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RESUMO

A superpopulacdo de animais errantes ¢ um problema global, levantando preocupacdes sobre a
reproduc¢ao descontrolada e riscos a saude publica. A nanotecnologia oferece um potencial para
castragdo através da fotohipertermia mediada por nanoparticulas (FHT), mostrando-se
promissora para o controle da populagdo animal. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
fotohipertermia testicular mediada por nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato e
ouro (NPAu) e nanoparticulas de ferrita de manganés funcionalizadas com citrato (NPCit) nos
parametros reprodutivos de ratos Wistar. Foram utilizados no total 49 ratos Wistar
(aproximadamente 10 semanas de idade). O tratamento por FHT foi realizado com a injecao
intratesticular de 150 pL do fluido (NPAu ou NPCit) combinados com a irradiacdo de LED
visando atingir a temperatura de aproximadamente 45 °C por 15 minutos. Avaliagdes de
parametros reprodutivos foram feitas até 56 dias, tempo necessario para que ocorra a
espermatogénese completa em ratos. Os resultados mostraram que a FHT testicular mediada
pelas NPAu proporcionou danos progressivos a parametros reprodutivos dos animais, como:
redu¢do do volume testicular e reducdo da porcentagem de espermatozoides moveis,
porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais e nimero de espermatozoides na
cauda dos epididimos. Além disso, a avaliacdo histopatologica dos testiculos aos 7, 28 e 56 dias
apos o tratamento revelou dano progressivo aos tubulos seminiferos. No entanto, tibulos
seminiferos intactos ainda estavam presentes até o final das avaliagdes, sugerindo que o efeito
ndo foi completo. A FHT testicular mediada pelas NPCit inicialmente mostrou resultados
semelhantes aos obtidos com a NPAu, porém foi possivel identificar que os tibulos seminiferos
intactos estavam localizados na periferia dos testiculos, mesmo com a presenca de aglomerados
de nanoparticulas na regido. Este achado sugeriu uma ineficiéncia na penetragao da luz no
tecido, que possivelmente ndo estava atingindo as nanoparticulas do lado oposto a incidéncia
do LED. Assim, um novo equipamento com 2 LEDs foi utilizado para a FHT mediada por
NPCit, e os resultados mostraram uma destruicdo mais homogénea dos tubulos seminiferos. A
analise histopatoldgica mostrou danos irreversiveis a espermatogénese, com agravamento
progressivo com o passar do tempo. Além disso os pardmetros espermaticos e a morfometria
testicular também foram afetados negativamente. Em todos os casos, independente da
nanoparticula utilizada, ndo houve dor ou comprometimento do ganho de peso dos animais, e
a histologia de figado, baco, rim e pulmdes nao foi afetada pelo procedimento. Em conclusao,
a aplicag@o de fotohipertermia mediada por nanoparticulas (NPCit e NPAu) diretamente aos
testiculos resultou em efeitos prejudiciais importantes aos parametros reprodutivos de ratos em
um periodo de curto prazo (56 dias), se mostrando um procedimento promissor para causar
infertilidade em animais machos.

PALAVRAS-CHAVE: Esterilizagdo de machos, nanocastracao, nanoparticulas magnéticas,
terapia fototérmica.



ABSTRACT

The overpopulation of stray animals is a global issue, raising concerns about uncontrolled
reproduction and risks to public health. Nanotechnology presents potential for castration
through nanoparticle-mediated photohyperthermia (FHT), showing promise for animal
population control. The aim of this study was to assess the effect of testicular
photohyperthermia mediated by maghemite nanoparticles coated with citrate and gold (NPAu)
and citrate-functionalized manganese ferrite nanoparticles (NPCit) on the reproductive
parameters of Wistar rats. A total of 49 Wistar rats (approximately 10 weeks old) were used.
NHT treatment involved intratesticular injection of 150 pL of fluid (NPAu or NPCit) combined
with LED irradiation to achieve a temperature of approximately 45°C for 15 minutes.
Reproductive parameter evaluations were conducted up to 56 days, the time required for
complete spermatogenesis in rats. Results indicated that testicular NHT mediated by NPAu led
to progressive damage to reproductive parameters, including reduced testicular volume and
percentages of motile and morphologically normal sperm, as well as the number of sperm in
the epididymal tail. Additionally, histopathological evaluation of testicles at 7, 28, and 56 days
post-treatment revealed progressive damage to seminiferous tubules. However, intact
seminiferous tubules were still present at the end of the assessments, suggesting incomplete
effects. Testicular NHT mediated by NPCit initially showed similar results to NPAu; however,
it was identified that intact seminiferous tubules were located at the periphery of the testicles,
even with the presence of nanoparticle clusters in the region. This finding suggested inefficient
light penetration into the tissue, possibly not reaching nanoparticles on the opposite side of LED
incidence. Therefore, a new device with 2 LEDs was used for NPCit-mediated NHT, and the
results demonstrated more homogeneous destruction of seminiferous tubules.
Histopathological analysis revealed irreversible damage to spermatogenesis, worsening
progressively over time. Additionally, spermatic parameters and testicular morphometry were
also negatively affected. In all cases, regardless of the nanoparticle used, there was no pain or
compromised weight gain in the animals, and the histology of the liver, spleen, kidneys, and
lungs was not affected by the procedure. In conclusion, the application of nanoparticle-
mediated photohyperthermia (NPCit and NPAu) directly to the testicles resulted in significant
harmful effects on the reproductive parameters of rats in a short-term period (56 days), proving
to be a promising procedure for inducing infertility in male animals.

KEYWORDS: Male sterilization, nanocastration, magnetic nanoparticles, photothermal
therapy.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), hd mais de 30 milhdes de animais
vivendo em situagdo de abandono no Brasil. Esses animais se tornam um risco para a saude
publica por transmitirem doengas, causam desequilibrio a fauna local por meio da predacao de
animais de pequeno porte e contaminam o meio ambiente com a dispersdo de lixo doméstico.
Uma das maiores preocupagdes a esse respeito € o elevado grau de reproducdo desses animais.
Dessa forma, o controle da populagdao por meio da castracdo e educagdo da populacdo sobre
posse responsavel ¢ o método mais indicado.

Ha dois tipos de castragdo para machos: a cirirgica e a ndo cirurgica. A mais comum ¢ a
cirargica, que consiste na retirada total dos testiculos (orquiectomia) e ¢ o método mais aceito
pelos proprietarios de animais. No entanto, esse método apresenta alto custo, necessidade de
ambiente controlado e asséptico, profissionais especializados, além de riscos no pds-operatorio.
Jé4 a castracdo ndo cirrgica (quimica) € realizada por meio de uma inje¢do intratesticular a base
de uma solucdo esclerosante. A castracdo quimica apresenta vantagens como custo baixo, a
possibilidade de esterilizar uma quantidade maior de animais em um unico dia, simplicidade
do processo e auséncia de pos-operatorio. No entanto, a castracdo quimica causa inflamacao e
desconforto nos animais e, apesar dos inimeros estudos, ainda ndo ha relatos provando que esse
método seja irreversivel.

Com o potencial da nanotecnologia, a aplicacdo de hipertermia testicular mediada por
nanoparticulas € uma possibilidade de castragdao para animais machos, uma vez que o aumento
da temperatura testicular pode comprometer a producdo de espermatozoides. Essa técnica ja
vem sendo aplicada em estudos alternativos de castracdo. Inclusive estudos anteriores do nosso
grupo de pesquisa mostraram resultados promissores utilizando a magnetohipertermia testicular
mediada por nanoparticulas. No entanto, a fotohipertermia mediada por nanoparticulas poderia
ser ainda mais vantajosa pela praticidade e portabilidade que ela confere.

A fotohipertermia utiliza as propriedades que algumas nanoparticulas apresentam que
permitem a absor¢ao de energia proveniente de irradiacdo de luz, resultando em conversao em
calor.Logo, o objetivo deste estudo foi desenvolver um método de promover a infertilidade em
anim ais machos por meio da fotohipertermia mediada por nanoparticulas aplicada diretamente
aos testiculos. Para isso, foram avaliados dois fluidos magnéticos distintos, a nanoparticula de
maghemita recoberta com citrato e ouro e a nanoparticula de ferrita de manganés funcionalizada
com citrato, administrados por via intratesticular, associados a irradiagdo de luz por diodo

emissor de luz (LED).



1.1. REVISAO DE LITERATURA
1.2. Animais errantes

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Satide (OMS) referentes a 2022, o Brasil
contava com aproximadamente 30 milhdes de animais abandonados em suas ruas, sendo 10
milhdes de gatos e 20 milhdes de caes. No Distrito Federal, um levantamento realizado pela
Confederagdo Brasileira de Protecdo Animal em 2021 estima que existam cerca de 700 mil
animais abandonados. Além da superpopulacdo, esses animais apresentam uma alta taxa de
reproducao (Behaver, 2003). Um casal de gatos, gerando oito filhotes por ano, pode produzir
até 781.250 descendentes diretos e indiretos em um periodo de sete anos (Olson & Johnston,
1993). E possivel calcular uma estimativa do nimero de descendentes de um casal de gatos em
até 10 anos, considerando fatores como taxa de mortalidade, nimero de gatos por ninhada e
niimero de fémeas, em uma pagina na internet. '

Hé uma grande preocupacao em relacdo a saude publica, ja que esses animais contribuem
diretamente para a contaminagdo ambiental, através do lixo doméstico espalhado nas ruas,
transmissdo de zoonoses € até mesmo desequilibrio ambiental, devido a predacao de fauna
nativa (Joffily et al., 2013; Oliveira et al., 2013). Durante muito tempo utilizou-se a eutanasia
como medida de controle populacional nos Centros de Controle de Zoonose. No entanto, esse
método ndo se mostra eficiente, gerando gastos publicos e ciclos de mortes continuas, além de
ir contra os principios humanitarios dos direitos dos animais (Saito et al., 2002; Almeida, 2011).
Essa contraposi¢ao levou institui¢des de destaque, incluindo a Organizagao Mundial de Saude,
a Organizacao Mundial de Satide Animal, o Ministério da Satude do Brasil e o Conselho Federal
de Medicina Veterinaria, a desencorajarem a utilizagdo dessa pratica para o controle
populacional de caes e gatos (Paula Junior, 2022). No cenario brasileiro, a Lei n® 14.228/2021
estabelece de forma clara a proibicao da eliminagdo da vida de cdes e gatos nos Centros de
Controle de Zoonoses, refletindo uma mudanca legislativa recente. Adicionalmente, a criagdo
do Departamento de Prote¢dao, Defesa e Direitos Animais, vinculado ao Ministério do Meio
Ambiente, junto com a implementa¢do de um Programa de manejo populacional ético de caes
e gatos, representa uma abordagem ética e humanitaria para o controle populacional de animais.
Nesse contexto, a implementacao de medidas de controle populacional voltadas para o bem-

estar animal torna-se essencial (Vanderstichel et al., 2015).

Thttps://calculate-this.com/420000-kittens-unspayed-cat-kitten-calculator



Estudos j4 demonstraram que a esterilizacdo ¢ o método mais efetivo para o controle
populacional de animais errantes. Dessa maneira, em cinco anos de campanhas de esterilizagao,
seria possivel haver uma reducdo de até 20% na populacdo canina (Amaku ef al., 2009; Bastos
et al.,2013). Um exemplo disso ¢ o controle de colonias de felinos e matilhas através da técnica
denominada Captura, Esterilizagdo e Devolucao (CED), que ja vem sendo realizada em
diversos paises (Boone & Slater, 2014). A CED realizada nas principais capitais da Australia
resultou em uma redugdo das coldnias de gatos ferais em 31% em dois anos (Tan, 2017). A
Holanda se tornou o primeiro pais sem animais abandonados, utilizando apenas a CED

(Sternheim, 2012).

1.3. Sistema reprodutor masculino

1.3.1. Anatomia e fisiologia

O sistema reprodutor masculino dos mamiferos ¢ composto pelo pénis, saco escrotal,
testiculos, tubulos retos, tubulos eferentes, epididimos, vasos deferentes e glandulas acessorias,
incluindo a prostata, vesiculas seminais e glandulas bulbouretrais (Reece et al., 2015). Em
animais domésticos, como cdes e gatos, algumas caracteristicas marcantes sao observadas,
como 0 0sso peniano € a auséncia das glandulas acessorias (exceto a prostata) em cdes € a
presenca de espiculas nos pénis dos gatos (Stanbenfeld & Edqvist, 1996).

Os testiculos apresentam forma oval e estdo localizados no saco escrotal, fora da cavidade
abdominal, para manter a temperatura testicular mais baixa do que a temperatura corporal. Essa
temperatura € crucial para o desenvolvimento normal dos espermatozoides. Os testiculos sdo
as gbonadas sexuais masculinas, e desempenhando duas fungdes principais: a producdo de
células germinativas, que geram os espermatozoides responsaveis por transmitir os genes para
a futura prole, e a produgdo de hormonios andréogenos, que definem as caracteristicas
masculinas e o comportamento sexual do individuo. Os testiculos (Figura 1) sdo divididos em
dois compartimentos, o compartimento tubular e o compartimento intersticial (Reece et al.,
2015). O compartimento tubular ¢ composto por tibulos finos e emaranhados denominados
tabulos seminiferos. Neles existem dois tipos celulares: as células espermatogénicas
(espermatogodnias, espermatocitos e espermatides), produtoras de espermatozoides no processo
conhecido como espermatogénese, ¢ as células de Sertoli, que ddo sustentagdo e suporte ao
processo da espermatogénese. As células de Sertoli se unem umas as outras, criando jungdes
oclusivas que separam os compartimentos basal e adluminal, conhecido como barreira

hematotesticular. Essa barreira faz com que qualquer substancia atravesse primeiro as células
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de Sertoli, impedindo assim uma resposta imune do corpo contra os gametas em
desenvolvimento e estabelecendo um ambiente intratubular diferenciado (Berne & Levy, 2018).
Entre os tabulos seminiferos, encontram-se as células de Leydig, que secretam testosterona,
hormonio que incita a manifestagao das caracteristicas masculinas, da libido e possui um papel
importante na espermatogénese (Tortora & Derrickson, 2010). Na superficie de cada testiculo,
encontram-se os epididimos, divididos em cabeca, corpo e cauda. Os espermatozoides ficam
armazenados na cauda dos epididimos e nos ductos deferentes por varios meses até serem

ejaculados (Berne & Levy, 2018).

P 4 vaso deferente
: . epididimo
AOLED .
& MR rede testis

fubulo seminifero

fluido do
tubulo semnifero

célula de / s

Sertoli

nucleo da
célula de Sertoli barreira
hemato-testicular

testiculo

células

célula de / ' p germinativas
. sanguineo .
Leydig B célula mieloide
fluido testicular peritubular
intersticial

Adaptado de Stanton et al. 2016

Figura 1: Desenho esquematico dos compartimentos internos dos testiculos de mamiferos.

1.3.2. Espermatogénese

A espermatogénese ¢ um processo fundamental para assegurar a fertilidade masculina,
desempenhando um papel crucial na continuidade da espécie. Esse processo tem inicio na
puberdade e se estende por toda a fase adulta do individuo do sexo masculino, compreendendo
as etapas de mitose, meiose e diferenciacdo celular. Nos tibulos seminiferos, as células da
linhagem germinativa se dividem para originar células-filhas, que subsequentemente passam
por um processo de diferenciacdo até se tornarem espermatozoides maduros (Koeppen &

Stanton, 2009). A espermatogénese (Figura 2) pode ser subdividida em trés fases principais:
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(1) a proliferacdo e diferenciagdo das espermatogonias, (2) a fase de meiose ¢ (3) a
espermiogénese, que consiste na transformacao das espermatides redondas em espermatozoides
maduros (Sharma & Agarwal, 2011).

A mitose ¢ a primeira fase da espermatogénese, que ocorre no compartimento basal e
inicia a produ¢do de um grande niumero de células germinativas. Essa fase ocorre quando a
maturidade sexual ¢ atingida. O desenvolvimento das células germinativas compreende uma
sequéncia complexa e ¢ organizado em subtipos, de acordo com o estagio de diferenciacao que
envolve as espermatogonias tipo A e tipo B. As células espermatogénicas de reserva sao as
espermatogonias do tipo A, as quais, quando se dividem, geram outra espermatogonia do tipo
A e uma do tipo B. As espermatogodnias do tipo A substituem as células precursoras, enquanto
as espermatogodnias do tipo B passam por um numero pré-determinado de mitoses (espécie-
especifico) e entram em meiose, produzindo a partir dai os espermatocitos primarios (Reece et
al., 2015; Sharma & Agarwal, 2014).

As espermatogonias do tipo B entram na espermatogénese em algum ponto do tibulo
seminifero e, ap6s um intervalo de tempo, neste mesmo ponto do tibulo, um novo grupo de
espermatogonias do tipo B entra na espermatogénese. Dessa forma, as células
espermatogénicas anteriores passam para um estagio mais avangado de desenvolvimento de
forma sincronizada. Os estadgios de diferenciacdo apresentam ciclos ordenados conhecidos
como ciclo do epitélio seminifero, responsavel por garantir que a espermatogénese se inicie e
se propague de forma definida. Dentro dos tubulos seminiferos, os grupos de células
espermatogénicas encontram-se em estagios especificos da espermatogénese. A duragdo do
ciclo, assim como da espermatogénese, ¢ sempre constante em cada espécie, mas varia entre
elas (Reece et al., 2015; Sharma & Agarwal, 2014). A relagdo entre a duragdo do ciclo do
epitélio seminifero e da espermatogénese ¢ bastante precisa, sendo o ciclo do epitélio
seminifero um quarto da duragdo da espermatogénese (Schatten & Constantinescu, 2008; Reece
etal., 2015).

A segunda etapa da espermatogénese ¢ a meiose, que tem como finalidade reduzir o
numero de cromossomos da célula da linha germinativa, transformando uma célula diploide
(2n) em uma célula haploide (n). Nessa fase, os espermatocitos primarios migram para o
compartimento adluminal e passam pela primeira divisdo meiodtica, dando origem a dois
espermatocitos secundarios, ainda com cada cromossomo possuindo duas croméatides (Sharma

& Agarwal, 2011).
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Em seguida, ocorre a segunda divisdo meidtica, resultando na formagdo de quatro
espermatides esféricas haploides a partir dos espermatdcitos diploides. Essas espermatides
passam por um processo chamado espermiogénese, no qual ocorrem diversas mudancas
morfologicas e as espermatides se diferenciam em espermatozoides. Durante o processo de
espermiogénese, ainda associado as células de Sertoli, ocorrem mudancas morfologicas
significativas, culminando na formacao dos espermatozoides. Isso inclui o desenvolvimento da
cauda, que contém estruturas microtubulares que facilitam a propulsdao do espermatozoide. A
cromatina no nucleo do espermatozoide se condensa, e uma grande parte do citoplasma ¢
reduzida. O complexo de Golgi e as mitocondrias sofrem desenvolvimento e diferenciacdo. Por
fim, o acrossomo amadurece, ¢ as estruturas intermediarias e da cauda sdo desenvolvidas.
(Schatten & Constantinescu, 2008; Berne & Levy, 2009; Sharma & Agarwal, 2011).

Posteriormente, ocorre a espermiacdo, o processo pelo qual os espermatozoides sao
liberados das células de Sertoli. Esses espermatozoides entdo migram para o limen dos tibulos
seminiferos e, com a assisténcia de um liquido secretado pelas células de Sertoli, sdo
impulsionados pelos tabulos em direcao aos epididimos, uma vez que ainda ndao possuem
capacidade de locomocgao independente (Tortora & Derrickson, 2009). A maturagao completa
dos espermatozoides ocorre nos epididimos, onde seus flagelos tornam-se funcionais, € podem

ser armazenados 14 por varios meses (Koeppen & Stanton, 2009).
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Figura 2: Representagdo grafica dos processos da espermatogénese.
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1.3.3. Termorregulagao testicular

A termorregulacgdo testicular € um processo de manutengdao da temperatura dos testiculos
que ocorre por meio do cone vascular testicular, localizado na parte superior do testiculo, que
¢ responsavel pela regulagao do fluxo sanguineo para possibilitar a troca de calor contracorrente
(Barros et al., 2011; Kastelic et al., 2018). A localizacdo extrabdominal dos testiculos permite
que o cone vascular testicular seja exposto mais facilmente ao ambiente, aumentando a
dissipacdao do calor. Além disso, a pele escrotal ¢ delgada e possui pouco tecido adiposo,
facilitando a perda térmica por irradiagdo e evaporacgao (Vieira et al., 2018). A tunica dartus e
os musculos cremaster também possuem um importante papel na termorregulagdo testicular,
relaxando ou contraindo, e assim, controlando a posi¢ao dos testiculos em relagdo ao corpo em

funcdo da temperatura ambiente (Figura 3), conhecido como reflexo cremastérico (Hafez &

Hafez, 2004).
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Figura 3: Principais elementos envolvidos no mecanismo de termorregulacdo dos testiculos.

