,7 @ 10,002 1,740,423 2 17,5+0,7 @ 9,5+0,73 1,7+0,6 &
C. Salina 2 17,542,123 9,5+0,72 1,5+0,0° 2 17,041,423 8,5+0,73  1,4+0,0 2
D7 4 12,2+0,5 e 7,0+0,82 1,8+0,3° 4 12,2+2,8 @ 6,5+1,323 1,6+0,3 2
D28 5 9,6+2,2 cd 6,6+1,723 1,0+0,5° 4 9,7+2,6 P 6,2+1,523 0,8+0,6 %
D56 4 6,2+2,2 d 4+0,8 b 0,3+0,2¢ 3 8,3+3,5 P 4,7¢1,1° 0,4+0,6 °

* Peso do testiculo direito com o epididimo e peso do testiculo esquerdo sem o epididimo.

abed | etras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).

Alteracfes Testiculares Microscopicas

Os grupos Controle Magneto e Controle Salina apresentaram todos os tipos
celulares que podem ser visualizados em um tubulo seminifero: espermatogonias,
espermatocitos, espermatides e espermatozéides (Figura 3.8). A estrutura tubular
estava intacta e ndo apresentava nenhum sinal de lesédo ou ruptura. Também né&o
foi identificado nenhum tipo de infiltrado inflamatorio ou presenca de células do

sistema imune. O grupo Controle NPM apresentou as mesmas carateristicas
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morfolégicas dos outros Controles, porém com a presenca de grande quantidade

de NPM no tecido intersticial (Figura 3.8B).

Figura 3.7. Fotomicrografias representativas de tubulos seminiferos de animais dos
grupos Controle Magneto (A), Controle NPM (B), e Controle Salina (C e
D) todos com aparéncia normal e onde podem ser vistos todos 0s tipos

celulares da linhagem germinativa. Barras = 10pum.

O grupo D7 apresentou aparéncia bastante distinta em relacdo ao grupo
controle. Os tubulos seminiferos ainda puderam ser distinguidos (Figura 3.8A),
porém o epitélio seminifero estava completamente descaracterizado. Havia
extravasamento de sangue para o compartimento tubular (necrose coagulativa - B

e C), e apenas algumas poucas células germinativas puderam ser observadas,
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majoritariamente espermatogonias, em alguns tubulos (D). Quando presentes, foi
possivel observar espacamento entre as células e vacuoliza¢édo do citoplasma (D).
Espermatozoides ndo foram mais vistos nos tubulos seminiferos. Foi notada a
presenca de infiltrado inflamatorio no intersticio (B), bem como de nanoparticulas
também no intersticio (E e F). E visivel a ruptura da parede dos tGbulos seminiferos

(barreira hemato-testicular danificada - D).
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Figura 3.8. Fotomicrografias representativas de tibulos seminiferos de animais do grupo
D7, mostrando os tubulos seminiferos ainda identificaveis (A), porém com extravasamento
de sangue para o limen tubular — necrose coagulativa (B e C). O epitélio germinativo e a
membrana basal estavam danificados (D), e apenas espermatogdnias puderam ser vistas
dentre as células da linhagem germinativa (D). Infiltrado inflamatério (B) e NPM (E e F)
estavam presentes no intersticio. Setas mostram ruptura na parede dos tubulos
seminiferos. * Infiltrado inflamatério. Barras = 10 um

No grupo D28, a regido dos tubulos ainda pode ser identificada (Figura 3.9A),
mas sem a estrutura tipica de um tubulo seminifero. O sangue extravasado para o
[limen indica que ocorreu uma necrose coagulativa (B). O intersticio mostra
proliferacdo de tecido conjuntivo (C) e parece ter comecado a haver um
preenchimento do limen dos tubulos seminiferos também com tecido conjuntivo
(D). Algumas poucas células, aparentemente de Sertoli, puderam ser vistas em
alguns tabulos. Células germinativas ndo foram mais identificadas. E visivel a
ruptura da parede dos tabulos seminiferos (barreira hemato-testicular danificada —
Figura 3.8B). E possivel identificar a presenca de nanoparticulas (A, B e C), mas

em uma quantidade menor que no D7.

As alteracGes microscopicas dos testiculos do grupo D56 (Figura 3.10) foram
uma evolucéo das apresentadas pelo grupo D28. Foi observada perda da definicdo
dos tubulos seminiferos, substituicdo das células tubulares pelo que aparenta ser
tecido conjuntivo, sendo que em alguns animais essa troca pareceu ser completa.

