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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi investigar alteragdes moleculares causadas pelo procedimento
de fotohipertermia mediada por nanoparticulas (FHT) aplicada a testiculos de ratos Wistar. Os
animais foram tratados e divididos de acordo com o momento da eutanasia: 24 horas, 72 horas e 7
dias apds o procedimento. Os testiculos foram medidos, pesados e segmentados, uma parte
destinada para avaliacdo de marcadores moleculares € uma parte para avaliacdo histopatoldgica.
Para a analise de marcadores moleculares foi realizada a extragdo do RNA total das amostras ¢
analisada a expressao dos genes Mtrfl, Trf2, CLDN11 e StAR, normalizados pelos genes GAPDH
e B-actin. Os genes Mtrfl e Trf2 apresentaram uma reducdo significativa na expressdo apds o
tratamento, principalmente nos grupos de 24h e 72h, mantendo-se baixos no grupo de 7 dias. O
gene CLDNI11 ndo apresentou diferenca estatistica, porém ¢ possivel observar uma tendencia de
aumento, mais evidente nos animais analisados 7 dias apos a FHT. O gene StAR teve maior
expressao nos testiculos dos animais tratados 24h apds o tratamento, mesmo com variagdo entre
os animais, e reduziu apds 72h e 7 dias. As andlises histopatologicas mostraram alteragdes sutis
nos grupos 24h e 72h, porém sendo visivel o inicio de vacuolizagdo e células exfoliadas no limen
de alguns tibulos. Nas amostras de 7 dias as alteragdes foram mais pronunciadas, com maior
vacuoliza¢do, redugdo do tamanho dos tibulos e necrose coagulativa extensa. O trabalho mostrou
que o tratamento de FHT testicular afeta a expressao de genes que podem estar envolvidos em vias
de producdo de ROS ou protegdo antioxidante, ¢ as analises histopatologicas mostram os danos
causados pelo tratamento, corroborando que o procedimento causa danos irreversiveis a funcao
testicular precocemente. Ainda € necessario analisar a expressdo de outros genes para identificar
melhor a via de regulagdo.

Palavras-chaves: Hipertermia testicular, Expressdo génica, Tibulos seminiferos.



Abstract

The objective of the present work was to investigate molecular alterations caused by the procedure
of photohyperthermia mediated by nanoparticles (FHT) applied to testicles of Wistar rats. The
animals were treated and divided according to the moment of euthanasia: 24 hours, 72 hours and
7 days after the procedure. The testicles were measured, weighed and segmented, one part destined
for the evaluation of molecular markers and one part for histopathological evaluation. For the
analysis of molecular markers, the extraction of total RNA from the samples was performed and
the expression of the genes Mtrfl, Trf2, CLDNI11 and StAR was analyzed, normalized by the
GAPDH and B-actin genes. The MtrfI and Trf2 genes showed a significant reduction in expression
after treatment, mainly in the 24h and 72h groups, remaining low in the 7-day group. The CLDN11
gene did not show statistical difference, however it is possible to observe an increasing tendency,
more evident in the animals analyzed 7 days after FHT. The StAR gene had higher expression in
the testes of treated animals 24h after treatment, even with variation between animals, and reduced
after 72h and 7 days. Histopathological analyzes showed slight alterations in the 24h and 72h
groups, however, the beginning of vacuolation and exfoliated cells in the lumen of some tubules
were already visible. In the 7-day samples, the alterations were more pronounced, with greater
vacuolization, reduction in the size of the tubules and extensive coagulative necrosis. The work
showed that testicular FHT treatment affects the expression of genes that may be involved in ROS
production or antioxidant protection pathways, and histopathological analyzes showed the damage
caused by the treatment, corroborating that the procedure causes irreversible damage to testicular
function. It is still necessary to analyze the expression of other genes to better identify the
regulatory pathways.

Keywords: Testicular hyperthermia, Gene expression, Seminiferous tubules.
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Introducgéo

Aproximadamente 75% dos cdes no mundo vivem em situacdo de abandono (WSPA,
2012). Uma das maiores preocupagdes com esse nimero € a alta reproducao desses animais. Estes
animais acabam se tornando riscos a salde publica por meio da transmissdo de doencas,
desequilibrios biologicos causado pela predagédo de pequenos animais, poluicdo ambiental causada
pela disseminacdo de lixo doméstico, agressdes e poluicdo sonora (Nassar et al., 1991; ICAM,
2007). O controle populacional desses animais, realizado por castracdo e educacgéo da propriedade
responsavel, € o método mais efetivo (Bortoloti et al., 2007). Atualmente, existem dois tipos de
castracdo de machos: castracéo cirurgica e castracdo quimica (ndo cirurgica). A castracdo cirargica
inclui a remocdo completa dos testiculos (orquiectomia) (Cohen et al., 1990). Embora seja eficaz,
é caro, requer ambiente controlado, profissionais habilitados e acompanhamento pds-operatdrios
(Oliveira et al., 2012). A castracdo quimica por sua vez é realizada por injecdo intratesticular a
base de solucdo esclerosante (Massei & Miller, 2013), e é vantajosa pelo baixo custo, a capacidade
de esterilizar um grande nimero de animais em um dia, a simplicidade do procedimento e a
auséncia de pos-operatério (Fahim et al. 1993). No entanto, pode causar inflamacéo e desconforto
nos animais (Tepsumethanon et al., 2005), e nunca foi largamente utilizada, de modo que ainda
se busca aperfeicoamentos e também outros métodos nao cirurgicos.

A nanotecnologia pode ser um novo método de castracdo alternativa, ja que essa possibilita
0 uso de materiais em nanoescala na pesquisa biomédica, em novos tratamentos para doencas,
diagnostico, engenharia de tecidos e gerenciamento de medicamentos. Nanomateriais, como
nanoparticulas metalica, aqguecem quando séo expostos a uma fonte de calor - hipertermia (Yu et
al., 2011). Considerando que a producdo de espermatozoides requer baixa temperatura, a aplicacdo
da hipertermia mediada por nanoparticulas pode ser uma estratégia para o desenvolvimento de um
método de castracdo de machos.