A termorregulagdo testicular ¢ essencial para a ocorréncia adequada da espermatogénese.
Para isso, € necessario que a temperatura dos testiculos seja mantida cerca de 3 °C a 4 °C abaixo
da temperatura corporal (Kastelic ef al., 1997). O estresse térmico nos testiculos, ao aumentar
a temperatura, induz apoptose das células germinativas, ressaltando a sensibilidade dessas
células ao calor (Shahat et al., 2020). Esse aumento térmico impacta negativamente as células

de Leydig e Sertoli, causando degeneracdo e alteracdes morfologicas e funcionais nessas
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células. Isso resulta na redugdo do volume testicular ¢ no aumento dos niveis séricos de FSH
(Absalan et al., 2008), prejudicando também a motilidade e viabilidade espermaticas (Mieusset
& Bujan, 1995). Uma pesquisa realizada por Kastelic ef al. (2019) examinou a hipotese de que
a hipoxia poderia replicar os efeitos da hipertermia na quantidade e qualidade dos
espermatozoides, enquanto a hiperdxia poderia atenuar esses efeitos. Ao utilizar camundongos
expostos a diferentes niveis de oxigénio e temperaturas, os resultados ndo corroboraram essa
hipoétese, indicando que a hipdxia ndo reproduz os efeitos da hipertermia e que a hiperoxia nao
atenua os impactos dessa condicao térmica. Os achados destacaram efeitos significativos da
temperatura em diversos parametros relacionados a testiculos e espermatozoides, sublinhando
a importancia de concentrar-se na hipertermia para abordar suas implicagdes na reproducdo
masculina.

O criptorquidismo, uma condi¢ao em que os testiculos ndo descem para o escroto, ilustra as
consequéncias do aumento da temperatura testicular. Isso leva a ruptura do epitélio
germinativo, resultando na reducdo da concentragdo espermdtica, mesmo mantendo a
normalidade nos aspectos sexuais secundarios (Rizzoto & Kastelic, 2020). A maioria dos
mamiferos com criptorquidia evidencia que até uma hipertermia leve pode levar a infertilidade

(Nelson, 1951; Yavetz et al., 1992).
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1.4. Métodos de esterilizacao de machos

Ha evidéncias de que a castracdo de machos ¢ um procedimento realizado hd milhares
de anos e teve inicio na China antiga com o intuito de domesticar animais e evitar
comportamentos indesejados, como brigas por territorio (Turton, 1982). A esterilizacao de caes
e gatos machos ¢ uma ferramenta altamente eficiente para o controle populacional, uma vez
que um Unico macho intacto ¢ capaz de fertilizar varias fémeas (Johnston et al., 2001). Além
disso, a castracdo proporciona diversos beneficios, incluindo a melhora da expectativa de vida,
gracas a prevencao de doencas do sistema reprodutivo, como infec¢des sexualmente
transmissiveis e tumores, e a reducdo de comportamentos de risco, como fugas, bem como
comportamentos indesejadveis, como marcacdo de territdorio por urina e agressividade
(Hamilton, 1975; Howe, 2006; Kustritz, 2007; Bowen, 2008; Reichler, 2008; Reichler, 2009).

O método padrao para esterilizacgdo de machos ¢ a orquiectomia, que consiste na
remogdo cirurgica dos testiculos (Reichmann et al., 2000). Contudo, esse procedimento
apresenta alto custo, requer profissionais especializados, anestesia geral, equipamentos
médicos, ambiente controlado, exames pré-operatorios, monitoramento ¢ cuidados pos-
operatorios, além de envolver riscos cirurgicos e pos-cirargicos (Oliveira et al., 2012; Rafatmah
etal., 2019).

Visando eficiéncia e praticidade na esterilizagdo de animais machos, tém sido estudados
métodos alternativos, como a castra¢ao quimica ndo cirargica. Ha muitos anos, diversos estudos
tém investigado essa abordagem como uma alternativa a castragao cirurgica em animais machos
(Cathey & Menon, 2010; Jana & Samanta, 2007). Nesse sentido, diferentes agentes quimicos
tém sido injetados no ducto deferente ou na cauda do epididimo em modelos animais como
ratos, camundongos, coelhos, porquinhos-da-india, gatos, caes e macacos (Revisado por Ansari
& Lahiya, 2018). Alguns desses agentes incluem danazol (Dixit et al., 1975), etanol (Raman et
al., 1976), dimetilsulfoxido (Pineda et al., 1977; Pineda & Doley, 1984) e clorexidina (Aiudi et
al., 2010). No entanto, nem todos esses tratamentos resultaram em esterilidade e ¢ importante
ressaltar que muitos efeitos adversos tém sido relatados.

Apesar dessas tentativas, existem desafios quanto a efetividade e duracdo da
esterilizacao, tornando algumas dessas op¢des invidveis em aplicacdes em larga escala, devido
ao custo e reagdes adversas (Jana & Samanta, 2007). Nao existe um método de esterilizagdo
ideal, e € necessario levar em consideracdo a aplicacdo em diferentes espécies, o bem-estar
animal e, principalmente, o efeito permanente, especialmente para a esterilizacdo de animais de

estimacao (Bowen, 2008; Fayrer et al., 2000). A eficacia ¢ alcangada quando afeta a
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espermatogénese, androgénese e libido, sem efeitos colaterais toxicos (Fahim et al., 1993).
Além disso, ¢ importante que seja realizado por meio de uma Unica injecdo em casos de
castragdo quimica ou apenas um tratamento disponivel (Fayrer et al., 2000; Cathey & Menon,
2010). Nesse contexto, métodos de castragao quimica utilizando zinco e cloreto de célcio tém
sido estudados como alternativas a castragdo cirirgica em animais machos por varias décadas.

O zinco ¢ um elemento quimico essencial para a espermatogénese, maturacdo
espermatica, ovulacao e fertilizacdo. No entanto, concentragdes elevadas podem prejudicar a
divisdo e diferenciacdo das células germinativas (Fahim ez al., 1993). A injecao intratesticular
destrdi os espermatozoides em todas as fases de desenvolvimento e maturagdo, resultando em
esterilizagdo permanente sem afetar o sistema endocrino. O zinco ¢ absorvido e metabolizado
em até 72 horas apoOs a injecdo, causando temporaria inflamagdo e fibrose permanente nos
orgaos reprodutivos. Apds algum tempo, os testiculos atrofiam (Weedon, 2014).

A castracdo quimica com utilizagdo de zinco € uma alternativa aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos desde 2003. Consiste na inje¢ao intratesticular
de uma solugdo quimica a base de glucanato de zinco, que interrompe a producdo de
espermatozoides (Massei & Miller, 2013). Os primeiros estudos utilizaram o tanato de zinco
(Kastrin) como busca por uma alternativa a castragao cirurgica (Fahim, 1982; Migally & Fahim,
1984). Varios farmacos a base de zinco foram comercializados, como o Neutersol® (gluconato
de zinco neutralizado pela arginina). Entretanto, devido a problemas com o produto, ele ficou
indisponivel no mercado entre 2005 e 2007, sendo relangado em 2008 no México com outro
nome, EsterilSol®, e aprovado no Brasil em 2009 como Infertile® (Ansari & Lohiya, 2018).
Inicialmente, a aplicacdo dos agentes a base de zinco requer certificagdo veterinaria devido a
técnica de injegdo crucial para evitar reagcdes adversas (Weendon, 2014).

O estudo de LaCroix (2006) avaliou a eficacia do Neutersol® em caes adultos e concluiu
que ¢ um método seguro e eficaz para controlar a superpopulacao de caes. Houve relatos de dor
moderada e, em alguns casos, ulcera no local da inje¢do, provavelmente devido a erros na
técnica de aplicagdo. No entanto, nenhum dos cdes apresentou anormalidades nos exames
fisicos realizados apds a inje¢do, o que demonstra a sua viabilidade como alternativa nao
cirtirgica para esterilizagao.

Em um estudo com gatos machos, uma tnica inje¢cdo de gluconato de zinco em cada
testiculo interrompeu a espermatogénese em 60 a 120 dias apods o tratamento. O método foi
eficaz na maioria dos gatos, sendo econdmico e facil de administrar (Oliveira et al., 2013).

Outro estudo confirmou esses resultados, mostrando danos a espermatogénese apos a injecao
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de Testoblock ™, sugerindo que esse composto pode ser uma op¢do ndo cirurgica para
esterilizagcdo em gatos machos adultos (Fagundes et al., 2014).

Um estudo realizado na Patagonia (Chile) em 2012 avaliou os efeitos adversos da
injecdo intratesticular do EsterilSol® em cies. As inje¢des foram feitas conforme as instrucdes
do fabricante, mas algumas reagdes graves ocorreram sete a oito dias apos a injecao, levando a
necessidade de ablagdo escrotal. Embora seja um método simples de esterilizag@o, ¢ importante
monitorar de perto os caes e fornecer cuidados veterindrios apds as injegoes intratesticulares
(Forzén et al., 2013).

O uso do Infertile® foi avaliado em cdes com duas injegdes intratesticulares, realizadas
com um mes de intervalo. O tratamento resultou em reducdo no volume testicular, concentragdo
de testosterona, motilidade e concentragdo de espermatozoides, com aumento das anomalias
espermaticas. A analise histoldgica mostrou degeneragdo, fibrose e calcificacdo no tecido
testicular (Vannucchi et al., 2015). Porém, um outro estudo avaliou o uso de uma solugao
neutralizada de gluconato de zinco em caes machos adultos. A injecdo da solugdo resultou em
atrofia dos tubulos seminiferos, interrup¢ao da espermatogénese, presenca de fibrose, mas
apresentou inflamacao e hemorragia. Nao houve resposta inflamatoria sistémica ou regeneracao
nas células de Leydig apds o estudo de 37 dias (Rafatmah et a/, 2019).

O uso da solu¢do a base de zinco apresentou algumas reagdes temporarias, como
inchago, apatia e vomitos nos primeiros dias. J& o Zeuterin® mostrou-se capaz de causar
irritacdo e ulceras escrotais, abscessos e infecgoes testiculares. Estudos comparativos entre os
métodos de castracdo cirirgica e a injecao intratesticular de glucanato de zinco ja demonstraram
que algumas reacdes sdo mais severas do que as relacionadas a castracdo cirurgica (Levy et al.,
2008).

Com relagao ao cloreto de calcio (CaCly), Jenkins & Clark (1977) observaram que este
composto era capaz de causar gangrena quando injetado perivascularmente para tratar
hipocalcemia e parada cardiaca. Esse efeito adverso foi utilizado no tratamento de neoplasias e
hiperplasia, ou em procedimentos como esterilizagdo (Koger, 1977). Diversos estudos foram
conduzidos para avaliar a castragdo quimica em uma ampla variedade de animais machos,
incluindo bezerros, touros, caes, gatos, ratos, burros e bode utilizando o CaCl,, a base de dgua
ou alcool, em diferentes concentracdes (Singh et al., 2020).

Em gatos, a castragdo quimica com CaCl resultou em inchaco escrotal e leve dor, sem
alteragdes sanguineas significativas. Concentragdes mais altas de CaCl, levaram a azoospermia,

enquanto doses menores reduziram a concentragao de espermatozoides em comparagdo com o
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grupo controle. Andlises histoldgicas indicaram degeneracdo e fibrose extensiva nos testiculos
(Baran et al., 2010).

Em caes, a injecdao intratesticular de CaCl, em doses especificas reduziu o peso
testicular, concentracdao de espermatozoides e concentragdes de testosterona, tornando-se uma
opcao eficaz para a esterilizacao desses animais. Além disso, as andlises histoldgicas revelaram
danos nos tecidos testiculares. No entanto, a maioria dos caes sentiu desconforto a apalpacdo
apos as injecdes (Jana & Samanta, 2007).

Um outro estudo com caes, o tratamento com CaCl, em diferentes concentragdes
resultou em uma diminui¢do nos parametros espermaticos e concentracdes de testosterona, com
efeitos dependentes da dose. A azoospermia foi alcangada em diferentes propor¢des com doses
variadas, sendo 100% em doses mais altas (60% e 80%). Houve também uma diminui¢cdo no
tamanho dos testiculos. No entanto, foram observados efeitos colaterais em varias
concentragdes, € as concentracdes de testosterona se recuperaram em alguns grupos. Portanto,
a esterilidade foi considerada temporaria (Leoci et al., 2014a, 2014b).

Em burros, a castracio com CaCl, ndo foi considerada eficaz, pois resultou em
complicagdes como ulceras escrotais e fistulas, além de nao reduzir as concentragdes de
testosterona (Ibrahim et al., 2016).

Em geral, a esterilizagdo quimica com CaCl, em inje¢des intratesticulares e
intraepididimais mostrou eficicia na redu¢do de espermatozoides e comportamento sexual em
caes, mas também apresentou efeitos colaterais a serem considerados (Jana & Samanta, 2007,
Leoci et al., 2014a; Leoci et al., 2014b). Vale ressaltar que foram observados efeitos
indesejados, como inchago escrotal, claudicagdo, tilcera escrotal e necrose testicular em caes,
burros e touros. Além disso, em algumas espécies, a castracdo quimica com CaCl, ndo foi eficaz
como esterilizacao permanente (Asari & Lahiya, 2018).

Além da castragdo quimica, métodos hormonais, como progestinas, ¢€steres de
testosterona e agonistas/antagonistas do GnRH, foram estudados para reduzir a fertilidade em
machos. Alguns desses métodos mostraram resultados promissores na reducao da produgao de
espermatozoides e fertilidade em caes machos (Kutzler & Wood, 2006; Bowen, 2008). Outra
abordagem ¢ o uso de vacinas contra GnRH para bloquear a liberagao de LH e FSH. Contudo,
esse método enfrenta desafios, como variacdes significativas nas respostas individuais,
resultando em eficdcia de curta duracdo. Isso leva a um aumento nas concentragdes de
testosterona durante o periodo de recuperagdo, provocando um retorno gradual do

comportamento sexual. Para superar esse desafio, sdo necessdrias multiplas vacinagdes,
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acarretando custos adicionais. E crucial reconhecer que essas opgdes ainda enfrentam
obstaculos, como a variabilidade de resposta entre individuos (Wang et al., 2023). Em geral,
nenhum desses métodos atende plenamente aos critérios desejados para uma castracao
definitiva, que incluem permanéncia, uma unica aplicagdo e efeitos adversos aceitaveis. Assim,
sdo necessarias mais pesquisas para desenvolver tecnologias contraceptivas mais eficazes e

comercialmente viaveis.

1.5. Nanotecnologia

A nanotecnologia representa um dominio interdisciplinar da ciéncia dedicado a criag@o
de materiais com estrutura superficial e propriedades quimicas em uma escala nanométrica,
onde pelo menos uma dimensdo das particulas ¢ inferior a 100 nm. Nos ultimos anos, tem
atraido a atencdo de inimeros pesquisadores, resultando em avangos significativos e diversas
aplicagdes em variados setores, incluindo biomedicina, farmacia, agricultura, meio ambiente,
materiais avanc¢ados, quimica, fisica, eletronica, tecnologia da informagao, entre outros (Coelho
et al., 2016; Hussein, 2016). Desde a década de 1990, a nanotecnologia vem se destacando,
sobretudo devido as suas promissoras aplicagdes tecnologicas e biomédicas no tratamento de
doengas, como o cancer. Além disso, as pesquisas nessa area também tém se concentrado em
abordagens terapéuticas para condi¢des cardiovasculares, neurologicas, gastrointestinais,
autoimunes, infecciosas e até mesmo questdes relacionadas a reprodu¢do, como infertilidade.
A nanotecnologia desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de métodos
altamente sensiveis de detec¢do e imagem nas areas de ciéncias analiticas e bioldgicas,
permitindo o diagnostico precoce de doengas (Kumar, 2013; Barkalina et al., 2014). Diversos
estudos também destacam o potencial da nanotecnologia para abordar desafios relacionados a

energia e ao meio ambiente (Savage & Diallo, 2005; Li et al., 2013).

1.6. Nanoparticulas
As nanoparticulas desempenham um papel de destaque na pesquisa cientifica devido as suas
notaveis caracteristicas. Elas podem manifestar uma ampla variedade de propriedades fisico-
quimicas, incluindo composi¢des organicas, inorganicas € a base de proteinas, bem como uma
diversidade de formatos e tamanhos. Os estudos envolvendo NPs demonstram diferentes
possibilidades de aplicagdes clinicas, como administragio de medicamentos, ressonancia

magnética e hipertermia (Yu ef al., 2011), assim como a comercializagao de diversos produtos



20

contendo nanoparticulas, desde medicamentos, produtos alimenticios, produtos téxteis, objetos
esportivos e materiais eletronicos (Brohi, 2017).

As nanoparticulas de 6xido de ferro com propriedades superparamagnéticas t€ém sido
amplamente investigadas como uma estratégia promissora no tratamento do cancer,
especialmente na aplicacdo da hipertermia. Nesse contexto, um fluido contendo suspensdes de
nanoparticulas superparamagnéticas ¢ injetado no tumor e posteriormente submetido a um
campo magnético externo de frequéncia alternada. Esse processo induz uma mudanga constante
na orientacao das nanoparticulas, resultando na dissipagdo de energia na forma de calor, seja
por liberacdo de calor quando as nanoparticulas tentam alinhar-se com mudangas em um campo
magnético, encontrando resisténcia (Perda de Histerese), liberagdo de calor quando as
nanoparticulas gradualmente ajustam sua orientagdo em resposta a um campo magnético,
superando barreiras térmicas (Relaxacao de Néel), ou geragao de calor devido ao movimento
aleatorio das nanoparticulas em um ambiente, resultante de agitacdo térmica (Movimento
Browniano). Importante destacar que as nanoparticulas superparamagnéticas perdem suas
propriedades magnéticas quando o campo magnético ¢ removido, o que reduz
significativamente a tendéncia a agregagao das nanoparticulas (Bohara et al., 2016).

Uma outra possibilidade ¢ o uso de nanoparticulas com propriedades Opticas, que estao
ganhando notavel destaque devido a sua capacidade de gerar calor sob a influéncia da
iluminagdo optica, um fendOmeno que se baseia na ressondncia plasmonica superficial. Esse
fendmeno permite que essas nanoparticulas absorvam fétons incidentes (Govorov &
Richardson, 2007; Kravets et al., 2018). Além disso, quando combinadas com nanoparticulas
que possuem propriedades fototérmicas, tornam-se capazes de induzir a hipertermia.
Nanoparticulas de ouro, por exemplo, podem gerar calor quando sdo irradiadas com um laser
de infravermelho (Songca & Oluwafemi, 2023).

Com o avango da nanotecnologia, o uso medicinal do ouro foi aprimorado, especialmente
no contexto do tratamento do cancer, sendo um material largamente empregado para modificar
a superficie de nanoparticulas metélicas, através de processos quimicos que podem facilmente
controlar seu tamanho para escalas inferiores a 100 nm (Coelho et al., 2016). As nanoparticulas
revestidas com ouro exibem uma notavel estabilidade devido a inércia quimica do ouro (Kohout
et al.,2018; Bohara et al., 2016).

Uma das vantagens mais marcantes do ouro ¢ a sua capacidade de manter as propriedades
magnéticas quando utilizado para revestir nanoparticulas de 6xido de ferro, ao mesmo tempo

em que melhora a sua biocompatibilidade. Nanoparticulas superparamagnéticas revestidas com
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ouro demonstraram menor citotoxicidade em culturas celulares (Bohara at al., 2016; Sabale et
al., 2017). Além disso, as propriedades Opticas do ouro abrem portas para a aplicagcdo das
nanoparticulas de ouro na terapia do cancer através da hipertermia. As nanoparticulas de ouro
tém a capacidade de absorver energia proveniente da irradiacdo de luz ou ondas de radio e
converter essa energia em calor, resultando na ablagdo das células tumorais e na degradagdo
das membranas celulares. Além disso, também sdo amplamente utilizadas em sistemas de "drug
delivery" e em terapias de contraste em diagnosticos por Raios-X, devido ao seu elevado peso
atomico (Coelho et al., 2016; Siqueira, 2019).

Em contraste com as nanoparticulas de ouro mencionadas anteriormente, as pesquisas
envolvendo nanoparticulas de ferrita de manganés ainda estdo em estagios iniciais,
principalmente devido a sua toxicidade, o que limita sua aplicagdo medicinal. O manganés ¢
um metal pesado essencial para o metabolismo humano e desempenha um papel critico em
diversas enzimas, além de ser crucial para o funcionamento normal do cérebro. No entanto, o
excesso de manganés pode levar a distirbios neurodegenerativos (Silva & Bock, 2007). Apesar
disso, o manganés obteve aprovacao da FDA para uso em medicamentos como agente de
contraste em imagens de ressonancia magnética do figado e para demarcar regides ativas do
cérebro, devido a sua capacidade de penetrar em células por meio de canais de calcio
dependentes de voltagem (Zhen & Xie, 2012).