Infiltrado inflamatorio e nanoparticulas ainda foram visualizados.
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Figura 3.9. Fotomicrografias representativas de tubulos seminiferos de animais do
grupo D28. Os tubulos seminiferos ainda podem ser identificados (A), porém com
necrose coagulativa (A e B). O intersticio aparece com maior presenca de tecido
conjuntivo (C), e alguns tubulos seminiferos também apareceram preenchidos com
tecido conjuntivo (D). NPM ainda podem ser vistas no intersticio (A, B e C). Setas

mostram ruptura na parede dos tabulos seminiferos. Barras = 10 pm
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Figura 3.10. Fotomicrografias representativas de tubulos seminiferos de animais do
grupo D56. Tubulos seminiferos ainda puderam ser identificados em alguns casos
(A), bem como NPM (B). Mas em alguns casos houve perda da definicédo dos tibulos
seminiferos (C), e substituicdo das células tubulares pelo que aparenta ser tecido

conjuntivo (D). * Infiltrado inflamatorio. Barras = 10 pm

Efeitos nos érgaos vitais

Na aparéncia macroscopica dos outros érgaos (figado, baco, pulmdes e rins)
foi semelhante em todos os grupos. O peso absolto dos 6rgéos (figado, baco, rim e
pulmdes), bem como o peso dos 6rgaos em relagdo ao peso vivo dos animais é

apresentado na Tabela 3.2. SO houve diferenca estatistica no peso relativo do



89

figado, onde o grupo D56 mostrou valor significativamente inferior ao grupo D7

(P<0,05), mas nenhum deles foi diferente dos grupos controle.

Tabela 3.2. Média (xDP) dos pesos (g) dos animais e dos 6rgaos dos animais no

dia da eutandsia. Entre parénteses o valor relativo (%) do peso do 6rgéo

em relacdo ao peso total do animal.

Grupo Peso Vivo Peso total (g) e relativo (%) dos 6rgdos
(9) Figado Baco Rim Pulmao
C. Magneto  297,3+33,9 10,6+1,8 1,0+0,1 1,4+0,2 1,94+0,5
(3,5+0,4) ® (0,3+0,0) (0,5+0,0) (0,6+0,2)
C. Salina 245,5+7,8 10,7+0,3 1,2+0,2 1,0+0,1 1,5+0,0
(4,4+0,0)® (0,5+0,1) (0,4+0,0) (0,6+0,0)
C. NPM 225,0+4,2 9,5+0,5 1,4+0,1 1,0+0,1 1,4+0,1
(4,2+0,1)® (0,6+0,1) (0,4+0,0) (0,6+0,0)
D7 217,7457,4 9,7+2,2 1,240,4 1,1+0,4 1,6+0,9
(4,5+2,2)* (0,6+0,1) (0,5+0,2) (0,7+0,2)
D28 281,0+13,7 11,0+1,2 1,3+0,2 1,2+0,1 1,5+0,2
(3,9+0,4)® (0,5+0,1) (0,4+0,0) (0,5+0,1)
D56 339,0+31,5 11,1+1,1 1,240,1 1,4+0,3 1,740,2
(3,3+0,2)* (0,4+0,0) (0,4+0,0) (0,5+0,1)

a,b — Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (P<0,05).

A anélise microscopica, figados, bacos rins e pulmées mostraram aparéncia

geral normal e semelhante em todos os grupos (Figura 3.11). Figados (Figura

3.11A) mostravam elementos da triade hepética, ramos da veia porta, um ramo da

artéria hepatica e um ducto biliar pequeno. Os hepatécitos estavam dispostos em

placas, e séo vistos irradiando das regibes de vénulas centrais e estendendo-se

para as areas do portal. Bacos (Figura 3.11B) apresentavam distincéo clara entre

polpa vermelha e polpa branca. A polpa vermelha apresenta muitos corddes

esplénicos entre os quais se localizam os sinusoides. A polpa branca é constituida
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pelo tecido linfatico, predominantemente linfocitos. Foi possivel verificar a presenca
de aglomerados da nanoparticulas nos bacos dos animais dos grupos Controle
NPM e D7 (Figura 3.11B). Os rins (Figura 3.11C) apresentavam todas as estruturas
integras, como os corpusculos renais e os tubulos contorcidos, proximais e distais.
Os pulmdes (Figura 3.11D) de todos os animais estavam semelhantes ao grupo
controle, onde pode-se observar alvéolos pulmonares, sacos alveolares,

bronquiolos e vasos sanguineos pulmonares.