A temperatura testicular deve sempre se manter estavel, cerca de 3-4°C abaixo da
temperatura corporea, caso essa temperatura se eleve por longos periodos, podem trazer prejuizos
ao ciclo espermatico e danos ao tecido. Varios estudos documentaram efeitos adversos da
hipertermia em testiculos adultos normais em vérias espécies, incluindo camundongos (Hand et
al., 1979), ratos (Collins et al.,1969), touros (Casady et al.,1953), porcos (Wettemann et al., 1976),
carneiros (Mieusset et al.,1991) e humano (Baranski, 1993; Mieusset & Bujan, 1995). Pesquisas
realizadas por Fahin (1975) mostraram que diferentes fontes de calor sdo capazes de prejudicar a
formacéo de gametas masculinos em ratos Wistar. Trabalhos (Jannes et al., 1998; Setchell et al.,
1998), mostraram reducdo temporaria no peso relativo do testiculo acompanhada por um periodo

temporario de infertilidade parcial ou completa. Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa



demonstraram que a aplicacdo da hipertermia testicular mediada por nanoparticulas promove
danos a espermatogénese em ratos Wistar (Jivago et al,.2021; Lima, 2019).

Um dos grandes desafios em relacdo ao estresse por calor € a perda da capacidade de modular
o fluxo sanguineo para atender as necessidades de O no tecido, podendo acarretar a geragéo de
ROS (Christophi et al., 1998; Harmon et al., 1991; Sellins & Cohen, 1991). As ceélulas
espermaticas, assim como todas as demais, produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
nitrogénio (RNS), que sdo varias moléeculas e radicais livres produzidos em sistemas bioldgicos
(Ferreira & Matsubara, 1997), ambos essenciais para as fun¢des organicas quando em equilibrio,
como um processo continuo e fisioldgico, mas tornam-se prejudiciais quando em excesso
(Vasconcelos et al., 2007).

O estresse oxidativo € uma das principais causas de danos térmicos as células
espermatogénicas e leva a apoptose e a quebra da fita de DNA (Pérez-Crespo et al., 2008). Estudos
mostram que o estresse térmico altera véarias funcGes moleculares, como sintese, replicacéo e
reparo do DNA, divisdo celular e fungdes de enzimas nucleares e polimerases do DNA
(Higashikubo et al., 1993; Slimen et al., 2016). Também foi demonstrado que o estresse térmico
afeta a fluidez e a estabilidade das membranas celulares e inibe os receptores e a funcdo das
proteinas de transporte transmembrana (Slimen et al., 2016).

Vaérias enzimas podem acelerar a produgdo de ROS, além disso existem fontes externas, que
incluem a utilizacdo de algumas drogas e 0 aumento da temperatura (Santana, 2018), que podem
causar apenas reducdo temporaria na qualidade do esperma, ou pode causar infertilidade
dependendo da intensidade e duragédo (Rizzoto et al., 2020). No entanto, ainda ndo sabemos as
alteracdes moleculares que podem estar envolvidas neste processo. Assim, 0 objetivo da presente
dissertacdo foi investigar alteracdes moleculares causadas pelo procedimento de fotohipertermia

mediada por nanoparticulas (FHT) aplicada a testiculos de ratos Wistar.



Reviséo de literatura
1. Sistema Reprodutor Masculino

O sistema reprodutor masculino dos mamiferos € constituido por: pénis, saco escrotal,
testiculos, tabulos retos, tabulos eferentes, epididimos, vasos deferentes, prostata, vesicula
seminal e glandulas bulbouretrais (Reece et al., 2015). Os testiculos, gbnadas sexuais masculinas,
séo divididos em dois compartimentos: o compartimento intersticial e 0 compartimento tubular.
Eles também sdo responsaveis pela producdo de hormonio sexual, definindo caracteristicas do
individuo do sexo masculino, e pela espermatogénese, produzindo os espermatozoides (Reece et
al., 2015). Os testiculos e epididimos, onde o desenvolvimento e maturagdo dos espermatozoides
ocorrem, estéo localizados fora da cavidade abdominal, dentro da bolsa escrotal, que mantém uma
temperatura inferior a temperatura corporal, necessaria para a formacdo e maturacdo de
espermatozoides viaveis (Vanputte et al., 2014).

Os testiculos séo divididos internamente em I6bulos e cerca de 90% do seu volume é
ocupado pelos tabulos seminiferos (Scanlon & Sanders, 2007). Entre os tdbulos seminiferos, no
tecido intersticial, estdo as células de Leydig, responsaveis pela producéao de testosterona. No seu
interior, os tdbulos seminiferos contém células de duas origens: células de Sertoli e células
germinativas. As células de Sertoli no tubulo seminifero formam junc@es oclusivas que definem
0s compartimentos basal e adluminal. Essas conexdes criam a chamada barreira hematotesticular.
Essa barreira impede que substancias presentes no sangue passem entre as células para atingir o
limen do tdbulo seminifero, dessa forma apenas moléculas selecionadas podem passar pelas
células de Sertoli e assim entrar no liquido intratubular. A barreira também impede que anticorpos
entrem em contato com espermatozoides altamente diferenciados (Sherwood, 2013). A produgéo
de espermatozoides que ocorre nos tubulos seminiferos é chamada de espermatogénese. O
epididimo € um tabulo de aproximadamente 6 metros de comprimento em humanos, sendo o local

em que o espermatozoide completa sua maturacdo e se torna funcional (Scanlon & Sanders, 2007).

1.1 Espermatogénese

A espermatogénese (Figura 1) € o processo de divisdo e diferenciacdo celular de
espermatogdnias em espermatozoides. Essas células sdo de suma importancia para a manutencao
da fertilidade dos machos e garantem a preservacdo da espécie (Pryor et al., 2000). A
espermatogénese é um processo complexo envolvendo divisdes mitéticas e meioticas, bem como
a diferenciacdo celular, e pode ser dividida em trés fases principais: (1) proliferacdo e
diferenciacdo das espermatogodnias, (2) meiose e (3) espermiogénese, a transformacdo das

espermatides em espermatozoides (Sharma & Agarwal, 2011). A espermatogénese é uma série



altamente organizada e complexa de eventos de desenvolvimento, produzindo gametas
geneticamente distintos para a fertilizacdo. Em machos, esse processo se inicia na puberdade e
continua por toda a vida do individuo, ocorrendo dentro dos tdbulos seminiferos (Sharma &
Agarwal, 2011; Esteves & Miyaoska, 2015). O tempo necessario para 0 processo de
espermatogénese varia conforme a espécie e dura cerca de 64 dias em humanos, 50 dias em ratos,
62 dias em cdes e 46,8 dias em gatos (Adler, 1996; Franca & Godinho, 2003; Peterson & Talcott,
2012).