De acordo com Rodrigues et al. (2013), a passivagdo da superficie das nanoparticulas ou o
revestimento delas com uma camada protetora podem reduzir a citotoxicidade em
nanoestruturas de ferrita de manganés, ao mesmo tempo em que permitem a manipulagdo da
forca do campo magnético para gerar calor suficiente sem a interferéncia de correntes parasitas
induzidas pelo campo. Isso torna as nanoparticulas de ferrita de manganés altamente
promissoras para a aplicagao de hipertermia. Em uma revisao, Bohara et al. (2016) descreveram
o potencial da hipertermia na indugcdo de morte de células HelLa apds a utilizacdo de uma
suspensao contendo nanoparticulas de ferrita de manganés.

A passivacdo de superficie com citrato também desempenha um papel importante na
melhoria da biocompatibilidade das nanoparticulas. Essa camada protetora reduz a toxicidade
das nanoparticulas, tornando-as mais seguras para aplicacdes em sistemas bioldgicos, como a
entrega de medicamentos, terapia fototérmica e diagndstico por imagem. Uma das
caracteristicas mais significativas do citrato de sodio ¢ sua capacidade de proporcionar
estabilidade coloidal as nanoparticulas. Essa estabilidade ¢ essencial para evitar que as

nanoparticulas se agreguem em suspensdo, garantindo uma distribui¢ao uniforme (Valdiglesias
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et al., 2015). A estabilidade coloidal ¢ fundamental para manter as propriedades fisicas e
quimicas das nanoparticulas intactas, contribuindo para a eficacia das aplicagdes em que sdo

utilizadas (Pinheiro et al., 2019; Vines et al., 2019).

1.6.1. Toxicidade

A toxicidade refere-se ao grau de nocividade de uma substancia para um organismo vivo.
No caso das nanoparticulas metalicas, sua capacidade de penetrar em tecidos biologicos e até
mesmo nas células pode resultar em toxicidade devido a grande area de superficie e reatividade
quimica das nanoparticulas, levando a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Bohara et al., 2016). Além disso, as nanoparticulas metalicas tém a capacidade de ultrapassar
barreiras biologicas, como a barreira hematoencefalica e hematotesticular (Oberdorster, 2010).
Dentro do organismo, essas nanoparticulas podem se deslocar para diferentes tecidos através
do sistema circulatorio e, eventualmente, algumas delas sdo eliminadas pelas fezes e pela urina,
mas também podem ser reabsorvidas pela barreira gastrointestinal e, assim, retornar a corrente
sanguinea (Oberdorster et al., 2005). Orgdos ricos em células fagociticas, como o figado ¢ o
baco, tendem a acumular mais nanoparticulas, tornando-se mais suscetiveis a danos causados
pelas ROS (Aillon et al., 2009).

E fundamental destacar que as nanoparticulas nio ligadas ou nio fixadas geralmente
demonstram maior toxicidade em comparagdo com aquelas que estao ligadas ou fixadas a outras
estruturas. Além disso, diversos fatores, como o tamanho, hidrofilicidade, carga superficial e
tipo de revestimento das nanoparticulas, influenciam diretamente na biocompatibilidade das
nanoparticulas metélicas (Bohara et al., 2006). Portanto, a analise das propriedades das
nanoparticulas em sistemas biologicos desempenha um papel crucial na garantia da seguranca
e eficacia das aplicacdes biomédicas e tecnologicas das nanoparticulas, a0 mesmo tempo em

que minimiza os potenciais riscos a saude (Powers et al., 2006).

1.6.2. Hipertermia
A hipertermia ¢ uma terapia que envolve o aumento controlado da temperatura nos tecidos,
geralmente mantendo-a entre 42 °C e 48 °C. Essa técnica vem sendo utilizada no tratamento de
tumores, uma vez que as cé¢lulas tumorais sdo particularmente sensiveis ao calor (Sabale et al.,
2017; Vines et al., 2019). Desta forma, este mesmo principio poderia ser utilizado para
promover esterilidade em animais machos, devido a sensibilidade dos testiculos ao calor. Em

um estudo recente, foi possivel observar que a aplicagdo de hipertermia nos testiculos de ratos
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apos uma inje¢do intratesticular de nanoparticulas magnéticas, gerou uma eficaz esterilizagdo
de ratos machos em apenas 56 dias (Jivago et al., 2021).

A hipertermia ¢ eficaz em parte devido ao alto nivel de Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS) que sao geradas durante o processo, levando a apoptose das células tumorais, muitas
vezes devido a desnaturacdo das proteinas (Cabiscol et al., 2000, Li et al., 2013). Quando a
temperatura atinge valores superiores a 46 °C, a morte celular ocorre em questdo de minutos,
um fendomeno conhecido como termoablacao (Deatsch & Evans, 2014; Kumar & Mohammad,
2011).

Diferentes fontes de energia podem ser aplicadas a fim de gerar hipertermia, incluindo
campos magnéticos, fontes de luz, pulsos de radiofrequéncia e ultrassom (Fang & Chen, 2013).
A combinagao com nanoparticulas magnéticas tem emergido como uma promissora abordagem
para aprimorar a eficacia da hipertermia, minimizando os efeitos adversos nos tecidos
circundantes. Dessa forma, a gerag@o de calor ocorre através da absor¢ao de fotons incidentes,
bem como da transferéncia de calor das nanoparticulas para o ambiente circundante
(Hedayatnasab et al., 2017).

Os LEDs (diodos emissores de luz) sdo componentes eletronicos semicondutores que
desempenham um papel fundamental na conversdo de energia elétrica em luz. Seu uso
apresenta uma série de vantagens notaveis. Eles ndo sdo fontes de luz pontuais, mas sim
emissoras de luz extensiva e de alta poténcia, controlavel e de comprimento de onda especifico.
Além disso, os LEDs consomem pouca energia, t€tm uma vida ttil longa, sdo econdmicos e
seguros em comparagao com a irradiacao a laser. Essas caracteristicas fazem com que os LEDs
sejam uma escolha ideal em aplicacdes de pesquisa biomédica (Hayashi et al., 2013; Yue et al.,
2016). Comparado a magnetohipertermia, o uso de LEDs para hipertermia tem a vantagem de

ser uma alternativa mais econdmica e pratica.

1.6.3. Nanocastragao
A utiliza¢do de nanomateriais ja estd sendo pesquisada no desenvolvimento de métodos
alternativos para a castragdo, conforme destacado por estudos como (Li et al., 2013; Liu et al.,
2015a; Liu et al., 2015b; Brito et al., 2020; Jivago et al., 2021; Ding et al., 2021; Coimbra et
al.,2023).
Pesquisas em modelos animais tém investigado os impactos das nanoparticulas nos
sistemas reprodutivos, com foco particular na espermatogénese. Um estudo conduzido por

Nasri et al. (2015) avaliou os efeitos da administracdo intraperitoneal de nanoparticulas de
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oxido de ferro em camundongos, revelando uma redu¢do significativa na concentragdo e
motilidade dos espermatozoides, além de inflamag¢do no epididimo apos a administragdo das
nanoparticulas.

O estudo de Brito et al. (2020) abordou os efeitos da injecdao intratesticular de
nanoparticulas de prata em ratos Wistar machos, evidenciando impactos notaveis na motilidade
e morfologia dos espermatozoides. Observou-se uma significativa diminui¢do no grupo
avaliado no dia 7 apds a injecao, seguida de uma recuperacao gradual ao longo do tratamento,
ressaltando a dinamica complexa das respostas do sistema reprodutivo a esse tipo especifico de
nanoparticula.

Outra pesquisa explorou os efeitos das nanoparticulas de ouro apds duas injecdes
intratesticulares, com um intervalo de sete dias, em ratos Wistar. Os animais expostos
apresentaram danos na histologia dos testiculos e estresse oxidativo, resultando em uma
redu¢@o na concentragdo de espermatozoides. A conclusdo aponta para um impacto moderado
das nanoparticulas de ouro na satde geral dos animais, sugerindo a viabilidade de seu uso em
biotecnologias reprodutivas e ressaltando a necessidade de avaliagdes abrangentes de seus
efeitos (Coimbra et al., 2023).

Outros estudos explorando a relagdo entre o uso de nanoparticulas e o aquecimento tém
sido conduzidos, tendo em vista a sensibilidade da espermatogénese ao calor. O trabalho de
Fahim et al. (1975), apesar de ndo utilizar nanotecnologia, destaca-se como um dos primeiros
a compreender o impacto direto do aumento da temperatura localizada nos testiculos sobre a
fertilidade. A exposi¢do dos testiculos de ratos Wistar a diferentes fontes de calor, como adgua
aquecida, infravermelho, micro-ondas e ultrassom, mostrou efeitos distintos na producdo de
espermatozoides € no processo de espermatogénese. Esses resultados demonstram a
vulnerabilidade da espermatogénese a elevagdo localizada da temperatura testicular. Mais
recentes se utilizam da hipertermia mediada por nanoparticulas para intensificar a aplicagao de
calor as gonadas.

Quanto aos efeitos deletérios do calor, um estudo precursor conduzido por Li et al.
(2013) avaliou a fertilidade de camundongos apos a administracao intratesticular de nanorods
de ouro revestidos com polietilenoglicol (PEG), seguida por irradiacao de laser de 808 nm a 45
°C. A morfologia dos tubulos seminiferos mostrou danos as células espermatogénicas e uma
reducdo na taxa de fertilidade dos camundongos apds 7 e 60 dias de tratamento. Seguindo a
mesma linha, os efeitos da hipertermia testicular usando nanocristais plasmdnicos de sulfeto de

cobre associadas a irradiacdo a laser de 980 nm em camundongos mostrou redugdo nas
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concentragdes de testosterona sérica e as analises histologicas evidenciaram danos severos as
células de Sertoli (Liu et al., 2015a). Em outra pesquisa com camundongos conduzida por Liu
et al. (2015b) com nanoparticulas de 6xido de tungsténio, os resultados mostraram aumentando
os niveis ROS e comprometimento a espermatogénese, com danos as células de Sertoli. Ja Ding
et al. (2021) exploraram a inje¢do intratesticular de nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas
com PEG, bem como a injecdo intravenosa de nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com
acido citrico, seguida por exposi¢cdo a um campo magnético alterado, evidenciando degeneragao
e desorganizacao das células espermatogénicas em camundongos, além de reducao do volume
testicular apos 60 dias.

Apesar dos resultados positivos obtidos em camundongos, os testiculos sdo de tamanho
reduzido, portanto, a busca por um método de castragdo mais adequado para animais de maior
porte, como cdes ¢ gatos, demanda uma abordagem mais proxima do tamanho de seus
testiculos. Assim, nosso grupo de pesquisa revelou que a magnetohipertermia testicular,
conduzida por meio de nanoparticulas de ferrita de manganés funcionalizadas com citrato
resultou em degeneracdo progressiva dos tibulos seminiferos, com substituicdo do tecido
testicular por tecido conjuntivo em um periodo curto de 56 dias (Jivago et al., 2021). No
entanto, para garantir sua eficacia e seguranca continuas, foi feita uma analise de longo prazo
que se estendeu por 10 meses, a fim de avaliar quaisquer possiveis efeitos colaterais tardios e
consolidar a irreversibilidade da infertilidade, conforme destacado no estudo anterior. Nesse
estudo, foi observado redu¢ao ou mesmo a completa auséncia dos testiculos, juntamente com
uma diminui¢ao nos niveis de testosterona, sem impactos negativos na saude geral dos animais
(Brito et al., 2022). Contudo, apesar dos resultados promissores, a implementagao desse método
enfrenta desafios logisticos, como o tamanho da bobina e dificuldades no transporte do
equipamento, além de limitagdes no controle da temperatura. Nesse sentido, novas pesquisas
sd0 necessarias para desenvolver um método pratico, simples e eficaz.

Assim, a fotohipertermia testicular mediada por nanoparticulas surge como uma
alternativa promissora para a esterilizagdo de animais machos. Esse processo inovador envolve
o aumento controlado da temperatura nos testiculos, sendo alcangado por meio da injecao
intratesticular de nanoparticulas seguida pela irradiagdo com luz ndo-ionizante proveniente de
LEDs. As vantagens distintivas do uso da fotohipertermia mediada por nanoparticulas para essa
finalidade incluem a possibilidade de um controle preciso da temperatura nos tecidos-alvo, em
funcdo das nanoparticulas, e de usar uma fonte de luz, facil de manipular e transportar e de

baixo custo. Além disso, a fotohipertermia mediada por nanoparticulas ¢ segura, eficiente e
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facilmente ajustavel, oferecendo uma abordagem pratica e menos invasiva para a esterilizacao,

superando desafios logisticos associados a outras técnicas.
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2. JUSTIFICATIVA

Existe uma crescente necessidade de buscar alternativas para o controle populacional de
animais domésticos errantes. Atualmente, a castracao cirtrgica ¢ considerada a medida mais
efetiva para esterilizar machos, mas nao consegue suprir a alta demanda existente. As opgdes
ndo cirargicas, como o uso de solugdes de glucanato de zinco ou cloreto de calcio, apresentam
efeitos colaterais que, em alguns casos, podem ser mais severos que a propria castragdo
cirtirgica. Além disso, ndo existem relatos comprovando a eficacia desses métodos. Por isso, ¢
essencial continuar pesquisando e desenvolvendo métodos alternativos.

Diante desse desafio, diversas investigagdes vém sendo conduzidas para encontrar formas
de esterilizacdo que sejam facilmente aplicaveis em larga escala. Os avangos na nanotecnologia
abriram caminho para a exploragao das propriedades de nanomateriais em varias areas da saude,
incluindo ciéncias animais e veterindria. De fato, nanomateriais ja tém sido utilizados no
desenvolvimento de alternativas para a castracao.

Uma abordagem promissora ¢ a fotohipertermia mediada por nanoparticulas, que oferece
praticidade e potencial viabilidade como alternativa ao método de esterilizagao tradicional. A
dependéncia da espermatogénese em temperaturas testiculares baixas torna a fotohipertermia
uma opg¢do atraente neste processo. Apesar de ja existirem alguns estudos com o uso de
fotohipertermia mediada por nanoparticulas para promover esterilidade em animais machos,
todos estes estudos foram conduzidos em camundongos, que possuem testiculos de tamanho
muito reduzido, fazendo com que os métodos talvez ndo sejam aplicaveis para os animais de

interesse.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos gerais
Desenvolvimento de um método para gerar infertilidade em animais machos baseado em
fotohipertermia mediada por nanoparticulas para aplicacao direta nos testiculos, usando como

modelo animal ratos Wistar.

3.2. Objetivos especificos

Avaliagdo de uma nanoparticula de maghemita recoberta com citrato e ouro na
fotohipertermia testicular;

Avaliagdo de uma nanoparticula de ferrita de manganés recoberta com citrato na
fotohipertermia testicular;

Avaliagdo do uso de 1 ou 2 LEDs na fotohipertermia testicular mediada por
nanoparticula de ferrita de manganés recoberta com citrato;

Avaliacdo da fotohipertermia testicular nos parametros reprodutivos (volume e peso
testicular, parametros espermaticos e histopatologia de testiculos e epididimos) dos animais
pelo periodo de duracao da espermatogénese;

Avaliagdo da biodistribui¢do das nanoparticulas maghemita recoberta com citrato e
ouro para Orgdos vitais (rim, figado, baco e pulmao) quando aplicada por via intratesticular e

de seus efeitos sobre estes 6rgaos.
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5. CAPITULO 2 - Fotohipertermia testicular mediada por nanoparticulas de
maghemita recobertas com citrato e ouro
5.1. Introducao

A crescente preocupagdo com o aumento do nimero de animais de rua tem impulsionado a
busca por métodos eficazes e éticos de controle populacional. O método convencional de
castragdo cirurgica, embora definitivo, enfrenta desafios, limitando sua aplicabilidade em larga
escala (Oliveira et al., 2012; Rafatmah ef al., 2019).

As nanoparticulas de ouro sdo conhecidas por sua capacidade Unica de converter luz em
calor, uma caracteristica amplamente explorada em tratamentos de cancer por meio da
fotohipertermia (Coelho et al., 2016; Siqueira et al., 2019). No entanto, a aplicacdo dessa
tecnologia inovadora no contexto da esterilizagdo animal, particularmente em machos, ainda
permanece pouco explorada.

Nesse contexto, a fotohipertermia testicular surge como uma abordagem interessante e
promissora para a esterilizagdo de machos. Essa técnica combina a utiliza¢do de luz de LED
com as propriedades aquecedoras das nanoparticulas de ouro, proporcionando uma alternativa
promissora e inovadora para lidar com a problematica do controle populacional de animais.

O objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito da fotohipertermia testicular utilizando uma
nanoparticula de maghemita recoberta com citrato ¢ ouro associada a uma fonte de luz
proveniente de um LED nos pardmetros reprodutivos (volume e peso testicular, parametros
espermaticos e histopatologia de testiculos e epididimos) dos animais pelo periodo de duragao
da espermatogénese. Além disso, também foi um objetivo avaliar a biodistribuicao da
nanoparticula utilizada para 6rgaos vitais (rim, figado, bago e pulmao) quando aplicada por via

intratesticular e de seus efeitos sobre estes 0rgaos.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Nanoparticulas de Ouro

Foi utilizada uma nanoparticula magnética de maghemita recoberta com citrato e ouro
(NPAu) na forma de um fluido magnético.

O fluido magnético foi produzido por rota adaptada de acordo com a evolugdo da
metodologia descrita por Coelho et al. (2016). Para preparar a amostra de NPAu foi misturado
e diluido 1 ml da amostra de yFe;O3 em 400 ml de 4gua Miliq e mantido em sonicagdo por 4
minutos em sonda grande com 40% da poténcia maxima. Em seguida, foram adicionados 1,7

ml (45 mg em 5 ml) de HAuCl4 1% e sonicado por mais 4 minutos. Apds esse tempo, foram
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adicionados 1,25 ml de NaBH4 0,3 mol/L em etanol (5 mg/ml) e sonicado por 4 minutos. Esses
passos foram repetidos mais duas vezes. Para evaporacdo de volume foi utilizado a rota de
evaporacao a 60° C por 600 rpm por 48 h. Apds a rota de evaporacdao a amostra foi reduzida
para 30 ml e adicionado acetona, com auxilio de um ima o sobrenadante foi retirado e
descartado. A acetona residual foi evaporada e obteve-se, entdo, 7,5 ml da amostra de NPAu
no volume final. Essa amostra foi armazenada em tubo Falcon e mantida em temperatura
ambiente.

As NPAu apresentam caracteristicas conforme descrito na tabela a seguir:

Tabela 1: Dados de caracterizagdo da nanoparticula de maghemita recoberta com citrato e ouro

(NPAu).
Parametros NPAu
dMET (nm) 12,1 (s=0,30)
Magnetizacao a saturacio (emu/g) 43
Concentracio ouro (em massa) 12,1 %
Diametro hidrodinamico 157 (DPI =0,18)
Potencial zeta (mV) -39,6 (pH =17,0)

*Adaptado de Cunha et al., 2017

5.2.2. Fonte de luz e controle da poténcia luminosa

Como fonte de luz, empregou-se um LED emitindo luz no comprimento de onda de 808
nm, conectado a um sistema de controle de temperatura. Um microcontrolador, sistema
Arduino, acoplado a um software foi desenvolvido para monitorar e controlar a temperatura
desejada nos experimentos.

Antes de iniciar o experimento com os animais, foi feito um teste de aquecimento das
nanoparticulas (NPAu) com irradiacao pelo LED sem controlador. Para isso, foi adicionado
aproximadamente 1 ml da amostra em um béquer de 10 ml e mantido sob incidéncia de luz em
poténcia maxima do LED. A temperatura da amostra chegou a 67,5 °C em 3 segundos sem
evaporar. Em seguida, um teste utilizando o controlador do Software foi realizado para
calibracao do equipamento, a fim de manter a temperatura em 45 °C.