B}nquiolo

terminal

Figura 3.11. Aparéncia geral dos 6rgaos dos animais avaliados. A) Figado de um
animal controle, B) baco de um animal do grupo D7, apresentando
ainda residuos de nanoparticulas, C) rim de um animal do grupo D56,
e D) Pulmdo de um animal do grupo D56. Barras=10um. Simbolos:
seta: nucleo do hepatécito, ponta de seta: agregados de
nanoparticulas, asterisco: polpa branca, cruz: polpa vermelha, CR:
Corpusculo renal, TCP: tdbulo contorcido proximal, TCD: tubulo

contorcido distal.

Distribuicdo das NPM nos 6rgéos
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Os dados obtidos na quantificagdo das NPM por EPR no figado, baco, rim e
pulmao dos animais dos diferentes grupos é mostrado na Tabela 3.3. Houve uma
grande diferenca individual nos valores medidos pelo EPR mesmo em animais do
mesmo grupo. Em relacdo ao sinal das NPM no figado, o grupo D7 mostrou valor
significativamente maior que o grupo Controle Magneto (P<0,05). No baco, os
grupos Controle NPM e D7 apresentaram valores maiores que os demais grupos

(P<0,05). Nao houve diferenca entre os grupos para rim e pulméao.

Comparando os valores obtidos no EPR para os 6rgdos dentro de cada
grupo, ndo houve diferenca para o grupo Controle Magneto. No grupo Controle NPM
e D56 o valor obtido para figado foi significativamente maior do que para os demais
orgaos (P<0,05). No grupo D7, o valor para figado foi significativamente maior do
qgue para rim (P<0,05), e no grupo D28, o valor para figado foi significativamente

maior do que para rim e pulméo (P<0,05).

Graficos representativos do sinal obtido para os diferentes érgdos dos

animais em todos os grupos sao apresentados no Anexo 2.

Tabela 3.3. Sinal das NPM quantificado por EPR (Unidade Arbitraria) nos diferentes érgaos

(Média + DP).
Grupos Figado Baco Rim Pulmao
C. Magneto 79,2+30,4° 44,6+16,8° 69,3+52,3 110,95+0,0
C. NPM 4793,6+1198,8% 963,8+21,7% 32,5+23,6" 121,3+51,1B
D7 5971,3+3984,3%A 827,6+313,9%8  51,3+45,38 889,7+1241,5"8
D28 1376,4+1322,9%°A  239,9+129,8"8  63,8+59,48 54,5+36,48
D56 1735,0+968,13 221,9+199,5"®8  33,3+31,98 67,7+58,5°

ab — Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).
AB — Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os érgaos (P<0,05).
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4. Discussao

Os resultados obtidos com o procedimento de magneto-hipertermia testicular
utilizado mostraram que houve um processo progressivo de inducao de infertilidade
nos animais. Esta infertilidade provavelmente € irreversivel, tendo em vista a
completa desorganizacdo do epitélio seminifero e o desaparecimento total das
células da linhagem germinativa observados. Os limens dos tubulos seminiferos

foram incialmente preenchidos por sangue (necrose coagulativa) e posteriormente

por tecido conjuntivo.

Outros trabalhos ja foram realizados na tentativa de provocar infertilidade em
machos utilizando o aumento da temperatura testicular, com bons resultados em
ratos (Fahim et al., 1975,1977) e caes (Leoci et al., 2015). Da mesma forma, a
injecado intratesticular de diferentes substancias quimicas também tem sido testado
como método de inducéo da infertilidade (Fahim eta ., 1993; Emir et al., 2008; Kwak

e Lee, 2013).

No presente trabalho, ja aos 7 dias os animais apresentavam lesdes
extensas nos tubulos seminiferos, caracterizadas principalmente por necrose
coagulativa. Nao havia espermatozoides presentes na luz dos tubulos nem uma
quantidade de ceélulas germinativas (espermatogbnias) que sugerissem que a

espermatogénese pudesse ser retomada. Isso também foi verificado no estudo de
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Fahim et al. (Fahim et al., 1975) ap6s 15 dias para os tratamentos envolvendo o

aguecimento testicular com infravermelho ou com micro-ondas.

Os achados do dia 28 mostram que além da necrose coagulativa, jA comeca
a ocorrer uma substituicdo do epitélio seminifero e o preenchimento dos tubulos por
tecido conjuntivo, sinalizando uma perda irreversivel da funcionalidade reprodutiva.
Da mesma forma, também aos 28 dias (Kwak e Lee, 2013) verificaram uma
destruicdo severa do tecido testicular, com uma grande presenca de infiltrado

inflamatorio, utilizando uma solucao salina hipertdnica (20%) em ratos.