Espermatogoénias
Tipo A — Escuras

Tipo A — palido
Tipo B

Espermatofitos

Espermatide redonda

|[ree@pe

Espermatide alongada

Célula Sertoli
BTB/SCB
Lamina basal
Célula mioide
Ldmen tubular
Fibroblastos

Macrofagos
Célula de leydig
Vasos Sanguineos

Figura 1. Desenho esquematico de um tdbulo seminifero ilustrando o processo de espermatogénese. Adaptado de:
Mékeld & Toppari. (2017), Endocrinology. Springer, Cham.

A espermatogénese comeca com a multiplicacdo das espermatogbnias por mitose, que
entdo entram em meiose e duplicam seus cromossomos. Nesse processo, que ocorre no
compartimento basal, as células com DNA duplicado sdo chamadas de espermatdcitos primarios.
Os espermatocitos primarios migram para o compartimento adluminal, um compartimento
adequado para a divisdo meiotica, e passam pela primeira divisdo meidtica para se tornarem
espermatocitos secundarios. O processo de mudanga para um espermatocito secundario divide os
cromossomos, transformando uma célula 2n em uma célula n, mas cada cromossomo tem 2

cromatides. Assim, 0s espermatocitos secundarios sofrem uma segunda divisdo mei6tica, onde as



cromatides-irmas se separam, para formar as espermatides (Sharma & Agarwal, 2011). As
espermatides passam pelo processo de espermiogénese. ISso ocorre assim que a meiose é
concluida, havendo algumas mudancas morfoldgicas. As espermatides permanecem ligadas a
membrana apical das células de Sertoli até a transformacdo completa em espermatozoides.
Durante esse processo, 0s espermatozoides perdem grande parte de seu citoplasma. O complexo
de Golgi e as mitocondrias se desenvolvem e se diferenciam. Uma vesicula acrossémica é
formada, bem como um corpo cromatdide que se desenvolve no polo oposto dessa vesicula. Em
seguida, aparecem o centriolo proximal e o filamento axial. A formacdo do acrossoma esta
completa e a pega intermediaria e a cauda se desenvolvem. Com a inativagéo do genoma, ocorre
uma condensagdo progressiva do nucleo. Assim, os espermatozoéides sdo formados e liberados no
limen do tabulo seminifero juntamente com o liquido secretado (Schatten & Constantinescu,
2007; Silverthorn, 2010; Sharma; Agarwal, 2011).

A espermatogénese é dividida em ciclos, chamados ciclos do epitélio seminifero. O ciclo
do epitélio seminifero é caracterizado como um evento temporal e sequencial de mudancas,
levando a progressao da espermatogénese em uma determinada regido do tabulo seminifero (Lara
et al., 2018). O ciclo do epitélio seminifero também pode ser definido como o intervalo entre o
inicio do processo de espermatogénese e 0 inicio do proOximo processo que ocorre na mesma secao
do tdbulo seminifero e geralmente ocupa ¥ do tempo total da espermatogénese. Além disso,
diferentes secGes do tubulo seminifero ndo possuem um processo mutuamente sincronizado de
espermatogénese, o que é chamado de onda espermatogénica. Cada sessao de tabulo esta na fase
de espermatogénese um pouco antes ou depois da sessdo contigua. Juntos, esses dois eventos, 0
ciclo do epitélio seminifero e a onda espermatogénica, garantem a producao continua e diaria de

espermatozoides em qualquer macho a partir da puberdade (Hess & Franca, 2008).

1.2 Termorregulacdo testicular
Nos mamiferos, a temperatura dos testiculos tende a estar 3 °C a 4 °C abaixo da

temperatura corporal para o curso adequado da espermatogénese, fazendo com que 0s animais
desenvolvem mecanismos termorreguladores eficazes para os testiculos (Hafez, 1964). A
termorregulacdo testicular em animais pode ser dividida em dois componentes: ndo vascular e
vascular. A termorregulacdo ndo vascular inclui respostas fisiologicas, por exemplo, sudorese,
mudancas na localizacdo dos testiculos em relagdo ao abdémen e outras abordagens
comportamentais. Em contraste, as respostas vasculares envolvem troca de calor em
contracorrente e vasodilatacdo periférica (Rizzoto & Kastelic, 2020). Os efeitos do aumento da

temperatura sobre a qualidade do sémen tém sido amplamente estudados, onde temperaturas



ambientes de 40 °C a uma umidade relativa de 35-45% por 12 horas continuas reduziram a
qualidade do sémen (Skinner & Louw, 1966).

A localizacédo dos testiculos suspensos em um escroto fora da cavidade corporal, € um dos
mecanismos que garante baixa temperatura testicular (Kastelic et al., 1997), além do sistema de
termorregulacdo em que ocorre uma troca de calor em contracorrente do sangue quente que entra
no testiculo e o sangue frio que sai do testiculo através de um plexo arteriovenoso chamado plexo
pampiniforme (Hees et al., 1984). O grau de resfriamento é ainda controlado por dois musculos:
a tanica dartos no escroto que regula a area da superficie escrotal e 0 muasculo cremaster que
controla a posicdo do escroto em relagdo ao corpo (Hees et al., 1984).

A regulacéo da temperatura testicular depende de varias caracteristicas, sendo que a pele
escrotal é tipicamente fina, com poucos pelos e uma extensa vasculatura subcutanea, o que facilita
a perda de calor por radiacdo (Dahl & Herrick, 1959). O colo escrotal que é a parte mais quente
do escroto, é longo e distinto (escroto pendular) e reduz a temperatura testicular aumentando a
area de radiacdo e permitindo que os testiculos se afastem do corpo. A tdnica dartos, uma fina
camada de musculo liso sob a pele escrotal, € controlada por nervos simpaticos e se contrai e
relaxa em ambientes frios e quentes, respectivamente (Setchell, 1978). O musculo cremaster
também se contrai para aproximar os testiculos do corpo em condigdes ambientais frias (Setchell,
1978). Respostas de corpo inteiro também contribuem para o resfriamento testicular, por exemplo

em touros, a densidade das glandulas sudoriparas € maior na pele escrotal (Blazquez et al., 1988).