O aquecimento dos testiculos foi alcangado através da absor¢ao da energia luminosa pelas
nanoparticulas, essa energia luminosa ¢ convertida em energia térmica e como consequéncia
eleva a temperatura dos compostos e testiculos. A temperatura superficial dos testiculos foi
utilizada como sinal de realimentagdo para a criagdo de um controle, elaborado em malha

fechada com algoritmo PI (proporcional-integral). O sinal de saida ocorreu através do ciclo de
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trabalho de uma onda quadrada de 5v, técnica conhecida como controle PWM (Pulse Width
Modulation), que entdo foi enviado para um circuito de controle especifico para regular a
corrente do LED de 808 nm diretamente relacionada ao ajuste da poténcia luminosa emitida.
Para a aquisi¢ao das medidas de temperatura dos testiculos, sensores termopar tipo K (jungao
cromel/alumel) foram utilizados na superficie dos testiculos. Um chip MAX6675 foi utilizado
para a compensagao de jung¢do fria e digitalizacdo dos resultados, além disso, um filtro passa
baixas digital, do tipo média mével exponencial, foi empregado para reduzir o ruido presente
nas medi¢des. Por fim foram desenvolvidos um software do controlador PI, filtro digital e

obtencdo dos dados na plataforma Open-Hardware Arduino, por meio do microcontrolador

ATMEGA128A.

5.2.3. Animais e Desenho experimental

Neste experimento foi utilizado um total de 18 ratos machos da linhagem Wistar, com cerca
de 10 semanas de idade, obtidos do biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
de Brasilia. Os animais foram alojados em gaiolas com quatro individuos por gaiola, mantidos
em condigdes de temperatura ambiente, sob um regime de iluminagao alternando entre 12 horas
de luz e 12 horas de escuriddo, com acesso irrestrito a racao peletizada para ratos e agua.

O uso dos animais foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade
de Brasilia (UnBDOC n° 71/2019).

O experimento foi realizado com base no nimero de testiculos (N=36 testiculos; 18
animais) e divididos de acordo com o tratamento recebido da seguinte forma:

e Grupo FHTAu (N=24 testiculos): Os testiculos receberam injecdo do fluido
magnético e foram submetidos a incidéncia de luz do LED para gerar
fotohipertermia.

e Grupo LED (N=6 testiculos): Os testiculos foram submetidos apenas a incidéncia
de luz do LED, sem receber inje¢do do fluido magnético. Para assegurar que a
exposicao a luz no grupo LED fosse equiparavel a do grupo FHT, seis animais
foram submetidos a inje¢do intratesticular do fluido magnético em um dos
testiculos com a irradiagdo de luz do LED (FHT), enquanto o outro testiculo
recebeu apenas a irradiacdo de luz do LED, com a mesma intensidade luminosa.
Grupo CNPAu (N=6 testiculos): Os testiculos receberam apenas injecao

intratesticular do fluido magnético de maghemita recoberta com citrato e ouro

(NPAu).
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Além disso, os tratamentos foram subdivididos com relagao ao dia da eutanasia, a saber:

7,28 e 56 dias apds o tratamento, formando os seguintes subgrupos (Figura 4):
e FHTAu7 (N=8), FHTAu28 (N=8) e FHTAu56 (N=8).
e LED7 (N=2), LED28 (N=2) ¢ LED56 (N=2).
e CNPAu7 (N=2), CNPAu28 (N=2) ¢ CNPAu56 (N=2).

LED (45°C)
.o N 7
‘\:‘ l\‘:\, =

o l )) 15 minutos

L ‘J.r_ﬂ)
Injecdo de 150ul :

Nanoparticula de ' )
maghemita recoberta com
citrato e ouro na forma de

um fluido

18 Ratos Wistar macho
(N = 36 testiculos)
10 semanas

Camera termografica

Grupo FHTAu (N = 24)
FHTAu7 (N=8):

FHTAu28 (N=8);

FHTAu56 (N=8).

Grupo LED ( N= 6)
LED7 (N=2);

LED28 (N=2);

LED56 (N=2).

Grupo CNPAu (N = 6)
CNPAu7 (N=2);

CNPAu28 (N=2);
CNPAUS6 (N=2).

Figura 4: Desenho experimental do método de fotohipertermia testicular.

Apos injecdo do fluido magnético apenas no testiculo esquerdo, um animal do grupo

CNPAu foi submetido a avaliagdo no microtomdgrafo para comparar a diferenca de imagens

entre o tecido testicular com a nanoparticula e o tecido testicular sem a nanoparticula, para

avaliar a distribui¢cdo do fluido aplicado (Figura 5). Ap6s o procedimento este mesmo animal

recebeu a injecdo do fluido no testiculo direito.
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Figura 5: Microtomografia dos testiculos de um animal do grupo CNPAu: a esquerda, apds a inje¢ao de
nanoparticulas magnéticas, e a direita, sem a nanoparticula.

No dia do tratamento (D0) todos os animais foram pesados e receberam uma dose de
morfina (Sulfato de morfina, 2 mg/kg IM) para potencializar o efeito sedativo e analgésico.
Alguns minutos depois receberam uma dose de anestésico intraperitoneal contendo Cetamina
(Cetamin®, Syntec, 60 mg/kg) e Xilazina (Calmiun®, Agener Unido, 8 mg/kg). O protocolo
neurocepto analgésico foi realizado pela Med. Vet. Ana Barbara Rocha Silva CRMV 2015/DF.

Assim que a anestesia fez efeito, foram injetados 150 pl do fluido magnético NPAu em trés
pontos distintos dos testiculos (cranial, médio e caudal) dos grupos CNPAu e FHTAu. Os
animais dos grupos FHTAu e LED foram posicionados no equipamento de modo que a
irradiagao de luz do LED incidisse na superficie ventral dos testiculos, a uma distancia de 4 cm.
Além disso, foram posicionados um termopar do tipo K (jun¢do cromel/alumel) na superficie
de cada testiculo (Figura 6) para medir a temperatura e fornecer dados para o microcontrolador,
a fim de manter a temperatura dos testiculos tratados em 45° C por 15 minutos. Além disso,
uma camera termografica FLIR® (FLIR Systems, Wilsonville, USA) T420 foi utilizada para

observar a alteragdo de calor da regido testicular durante o procedimento. Apods o tratamento
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todos os animais receberam uma dose de analgésico e anti-inflamatorio (Meloxicam 1 mg/Kg

SC).

5.2.4. Parametros avaliados

Avaliacio de dor: Os animais foram avaliados visualmente quanto a manifestac¢des de dor,

de acordo com a escala de expressdes faciais e corporais descrita por Sotocinal et al. (2011), e
sinais de inflamacdo a cada 2h nas primeiras 12h e diariamente durante a primeira semana. O
comportamento e a aparéncia geral dos animais foram observados semanalmente durante todo
0 experimento.

Peso vivo: Os animais foram pesados diariamente nos primeiros sete dias e semanalmente
até o final do experimento, para monitorar seu desenvolvimento corporal e consumo de
alimentos.

Avaliacdes ultrassonograficas: Os animais passaram por avaliagdo de ultrassonografia

testicular semanalmente para avaliar a presenca, tamanho e aparéncia geral dos testiculos e
epididimos. Para isso foi utilizado um aparelho de ultrassom Doppler colorido veterinario
(modelo Z5 vet, Mindray, Guangdong, China) com sonda de multifrequéncia linear (faixa de
7,5 a 10 MHz).

Avaliacdes post-morten: Apds a eutanasia foram retirados os dois testiculos e epididimos,

figado, bago, rins e pulmdes. Os testiculos foram separados dos epididimos, medidos e pesados
e ambos foram fixados em solu¢do de Bouin por 24 h para andlises histopatologicas. As
medidas de comprimento e largura (cm) dos testiculos foram utilizadas para determinar seu

volume. Para isso foi utilizada a média de duas equagdes matematicas a do cilindro VOLC =
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[(LARG/2) 2 x IT x (COMP)]; e a do prolato esferoide VOLP = [4/3 x IT x (LARG/2) ? x
(COMP/2)], conforme descrito por Louvandini et al. (2008). O peso relativo dos testiculos foi
obtido dividindo o peso de cada testiculo pelo peso corporal do animal, com o resultado
expresso em porcentagem.

As caudas dos epididimos foram maceradas em 2 ml de solugdo salina aquecida a 37° C
em uma placa aquecedora para preservar a temperatura dos espermatozoides. Uma gota dessa
suspensdo foi imediatamente colocada em uma lamina para avaliagdo da percentagem de
espermatozoides méveis em microscopio de luz (Modelo E100, Nikon Instruments, Shangai,
China). Em seguida, 1 ml da suspensao resultante foi separado e adicionado a 1 ml de formalina
10%, fixados para analise de morfologia espermatica e para determinar concentracdo de
espermatozoides na cauda dos epididimos. Na morfologia espermatica foram contadas 200
células de cada lavado epididimario e a determinacao da concentragdo espermatica foi feita em
camara de Neubauer (CBRA, 1998). A cabeca e o corpo dos epididimos foram fixados em
solucdo de Bouin por 24h e processados para as analises histopatologicas.

Os demais orgaos foram pesados e divididos em duas partes, uma parte foi fixada em
formol 10% por 24h para analises histopatologicas e a outra foi congelada para posterior
quantifica¢do das nanoparticulas. O peso relativo de cada 6rgao foi obtido dividindo o peso do
orgdo pelo peso corporal do animal, com o resultado expresso em porcentagem.

Processamento histolégico: Os Orgdos destinados a analise histopatologica foram

desidratados em solugdes de concentragdes crescentes de etanol (80%, 90% e 100%), em
seguida foram diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Foram realizados cortes com
espessura de Sum, para montagem das laminas e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). As
laminas foram avaliadas e fotografadas em microscépio de luz (EVOSTM FL Auto Imaging
System, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Na histologia dos testiculos foram avaliadas a estrutura geral do 6rgdo, assim como, a
organizac¢do dos tubulos seminiferos, presen¢a de células da linhagem germinativa, integridade
da lamina basal e possiveis alteragdes no parénquima e estroma testicular. Nos epididimos
foram avaliadas a estrutura geral do 6rgao, incluindo a organizacao dos ductos epididimarios,
a presenca dos espermatozoides nos ductos, a integridade do epitélio epididimario e a
ocorréncia de possiveis alteracdes e sinais de inflamagdo. Os outros 6rgdos (bago, figado, rins

e pulmdes) foram avaliados quanto a sua estrutura e integridade gerais.
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5.2.5. Quantificagdo das Nanoparticulas nos orgaos

Para a quantificacdo das NPAu, a por¢ao dos 6rgaos previamente congelada apds eutanasia
foi adicionada em tubo Falcon de 15 ml e digerida em 2 ml de 4cido nitrico 70% por 48 horas
em capela de exaustdo. Apos esse periodo, os tubos Falcon foram submetidos a um banho-
maria ultrassonico de curta duragdo, seguido de um periodo de espera de 30 minutos. Em
seguida foram transferidos 20 pL da amostra para 10 ml de 4gua mili-Q. Por fim, a
quantificagdo da presenca de ouro (Au) foi realizada por meio de Espectrometria de Massa por
Plasma Acoplado Indutivamente (iCAP ™ Q ICP-MS Thermo Scientific ™) em colaboracao
com o professor Dr. Sérgio Moya e da técnica de laboratério Raquel Pazos do Centro de
Investigacion Cooperativa de Biomateriales, CIC biomaGUNE. Os valores encontrados pelo
equipamento foram utilizados para chegarmos a um valor de miligrama de Au por grama de
orgado de acordo com os célculos detalhados no documento ISM02.3, Exhibit D da Agéncia de

Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (UEPA, 2023), a seguir:

Vf  DF

Concentragao (29) = ¢
oncentracao = xWxSx 1000

Kg

C = Valor detectado em ug/L (a média em todas as replicacdes)
Vf = Volume final digerido (mL)

W = Aliquota inicial (g)

S =% S6lido/1000

DF = Fator de diluigao

% Sélido = Peso do sélido digerido (g) 100
0o0fao = Peso total do sélido (g) x

5.2.6. Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram testados e demonstraram normalidade com o teste Shapiro-
Wilk. Os dados avaliados foram comparados entre os grupos experimentais pela andlise de
variancia (ANOVA) e teste de médias (Tukey) utilizando o programa estatistico GraphPad
prism 8.0.2 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), com nivel de significancia de 5%
(P<0,05).
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5.3. Resultados

Apo6s a administra¢do do fluido, os testiculos apresentaram uma coloragdo mais escura
(Figura 7). Essas caracteristicas permaneceram inalteradas até o momento da eutanasia. Notou-
se uma alteracao imediata na textura dos testiculos, tornando-os mais firmes. Ao longo dos dias
seguintes, essa consisténcia foi gradualmente retornando a sua condi¢do fibroeldstica inicial.

A temperatura registrada pelos termopares antes do equipamento de LED ser ligado
variou entre 29° C e 31° C. Apds ligar o dispositivo, a temperatura aumentou progressivamente,
alcancando uma média de 43,73° C (maxima 45,07° C e minima 43,85° C) nos animais do
grupo FHTAu e 41,84 °C (méaxima 43,33° C e minima 41,46° C) no grupo controle LED. O
tempo médio para iniciarmos a contagem dos 15 minutos foi de 4 minutos e 38 segundos. Os
animais que receberam a inje¢do do fluido magnético de NPAu em ambos os testiculos
apresentaram uma pequena variacdo de temperatura entre os dois testiculos. Ja os animais que
receberam a inje¢do do fluido magnético em apenas um testiculo e a incidéncia do LED em
ambos os testiculos apresentaram uma variagao de temperatura média entre os testiculos de 1,8°

C (0,7 -3,6° C) (Figura 8).

5 F

TN

Figura 7: Aparéncia macroscopica dos testiculos de um animal antes e depois da aplica¢do do fluido contendo
NPAu. A: Testiculos antes da injecdo da nanoparticula; B: Testiculos apos a injecao da nanoparticula, no mesmo
animal, apresentando coloragdo escura.



47

_ Testiculo __ Testiculo

esquerdo (°C) esquerdo (°C)

Testiculo

direito (°C)
_ Contagem
de tempo

Testiculo
direito (°C)

_. Contagem
de tempo

Temperatura (°C)
w
n
L
Temperatura (°C)

20

0:00:00 0:0;:00 l]:ll::ﬂi] 0:1;:00 U:Zl!l:l]‘] 0:2:;700 0:3!;:00 U?DU:UU U:U;:UU U:l:J:UU U:l;:llll 0:2[.1700 U:l;:ll[i G:Sl.ll:tltl
Tempo Tempo

Figura 8: Curva de aquecimento dos testiculos de animais da Fase 1. (A) o animal recebeu a inje¢do do fluido
NPAu apenas no testiculo esquerdo e irradiagdo de luz nos dois testiculos. Testiculos esquerdo — Grupo FHT-
Au; testiculo direito — Grupo LED. (B) o animal recebeu a inje¢do do fluido NPAu e irradiacdo de luz nos dois
testiculos (Grupo FHTAu).

As imagens registradas pela camera térmica mostram um comparativo entre os animais
que receberam o fluido de NPAu nos dois testiculos (Figura 9A) e os animais que receberam o
fluido em apenas um dos testiculos (Figura 9B). Também foi possivel observar que apenas a

regido testicular aqueceu durante o tratamento de fotohipertermia.

43.4 € Spot 144.4 °C

4148 3

Figura 9: Fotos obtidas pela cdmera térmica de (A) animal que recebeu o fluido NPAu nos dois testiculos ¢ (B)
animal que recebeu o fluido NPAu apenas no testiculo esquerdo.

Ao longo de todos os dias apds o tratamento, 0s animais apresentaram apetite normal e
todos eles apresentaram um ganho de peso dentro do esperado (Figura 10), sem diferenga entre
os tratamentos. E importante destacar que, ap6s o tratamento, nenhum dos animais manifestou
sinais de dor ou desconforto ao toque em momento nenhum. Além disso, ndo foram

identificados quaisquer sinais de inflamacao visivel a olho nu nos testiculos e epididimos.
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Figura 10: Ganho de peso corporal médio (g) de todos os animais dos grupos CNPAu ¢ FHTAu. Insert mostra a
variagdo de peso nos 7 primeiros dias. Grafico mostra a variag@o de peso corporal ao longo das semanas.

A avaliacao de ultrassonografia nos grupos que receberam a injecao do fluido de
nanoparticula revelou uma ecotextura homogénea e hiperecoica no dia -6 em todos os animais
(Figura 11A-C). Jano dia 26, o grupo LED nio apresentou nenhuma diferenca, porém os grupos
CNPAu e FHTAu mostraram uma diminui¢do de tamanho do testiculo com um contorno
irregular, ecogenecidade mista e ecotextura grosseira de aspecto heterogéneo. Apesar disso, ndo
foram observados sinais de inflamacao. Essas caracteristicas foram mantidas ao longo de todo

o periodo de observacao apos o tratamento.
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Figura 11: Ultrassom testicular dos grupos experimentais 6 dias antes do experimento - A: LED; B: CNPAu; C:
FHTAu. E 26 dias ap6s o procedimento de fotohipertermia - D: LED; E: CNPAu; F: FHTAu.

Os volumes testiculares, obtidos por meio das imagens de ultrassom (Figura 12),
revelaram mudancas significativas nos grupos. No grupo FHTAu, houve uma reducao
significativa (p<0,05) no volume testicular nas semanas 1 (0,50 ml), 3 (0,49 ml) e 4 (0,40 ml)
apos o tratamento quando comparado ao primeiro dia de ultrassom, realizado uma semana antes
do tratamento (0,87 ml). Da mesma forma, os animais do grupo CNPAu apresentaram uma
reducdo significativa (p<0,05) no volume testicular nas semanas 1 (0,48 ml), 3 (0,51 ml), 4
(0,48 ml) e 5 (0,43 ml) apds a administragao do fluido NPAu quando comparado a semana
anterior ao tratamento (1,08 ml). J4 no grupo LED nao houve diferenca significativa no volume
testicular entre as semanas. Na semana 4, tanto o grupo FHTAu quanto CNPAu apresentaram

volume significativamente inferior (p<0,05) em rela¢do ao grupo LED.
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Figura 12: Média do volume testicular (cm®) medido pelo ultrassom, dos testiculos dos grupos LED, CNPAu e
FHTAu ao longo do periodo experimental.

(A, B): letras maitisculas mostram diferencga significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliagdo.
(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) dentro do mesmo grupo em diferentes tempos.

No dia da eutanasia, o peso relativo dos testiculos (Figura 13) mostrou redugao
significativa (p<0,05) no grupo FHT-Au7 (0,40) em relacao ao grupo CNP-Au7 (0,54), e no
grupo FHT-Au28 (0,28) em relagdo ao grupo LED28 (0,53), bem como no grupo CNP-Au56
(0,27) em relagdo ao grupo LED56 (0,44).
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Figura 13: Porcentagem de peso relativo dos testiculos dos animais dos grupos LED, CNPAu e FHTAu ao final
do experimento.
(A, B): letras maiusculas mostram diferenca significativa (<0,05 entre os grupos no mesmo momento de avaliacdo.
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No que diz respeito a avaliagdo do volume testicular no dia da eutanasia (Figura 14),
observou-se uma diminui¢do significativa (p<0,05) no volume dos testiculos no grupo
FHTAu28 (1,06 cm®) em comparacao com o grupo FHTAu7 (1,70 cm?®). Além disso, o grupo
FHTAu28 (1,06 cm®) também apresentou um volume significativamente (p<0,05) menor em
relacdo ao grupo LED28 (2,00 cm?). Nao foram observadas diferengas entre os grupos no dia

56.

A BE LED

Volume (cms)

7 dias 28 dias 56 dias
Figura 14: Média do volume testicular (cm?) dos testiculos dos grupos LED, CNPAu e FHTAu, no final do
experimento.
(A, B): letras maitisculas mostram diferenca significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliacdo.
(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) dentro do mesmo grupo em diferentes tempos.

A motilidade espermaética (Figura 15) diminuiu significativamente (p<0,05) nos grupos
FHTAu28 (13%) e FHTAu56 (6%) em relagao ao grupo FHTAu7 (63%). Além disso, o grupo
LED apresentou uma porcentagem significativamente maior de espermatozoides moveis nos
grupos LED28 (85%) e LED56 (95%) em comparacao ao grupo FHTAu nos mesmos dias (13%

e 6% respectivamente).
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Figura 15: Motilidade espermatica (%) no lavado da cauda do epididimo dos grupos LED, CNPAu e FHTAu no
final do experimento.
(A, B): letras maitisculas mostram diferenca significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliacdo.
(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) dentro do mesmo grupo em diferentes tempos.

Nos dados de morfologia espermatica (Figura 16) houve uma diminuicao significativa
(p<0,05) na porcentagem de espermatozoides normais nos grupos FHTAu28 (10%) e FHTAu56
(17%) em comparacdo com o grupo FHTAu7 (54%), bem como nos grupos FHTAu28 (10%)
e FHTAu56 (17%) em relacdo aos grupos LED28 (62%) e LED 56 (75%), respectivamente.
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Figura 16: Porcentagem de espermatozoides normais na cauda dos epididimos dos grupos LED, CNPAu e FHTAu
no final do experimento.