No decorrer do experimento, aos 28 e 56 dias, pode-se observar que nao
havia mais indicios de que os tubulos seminiferos viessem a retomar a sua funcao
de producdo de gametas. Em alguns casos, pode-se observar uma completa
substituicdo do tecido germinativo por tecido conjuntivo. Achados semelhantes
foram obtidos por (Leoci et al., 2015) ao avaliar testiculos de caes submetidos ao
aguecimento com ultrassom. Segundo Fahim et al. (1977), o tratamento por
ultrassom suprime significativamente a espermatogénese sem afetar as
concentracdes de testosterona por pelo menos 10 meses apos o tratamento. No
presente trabalho nao foi feita a dosagem de testosterona nos animais, mas houve
uma atrofia testicular significativa aos 56 dias do tratamento, inclusive com o
completo desaparecimento do testiculo em 3 casos. Possivelmente, com mais
tempo pos-hipertermia, ocorreria 0 desaparecimento das gbnadas em todos 0s
animais, o que levaria a queda nos niveis séricos de testosterona. Para o controle

populacional de animais errantes, a baixa producdo de testosterona pode ser
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interessante, pois leva a perda do comportamento sexual nos machos e a uma

diminuicdo na agressividade dos animais, o que facilita possiveis adocoes.

No presente trabalho, durante o tempo do experimento n&do foram
observados sinais de perda de higidez dos animais, sugerindo que o procedimento
de magneto-hipertermia testicular pode ser aplicado sem grandes consequéncias
para a saude dos animais. Foi observada perda de peso nos dois primeiros dias
apos o tratamento. Esta perda de peso pode ter sido decorrente do desconforto
causado pelo inchaco e pelas lesdes de pele gerados pela hipertermia, j& que as
terminagbes nervosas aferentes associadas com a sensagdo de dor estdo
localizadas sobre a pele do escroto e na capsula do testiculo, e ndo dentro do
parénquima testicular (Tawar & Naz, 1981). De qualquer forma, este efeito foi
transitério e houve resolucdo das lesbes de pele e subsequente ganho de peso

condizente com a idade dos animais até o final do experimento.

A Unica reacdo adversa observada com a hipertermia testicular foi a
ulceracao escrotal em alguns animais. O tratamento com ultrassom também induziu
a queima da pele em 20% dos casos (Roberts et al., 2002a, Roberts et al., 2002b).
Ja o procedimento de castracdo quimica diversas reacdes locais e sistémicas foram
verificadas em cdes apds a injecao intratesticular de gluconato de zinco, que
incluem: ulceracao escrotal, dermatite, automutilacao escrotal, inchaco do prepucio,

vomitos, diarreia, anorexia, letargia e leucocitose (Kutzler e Wood, 2006).

A guantificacdo de sinal magnético da NPM por EPR mostrou que 7 dias apos

a administracao a nanoparticula utilizada estava presente em maior grau no figado
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e em segundo lugar no bacgo, ndo aparecendo de forma significativa nos rins ou nos
pulmdes. Além disso, o sinal foi menor aos 28 e 56 dias tanto no figado quanto no
baco, sugerindo que a NPM esté4 sendo gradativamente eliminada do organismo. A
mesma nanoparticula de ferrita de manganés coberta com citrato ja teve sua
biodistribuicdo descrita quando administrada por via endovenosa (Prospero et al.,
2015) também apresentando sua maior concentracdo no figado. No entanto, com a
via endovenosa, o segundo maior sinal foi observado nos pulmdes. Certamente,
esta diferenca se deve a diferenca na via de administracdo das NPM (endovenosa
X intratesticular). Embora tenha sido verificado (Préspero et al., 2015) que a meia-
vida da particula na corrente sanguinea € curta (181 segundos), observamos que
apos 56 dias, o sinal ainda era alto no figado dos animais e ainda eram visiveis
agregados de NPM no tecido testicular. E importante lembrar que higidez dos
animais nao foi prejudicada, o que foi confirmado pelo aspecto geral e ganho de

peso observados ao longo do experimento.

5. Concluséao

Em conclusédo, o uso da magneto-hipertermia testicular utilizando nanoparticulas de
ferrita de manganés funcionalizadas com citrato para a indugao da infertilidade em
ratos se mostrou eficiente em curto prazo (56 dias), sem efeitos colaterais graves.
Estudos de longo prazo séo necessarios para confirmar que o tratamento causa a

infertilidade irreversivel.
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