1.3 Efeitos da temperatura na reproducéo
Os efeitos do aumento da temperatura testicular dependem da extensdo e duracdo do

aquecimento testicular. Embora um aumento leve e curto na temperatura testicular possa causar
apenas uma diminuicdo temporaria na qualidade do sémen, o aquecimento prolongado é uma das
causas da infertilidade (Rizzoto & Kastelic, 2020). As flutuacBes sazonais nos componentes do
ciclo reprodutivo sdo bastante complexas, as mudancas climaticas e a periodicidade de picos de
alta temperatura ambiente em alguns paises podem impactar negativamente a produtividade
alimentar e a reproducao animal (Smoyer et al., 2003; Ho et al., 2017; McManus et al., 2020).
Altas temperaturas que gerem estresse térmico podem levar a interrupgdes nos processos
reprodutivos por meio de dois mecanismos gerais. Primeiro, mudangas homeocinéticas para
regular a temperatura corporal. O segundo mecanismo é a falha dos sistemas homeocinéticos
(Hansen, 2009). Isso pode ser exemplificado nos casos de criptorquidismo, que se caracteriza pela
incapacidade dos testiculos de descerem para a bolsa escrotal e acabam se alojando na cavidade
abdominal. Animais criptorquidicos apresentam testiculos retidos hipoplasicos e ndo funcionais

com concentracgdo reduzida de espermatozdéides, embora apresentem aspectos sexuais secundarios



normais (Hafez & Hafez, 2004). Assim, um aumento da temperatura testicular leva a uma
diminuigdo na producdo de espermatozdides, bem como a uma diminuicdo da motilidade e a um
aumento da percentagem de espermatozoides morfologicamente anormais (Hansen, 2009). Tais
efeitos também podem ser observados quando uma fonte de calor local € aplicada diretamente nos
testiculos (Setchell, 2006).

Os efeitos de temperaturas extremas na reproducdo variam com a espécie, raca, idade,
duracdo da exposicdo a temperatura, natureza das flutuacdes de temperatura e altitude (Hafez,
1964), causando o que chamamos de estresse térmico prejudicial para células somaticas e
reprodutivas (Kastelic et al., 2017; Rojas et al., 2017). O estresse térmico ocorre quando um
animal é exposto a temperaturas além de sua capacidade de compensacdo, geralmente
envolvendo todo o corpo, embora possa ser limitado a érgaos/regides anatdmicas especificos
(Setchell et al., 1966). O estresse térmico pode afetar adversamente a reproducao de pelo menos
duas maneiras. O primeiro € o efeito sistémico, que perturba o equilibrio energético, o segundo
é um efeito deletério direto ou indireto na funcdo reprodutiva celular, dependendo do grau e
duracdo da exposicdo a altas temperaturas (Hansen et al., 2009; Sailer et al., 1997).

As células mais suscetiveis a danos por temperatura elevada sdo os espermatocitos e
espermatides, embora também possam ocorrer danos as espermatogbnias B (Setchell, 1998) e
irregularidade nas funcdes das células de Sertoli e Leydig (Waites & Setchell, 1990). Todas as
fases da espermatogénese sdo suscetiveis, com o grau de dano relacionado a extensao e duragéo
do aumento da temperatura (Waites & Setchell, 1990). Os espermatocitos na préfase meidtica sao
destruidos pelo calor, enquanto espermatozoides maduros comumente exibem anormalidades
metabdlicas e estruturais (Setchell, et al.,1971). O aquecimento do testiculo tende a reduzir a
proporcdo de espermatozoides vivos e com motilidade progressiva e aumenta a incidéncia de
espermatozdides morfologicamente anormais, especialmente aqueles com cabecas defeituosas
(Barth & Oko, 1989). Em um estudo em touros (Rahman et al., 2011), o aumento da temperatura
testicular causou falta de protaminagédo da cromatina e mudancas sutis no formato da cabeca do
espermatozoide. Quando analisados os epididimos na maioria dos mamiferos, a cauda do
epididimo € mais fria que os testiculos (Bedford, 1991), facilitando sua funcdo de armazenamento
de esperma. O aumento da temperatura da cauda interrompe as func¢des de absorcéo e secrecao,
altera a composicéo (ions e proteinas) do fluido da cauda e aumenta (aproximadamente trés vezes)
a taxa de passagem do esperma através da cauda (Bedford, 1991).

Os danos causados pela elevacdo da temperatura testicular, quando analisados em termos
de nivel e duracdo da exposicao, podem ser graves e de recuperagdo lenta (Gabaldi et al., 1999),
sendo o estresse oxidativo o principal indutor (Hansen, 2009), em que altas temperaturas
promovem a formacdo de ROS (Kim et al., 2013). A regulacdo dos niveis de oxidantes, pelo
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balanco redox dos sistemas biologicos, ocorre em virtude da geracdo dos compostos oxidantes e
a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante (Halliwell & Whiteman, 2004), quando em
equilibrio atua como processo continuo e fisioldgico, mas tornam-se deletérias quando em excesso

0 que poderia gerar infertilidade ao depender do nivel de desequilibrio (Vasconcelos et al., 2007).

2. Necessidade da esterilizacdo de animais machos
Os animais errantes sdo um problema de salde publica para a maioria das cidades do

mundo. Nos Estados Unidos até o inicio dos anos 2000, eram mortos até 9,1 milhdes de cdes e 9,5
milhdes de gatos por ano (Soares & Silva, 1998), como medida para o controle populacional, o
que gerava um gasto elevado para os cofres publicos, destinados a captura, a guarda e ao sacrificio.
O sacrificio animal, além de caminhar contra o avango de uma mentalidade humanitaria
relacionada as questfes animais, ndo se mostra eficaz para o controle populacional de animais
errantes e cria um ciclo de mortes continuas (Joffily et al., 2013).

A superpopulacédo de animais errantes constitui um cenario alarmante, principalmente em
paises subdesenvolvidos (Jana & Samanta, 2007). Em 2020, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), estimou cerca de 30 milhdes de animais em situacdo de rua no Brasil, sendo a maioria
caes (Martinhago & Magalhdes, 2018). Em cidades de grande porte, para cada cinco habitantes ha
um cachorro, destes, 10% estdo abandonados. No interior, em cidades menores, a situa¢do ndo é
muito diferente. Em muitos casos 0 nimero de animais em situacdo de abandono chega a 1/4 da
populacdo humana (ANDA, 2013). O contato proximo entre as espécies tem permitido o
surgimento de doencas conhecidas como zoonoses, comuns entre humanos e animais (Beserra et
al., 2020; Schantz, 1991), como raiva (Gupta & Gupta, 2019), leishmaniose (OMS, 2010) e doenca
de Chagas (Coura, 2015). Além das zoonoses, a superpopulacéo de animais nas ruas aumenta a
incidéncia de maus-tratos, acidentes e mordidas (Marlet & Maiorka, 2010).