(A, B): letras maitisculas mostram diferencga significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliacdo.

(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) dentro do mesmo grupo em diferentes tempos.
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A concentracdo espermatica encontrada na cauda do epididimo (Figura 17) ndo

encontrou diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos FHTAu e grupos controle CNP e

LED.
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Figura 17: Concentra¢do espermdtica de espermatozoides (milhdes de espermatozoides) nas caudas dos
epididimos dos grupos LED, CNPAu e FHTAu no final do experimento.

Nos achados histologicos dos testiculos do grupo FHTAu, foi observada uma
progressiva degeneragao do Dia 7 (D7) ao Dia 56 (D56). Aos 7 dias, alguns tubulos seminiferos
apresentavam inicio de vacuolizagdo, com o limen preenchido por células da linhagem
germinativa, enquanto outros nao continham espermatozoides na luz dos tabulos. Havia
presenca de nanoparticulas visiveis no espago intersticial, mas em algumas regides da periferia
dos testiculos ainda existiam tubulos preservados, com presenca de todas as células

germinativas e espermatozoide na luz dos tubulos (Figura 18).



7

54

Figura 18: Cortes histologicos dos testiculos do grupo FHTAu7 dias. A: Alguns tabulos seminiferos intactos com
presenca de espermatozoides no limen, inicio de vacuolizacdo (seta vermelha); B: Tubulos com presenga de debris
no limen, e tubulos apresentando vacuolizacdo (seta vermelha); C: inicio de retragdo dos tibulos seminiferos,
tubulos com necrose coagulativa (asterisco). Em todas as imagens ¢ possivel notar a presenca de aglomerados de
nanoparticulas no intersticio (setas pretas). Barras: 200pm.

Aos 28 dias, a degeneragdo nos tibulos seminiferos tornou-se mais pronunciada,
resultando em tabulos irregulares com predominancia apenas de espermatogdnias. Alguns
tubulos apresentavam o limen totalmente preenchido por células germinativas, enquanto outros

exibiam necrose coagulativa (Figura 19).

: S W SR S e O iy A&
Figura 19: Cortes histologicos dos testiculos do grupo FHTAu28 dias. A: Tubulos seminiferos intactos com
presenga de espermatozoides no lumen, e presenga de aglomerados de nanoparticulas no intersticio (seta preta);
B: Tubulos com inicio de vacuolizagdo, tibulos sem definigdo e retraidos (cabeca de seta preta), e tubulos com
perda de epitélio seminifero (asterisco); C: Tubulos com necrose coagulativa (seta branca), e presenga de
aglomerados de nanoparticulas no intersticio (seta preta). Barras: = 200um.

Aos 56 dias, os danos se mostravam mais extensos, embora ainda fossem observados
tubulos seminiferos totalmente intactos. A necrose coagulativa nos tubulos seminiferos era mais
intensa no D56 em comparacdo com os o D28. Além disso, aos 56 dias, foram observadas
c¢lulas inchadas na luz de alguns tibulos, bem como o desaparecimento das células da linhagem

germinativa em outros (Figura 20).
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F igura 20 Cortes histologicos dos testiculos do grupo FHTAu56 dias. A Tubulos seminiferos 1ntactos com
presencga de espermatozoides no limen; B: Tubulos com perda de epitélio seminifero (asterisco); C: Tubulos com
necrose coagulativa (seta branca). Em todas as imagens € possivel notar a presenga de aglomerados de
nanoparticulas no intersticio (setas pretas). Barras: =200um.

No grupo CNPAu, a histopatologia revelou danos, porém menos intensos do que os
observados no grupo FHTAu. Aos 7 dias, muitos tubulos ainda permaneciam intactos, embora
apresentassem vacuolizagdo, tubulos preenchidos por células germinativas e células
multinucleadas (Figura 21A). Aos 28 dias, houve uma reducdo na quantidade de tubulos
seminiferos intactos em comparagao com o D7 (Figura 21B), e o estagio de vacuolizagdo estava
mais avancado. Além disso, alguns tiibulos mostraram-se preenchidos por necrose coagulativa.
Aos 56 dias, os danos foram semelhantes aos encontrados no D28, mas com uma extensao

maior, e alguns tibulos apresentaram debris (residuos celulares) no limen (Figura 21C).
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Figura 21: Cortes histologicos dos testiculos do grupo CNPAu. A: CNPAu 7 dias, tibulos seminiferos com inicio
de vacuolizagdo (seta vermelha); presenca de células multinucleadas no limen (seta branca); B: CNPAu 28 dias,
tubulos seminiferos diminuidos alguns apresentando necrose coagulativa (seta branca); C: CNPAu 56 dias, tibulos
retraidos com presenca debri no limen (asterisco). Em todas as imagens é possivel notar a presenga de aglomerados
de nanoparticulas no intersticio (setas pretas). A ¢ B = Barras: = 200um; C = 100 pm.

Nas analises histopatoldgicas do grupo controle LED, a estrutura dos tabulos
seminiferos permaneceu preservada no D7, sem evidéncia de ruptura ou desorganizag¢do do
epitélio seminifero (Figura 22A). Nao foram observados sinais de processo inflamatério ou
presenca de células do sistema imune. Além disso, identificou-se uma organizagcdo adequada

de todas as células da linhagem germinativa, incluindo espermatogonias, espermatdcitos e
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espermatides nos tibulos seminiferos. Também foi notada a presenca de espermatozoides na
luz dos tubulos de forma organizada. Entretanto, a partir do D28, alguns tiibulos apresentaram

estagio inicial de vacuolizagcdo no epitélio seminifero (Figura 22B), enquanto aos 56 dias foi

observado alguns tiibulos vacuolizados e epitélio seminifero desorganizado (Figura 22C).

NN : TN fe
Figura 22: Cortes histologicos dos testiculos do grupo LED. A: LED 7 dias, B: LED 28 dias e C: LED 56 dias,
em todos os tempos de experimento foi possivel observar tubulos seminiferos intactos com presenca de
espermatozoides no limen, aos 28 e 56 dias foi observado pequenos sinais de vacuolizacdo (seta vermelha) em
alguns tabulos. Barras: = 200pm.

=

De modo geral, a histologia dos epididimos do grupo tratado FHTAu revelou ductos
epididiméarios em cortes transversais ¢ longitudinais, revestidos por tecido epitelial
pseudoestratificado cilindrico com estereocilios, € no intersticio, foram encontrados vasos
sanguineos, linfocitos e tecido frouxo entre os ductos. Aos 7 dias (Figura 23), a maioria dos
limens estavam preenchidos por espermatozoides, porém alguns ductos epididimarios
apresentaram limens preenchidos com infiltrado de leucocitos, alguns estavam vazios e outros
com alteragdes cribriformes. Foi também possivel observar infiltrados inflamatorios no

intersticio.
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Figura 23: Cortes histologicos dos epididimos do grupo FHTAu 7 dias. A: Alguns tubulos intactos, e outros sem
espermatozoides no limen (asterisco preto); B: Tubulos com apresentando alteragdes cribriformes (seta preta),
disformes e diminuidos; C: Tubulos com debris celulares no limen (seta branca). Barras: =200pm.

Aos 28 dias, foram identificadas células linfocitarias no intersticio, juntamente com

=
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alguns ductos epididimarios

com o lumen vazio e disformes (Figura 24).
f* " P W E 7 e 3 ~ .

diminuidos (seta

preta); B e C: Tubulos sem espermatozoides visiveis no limen (cabeca de seta preta). Barras: A =200um, Be C
=100 pm.

NG

o grupo FHTAu 28d1as. A Preseng: de tabulos

Ja aos 56 dias, apesar da presenca de alguns tubulos intactos, observou-se a presenca de
debris celulares no limen de alguns ductos epididimarios. Adicionalmente, notou-se a
ocorréncia de vasos sanguineos no intersticio, acompanhados por infiltracdo linfocitaria e

movimento de migracao dos linfécitos em alguns epididimos (Figura 25).
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Figura 25: Cortes histologicos dos epididimos do grupo FHTAu 56 dias. A:Tubulos integro, com poucos ou
nenhum espermatozoide no limen; B: Tubulos com presenca de debris celulares no lumen (seta preta) e presenca
de vasos sanguineos no intersticio (asterisco preto); C: Infiltrado linfocitario no intersticio (seta branca). Barras:
A =200um, Be C=100 pm.
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Aos 7 dias, no grupo CNPAu, foram visualizados materiais esfoliados no limen do
epididimo, e ductos do epididimo com Iimen vazio. Aos 28 e 56 dias, foi observada infiltracao
linfocitaria no intersticio e movimento de migragao dos linfécitos, assim como espermatozoides

no lumen. No D56, também foram encontrados alguns ductos do epididimo com limen vazio

5
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Figura 26: Cortes histologicos dos epididimos do grupo CNPAu A: CNPAu 7 -Tubulos integro, e tibulos sem
espermatozoides no lumen (asterisco preto), e tibulos com presenga de debris celulares no limen (seta preta) B:
CNPAu 28 - Presenga de infiltrado linfocitario no intersticio (cabega de seta preta) e presenga de espermatozoides
no limen dos tabulos (seta branca); C: CNPAu 56 - Tubulos sem espermatozoides no limen (asterisco preto).

Barras: A =200pm, Be C=100 um.

A avaliagdo histolégica dos epididimos dos animais do grupo LED mostrou estrutura
epididimaria integra e conforme os padrdes normais, independentemente do dia de tratamento
(7, 28 e 56 dias), com presenca de espermatozoides nos ductos epididimarios e auséncia de

sinais de inflamacdo. (Figura 27).
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Figura 27: Cortes histologicos dos epididimos do grupo LEDAu A: LED 7, B: LED 28 e C: LED 56 -Tubulos
integros com presenca de espermatozoides no limen Barras: A = 200pum.

Os orgaos (figado, bago, rim e pulmdes) apresentaram aparéncia macroscopica normal e
similares em todos os grupos. Os pesos relativos dos orgados estdo representados na Tabela 3.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 2: Média de peso relativo (peso do 6rgdo / peso do animal) dos 6rgdos Rim, Baco,
Figado e Pulmao, dos animais dos grupos CNPAu e FHTAu no final do experimento.
CNPAu7 CNPAu28 CNPAu56 FHTAu7 FHTAu28 FHTAuS6

Rim 0,38+0,00 0,38+0,00 0,41+0,00 0,38+0,03 0,38+0,02 0,35+0,01
Bacgo 0,44+0,00 0,29+0,00 0,34+0,00 0,38+0,03 0,38+0,01 0,37+0,06
Figado 3,34+0,00 2,94+0,00 3,05+0,00 3,444+0,26 3,00+0,08 2,92+0,22
Pulmao 0,58+0,00 0,49+0,00 0,53+0,00 0,57+0,10 0,52+0,02 0,49+0,04

A andlise histopatologica dos o6rgdos (Figura 28) revelou uma condigdo morfolégica sem
alteragdes significativas no figado, rim e bago, tanto nos grupos tratados FHTAu quanto no
grupo controle CNPAu, eutanasiados aos 7, 28 e 56 dias.

No figado, o parénquima hepdatico apresentou estrutura lobular preservada. Tanto a veia
central quanto os corddes de hepatdcitos exibiram caracteristicas normais, com auséncia de
alteragoes significativas nos tecidos hepaticos ao longo do periodo de observagao, independente
do grupo.

O cortex renal apresentou morfologia tipica, com a preservagdo dos corpusculos renais e
dos tibulos contornados. E os tibulos renais ndo apresentaram lesdes, mantendo uma
organizacao celular regular.

Na analise histopatologica do bago, constatou-se uma morfologia tecidual tipica. A
estrutura da polpa branca e vermelha, trabéculas, cépsula, células reticulares e macrdéfagos
esplénicos apresentaram-se normais, indicando a integridade do o6rgdo ao longo desses
periodos.

No entanto, nos pulmdes, observou-se um padrdao distinto. Independentemente do

tratamento ou dia de eutanasia, houve espessamento dos septos alveolares, especialmente nas
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regides proximas aos bronquiolos. E relevante destacar que, apesar desse espessamento, a luz
alveolar foi preservada, e ndo foram observados sinais de congestdo pulmonar ou infiltrado
inflamatorio. Nas bordas dos pulmdes, a estrutura permaneceu normal, sem alteragdes

evidentes.

Figura 28: Aparéncia geral dos orgdos dos animais tratados com
maghemita recobertas com ouro e citrato (NPAu). Todos os 6rgdos apresentavam morfologia normal. A: Figado;
B: Rim; C: Bago; D: Pulméo. Barras =200 p

A analise da biodistribuicao do elemento ouro presente nas nanoparticulas NPAu no
grupo CNPAu revelou um aumento significativo na quantidade de nanoparticulas no dia 7, em
compara¢do com a quantidade nos testiculos. Além disso, a quantidade de nanoparticulas no
baco foi consistentemente maior do que em outros 6rgaos em todos os periodos (Figura 29A).
No grupo FHTAu, observou-se um aumento significativo na quantidade de NPAu nos testiculos
aos 56 dias, em comparagdo com os dias 28 e 7, assim como nos rins aos dias 28 e 56 em
compara¢do com o dia 7. Aos 28 e 56 dias, a maior quantidade de NP foi encontrada nos
testiculos e rins, em comparagao com outros 6rgaos (bago, figado e pulmao) (Figura 29B).

Ao considerar o percentual total de NPAu em todos os 6rgdos como 100%, foi

observado que mais de 50% das nanoparticulas de ouro foram encontradas no bago no grupo
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CNPAu (Figura 29C). No grupo FHTAu, a maior porcentagem foi observada nos testiculos aos

7 dias, e nos testiculos e rins aos 28 e 56 dias (Figura 29D).
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Figura 29: Distribui¢do do elemento ouro presente nas nanoparticulas de maghemita recobertas com ouro e citrato
(NPAu). A - Concentracao de ouro (mg/g) nos 6rgdos: testiculo, rim, bago, figado e pulméo no grupo CNPAu. B
- A - Concentra¢do de ouro (mg/g) nos o6rgdos: testiculo, rim, bago, figado ¢ pulméo no grupo FHTAu; C -
Porcentagem do total de ouro encontrado nas amostras distribuido entre os 6rgaos avaliados no grupo CNPAu. D
- Porcentagem do total de ouro encontrado nas amostras distribuido entre os 6rgéos avaliados no grupo FHTAu.
(A, B): letras maitisculas mostram diferencga significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliacdo.

(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) entre os diferentes tempos no mesmo 6rgéo.

Ja com relagdo a deteccao do elemento ferro das nanoparticulas NPAu, o grupo CNPAu
mostrou significativamente maior quantidade nos testiculos em comparagao com outros 6rgaos
(Figura 30A), representando um percentual de superior a 75% em todos os periodos (Figura
30C). No grupo FHTAu, também foi observada uma quantidade maior nos testiculos em relagao
aos demais Orgdos avaliados, que diminuiu significativamente aos 56 dias (Figura 30B),

representando um percentual acima de 40% em todos os periodos (Figura 30D).
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Figura 30: Distribui¢do do elemento ferro presente nas nanoparticulas de maghemita recobertas com ouro e citrato
(NPAu). A: Concentragdo de ferro (mg/g) nos orgdos: testiculo, rim, bago, figado ¢ pulmao no grupo CNPAu.
B:Concentragdo de ferro (mg/g) nos orgdos: testiculo, rim, bago, figado ¢ pulmdo no grupo FHTAu; C:
Porcentagem do total de ferro encontrado nas amostras distribuido entre os 6rgéos avaliados no grupo CNPAu. D:
Porcentagem do total de ferro encontrado nas amostras distribuido entre os 6rgdos avaliados no grupo FHTAu.
(A, B): letras maitisculas mostram diferenca significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliagdo.

(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) entre os diferentes tempos no mesmo 6rgao.

5.4. Discussiao

O estudo apresenta uma abordagem inovadora como método de castragdo nao cirurgica,
combinando a injecdo de nanoparticulas de ouro e irradiagao por luz de LED de 808 nm. Os
resultados evidenciam que o aquecimento transitorio dos testiculos a temperatura proxima de
45 °C ¢ capaz de induzir a degeneracdo das células germinativas, prejudicando a producao de
espermatozoides, sem comprometer a satide dos animais a curto prazo (56 dias). Alinhando-se
a estudos prévios que vinculam o aumento de temperatura testicular a efeitos na
espermatogénese, corroborando com a grande importincia da temperatura na fungdo
reprodutiva masculina (Fahin et al., 1975; Setchell, 1998; Setchell, 2006). Essas descobertas
representam uma possivel evolucdo na contracep¢ao para animais abandonados, oferecendo
uma alternativa pratica, segura e eficaz, sem efeitos indesejaveis.

Logo apds a administragdo intratesticular da nanoparticula, houve uma mudanca na

coloracdo dos testiculos, evidenciada por uma tonalidade mais escura, atribuida a cor do
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fluido.Apesar disso, ndo foram identificadas sensibilidade a palpacdo ou ferida ao longo do
periodo de avaliagdo. Os resultados do estudo de Jivago et al. (2021) corroboram essa mudanga
na coloragao testicular apds a administracao da solu¢ao, embora ressaltem a presenga de ferida
local e inchago como efeitos colaterais. Em contraste, estudos sobre castracdo quimica,
destacam reagdes adversas, como escroto inflamado, tlcera escrotal e fistula (Levy et al. 2008;
Oliveira et al. 2013; Forzan et al. 2014; Leoci et al., 2014; Rafatmah, et al., 2019).

Os resultados decorrentes da aplicagdao da fotohipertermia mediada por nanoparticulas
evidenciaram uma atrofia progressiva no peso € volume testicular ao longo do tempo. Li ef al.
(2013) destacaram uma diminui¢do significativa no peso e volume testicular em resposta ao
tratamento com nanoparticulas de ouro (GNR) e terapia com luz infravermelha (NIR) em
temperaturas proximas de 45 °C, mas nao nas temperaturas de 40 °C e 37 °C. De maneira
semelhante, Jivago et al. (2021) descreveram uma diminuigdo significativa nas medidas de
comprimento, espessura e peso dos testiculos apds a magnetohipertermia testicular. Em
contraste, o estudo de Brito er al. (2020), que se limitou a injecdo intratesticular de
nanoparticulas de prata, ndo evidenciou diferencas no peso relativo dos testiculos. Essa
tendéncia foi corroborada por Coimbra et al. (2023), que, ao realizar duas injecdes de
nanoparticulas de ouro com um intervalo de 7 dias entre elas, ndo observaram alteragdes no
peso testicular.

O estresse térmico ocorre quando as temperaturas ultrapassam a faixa fisiologica,
afetando os testiculos. Esses o0rgdos, que normalmente ficam mais frios que a temperatura
central do corpo, sdo sensiveis ao aumento de temperatura. Dessa forma, a elevacao da
temperatura testicular prejudica a motilidade, morfologia e fertilidade dos espermatozoides
temporariamente (Shahat et al., 2020). Os parametros espermaticos analisados em nosso
estudo, revelaram variagdes notaveis entre os grupos de tratamento e os controles. No grupo
FHTAu, observou-se uma significativa diminui¢ao da porcentagem de espermatozoides méveis
e com morfologia normal ao longo do tempo, em contraste com o grupo LED que ndo
apresentou alteracdes. Estes dados sugerem que o efeito deletério é causado pelo aquecimento
conseguido pela interagdo da luz com as nanoparticulas, e que a exposi¢ao a luz isoladamente
nao influenciou a producao ou a qualidade dos espermatozoides. Estudos prévios, como os de
Patil et al. (2014), Kastelic et al. (2017) e Zhao et al. (2010), consistentemente ressaltam os
efeitos adversos do calor na qualidade espermatica. Patil ef al. (2014) destacaram um aumento
significativo na porcentagem de espermatozoides com alteragdes morfoldgicas em grupos

expostos a temperaturas de 41 °C e 43 °C. Zhao et al. (2010) relataram diminui¢cdo na
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motilidade e aumento na porcentagem de espermatozoides anormais em machos expostos a
temperaturas ambiente de 37 °C por um periodo prolongado. O que reforcam a influéncia do
calor na qualidade dos espermatozoides. Outros estudos que verificaram o efeito de hipertermia
mediada por nanoparticulas (magnetohipertermia ou fotohipertermia) nao realizaram avaliagao
dos parametros espermaticos no lavado epididimario (Li et al., 2013; Liu et al., 2015a; Liu et
al., 2015b; Jivago et al., 2021).