Os animais errantes, por sua vez possuem uma alta reproducao, cadelas e gatas sdo animais
pluriparos e de gestacdo curta (em torno de 60 dias) e com grande potencial para produzir proles
numerosas que atingem a maturidade sexual a partir dos seis meses de idade. Como a reproducéo
é muito acelerada, o espaco antes ocupado por um animal é rapidamente preenchido por novos
(Olson, 1993). E quando considerando o sexo masculino, o seu potencial reprodutivo € bem maior
quando comparado com o feminino, ja que a producdo de espermatozoides é continua desde a
puberdade ao final da vida, logo cada macho nao esterilizado contribui para 0 aumento do nimero
de fémeas gestantes (Oliveira et al., 2012).

Nesta perspectiva, o conceito de saude Unica, que € definido como o equilibrio na relagéo
entre humanos, animais e o ambiente (Carvalho & Pessanha, 2013; Sousa & Silva, 2012) visa a

castracdo macica de animais errantes como a principal alternativa para reduzir a superpopulacéo,

11



minimizando os problemas de satde publica (Okwee-Acai et al., 2013). Em 30 de marco de 2017
vigorou a lei federal 13.426/2017, a qual traz no Art. 1° que o controle de natalidade de cées e
gatos em todo o territorio nacional deve ser regido de acordo com o estabelecido nesta Lei,
mediante esterilizagdo permanente por cirurgia, ou por outro procedimento que garanta eficiéncia,
seguranca e bem-estar ao animal.

Com esse proposito, os métodos convencionais utilizados séo a ovariohisterectomia e a
orquiectomia. No entanto, as técnicas cirurgicas apresentam desvantagens para aplicacdo em larga
escala (Adin, 2011). Como alternativa, varios métodos para alcancar a esterilidade tém sido
estudados, incluindo a castracdo quimica, que possuem algumas vantagens, como o baixo custo e
a possibilidade de uso massivo, incentivando organizacdes de salde publica e governos a

participar mesmo com recursos limitados (Garde et al., 2016).

2.2. Métodos de esterilizacédo
O controle populacional de cées e gatos ainda € feito principalmente pela castracdo

cirargica (orquiectomia), que € um método de selecdo eficaz e seguro (Sampaio et al., 2014).
Quando nos deparamos com o problema da superpopulacéo de animais errantes, a castracdo para
remover completamente as gbnadas € a forma mais eficaz de reduzir a populacao, pois suprime a
fertilidade masculina e também ajuda a reduzir a agressividade e a competicdo por fémeas, bem
como o comportamento de marcacéo territorial (Fossum, 2013; Sampaio et al., 2014). A castragéo
cirdrgica requer uma equipe profissional, anestesia geral dos animais, equipamentos médicos,
centros cirurgicos esterilizados e tempo de recuperacdo pds-operatoria dos animais, podendo
haver riscos no processo cirargico, demandando acompanhamento desses animais (Cathey &
Memon, 2010). No entanto, o custo e o tempo de castracdo dessa grande populagcdo podem ser
insustentaveis em relacdo ao problema da superpopulagdo de animais errantes (Menezes, 2008;
Massei et al., 2016).

Portanto, métodos ndo cirurgicos de esterilizacdo podem ser uma boa opcdo (Cathey &
Memon, 2010). A castragdo com quimioesterilizantes inorganicos é realizada por injecdo
intratesticular, que promove reacdes inflamatérias locais e peroxidacdo lipidica, causando
degeneracdo irreversivel dos gametas levando a infertilidade (Oliveira et al., 2013).

H& mais de cinco décadas métodos ndo cirargicos de esterilizacdo de animais machos vém
sendo buscados, dentre eles os quimioesterilizantes (Freund et al., 1953). Um quimioesterilizante
ideal deve apresentar capacidade irreversivel de interromper a gametogénese e a libido, ser seguro
em relacao a toxicidade sistémica e/ou graves efeitos colaterais, possuir uma acessibilidade no uso
em larga escala (Wiebe & Barr, 1984) e atingir a esterilidade em uma Unica aplicagdo (Jana &

Samanta, 2007). Dois agentes quimicos destacam-se pelo nimero de estudos realizados e pela
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existéncia de formulaces comerciais: cloreto de célcio di-hidratado (CaCl,) (Leoci et al., 2019)
e gluconato de zinco (DiGangi et al., 2017).

O Gluconato de zinco foi descrito pela primeira vez por Fahim et al., (1993) e demonstrado
por Garde et al., (2016), que o gluconato de zinco leva a fibrose irreversivel dos tubulos
seminiferos, plexo testicular e epididimo, levando a esterilizacdo permanente ap6s 30 dias de
aplicacdo. No entanto, seu efeito ndo atinge as células de Leydig, de modo que o composto
interrompe a espermatogénese, mas 0s niveis circulantes de testosterona permanecem normais
(Levy et al., 2008; Rafatmah et al., 2019).

O CaCl; é um agente esterilizante aplicavel a vérias espécies: cées, gatos, roedores e
bovinos (Massei & Miller, 2013) em que diferentes concentracdes e doses ja foram testadas e
determinadas (Jana & Samanta, 2011; Leoci et al., 2014; Soumendra & Das, 2017). O CaCl; leva
a necrose completa, fibrose e auséncia de células germinativas no tecido testicular (Jana &
Samanta, 2011). Seu mecanismo de acao é dose-dependente, portanto, indica-se como eficaz a
concentracdo de 20%, capaz de reduzir a testosterona sérica (Soumendra & Das, 2017). No
entanto, em cdes, 0s resultados mostraram que um em cada seis animais manteve a producéo
espermatica, as medicdes de testosterona mostraram variacdo individual (Paranzini et al., 2018;
Silva et al., 2018). Além disso, ndo foi comprovado se o efeito da castracdo € irreversivel e muitos
efeitos adversos sdo relatados (Oliveira et al., 2012). Dessa forma, até hoje, os agentes quimicos
gue surgiram no mercado como opc¢ao aos métodos de castracdo nao conseguiram atender a todos
os critérios de eficiéncia exigidos (Cathey & Memon, 2010). Assim, ainda ha necessidade de
estudos para o desenvolvimento de novos métodos para o controle de animais errantes, e a

nanotecnologia pode ser uma opgao.