Por outro lado, o grupo CNPAu apresentou uma redugdo nos pardmetros espermaticos
apenas aos 56 dias, sugerindo uma resposta tardia a possiveis efeitos toxicos da injecao. Brito
et al. (2020) observaram uma diminui¢do tempordaria na motilidade e na porcentagem de
espermatozoides normais 7 dias apds a inje¢do intratesticular de nanoparticulas de prata,
seguida por uma recuperacao ao longo do tempo. Em contraste, no estudo de Coimbra ef al.
(2023), embora nao tenham sido encontradas diferencas significativas na motilidade e
morfologia espermadtica entre os grupos, observou-se uma reducdo na concentra¢do de
espermatozoides nos animais tratados em compara¢do com o grupo de controle. Portanto,
existem indicios de que a injecdo de nanoparticulas pode desencadear efeitos adversos nos
parametros espermaticos; contudo, ¢ relevante destacar que esses efeitos parecem ser
moderados e/ou reversiveis ao longo do tempo. No entanto, para animais, ha preferéncia pela
obten¢do de uma infertilidade irreversivel.

Na analise histoldgica, investigamos a eficacia da fotohipertermia testicular ao observar
sinais de degeneragdao das células germinativas e atrofia dos tibulos seminiferos. No grupo
tratado, identificamos uma degeneragdo progressiva dos testiculos do dia 7 ao dia 56,
evidenciando sinais iniciais de vacuolizacdo aos 7 dias e danos mais notdveis aos 56 dias,
incluindo necrose coagulativa e células inchadas multinucleadas. Essas descobertas estdo
alinhadas com resultados de outros estudos que também destacaram efeitos adversos
significativos relacionados a hipertermia mediada por nanoparticulas, como um epitélio
seminifero ndo caracterizado, estrutura atipica nos tibulos seminiferos, necrose coagulativa,
desorganizacdo ou perda total da defini¢ao do epitélio seminifero (Li et al., 2013; Jivago et al.,
2021). Essas constatacdes ressaltam a sensibilidade dessas células ao estresse térmico testicular,
destacando a complexidade das respostas germinativas diante da hipertermia. Da mesma
maneira, o aparecimento de células gigantes e multinucleadas, conforme descrito por Holstein
& Eckmann (1986), sugere a degeneracao das espermatides. Conforme observado por Nolte et
al. (1995), a presenca de vactiolos no epitélio tubular indica danos nas células de Sertoli, sendo

esta a resposta predominante dessas células a varios agentes quimicos. A ocorréncia de
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vacuolizacdo também foi identificada em estudos que empregaram diversas fontes de calor,
como temperatura ambiente elevada, banho-maria, micro-ondas, infravermelho e ultrassom
(Fahim et al., 1975; Lue et al., 1999, 2000; Patil et al., 2014). O grupo controle LED preservou
a estrutura seminifera até¢ 56 dias, embora tenha apresentado sinais de vacuolizagdo no epitélio
seminifero, sugerindo que o aquecimento leve verificado neste grupo foi apenas superficial.

No grupo CNPAu, foram identificados danos, embora menos intensos do que no grupo
FHTAu, evidenciando vacuolizagao e necrose coagulativa. Esses achados sdo semelhantes aos
observados por Coimbra et al. (2023), que também relataram a presenga de tubulos seminiferos
vacuolizados ap6s administra¢do intratesticular de nanoparticulas de ouro. Em contraste, Brito
et al. (2020), utilizando nanoparticulas de prata, observaram a presenca de detritos no limen e
uma reducdo na quantidade de espermatozoides, no entanto, a arquitetura geral do tibulo
seminifero permaneceu normal. Essas discrepancias indicam variagdes nos efeitos toxicos das
diferentes nanoparticulas.

A avaliacdo histoldgica dos epididimos evidenciou mudangas progressivas, incluindo
infiltrado de leucoécitos, granulomas, alteracdes cribriformes e debris celulares na luz dos
tabulos. As alteragdes cribriformes, caracterizadas pelo estiramento do epitélio formando
dobras e estruturas pseudoglandulares, estao frequentemente associadas a toxicidade testicular
em ratos. Essas mudancas cribriformes podem ocorrer como uma resposta secundaria a
auséncia de células espermaticas e de fluido testicular e atrofia epididimaria (Kempinas &
Klinefelter, 2015). No grupo CNPAu, observou-se materiais esfoliados e ductos com limen
vazio aos 7 dias, com recuperagdo aos 28 dias. Contudo, aos 56 dias, alguns ductos
apresentaram novamente limen vazio. Estudos prévios, como os de Brito et al. (2020) e
Coimbra et al. (2023), também destacam alteracdes nos epididimos apos aplicacdo
intratesticular com nanoparticulas, resultando em desaparecimento temporario e subsequente
recupera¢do dos espermatozoides.

Os resultados macroscopicos e histopatoldgicos indicaram a auséncia de alteragdes
significativas nos orgdos (rim, figado, baco e pulmio), evidenciando a preservagdo da
integridade e funcionalidade durante o periodo de observacdao. Apesar do espessamento nos
septos alveolares pulmonares, nao foram identificados sinais de congestdo pulmonar,
inflamacao, ou dificuldades respiratérias nos animais. Destaca-se que o uso de maravalha em
gaiolas de roedores pode impactar o sistema respiratorio, resultando em alteracdes histologicas

nos pulmdes, como inflamagdo e pneumonia (Ogur et al., 2016). Sugere-se que os resultados
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do nosso estudo podem estar relacionados a forragem das caixas dos animais, € ndo as
nanoparticulas, dado que os animais ndo apresentaram nenhum outro sintoma.

Apo6s o tratamento com fotohipertermia testicular (nos animais FHTAu), a analise por
ICP-MS revelou que o ouro estava predominantemente distribuido no testiculo e no rim. No
grupo CNPAu (que recebeu a inje¢do de nanoparticulas, mas ndo passou por hipertermia), a
preferéncia foi pelo bago, seguido dos testiculos. Outros estudos apontam o figado como o
principal 6rgao de acimulo de ouro (Poon et al., 2015). Estudos anteriores com nanorods de
ouro modificados com polietilenoglicol mostraram eliminagdo através do sistema reticulo-
endotelial apos inje¢do sistémica (Maltzahn et al., 2009; Goodrich et al., 2010). J& o estudo de
Kozics et al. (2021) indicou que a maior quantidade de ouro inicialmente acumulou-se no
sangue apos 1 hora, seguido por pulmao e bago. Apos 4 horas, a maior quantidade estava no
baco, mantendo-se até 28 dias, e o figado tornou-se o segundo 6rgao com maior quantidade de
ouro. A administracdo da nanoparticula sem calor parece promover um actimulo no baco,
enquanto com a fotohipertermia h4 uma maior concentracao nos testiculos e rins. Uma hipotese
possivel € que as nanoparticulas podem se aglomerar devido ao calor, assim, mantendo-se nos
testiculos, sendo gradualmente eliminadas pelos rins. Observa-se em outros estudos que a
sintese e o diametro das nanoparticulas de ouro podem alterar a via de elimina¢do (Longmire
et al., 2008), como evidenciado em pesquisas com NPs de ouro ultrapequenas (1,9 nm) e
coloidais de 10 a 250 nm (Hainfeld et al., 2006; De Jong et al., 2008), sendo estas eliminadas
preferencialmente pelos rins. No entanto, o padrdo de biodistribuicao identificado no estudo,
com o acumulo em o6rgdos especificos, nao indicou toxicidade, sugerindo a seguranga do
método empregado. Essa diversidade nos resultados destaca a importancia de considerar as

variaveis experimentais ao interpretar dados de biodistribuicdo de nanoparticulas.

5.5. Conclusao
A fotohipertermia com LED de 808 nm associada a inje¢do intratesticular de
nanoparticulas de ouro para induzir infertilidade em ratos Wistar demonstrou eficacia a curto
prazo (56 dias), com degeneracao das células germinativas, impactando a espermatogénese e
proporcionando infertilidade, sem efeitos adversos imediatos a satde dos animais. Os
resultados indicam que esse método pode representar um método promissor na contracepgao
para animais abandonados, oferecendo uma alternativa pratica, segura e eficaz, com minimos

efeitos colaterais.
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7. CAPITULO 3 - Fotohipertermia testicular mediada por nanoparticulas de
Ferrita de Manganés funcionalizadas com citrato
7.1. Introducao

O crescente desafio relacionado ao controle populacional de animais, em especial o
aumento de animais de rua, tem impulsionado a busca por métodos eficazes e éticos de
esterilizagdo (Cathey & Menon, 2010; Jana & Samanta, 2007). Sabe-se que a melhor forma de
controle populacional ¢ a castragdo (Amaku et al., 2009; Bastos et al., 2013). A técnica de
captura, esterilizagdo e soltura ja foi comprovada como eficiente (Boone & Slater, 2014). Paises
como Estados Unidos e Canada aplicam essa técnica, e a Holanda conseguiu erradicar o nlimero
de animais de rua apenas utilizando-a (Sternheim, 2012; Tan, 2017).

Diante desse cenario, a nanotecnologia surge como uma alternativa promissora, ganhando
destaque nas pesquisas recentes. As nanoparticulas de ouro demonstraram éxito, fornecendo
resultados promissores. No entanto, visando aprimorar ainda mais essa abordagem, exploramos
nesse capitulo a utilizagdo das nanoparticulas de ferrita de manganés funcionalizadas com
citrato.

Essas nanoparticulas, previamente utilizadas em estudos de magnetohipertermia por nosso
grupo de pesquisa, demonstraram sucesso (Jivago et al., 2021), mas enfrentaram desafios
relacionados a manipulacdo e logistica do equipamento gerador do campo magnético,
dificultando sua aplicacdo pratica para a uma castracdo moével, seguindo o método de captura,
esterilizacao e soltura. Buscando superar essas limitagdes, a presente pesquisa propde o uso da
combinagao de nanoparticulas de ferrita de manganés funcionalizadas com citrato com a luz de
LED.

O objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito de uma nanoparticula de ferrita de manganés
recoberta com citrato na fotohipertermia testicular, utilizando como fonte de luz um LED, nos
parametros reprodutivos (volume e peso testicular, parametros espermaticos e histopatologia

de testiculos e epididimos) dos animais pelo periodo de duracdo da espermatogénese.

7.2. Material e Métodos
7.2.1. Nanoparticula de Ferrita de Manganés com citrato
Foi utilizada uma nanoparticula magnética de ferrita de manganés funcionalizada com
citrato (NPCit), a qual foi sintetizada sob a forma de um fluido magnético pelo método de co-
precipitagdo, seguindo o protocolo previamente descrito por Branquinho et al. (2013) e Sousa-

Junior et al. (2020), e cedida pelo Prof. Dr. Andris Figueiroa Bakuzis.
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Para isso, uma solu¢do de metilamina foi inicialmente diluida em dgua ultrapura e aquecida
até atingir o ponto de ebulicdo. Em seguida, solu¢des contendo cloreto de manganés (MnCl) e
cloreto de ferro-III (FeClz) foram adicionadas a mistura. Ap6s um periodo de 30 minutos, uma
precipitacdo de coloragdo negra contendo as nanoparticulas magnéticas se formou. Essa
precipitacdo foi entdo separada magneticamente, passou por uma fase de trés lavagens e,
posteriormente, foi ressuspendida em agua ultrapura.

O processo de revestimento com citrato foi conduzido pela adi¢ao de 1 mol de citrato de
sodio (Na3zCe¢Hs507, Sigma-Aldrich) para cada 10 mols de ions de ferro-IIl. Apds aquecimento
e agitacdo controlada, a amostra foi gradualmente resfriada. As nanoparticulas revestidas
foram, mais uma vez, separadas magneticamente, submetidas a uma etapa de lavagem com
acetona e finalmente ressuspendidas em agua ultrapura.

As nanoparticulas apresentaram uma concentracdo de aproximadamente 43 mg/ml e
exibem um tamanho uniforme caracterizado por meio da técnica de Microscopia Eletronica de

Transmissao (MET), com dimensao média (=DP) de 11,5+3,2 nandmetros (Figura 31).
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Figura 31: A: Micrograﬁaeletrénica das nanoparticulas de ferrita de manganés funcionalizadas com citrato, B:
gréfico da distribuicdo de tamanho das particulas.



72

7.2.2. Fonte de luz e controle da poténcia luminosa
Foi utilizada a mesma fonte de luz e sistema de controle de poténcia luminosa descritos no

Capitulo 2 (topico 5.2.2).

7.2.3. Animais e Desenho experimental

Nesta fase foram utilizados 6 ratos (N=12 testiculos), mantidos conforme descrito no
topico 5.2.3. Como a fonte de luz e o sistema de controle de poténcia luminosa foram os mesmos
utilizados no Capitulo 2, ndo foi feito um grupo de testiculos para receber sé a incidéncia da
luz (sem inje¢do de nanoparticulas).

Os animais passaram pelos mesmos procedimentos de anestesia, injecdo do fluido,
posicionamento para irradiacdo da luz, fotohipertermia testicular e procedimentos poOs-
tratamento descritos no Capitulo 2, s6 que utilizando a nanoparticula de ferrita de manganés
funcionalizada com citrato (NPCit) em ambos os testiculos. Os animais foram divididos de
acordo com o dia da eutandsia apos o tratamento (7, 28 e 56 dias), formando os grupos:

e FHTCit7 (N=4 testiculos)

o FHTCit28 (N=4 testiculos)

e FHTCit56 (N=4 testiculos)

Apods a eutanasia foram avaliados os seguintes parametros: 1) Manifestacdo de dor e
comportamento dos animais, 2) Ganho de peso dos animais, 3) Peso e medida dos testiculos,
4) Analise espermatica do lavado epididimario, 5) Andlise histoldgica dos testiculos e
epididimos, e 6) Peso dos orgdos vitais (figado, baco, rim e pulmdo). A metodologia esta

detalhadamente descrita no Capitulo 2 (topico 5.2.4).

7.2.4. Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram testados para normalidade com o teste Shapiro-Wilk. Os
dados avaliados foram comparados entre os grupos experimentais pela andlise de variancia
(ANOVA) e teste de médias (Tukey) utilizando o programa estatistico GraphPad prism 8.0.2
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), com nivel de significancia de 5% (P<0,05).

7.3. Resultados
Os animais que passaram por FHT com NPCit apresentaram uma pequena diferenca de
temperatura entre testiculo direito e esquerdo. A temperatura média registrada ao longo do

tratamento foi de 44,13 °C (méaxima 44,97 °C e minima 43,87 °C). Levando um tempo médio
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de 4 minutos para atingir o plato. Os graficos de aquecimento (Figura 32) mostram a variagado

de calor encontrada nos grupos durante todo o procedimento de fotohipertermia.
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Figura 32: Gréficos de temperatura (° C) dos testiculos de dois animais submetidos a fotohipertermia mediada
por nanoparticulas de ferrita de manganés funcionalizadas com citrato. (A) e (B) receberam a inje¢do do fluido
NPCit nos dois testiculos.

Apds o tratamento, nenhum animal manifestou sinais de dor ou alteragdes
comportamentais ao longo dos dias. E todos os animais demonstraram um ganho de peso

consistente de acordo com o esperado, como evidenciado na Figura 33.
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Figura 33: Ganho de peso corporal médio (g) de todos os animais tratados com FHT testicular mediada por NPCit.
Insert mostra a variagdo de peso nos 7 primeiros dias. Grafico mostra a variagdo de peso corporal ao longo das
semanas.

Durante a eutandsia, foi observado que alguns testiculos estavam aderidos a pele da bolsa
escrotal. Além disso, aos 7 dias, houve evidéncia de inflamacdo em ambos os testiculos de
apenas um animal do grupo tratado com o fluido de NPCit. Aos 56 dias, notou-se que um animal

do grupo tratado apresentava fibrose e um tamanho visivelmente menor no testiculo direito,
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além de inflamacao no testiculo esquerdo. Surpreendentemente, em um outro animal do grupo
tratado aos 56 dias, o testiculo direito estava significativamente reduzido em tamanho, e o
testiculo esquerdo nao pdde ser encontrado durante a eutanésia.

Em relagdo ao volume e ao peso relativo dos testiculos obtidos apos a eutandsia, nao

houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos FHTCit (Figura 34).
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Figura 34: A: Média do volume testicular (cm?®) e do peso dos testiculos dos grupos FHTCit7; FHTCit28 e
FHTCit56, no final do experimento. B: Porcentagem de peso relativo dos testiculos dos animais dos grupos
FHTCit7; FHTCit28 e FHTCit56, ao final do experimento

Nao foram observadas diferencgas significativas (p>0,05) na motilidade e na morfologia
espermatica entre os grupos FHTCit. No entanto, a concentragdo de espermatozoides na cauda
dos epididimos apresentou uma redugdo significativa nos grupos FTHCit28 e FHTCit56
(Figura 35).
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Figura 35:Parametros espermaticos dos grupos FHTCit7; FHTCit28 e FHTCit56, no final do experimento. A:
Motilidade espermatica (%), B: Porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais, € C: Numero de
espermatozoides.

(A, B): letras maitsculas mostram diferencga significativa (>0,07) entre os grupos no mesmo momento de
avaliacdo.
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No grupo FHTCit, aos 7 dias (Figura 36), a maioria dos tibulos permaneceu intacta,

mesmo na presenca das nanoparticulas. Observou-se desorganizagdo dos tubulos seminiferos,
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Figura 36: Cortes histologicos dos testiculos do grupo FHTCit 7 dias. A:Tubulos seminiferos com presenga de
espermatozoides no lumen, e aglomerados de nanoparticulas no intersticio (setas pretas), assim como tibulos com
inicio de vacuolizacdo (setas brancas); B: Desorganizacdo dos tibulo seminifero e presenca espermatocitos
(asterisco); C: Tubulos com delimita¢des irregulares, retraidos e com diminuicdo do epitélio germinativo; D:
Tubulos desorganizados com espacamento irregular no tecido intersticial, presenca de aglomerado de

nanoparticulas no intersticio (seta preta) e células gigantes multinucleadas (seta vermelha) no lumen do tabulo.
Barras: A =200um; B, Ce D =100pum.

No D28 (Figura 37), ainda foram observados tibulos intactos, no entanto, os danos eram
mais extensos em comparag¢do ao D7, havendo alguns tibulos seminiferos que apresentavam
apenas a lamina basal. Também foi visualizado o inicio da necrose coagulativa em algumas

regides dos testiculos.
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Figura 37: Cortes histolog

espermatozoides no limen, e aglomerados de nanoparticulas no intersticio (setas pretas); B: Tubulos seminiferos
com necrose coagulativa (setas brancas) e descolamento do epitélio germinativo da lamina basal; C: Tubulos com
delimitacdes irregulares, retraidos e com diminui¢do do epitélio germinativo (asterisco), e presenga de
aglomerados de nanoparticulas no intersticio (setas pretas); D: Tubulo com o limen repleto de debri celular (seta
vermelha). Barras: A, B e C =200um; D =100pm.

Ja aos 56 dias (Figura 38), foram observados tibulos seminiferos integros e alguma
vacuoliza¢ao. Houve um aumento no nimero de tibulos seminiferos com necrose coagulativa
e tibulos irregulares. Além disso, foram observados tibulos seminiferos com células

edemaciadas no limen.
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Figura 38: Cortes histologicos dos testiculos do grupo FHTCit 56 dias. A:Tuabulos seminiferos integros com
presencga de espermatozoides no limen; B: Ttbulos seminiferos retraidos com muito aglomerado de nanoparticulas
(seta preta) ao seu redor; C: Tubulos com descolamento do epitélio germinativo da lamina basal e com diminui¢éo
do epitélio germinativo (asterisco preto), desorganizagdo e aumento do espaco intersticial e presenca de
aglomerados de nanoparticulas (setas pretas); D: Tubulo com células gigantes multinucleadas no limen (seta

branca), e aglomerados de nanoparticulas no intersticio (seta preta). Barras: A ¢ C =200um; B=400 um e D =
100pm.

A analise histologica dos epididimos (Figura 39) revelou uma estrutura intacta, com ductos
epididimarios revestidos por epitélio pseudoestratificado cilindrico com estereocilios, além da
presenca de tecido conjuntivo frouxo entre os ductos. Embora a maioria dos ductos apresentasse
o limen preenchido por espermatozoides, também foram observados ductos com o limen vazio
em todos os dias de tratamento. Somente nos dias 28 e 56, foram identificadas algumas
alteragdes, como a presenga de debris celulares no limen de alguns ductos epididimarios, bem
como material esfoliado no limen do epididimo e alteracdes cribriformes. Alguns epididimos
continham uma quantidade reduzida de tecido conjuntivo frouxo entre os ductos, e foi possivel

observar infiltracao linfocitaria € movimento de migracao dos linfocitos no intersticio.
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Figura 39: Cortes histologicos dos epididimos do grupo FHTCit. A: FHTCit 7 dias, presenga de tibulos
epididimarios com muitos espermatozoides no lumen; B: FHTCit 28 dias, tubulos integros com poucos
espermatozoides e presenga de debris celulares (asterisco preto); C: FHTCit 56 dias, tibulos disformes, mas com
muita presenga de espermatozoides no lumen. Barras: 200pum.

Os demais 6rgaos exibiram aparéncia macroscopica normal e semelhante em todos os
grupos, com a exce¢ao de um unico animal que mostrou a presenca de granulos proximos ao
mesentério. Nao houve diferenca significativa (p<0,05) no peso relativo (peso do 6rgdo / peso

do animal) dos 6rgaos dos animais entre os dias de tratamento (Tabela 4).

Tabela 3: Média (=DP) de peso relativo (peso do 6rgao / peso do animal) dos 6rgaos Rim,
Bago, Figado e Pulmao, dos animais dos grupos FHTCit7 (n =2), FHTCit28 (n=2) e FHTCit56
(n=2), no final do experimento.

FHTCit7 FHTCit28 FHTCit56
Rim 0,49+0,01 0,40+0,02 0,37+0,01
Baco 0,36+0,08 0,34+0,05 0,35+0,04
Figado 3,86+0,30 3,30+0,12 3,08+0,23
Pulmao 0,63+0,08 0,52+0,01 0,54+0,01

7.4. Discussio

Na nossa investigacao da fotohipertermia testicular utilizando nanoparticulas de ferrita
de manganés funcionalizadas com citrato, notamos uma distribui¢do nao uniforme dos danos.
Algumas regides dos testiculos, especialmente proximas a periferia, permaneceram integras,
mesmo na presenca das nanoparticulas. Apesar disso, as andlises histologicas dos testiculos
revelaram degeneragao dos tibulos seminiferos, sem evidéncia de inflamacao. Adicionalmente,
ao completar 56 dias, observamos a auséncia de um dos testiculos em um dos animais.

Na analise histolégica dos testiculos houve dano progressivo, iniciado com
vacuolizacdo, evoluindo para retragdo dos tubulos seminiferos e desestruturacdo do epitélio
germinativo e culminando com necrose coagulativa. Embora ainda houvesse tibulos intactos

na periferia dos testiculos, esses resultados indicam impactos significativos na fertilidade
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causados pela fotohipertermia testicular mediada por nanoparticulas. Essas respostas fornecem
implicacdes positivas para o potencial contraceptivo do método. Shahat et al. (2020), justifica
que a principal consequéncia do estresse térmico nos testiculos € a apoptose das células
germinativas, destacando a suscetibilidade dos espermatdcitos de paquiteno, espermatides e
espermatozoides epididimarios ao calor. O estudo de Rizzoto et al. (2019) indica que a
exposi¢ao a diferentes niveis de oxigénio e temperatura afeta significativamente o didmetro dos
tubulos seminiferos, resultando em alteragdes nas espermatides e uma perda total do epitélio
espermatogénico em alguns casos. Dessa forma, o autor afirma que a hipertermia, foi a principal
causa dos efeitos na espermatogénese e nos espermatozoides, e ndo a hipoxia. Essas descobertas
destacam a importancia de abordagens centradas na hipertermia para alcangar a infertilidade.
A observacao de tubulos seminiferos integros, especialmente na periferia dos testiculos,
levou a suposicao de que a luz poderia nao estar atingindo as nanoparticulas na area oposta a
irradiacdo do LED. Luz no comprimento de onda de 808 nm utilizado no presente estudo,
apresenta uma penetracdo em tecido animal (pele) de at¢é 5 mm (Francisco et al., 2021).
Considerando que a espessura do testiculo ¢ maior do que isso, possivelmente as nanoparticulas
mais distantes da superficie irradiada nao chegaram a receber a luz, fazendo com que o
aquecimento ndo atingisse a gonada de forma homogénea. Diante disso, optou-se por
desenvolver um novo dispositivo equipado com dois LEDs para garantir a incidéncia luminosa

em ambas as faces dos testiculos (ventral e dorsal).

7.5. Conclusao

A aplicagdo da fotohipertermia utilizando nanoparticulas de ferrita de manganés
funcionalizada com citrato demonstrou impactos significativos na histologia testicular,
resultando em danos severos, embora ndo tenha resultado em alteragdes nos parametros
espermaticos. Os resultados se mostram bastante promissores, destacando a fotohipertermia
mediada por nanoparticulas aplicada diretamente aos testiculos como potencial método
contraceptivo para animais machos. E importante observar, no entanto, que os danos causados
aos tibulos seminiferos ndo foram uniformemente distribuidos, evidenciando a necessidade de
aprimorar a distribui¢do térmica nos testiculos. Como resposta a essa limitagao, novos estudos
foram empreendidos com o objetivo de otimizar a técnica, visando uma distribui¢do mais
homogénea do calor, especificamente por meio do uso de dois LEDs para garantir a penetracao

da luz em todo o orgao.
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9. CAPITULO 4 - Fotohipertermia testicular mediada por nanoparticulas de
Ferrita de Manganés funcionalizadas com citrato utilizando um equipamento
para irradiacio de luz com 2 LEDs

9.1. Introducao
O Capitulo 3 desse estudo proporcionou uma analise mais profunda do uso da tecnologia
de LED associada a nanoparticulas na hipertermia testicular. Observou-se uma limitacdo na
uniformidade do dano causado pelo aquecimento nos testiculos. A histologia revelou areas
periféricas dos testiculos que, mesmo com a presenga de nanoparticulas, permaneciam integras,
sugerindo uma possivel falta de uniformidade no calor distribuido ao longo do tecido testicular.

Essa limitacdo instigou a reflexao sobre estratégias para aprimorar a eficacia do tratamento.
Uma abordagem envolvendo o posicionamento estratégico de dois LEDs, um acima, na regiao
ventral, e outro abaixo, na regido dorsal dos testiculos, visando superar a possivel limitacao na
penetragdo da luz nesse tecido. Com isso, espera-se atingir uma distribuicdo de calor mais
uniforme, otimizando assim os efeitos da hipertermia sobre os testiculos.

O objetivo deste capitulo foi avaliar o uso de 2 LEDs na fotohipertermia testicular mediada
por nanoparticulas de ferrita de manganés recoberta com citrato nos parametros reprodutivos
(volume e peso testicular, parametros espermaticos e histopatologia de testiculos e epididimos)
dos animais pelo periodo de duracdo da espermatogénese; bem como avaliar possiveis efeitos
da aplicacdo desta nanoparticula por via intratesticular em 6rgaos vitais (rim, figado, bago e

pulmao).

9.2. Material e Métodos
9.2.1. Nanoparticulas
Foi utilizada a mesma nanoparticula magnética de ferrita de manganés funcionalizada com

citrato (NPCit) descrita no Capitulo 3 (Tépico 6.2.1).

9.2.2. Fonte de luz e controle da poténcia luminosa

Na busca por uma distribui¢ao uniforme de energia luminosa nos testiculos, um aparelho
foi projetado com a utilizagdo de dois LEDs, de forma que um LED seja posicionado na
superficie ventral dos testiculos, enquanto o segundo seja colocado na superficie dorsal,
garantindo uma distribui¢do simétrica de luz.

A fonte luminosa empregada no equipamento consiste em um LED cuja luz possui pico de

intensidade no comprimento de onda de 808 nm. Esse LED ¢ alimentado por uma fonte de
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corrente continua de 24 V, mas pode ser ligado e desligado em alta frequéncia através de um
circuito transistorizado. O ligamento e desligamento do LED ¢ feito seguindo esquema PWM
(Pulse Width Modulation). Nesse contexto, o ciclo de trabalho do LED ¢ calculado
automaticamente por um microcontrolador Arduino Uno, baseado em microprocessador
ATMEGA328P, usando informacdo em tempo real sobre a temperatura testicular do animal
sendo tratado. A informac¢ao de temperatura em tempo real ¢ coletada por sensor termopar tipo
K, digitalizada por um circuito baseado em chip MAX6675 e processada através de um filtro
digital de mediana movel. O sistema de controle sobre o acionamento do LED funciona em
malha fechada e foi projetado com regra de controle PI (Proporcional Integral) em tempo

discreto.

9.2.3. Animais e Desenho experimental

Neste experimento foram utilizados 27 animais, mantidos conforme descrito no tdpico
5.2.3. Os testiculos (N=54) foram divididos de acordo com o tratamento recebido da seguinte
forma:

e Grupo FHT (N=32 testiculos): Os testiculos receberam injecdo intratesticular do
fluido magnético e foram submetidos a incidéncia de luz dos LEDs para gerar
fotohipertermia.

e Grupo LED (N=10 testiculos): Os testiculos foram submetidos apenas a incidéncia
de luz dos LEDs, com a mesma poténcia luminosa do grupo FHT, sem receber
injecao do fluido magnético.

e Grupo CNP (N=12 testiculos): Os testiculos receberam apenas injecao
intratesticular do fluido magnético.

Os tratamentos foram subdivididos com relacdo dia da eutanasia, formando os seguintes
subgrupos (Figura 40):

e FHT-D7 (N=11), FHT-D28 (N=11) e FHT-D56 (N=10)

e LED-D7 (N=3), LED-D28 (N=3) e LED-D56 (N=4)

e CNP-D7 (N=4), CNP-D28 (N=4) e CNP-D56 (N=4)
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Figura 40: Desenho experimental do método de fotohipertermia com o equipamento projetado com 2 LEDs.

Neste experimento, os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos de anestesia,
injecdo do fluido e cuidados pos-tratamento, conforme descrito anteriormente. No entanto, os
animais foram posicionados em decubito ventral, e dois LEDs foram utilizados, um posicionado
na superficie ventral e outro na superficie dorsal dos testiculos (Figura 41), sempre a uma
distancia aproximada de 4 cm da superficie do 6rgdo. Isso foi feito para garantir que a irradiagdo

de luz dos LEDs incidisse tanto na superficie ventral quanto na superficie dorsal dos testiculos.

ApOs a eutanasia foram avaliados os seguintes parametros: 1) Ganho de peso dos animais,
2) Manifestacdo de dor e comportamento dos animais, 3) Exame ultrassonografico dos

testiculos, 4) Peso e medida dos testiculos, 5) Andlise espermatica do lavado epididimario, 6)
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Analise histologica dos testiculos e epididimos, e 7) Peso e andlise histoldgica dos 6rgaos vitais
(figado, bago, rim e pulmao). A metodologia da avaliacdo desses parametros esta

detalhadamente descrita no Capitulo 2 (topicos 5.2.4).

9.2.4. Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram testados para normalidade com o teste Shapiro-Wilk. Os
dados avaliados foram comparados entre os grupos experimentais pela andlise de variancia
(ANOVA) e teste de médias (Tukey) utilizando o programa estatistico GraphPad prism 8.0.2
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), com nivel de significancia de 5% (P<0,05).

9.3. Resultados
Durante o procedimento de fotohipertermia, ndo foram observadas complicagdes. Ao ligar
o aparelho, a temperatura aumentou gradualmente, registrando uma média de 44,65 °C (com
maxima de 45,69 °C e minima de 43,53 °C). Foi observada uma pequena variagdo de
temperatura entre os testiculos do mesmo animal (Figura 42A), provavelmente devido a
pequenas diferengas anatdmicas, de posicionamento ou mesmo da distribui¢do das
nanoparticulas no tecido. As imagens da camera termografica revelaram um aquecimento

especifico na regido dos testiculos (Figura 42B).
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Figura 42: A: Temperatura durante o procedimento de fotohipertermia. B: Foto obtida pela cAmera térmica.

Uma redugdo inicial discreta no ganho de peso médio (~10 g) dos animais foi observada
imediatamente apos o procedimento de fotohipertermia. No entanto, ao longo de todos os dias
apds o tratamento, os animais mantiveram um apetite normal. Esse declinio foi seguido por

uma recuperacao, retornando ao ganho de peso normal uma semana apo6s o tratamento (Figura
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43). Importante destacar que nenhum dos animais apresentou sinais de dor ou desconforto ao
toque em nenhum momento apds o tratamento.
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Figura 43: Ganho de peso corporal médio (g) de todos os animais dos grupos LED, CNP e FHT. Insert mostra a
variagdo de peso nos 7 primeiros dias. Grafico mostra a variag@o de peso corporal ao longo das semanas.

A ultrassonografia dos testiculos e epididimos dos animais tratados com FHT
apresentou uma aparéncia normal (Figura 44). E possivel identificar uma reduco significativa
(p<0,05) no volume testicular no grupo FHT nas semanas 3 a 7 em comparagao com a semana
-1 (antes do procedimento) (Figura 45). Entre o grupo LED e o grupo FHT houve diferenga

significativa (P<0,05) apenas nas semanas 1, 4 ¢ 5.
— == - A -

Figura 44: A, B: Ultrassom testicular dos grupos experimentais 6 dias antes do experimento. C: CNP 26 dias ap6s
a injecao do fluido contendo nanoparticulas. D: FHT 26 dias ap6s o procedimento de fotohipertermia.
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Figura 45: Média do volume testicular (cm?) medido pelo ultrassom, dos testiculos dos grupos LED e FHT, ao
longo tempo experimental.

(A, B): letras maitisculas mostram diferenca significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliacdo.

(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) dentro do mesmo grupo em diferentes tempos.

O peso relativo dos testiculos (Figura 46) mostrou diferenga significativa (p<0,05) aos
7 dias entre os grupos CNP e FHT, aos 28 dias entre os grupos LED e CNP e FHT e aos 56 dias

entre os grupos LED e FHT. Nao houve diferenca significativa entre os dias dentro do mesmo

grupo.
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Figura 46: Peso relativo dos testiculos dos animais dos grupos LED, CNP e FHT, ao final do experimento.
(A, B): letras maiusculas mostram diferenga significativa (<0,05 entre os grupos no mesmo momento de avaliagao.
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No volume testicular calculado a partir das medidas de comprimento e largura dos
testiculos extraidos apos a eutandsia, houve diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo FHT

e os demais grupos em todos os dias de observacao (Figura 47). Também nao houve diferenca
significativa entre os dias dentro do mesmo grupo.

Figura 47: Média do volume testicular (cm?) dos testiculos dos grupos LED, CNP e FHT aos 7, 28 e 56 dias apds
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(A, B): letras maitisculas mostram diferenca significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliacdo.
A motilidade dos espermatozoides diminuiu significativamente (p<0,05) no grupo FHT

no D28 (0%) e D56 (0,2%) em comparagdo com o D7 (95,8%) e com os outros grupos (Figura
48).
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Figura 48: Motilidade espermatica (%) do lavado da cauda do epididimo dos grupos LED, CNP e FHT, no final
do experimento.
(A, B): letras maitisculas mostram diferencga significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliagdo.
(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) dentro do mesmo grupo em diferentes tempos.

A porcentagem de espermatozoides com morfologia normal diminuiu
significativamente (p<0,05) no grupo FHT no D28 (2,3%) e D56 (3,8%) em comparacdo com
0 D7 (55,8%) e com os grupos CNP e LED (Figura 49).
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Figura 49: Porcentagem de espermatozoides normais na cauda do epididimo dos grupos LED, CNP e FHT no
final do experimento.
(A, B): letras maitsculas mostram diferenga significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliacdo.
(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) dentro do mesmo grupo em diferentes tempos.

O ntmero total de espermatozoides na cauda dos epididimos diminuiu
significativamente (p<0,05) no grupo FHT no D56 em relagdo ao D7, e aumentou
significativamente (p<0,05) no grupo CNP no D56 em comparagdo ao D7 e ao D28 (Figura

50). Além disso, o nimero de espermatozoides no grupo FHT foi significativamente inferior

(p<0,05) ao do grupo CNP no D28 e ao dos grupos CNP e LED no D56.
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Figura 50: Numero de espermatozoides (milhdes de espermatozoides) nas caudas dos epididimos dos grupos
LED, CNP e FHT, no final do experimento.

(A, B): letras maitisculas mostram diferenca significativa (<0,05) entre os grupos no mesmo momento de
avaliagdo.

(a, b): letras mintisculas mostram diferenga significativa (<0,05) dentro do mesmo grupo em diferentes tempos.

Na analise histologica realizada aos 7 dias no grupo FHT, observou-se uma grande
quantidade de tabulos seminiferos com necrose coagulativa. Havia uma vasta presenca de
tubulos vacuolizados e alguns tibulos seminiferos intactos, mesmo na presenca das
nanoparticulas. Alguns tabulos exibiram células inchadas e multinucleadas. As luzes dos
tubulos estavam preenchidas por células germinativas exfoliadas. O tecido intersticial mostrou

um infiltrado de linfécitos, indicando um processo inflamatorio (Flgura 51).

F 1gura 51 Cortes hlstolog1cos dos test1culos do gmpo FHT 7 dlas A: Tubulos com necrose coagula‘uva (asterlsco
preto); B: Tubulos integros na periferia dos testiculos mesmo com a presen¢a de aglomerados de nanoparticulas
(seta preta) nas proximidades, e lamen preenchido com debris celulares (asterisco branco); C: Tubulos com epitélio
germinativo diminuido (cabega de seta preta), presenca de células multinucleadas (seta branca). Aglomerado de
nanoparticulas (seta preta). Barras: 200pm
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Ap6s 28 dias, observou-se uma alta quantidade de tubulos muito vacuolizados, com
presenga abundante de aglomerados de nanoparticulas nos cortes histoldgicos. Raros tubulos
intactos foram visualizados na periferia dos testiculos, e esses apresentavam baixa presenca de
espermatozoides. Havia ampla formacdo de necrose coagulativa e presenga de tubulos
disformes, com suas luzes preenchidas por debris. Além disso, foi observado severa perda de

epitélio germinativo. Ainda havia infiltrado de linfocitos, caracterizando um processo

1nﬂamator10 nos testiculos neste perlodo (Flgura 52)
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Fi 1gura 52: Cortes hlstolog1cos dos testlculos do gmpo FHT 28 dias A: Alguns tubulos 1ntactos sem a presenca de
espermatozoides no lumen, presenca de vacuolizagdo (seta branca); B: Tubulos com dimensdes reduzidas e com
perda do epitélio germinativo (asterisco preto); C: Tubulos com severa degeneragdo por necrose coagulativa
(cabeca de seta preta), infiltrado linfocitario ao redor dos tibulos no intersticio (asterisco branco). Presenga de
aglomerados de nanoparticulas (seta preta). Barras: 200pm

Aos 56 dias, a histologia dos testiculos apresentou tabulos com extensa vacuolizacao,
completamente descaracterizados. Alguns tibulos mostraram sinais de necrose coagulativa.
Havia presencga de células inchadas na luz dos tibulos. E tibulos preservados ainda foram
observados, principalmente nas regides periféricas dos testiculos. Nesse contexto, a andlise
histologica aos 56 dias revelou um dano extenso comparado aos demais dias de tratamento

(Figura 53).

Fi igura 53 Cortes histologicos dos test1culos do gmpo FHT 56 dias A: Tubulos com extensa perda de epitélio
germinativo (asterisco preto) e atrofiados, alguns tibulos integros sem a presenga de espermatozoides; B: Ttubulos
com perda do epitélio germinativo (asterisco preto) e alguns tibulos integros sem a presenga de espermatozoides;
C: Presenca de vacuolizagdo (seta branca). Aglomerado de nanoparticulas (seta preta). Barras: 200um
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No grupo controle CNP alguns danos foram observados, mas com grande ntimero de
tubulos intactos. Aos 7 dias (Figura 54A) foram observados tibulos com presenca de debris
celulares no lumen, bem como tubulos integros, com a presenca de espermatozoides e todas as
células germinativas. Vacuolizacao em alguns tubulos foi observada nos achados histologicos
aos 28 dias (Figura 54B), porém a maior parte era de tubulos integros. No grupo CNP 56 dias
(Figura 54C) alguns tibulos com perda de epitélio germinativo e com debris celulares no limen
ainda foram observados, apesar da maior parte dos tubulos estar integra e com presenca de
espermatozoides na luz. Em todos os tempos aglomerados de nanoparticulas forma observados

no intersticio.

o

Figura 54: Cortes histologicos dos testiculos do grupo CNP A: Presenca de tibulos com o lume
debris celulares (asterisco) aos 7 dias; B: Tubulos com presenga de vacuolizagdo (seta branca) aos 28 dias; C:
Limen com debris celulares (asterisco) aos 56 dias. Aglomerado de nanoparticulas (seta preta). Barras: 200pm
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No grupo controle LED 7 dias (Figura 55A) os tibulos seminiferos se apresentaram
integros, com a presencga de espermatozoides e todas as células germinativas. No entanto, os
achados histologicos aos 28 dias (Figura 55B) revelaram alguns tubulos com vacuolizagdo
pronunciada e células inchadas e multinucleadas. Mas a maior parte dos tibulos estava
preservada. No grupo LED 56 dias (Figura 55C), a histologia dos testiculos mostrou

predominantemente tubulos com aparéncia normal e intacta na regido central do 6rgdo, com

alguns tubulos apresentando retragdo e vacuolizagdo no epitélio germinativo, especificamente

Figura 55: Cortes histologicos dos testiculos do grupo LED A: Presenga de tubulos intactos aos 7 dias; B: Ttabulos
com presenga de vacuolizacdo (seta preta) e células inchadas multinucleadas (cabega de seta) aos 28 dias; C:
Tubulos retraidos e com vacuolizacdo (seta preta) aos 56 dias. Barras: 200pm
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A andlise histologica dos epididimos do grupo FHT aos 7 dias revelou luz dos tiibulos
epididimarios preenchidas principalmente por debris celulares, € em uma grande regido, a luz
dos tubulos estava preenchida apenas por linfocitos. Em uma pequena regiao, foram observados

tubulos intactos, mas sem a presenca de espermatozoides (Figura 56).
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Figura 56: Cortes histologicos dos epididimos do grupo FHT 7 dias. A: Tabulos intactos e com presenca de
espermatozoides no lumen. B: Tubulos diminuidos (seta preta) e sem a presenga de espermatozoides no limen
(asterisco preto); C: Infiltrado linfocitario no lumen dos tibulos (seta branca). Barras: 200pm.
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Aos 28 dias, a andlise histologica dos epididimos revelou uma grande parte dos tibulos
epididimarios vazios, sem a presenca de espermatozoides. O tecido intersticial ainda
apresentava um infiltrado de linfocitos, indicando a persisténcia do processo inflamatdrio

(Figura 57).