2.2.1. Métodos térmicos
Um estudo de Fahim et al., (1975) demonstrou que a fertilidade pode ser temporariamente

afetada em ratos machos quando expostos a diferentes fontes de calor. Para isso, foram utilizados
300 ratos machos, divididos em 5 grupos diferentes: grupo | como controle, grupo |1, onde os
testiculos foram expostos por 15 minutos em &agua aquecida a 60°C, grupo lIll, que teve a
temperatura dos testiculos aumentada para 60°C por 15 minutos com aquecedor infravermelho,
grupo 1V, que foi tratado com radia¢do de micro-ondas por 1, 5 ou 15 minutos, e grupo V, que
utilizou ultrassom aplicado uma ou duas vezes nos testiculos. Ap6s 10 meses de experimento, 0s
resultados obtidos mostraram que houve uma diminuicdo significativa de espermatozoides e
espermatides no grupo Il em relagdo ao grupo controle. O grupo Il ndo apresentou
espermatozoides e 20-25% do estagio de espermatogénese nos tubulos seminiferos. No grupo IV,

foi observado 100% de auséncia de espermatogénese, quando 100% de energia aplicada aos
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testiculos foi usada, a temperatura interna foi aumentada para 63-65 C durante o tratamento de 5
minutos. No grupo V, o nimero de espermatozdides, espermatides e espermatdcitos secundarios
diminuiu apds uma aplicacdo; quando expostos a duas aplicacdes, 100% dos tubulos seminiferos
apresentaram auséncia de estagios de espermatogénese.

Setchell & Waites (1972), analisaram testiculos de ratos que foram aquecidos por 1 hora,
sendo o rato levemente anestesiado, onde 0 escroto e a cauda ficavam imerso em &gua a 41 ou
33° C. O animal foi entdo seco e deixado para recuperar a consciéncia. Em intervalos entre 1 e 60
dias apds o tratamento térmicos, grupos de 4 ratos tiveram seus ductos deferentes ligados em um
lado. Os ductos deferentes de um grupo de quatro os ratos foram ligados imediatamente antes da
exposicao da area escrotal ao calor, e o fluido foi coletado da rete testis 24 horas depois. Eles
observaram que o aquecimento local dos testiculos de ratos foi seguido por uma queda na
concentracdo de espermatozoides comecando entre 6 e 10 dias, e durando até 39 dias, apds o
aquecimento. Esta queda foi associada com uma diminuicdo no peso do testiculo que persistiu
apos a concentracdo de espermatozoides no fluido da rete testis voltar ao normal. Outro estudo
mostrou que banhar os testiculos de camundongos em agua a 40°C por 20 minutos resultou em
diminuicdo da proliferacdo de células germinativas e diminuicdo da testosterona circulante
(Rizzoto et al., 2020). Em alguns estudos, (Wildeus & Entwistle,1983; Kastelic et al., 1996) ao
analisar o esperma no epididimo apo6s procedimentos de aquecimento escrotal, apresentavam
morfologia anormais quando coletados logo apds o aquecimento. Assim como foi relatado por
Loughlinetal., (1991), que banhos quentes intermitentes em ratos machos por 30 minutos, podem
causar estresse térmico nos testiculos, reduzindo significativamente a fertilidade e apresentaram
alteraces histologicas testiculares que incluiram diminuicdo do didmetro tubular, adelgacamento
da membrana basal e diminui¢do da espermatogénese. Porém, ap6s 10 semanas da conclusédo do

tratamento estavam recu perados.

3. Hipertermia e Nanobiotecnologia
A hipertermia (HPT), ja estd comprovada como uma terapia minimamente invasiva, sendo

uma opc¢ao prospera para terapias convencionais contra alguns tipos de cancer (Pinel et al. 2019).
O tratamento com HPT envolve uma exposicdo a temperatura elevada (na faixa de 41 a 46 °C) em
comparacdo com a temperatura normal do corpo (37 °C), por um periodo de tempo especifico,
induzindo assim um dano celular eficaz por choque térmico (Zhao et al., 2006). Essas temperaturas
podem ser alcancadas por diferentes fontes de energia, incluindo campos magnéticos, lasers,
pulsos de radiofrequéncia e ultrassom (Fang & Chen, 2013). O choque térmico causado por essas
técnicas de modulagdo de temperatura modifica os processos celulares, alterando assim a estrutura

e funcdo das proteinas, eventualmente levando a destruicdo celular e apoptose (morte celular)
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(Kumar & Mohammad, 2011). A hipertermia acima de 46 °C pode levar a morte celular em
minutos (Deatsch & Evans, 2014), evento conhecido como termoablacdo (Kumar &
Mohammad, 2011).

Existem diversas técnicas de hipertermia onde uma fonte de calor diferente é utilizada em
cada uma, a luz laser (Fotohipertermia) € a fonte mais utilizada. A luz laser é altamente confiavel
neste tipo de hipertermia devido as suas caracteristicas de monocromaticidade (Unico
comprimento de onda), coeréncia (ondas idénticas e estdo na mesma fase) e colimacdo (possui
pouca divergéncia e aluz consegue propagar-se em grandes distancias sem perder poténci)
(Khalid, 2016), utilizada na regido do infravermelho préximo (ou NIR) possuindo uma penetracao
profunda no tecido bioldgico e baixissima absor¢do por molécula de &gua e hemoglobina na regido
aplicada (Jacques, 2013).

A fotohipertermia tem a capacidade de converter energia luminosa em calor, afim de
causar danos as células malignas, como céncer ou bactérias (Chanchala et al., 2013). A
nanobiotecnologia vem como uma nova forma de tornar essa técnica mais eficaz, quando
utilizadas em conjuntos com nanoparticulas, a fonte de calor (as nanoparticulas) é concentrada no
local em que foram aplicadas, absorvendo a luz incidente e liberando o calor com capacidade
fototérmica (Li & Gu, 2010; Fang & Chen, 2013). E para essa geragdo de calor é necessario o
conhecimento propriedades estruturais (tamanho, forma, composi¢do, funcionalizagédo da
superficie), bem como das propriedades magnéticas (magnetizacao de saturacao, suscetibilidade

magnética, anisotropia magnética) das NPs (Chanchala et al., 2013).