Figa . , B e C: Tabulos sem espratzmdes no
limen, e presenca de linfocitos no tecido intersticial (seta preta). Barras: Ae B =200um, C = 100pm.

J& aos 56 dias, a histologia dos epididimos ainda apresentava alteragdes significativas,
mas com alguns tibulos ainda intactos, € uma reducdo na presenca de espermatozoides nos
tubulos, e com alteragdes cribriformes acompanhados por um processo inflamatorio persistente

no tecido intersticial (Figura 58).
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Figura 58: Cortes histologicos dos epididimos do grupo FHT 56 dias. A: Tubulos intactos e com presenca de
espermatozoides no limen. B: Tubulos sem espermatozoides e com alteragdes cribriformes (seta branca); C:
Presenca de debris celulares no limen (seta preta) e tibulos vazios. Barras: 200pm.

No grupo CNP a histologia dos epididimos apresentou uma estrutura aparentemente
normal e sem alteragdes significativas. Aos 7 dias (Figura 59A) foram observados tibulos
repletos de espermatozoides e com estrutura integra. Aos 28 dias (Figura 59B) foi possivel
observar uma reduzida presenca de espermatozoides em seus limens, mas com tubulos
epididimarios ainda integros. E aos 56 dias (Figura 59C) a estrutura dos epididimos voltou ao

normal, sem nenhuma alteragdao, com presenca de espermatozoides no lamen.
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Figura 59: Cortes histologicos dos epididimos do g intactos e com presencga de
espermatozoides no limen. B: 28 dias, com tubulos integros mostrando uma redu¢do na quantidade de
espermatozoides no limen; C: 56 dias, tibulos intactos com presenca de espermatozoides no limen. Barras:
200um.
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No grupo LED, os epididimos apresentaram uma histologia aparentemente normal e
sem alteragdes significativas. Nao foram observadas vacuolizagdes, desorganizagao ou outras
anomalias histologicas notaveis nos tecidos epididimarios aos 7 dias (Figura 60A). A aparéncia
dos tubulos epididimarios aos 28 dias (Figura 60B) apresentou diminui¢do de tamanho, com
uma reduzida presenga de espermatozoides em seus lumens. Aos 56 dias (Figura 60C), os
epididimos exibiram tibulos com aparéncia normal e intacta, embora algumas 4areas

mostrassem alterag¢des cribriformes.
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Figura 60: Cortes histologicos dos epididimos do grupo
espermatozoides no limen. B: 28 dias, tibulos integros com redu¢do na quantidade de espermatozoides e tubulos
diminuidos; C: 56 dias, tubulos intactos com presen¢a de espermatozoides no limen. Barras: 200um.

A aparéncia macroscopica dos orgdos (bago, rim, figado e pulmao) avaliados nos
diferentes grupos mostrou-se normal e semelhante em todos os animais. Além disso, ndo foram
identificadas diferencas significativas (p>0,05) no peso relativo (peso do 6rgao / peso do

animal) dos 6rgdos entre os diferentes dias de tratamento, como detalhado na Tabela 5.
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Tabela 4: Média de peso relativo (peso do 6rgdo / peso do animal) de Bago, Rim, Figado e Pulmao, dos animais dos grupos LED, CNP e FHT, no

final do experimento.

LED7

LED28

LEDS6

CNP7

CNP28

CNP56

FHT7

FHT28

FHTS6

Baco
Rim
Figado

Pulmao

0,25+0,00
0,32+0,00
2,79+0,00
0,47+0,00

0,24+0,00
0,34+0,00
2,70+0,00
0,42+0,00

0,25+0,00
0,30+0,00
2,59+0,00
0,52+0,00

0,55+0,12
0,42+0,00
4,45+0,18
0,49+0,07

0,40+0,01
0,36+0,05
3,27+0,16
0,52+0,05

0,27+0,05
0,33+0,02
3,39+0,18
0,55+0,02

0,51+0,31
0,38+0,06
3,81+0,94
0,56+0,14

0,37+0,19
0,38+0,13
3,09+0,53
0,51+0,09

0,38+0,07
0,32+0,03
2,84+0,21
0,53+0,08




97

A andlise histopatologica dos orgdos (Figura 61) revelou caracteristicas especificas na
morfologia tecidual, permitindo a identificagdo de potenciais alteragdes decorrentes a
exposicao a nanoparticulas. No exame especifico do figado nos animais dos grupos FHT e
controles CNP e LED, eutanasiados aos 7, 28 e 56 dias, evidenciou-se um parénquima hepatico
aparentemente saudavel. A estrutura lobular manteve-se preservada, exibindo uma morfologia
tipica. Tanto a veia central quanto os corddes de hepatocitos também mostraram caracteristicas
normais.

Na analise dos rins de ambos os grupos, eutanasiados nos mesmos periodos, observou-se
uma estrutura renal saudavel. O cortex renal apresentou morfologia tipica, com preservacao dos
corpusculos renais e dos tubulos contornados. Da mesma maneira, os tibulos renais
mantiveram uma organizagao celular regular, sem sinais evidentes de lesao.

A avaliacdo dos pulmdes nos grupos controle e tratado, eutanasiados aos 7, 28 e 56 dias,
revelou caracteristicas indicativas de uma estrutura pulmonar saudavel. Alvéolos pulmonares
permaneceram integros, com membranas alveolares preservadas e auséncia de fibrose ou
infiltrados anormais. Os bronquiolos apresentaram morfologia normal, sem sinais de obstrugao
ou inflamacao significativa. Os vasos sanguineos pulmonares também estavam preservados.

Quanto ao baco, em todos os animais eutanasiados aos 7 e 28 dias, a estrutura geral do 6rgao
permaneceu inalterada. No entanto, aos 56 dias, observou-se a presenca de pontos escuros,
indicativos da possivel acumulacdo de nanoparticulas no tecido esplénico, o que ndo foi
observado nos animais que nao receberam inje¢do de nanoparticulas (grupo LED). Os
componentes histoldgicos usuais, como a polpa branca e vermelha, mantiveram-se preservados

em todos os grupos, incluindo aqueles eutanasiados aos 56 dias.



Figura 61: Aparéncia geral dos 6rgdos dos animais. A, C, E, G: Orgdos dos animais do grupo FHT (Figado, Rim,
Pulmio e Bago, respectivamente); B, D, F, H: Orgdos dos animais do grupo LED (Figado, Rim, Pulmio e Bago,
respectivamente). Setas pretas indicam presenca de material sugestivo de aglomerados de nanoparticulas no bago
dos animais do grupo FHT. Barras = 200 pm.
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9.4. Discussio

A temperatura desempenha um papel crucial na funcdo reprodutiva masculina,
conforme indicado por estudos anteriores que revelam efeitos na espermatogénese em resposta
ao aumento da temperatura testicular (Fahim et al., 1975; Setchell, 1998; Setchell, 2006; Zhao
et al., 2010). Os impactos do calor sobre a espermatogénese sdo conhecidos. Exemplo disso, a
criptorquidia, caracterizada pela ndo descida dos testiculos para o escroto e permanéncia na
cavidade abdominal, resulta em esterilidade, pois a temperatura mais alta compromete a
producdao de espermatozoides, levando a infertilidade. A elevada temperatura afeta
negativamente a espermatogénese, causando danos as células germinativas e,
consequentemente, interferindo na capacidade de fertilizacdo (Yavetz et al., 1992; Nelson,
1995; Rizzoto & Kastelic, 2020). Alguns estudos ja tentaram aproveitar esta caracteristica para
desenvolver métodos de promover a infertilidade em animais machos pela aplicacao de calor
nos testiculos. Fahim et al. (1975) mostrou que diferentes fontes de calor, como a imersao em
agua a 60 °C resultou em uma significativa reducdo na produg¢do de espermatozoides. O
tratamento com infravermelho levou a auséncia de espermatogénese em determinados tibulos
seminiferos. A aplicacdo de micro-ondas a 100% de poténcia resultou na completa falta de
espermatogénese, enquanto o ultrassom, especialmente quando aplicado duas vezes,
demonstrou a auséncia de estagios de espermatogénese. Os efeitos tiveram duragdo variavel,
de acordo com o tratamento, permanecendo de 30 dias a 10 meses. Da mesma forma, Patil et
al. (2014) envolvendo imersoes dos testiculos em agua a diferentes temperaturas (39°C, 41°C
e 43°C) indicou mudangas significativas nos testiculos dos ratos, incluindo alteragdes no peso,
contagem de espermatozoides e morfologia espermatica.

Mais recentemente, a hipertermia mediada por nanoparticulas tem sido explorada como
uma forma de promover o aquecimento localizado e controlado dos testiculos, por meio da
magnetohipertermia (Jivago et al., 2021; Ding et al., 2021) ou da fotohipertermia utilizando
diferentes nanoestruturas (Li ez al., 2013; Liu et al., 2015a; Liu et al., 2015b;). Neste sentido, a
uniformidade na distribuicdo do calor destaca-se como uma questdo essencial para uma
castragdo mais eficaz, atingindo as gonadas inteiramente. Nossos trabalhos anteriores (Capitulo
2 e Capitulo 3) mostraram que o uso de fotohipertermia mediada por nanoparticulas com o uso
de irradiacdo luminosa apenas por uma das superficies dos testiculos resulta em regides em que
os tibulos seminiferos permanecem intactos, possivelmente por falha na penetragdo da luz. O
presente trabalho investigou o efeito da fotohipertermia testicular mediada por nanoparticulas

ativada por 2 LEDs, permitindo a penetracdo da luz pelas faces dorsal e ventral das gonadas.
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Esta abordagem demonstrou ser eficaz na reducdo dos parametros espermaticos e na indugao
de danos progressivos aos tibulos seminiferos e a espermatogénese, por meio de um Unico
procedimento, sem comprometer a satide dos animais a curto prazo (56 dias).

A técnica de hipertermia aqui utilizada demonstrou eficacia ao elevar localmente a
temperatura nos testiculos, sendo bem tolerada pelos animais. As imagens térmicas destacaram
0 aquecimento especifico na regido testicular durante a fotohipertermia. Tanto no estudo de
Jivago et al. (2021) quanto em Ding ef al. (2021), a andlise termografica também revelou um
aumento exclusivo na temperatura dos testiculos, sem impacto na temperatura corporal dos
animais.

O uso da fotohipertermia mostrou diminuicdo no peso € no volume testicular dos
animais tratados ao longo do tempo. De maneira semelhante, outros trabalhos também
relataram uma diminuicao significativa nas medidas de comprimento e espessura, bem como
no peso dos testiculos ap6s hipertermia testicular mediada por nanoparticulas (L1, ef al., 2013;
Liuetal.,205a, Liu et al., 2015b, Jivago et al., 2021; Ding et al., 2021). Os testiculos, sensiveis
ao calor, podem ter sua espermatogénese afetada pela exposi¢do prolongada a temperaturas
elevadas, resultando em wuma diminui¢do na producdo de espermatozoides e,
consequentemente, em uma reducio no tamanho e peso testicular (Fahim et al., 1975; Setchell,
1998; 2006; Zhao et al., 2010). Além disso, a hipertermia pode causar danos as células
germinativas, comprometendo a qualidade dos espermatozoides. Os parametros espermaticos,
como motilidade espermatica, porcentagem de espermatozoides com morfologia normal e
numero total de espermatozoides na cauda dos epididimos, apresentaram redugao significativa
no grupo tratado com fotohipertermia, especialmente apds 28 e 56 dias. A magnetohipertermia
em camundongos demonstrou uma diminui¢ao temporaria nos espermatozoides, indicando uma
contracep¢ao masculina reversivel, com os indices de fertilidade se recuperando apds 60 dias
(Ding et al., 2021). Outros estudos que aplicaram hipertermia mediada por nanoparticulas aos
testiculos ndo fizeram avalia¢do dos parametros espermaticos (Li, et al., 2013; Liu et al., 205a,
Liu et al., 2015b, Jivago et al., 2021).

A analise histolégica dos testiculos submetidos a fotohipertermia testicular revelou
danos extensos, incluindo necrose coagulativa, perda de epitélio germinativo e intensa
vacuolizacdo, que foram se tornando mais graves ao longo do tempo. No grupo CNP, foram
observados danos moderados, enquanto o grupo LED apresentou apenas leve vacuolizagao,
indicando que apenas a aplicagdo das nanoparticulas ou da luz nao sao suficientes para causar

o efeito castrativo, ao contrario do que ocorre com a fotohipertermia (FHT). A vacuolizagdo do
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epitélio tubular, descrita por Creasy et al. (2013) em andlises histologicas de animais com
criptorquidismo, refor¢a os efeitos do calor na reproducdo masculina. O estudo de Li ef al.
(2013) com uma tnica inje¢ao intratesticular de nanorods de ouro em camundongos e laser de
808 nm em diferentes temperaturas provocou a completa degeneragdo das células
espermatogénicas e completo desaparecimento de espermatozoides no epididimo a 45° C. Em
estudos utilizando laser de 980 nm, tanto com injec¢ao intratesticular de nanocristais de sulfeto
de cobre plasmoénico quanto de nanofolhas de tungsténio em camundongos, houve
fragmentacao e degeneragdo, principalmente nas células de Sertoli, apos duas semanas. No
entanto, apos sete semanas, os testiculos diminuiram significativamente de tamanho, o que
dificultou a analise, mas revelou a absor¢ao de tecidos circundantes (Liu et al., 2015a; Liu et
al.,2015b). Contudo, ¢ importante ressaltar que esses estudos foram conduzidos em
camundongos, os quais possuem testiculos bem menores que os ratos. Para desenvolver um
método que se pretende utilizar para castrar animais maiores, como caes e gatos, ¢ crucial levar
em consideracdo as dimensodes dos testiculos ao realizar os estudos.

Na magnetohipertermia em ratos, conforme observado por Jivago et al. (2021), a analise
histoldgica revelou a substitui¢do do tecido testicular por tecido conjuntivo. Vale destacar que
a magnetohipertermia ndo apresenta barreiras de penetragdo, diferentemente das ondas
luminosas da fotohipertermia. Nos Capitulos 2 e 3 deste estudo, a observagao de tiibulos
seminiferos intactos, especialmente nas regides periféricas dos testiculos, sugere que a luz nao
alcanca as nanoparticulas na area oposta a irradiagdo do LED. Um LED de 808 nm tem a
capacidade de penetrar cerca de 5 mm de profundidade da pele (Francisco et al., 2021). A
uniformidade nos danos histolégicos no presente capitulo, com irradiacdo por 2 LEDs, pode ser
interpretada como uma distribuigdo mais equitativa do efeito térmico nas areas testiculares
expostas a fotohipertermia.

Independente do material utilizado ou da via de administragdo, nanoparticulas sao
capazes de penetrar nos tecidos através dos sistemas circulatorio e linfatico, podendo se
acumular em 6rgdos vitais, como figado, bago, pulmdes e rins (De Jong et al. 2008; Singh &
Lillard 2009; Dziendzikowska et al. 2012). Dessa maneira, a analise histopatologica desses
orgdos desempenha um papel crucial em estudos relacionados a nanoparticulas,
proporcionando compreensdo sobre a toxicidade em longo prazo. Em nossa pesquisa,
conduzimos andlises histologicas detalhadas desses oOrgdos em diferentes momentos,
identificando a presenca de material sugestivo de aglomerados de nanoparticulas no bago aos

56 dias apoOs a administracdo. Vale destacar que, mesmo com essa presenga, a integridade
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estrutural do 6rgdo foi mantida, sem evidéncias de danos ou sinais de inflamagdo. O estudo
conduzido por Jivago et al. (2021), envolvendo a injecdo da mesma nanoparticula utilizada em
nossa pesquisa apresentou resultados que corroboram com as analises histomorfologicas,
indicando uma estrutura normal nos 6rgdos avaliados. A inje¢do intratesticular de nanocristais
de sulfeto de cobre plasmdnico e de nanofolhas de tungsténio ndo induziu danos nos tecidos
conforme avaliagdo realizada apos 7, 30 e 60 dias (Liu et al., 2015a; Liu et al.,2015b). Os
resultados de Pham et al. (2018), ao analisar a biodistribui¢do e toxicidade de nanoparticulas a
base de 6xido de ferro em camundongos, evidenciaram, através da analise histoldgica, que os
sinais de inflamag¢do sdo uma resposta normal a introdu¢@o de um corpo estranho no organismo
dos animais. A resposta bioldgica a introdu¢do de nanoparticulas pode variar dependendo de
varios fatores, incluindo o tipo de nanoparticula, a dose administrada, o local de administragao
e as caracteristicas especificas do organismo estudado. A auséncia de inflamagdo em nosso

estudo pode ser vista como um sinal positivo de biocompatibilidade das nanoparticulas.

9.5. Conclusao

A aplicagdo da fotohipertermia mediada por nanoparticulas de ferrita de manganés
funcionalizada com citrato ¢ dois LEDs resultou em efeitos prejudiciais significativos nos
parametros reprodutivos de ratos machos a curto prazo (56 dias), indicando potencial para
causar infertilidade ap6s uma unica aplicagdo. Os resultados foram mais homogéneos em
comparac¢do ao estudo com apenas um LED. No entanto, para uma avaliagdo completa, sdo
necessarios estudos de longo prazo, considerando aspectos como alteracdes em orgdos-alvo,
efeitos sistémicos, analises bioquimicas e hematoldgicas, além de outros indicadores de
toxicidade. A compreensao dos efeitos das nanoparticulas no organismo requer a realizagao de

estudos a longo prazo.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de fotohipertermia utilizando LED de 808 nm em conjunto com nanoparticulas
de ouro demonstrou redugdo dos parametros espermaticos a curto prazo (56 dias), levando a
inducdo de subfertilidade em ratos. Essa eficacia foi evidenciada pela degeneragdo das células
germinativas e impacto na espermatogénese. Notavelmente, a abordagem mostrou-se segura,
sem provocar efeitos adversos imediatos a satide dos animais.

Por outro lado, a fotohipertermia testicular empregando nanoparticulas de ferrita de
manganés funcionalizadas com citrato resultou em danos severos na histologia testicular. No
entanto, essa lesdo ndo foi uniforme em todo o testiculo, indicando uma regido periférica intacta
mesmo na presenca aparente de nanoparticulas. Essa observacdo ressaltou a necessidade
premente de aprimorar a distribuicao térmica nos testiculos para garantir resultados mais
uniformes.

Dessa forma, a fotohipertermia testicular utilizando dois LEDs resultou em efeitos
prejudiciais significativos nos parametros reprodutivos dos ratos machos a curto prazo (56
dias), sugerindo um possivel efeito irreversivel com apenas uma aplicacdo, mostrando
resultados mais homogéneos quando comparados a aplicacdo com um tnico LED.

O estudo demonstrou que a aplicagdo de fotohipertermia mediada por nanoparticulas
diretamente aos testiculos pode ser uma op¢ao promissora como método de contracepgdo para
animais errantes. No entanto, a necessidade de estudos de longo prazo ¢ destacada para avaliar
ndo apenas a irreversibilidade, mas também de possiveis efeitos adversos tardios,
proporcionando uma compreensao mais completa da seguranca e eficacia dessa estratégia

contraceptiva.
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