3.1. Nanomateriais e Nanobiotecnologia
A nanotecnologia vem gerando diversas mudancas nas formas de utilizacdo de alguns

materiais, com a sua capacidade de sintese de materiais em nano escala. A vantagem € que esses
materiais podem ser mais resistentes, leves e programaveis, tém custos de producdo mais baixos
e podem ter usos mais especificos (Patel et al., 2021). A nanotecnologia tem sido considerada a
sexta tecnologia verdadeiramente revolucionaria introduzida no mundo moderno no século XXI
(Nset, 2001). E uma tecnologia em desenvolvimento que deve afetar diversos campos, como
tratamento e protecdo ambiental (Komatsu et al., 2008). Tem sido usado na medicina para terapia
de entrega de drogas e também para desenvolver tratamentos para vérias doencas. Os avancos na
nanotecnologia levam a importantes desenvolvimentos nesses campos (Faraji & Wipf, 2009). As
principais propriedades dos nanomateriais sdo tamanho pequeno, grande area superficial, efeito
direcionado, versatilidade e estabilidade, que favorecem seu uso na medicina. Todos esses fatores
juntos também explicam o crescente interesse em seu uso em ensaios clinicos (Barkalina et al.,

2014). Esses materiais podem ter diferentes propriedades quimicas, pois quanto menor o material,
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maior a propor¢do de 4tomos em sua superficie, tornando-os mais reativos do que particulas
maiores (Lanone & Boczowski, 2006). As propriedades fisicas e quimicas sdo muito importantes
para alcancar efeitos bioldgicos e, portanto, varios aspectos como propriedades fisico-quimicas
do material, composicdo quimica, tamanho e forma, aglomeracdo de nanoparticulas e fatores
externos podem influenciar o processo de sua internalizacdo pelas células (Oberdorster et al.,
2005; Unfried et al., 2007; Arora et al., 2012). Nanomateriais podem possuir formas diversas,
como nano objetos (nanoparticulas e nanotubos de carbono), materiais com poros de dimensoes
nanomeétricas (filmes porosos) e outros tipos de materiais com estruturas em nanoescala variadas.

Nanoparticulas

Nanoparticulas sdo uma categoria de nanomateriais e possuem trés dimensdes na escala
nanomeétrica. Esses materiais podem ser personalizados e possuem propriedades muito especificas
(incluindo de superficie e propriedades quimicas, forma e tamanho). As nanoparticulas podem ser
baseadas em metais (ouro, prata e 6xidos de metais reativos, como didxido de titanio) e também
podem ser compostos combinados com outros nanomateriais. Esses nanomateriais possuem
propriedades Unicas que fornecem novas propriedades elétricas, cataliticas, magnéticas,
mecanicas, térmicas ou de imagem que sdo altamente desejaveis (Lanone & Boczowski, 2006)
atualmente, as nanoparticulas metalicas sdo as mais estudadas e as que tém despertado mais
interesse entre os pesquisadores (Gong et al., 2007). As nanoparticulas tém a capacidade de
atravessar facilmente membranas bioldgicas, pequenos capilares e paredes epiteliais, 0 que
permite a movimentacdo no corpo, podendo ser direcionadas a diversos tecidos, sabe-se que
algumas nanoparticulas podem passar pelo trato gastrointestinal e serem excretadas nas fezes e na
urina (Oberdorster et al., 2005). Elas também podem atravessar barreiras biolégicas existentes,
como as barreiras hematoencefalica e hematotesticular (De Jong & Borm, 2008; Oberdorster,
2010), podem ser absorvidas pela barreira gastrointestinal e entrar no sistema circulatério
(Oberdorster et al., 2005). Uma vez que as nanoparticulas tenham entrado no corpo, elas se movem
através do sistema linfatico e circulatério para varios 6rgaos, tecidos e células (Fischer & Chan,
2007; Panyala et al., 2008). Portanto, é natural que possam afetar fisiologicamente qualquer célula
do organismo (Brooking et al., 2001). Orgéos como figado e bagco podem ser os principais alvos
para 0 acumulo de nanomateriais, por conterem muitas células fagocitarias e por serem mais
sensiveis ao estresse oxidativo, que esses nanomateriais podem produzir, como radicais livres que
gerem especies reativas de oxigénio (ROS), inflamacéo e, finalmente, parada do ciclo celular ou
morte celular (Ahamed et al., 2010; Asharani et al., 2009).
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3.2 Hipertermia mediada por nanoparticula como forma de causar esterilidade em animais
machos

Pitsillides et al., (2003) foram pioneiros no uso da fotohipertermia mediado por
nanoparticulas, combinando nanoparticulas de latex dopadas com oxido de ferro (SPIONs) com
propriedades superparamagnéticas e nanoparticulas de ouro ligadas a anticorpos especificos,
resultando em uma técnica ndo invasiva, eficaz e que ndo agride as células saudaveis. No entanto,
a resposta optica global € determinada pela combinacao de nanoparticulas com tecidos bioldgicos,
e as propriedades dos tecidos devem ser compreendidas, pois os tecidos bioldgicos possuem varias
estruturas, como: células, vasos sanguineos e espaco intersticial, que podem afetar a Otica.
Propriedades do tecido fazem com que a absorcdo geral e a disperséo sejam diferentes e 0 sucesso
da fotohipertermia depende dos nanomateriais aplicados, bem como das propriedades de absor¢édo
(Chichel et al., 2007; Day et al., 2009).

A janela de comprimento de onda entre o visivel e o infravermelho que pode variar entre
700 e 1100 nm, chamada de janela terapéutica ou janela do infravermelho proximo (NIR) também
é um ponto a ser levado em consideracdo. Esta janela esta relacionada com a distancia entre o
absorvedor e 0 comprimento de onda NIR em meios biolégicos (Qin & Bischof, 2012). Os agentes
fototérmicos mais comumente usados sdo as nanoparticulas magnéticas; nanotubos de carbono;
nanomateriais de ouro, nanobastdes e nanoshells (Li & Gu, 2010; Fang & Chen, 2013). Em
hipertermias baseadas em nanomateriais de ouro, a excitacao das nanoparticulas geralmente € feita
usando uma fonte de luz laser infravermelho proximo, onde o calor é gerado quando as particulas
absorvem a luz e aumentam a temperatura (Day et al., 2009; Kennedy et al., 2011). As NPMs séo,
em geral, revestidas com um material biocompativel, evitando aglomeracdo e aumentando a
estabilidade em meios fisiologicos (Laurent et al., 2010; Gupta & Gupta, 2005).

Como dito anteriormente, para que a espermatogénese ocorra de maneira adequada, é
necessario que a temperatura dos testiculos esteja abaixo da temperatura corporal. Quando
expostos a uma fonte de calor local aplicada diretamente aos testiculos, verifica-se que a producédo
de espermatozoides é afetada, levando a uma alteracdo dos estagios da espermatogénese (Fahim
et al., 1975). Os grandes desafios da Fotohipertemia estdo ligados a profundidade de penetracéo
da luz infravermelha préxima no tecido (Cervadoro et al., 2013), alem de identificar as melhores
concentragdes de nanoparticulas, distribuicdes da mesma no organismo e parametros de fonte de
excitagdo para que a técnica tenha éxito (Rizzoto et al. 2020).

Li e colaboradores (2013), mostraram que a injecéo testicular in situ de nanobastdes de
ouro com irradiacdo de infravermelho proximo em camundongos, afetou negativamente a

fertilidade dos animais no curto prazo. Em um tratamento de hipertermia mais baixa, a morfologia
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dos testiculos e tabulos seminiferos foi parcialmente prejudicada e os indices de fertilidade
diminuiram para aproximadamente 10% no dia 7, depois se recuperam para 50% no dia 60. Em
um segundo tratamento de hipertermia mais alto, a morfologia dos testiculos e os tubulos
seminiferos séo totalmente destruidos e os indices de fertilidade diminuiram para 0 no dia 7. Os
resultados desse trabalho indicam um grande potencial de nanomateriais para contracepc¢ao
masculina. Outro estudo de Ding e colaboradores (2021), demonstrou que a injecao testicular de
nanoparticulas de 6xido de ferro (IONPs) revestidas com PEG (PEG@Fe304-50) e aplicacao de
campo magnético alternado (FMA) poderia alcancar contracep¢do masculina controlavel, eles
propdem uma abordagem ndo invasiva e direcionada para a contracep¢do masculina via
administracdo intravenosa. Porém as propriedades magnéticas e o direcionamento dos testes de
IONPs provaram ser muito afetados por sua quimica de superficie e tamanho de particula. E em
uma nova abordagem de administracdo sistémica, os IONPs estabilizados com &cido citrico com
tamanho de 100 nm (CA@Fe304-100) mostraram ser o melhor termoagente para realizar a
contracepc¢do ndo invasiva pelo método sugerido.

Segundo Jivago e colaboradores (2021), a aplicacdo localizada de nanoparticulas
magnéticas nos testiculos de ratos Wistar e realizacdo de magneto-hipertermia (MNH) em um
periodo a curto prazo (56 dias), tem se mostrado um método altamente eficaz causando
degeneracdo progressiva dos tubulos seminiferos com posterior substituicdo de tecido estromal
parenquimatoso e atrofia gonadal, sugerindo um processo irreversivel com minimos efeitos
colaterais na saude geral do animal. Considerando os achados, Lima (2019) experimentou a
“castragdo-fototérmica” que ¢ uma nova alternativa de esterilizagdo para machos, tendo uma
reducdo de custos, utilizando injecdo intratesticular de nanoparticulas magnéticas e aplicando
irradiacdo ndo-ionizante de LED na faixa do infravermelho préximo, resultando em geracdo de
calor local. Este método também mostrou causar danos a espermatogénese no curto prazo (56
dias), sem efeitos colaterais graves, porém o efeito ndao foi completo.

A geracdo de calor gerado por esses nanomateriais, principalmente em relagéo ao estresse
gerado, pode levar uma perda da capacidade de modular o fluxo sanguineo, que tem como func¢éo
dissipar o calor (Rizzoto et al., 2020). H& um paradigma de que 0 microambiente testicular opera
no limite da hipoxia (Bergh et al., 2001) e a medida que a temperatura testicular aumenta, o
metabolismo testicular e a demanda de oxigénio aumentam, mas sem alterag&o no fluxo sanguineo
testicular (Hamilton et al., 2016; Paul et al., 2009). Porém marcadores de hipdxia foram detectados
apos exposicao a tratamentos de hipertermia (Paul et al., 2009; Verratti et al., 2008), corroborando
a afirmacéo de que os efeitos deletérios da hipertermia testicular sdo mediados pela hipoxia. Em
condicdes isquémicas, devido ao fluxo sanguineo, a uma obstrucdo testicular (por exemplo,

varicocele e torcdo testicular) ou hipoxia hipobarica, alguns estudos (Ates et al., 2015; Damsgaard
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et al., 2016; Reyes et al., 2012; Verratti et al., 2008) demostraram que a espermatogénese e a

fertilidade foram prejudicadas, de forma semelhante ao que ocorre ap6s 0 aquecimento testicular.

3.3 Efeitos bioldgicos da hipertermia mediada por nanoparticulas

A consequéncia da cascata patoldgica associada a producdo de ROS, sdo pontos pouco
explorados sobre essa técnica (Rizzoto et al., 2020). Além disso, as células podem tolerar niveis
moderados de oxidacdo, aumentando a expressdo génica dos sistemas de defesa redutores,
garantindo um equilibrio oxidacdo / antioxidante (Whillier, et al., 2011). Contudo, quando a
estabilizacdo ndo pode ser atingida, devido a danos enzimaticos, limitacdo de substratos ou se a
geracdo das ROS ocorre de maneira excessiva, resultando no estresse oxidativo (Birben et al.,
2002; Yoshikawa et al., 2002; Whillier, et al., 2011) nessas situacdes o desequilibro de producéo
de ROS levam a morte celular (Noori, 2012). Em nivel de DNA, as ROS em excesso afetam na
degradacédo de bases, a quebra de fitas simples e duplas de DNA, mudangas nas ligagdes das
purinas, das pirimidinas e dos agUcares, mutagdes, dele¢bes ou translocaces e ligacdes cruzadas
com proteinas (Birben et al., 2002). Os mecanismos de geracdo dos agentes oxidantes sdo
comumente encontrados em mitocondrias, membranas celulares e citoplasma e podem ter suporte
por ions de ferro e cobre (Koury & Donangelo, 2003). Sob condicdes fisiolégicas normais, 0s
espermatozdides produzem niveis basais de ROS para garantir suas funcdes fisiologicas, como
capacitacdo, hiperativacao, reacao acrossdmica e fertilizacdo (Agarwal & Saleh, 2002; Abshenas
et al., 2011). Em contraste, as membranas desses gametas sdo ricas em acidos graxos
poliinsaturados, tornando-os mais suscetiveis a peroxidacédo lipidica na presenca de altos niveis
de oxidantes (Abshenas et al., 2011; Merve & Elmas, 2016).

Devido a esse fato, o estresse oxidativo € apontado como um mediador da disfuncéo
espermatica e, posteriormente, da infertilidade masculina (Agarwal & Saleh, 2002; Merve &
Elmas, 2016), o que pode causar perda de motilidade e enzimas intracelulares nesses gametas,
além de lesGes no DNA (Valenca & Guerra, 2007). A producgdo excessiva de oxidantes pode ser
mediada por choque térmico, resultando em danos severos as células da linhagem
espermatogénica, mesmo ap6s uma curta exposicao ao calor (Ishii et al., 2005). Assim, o estresse
oxidativo ameacga a capacidade reprodutiva dos animais (Andrade et al., 2010), pois um
desequilibrio na producdo de oxidantes e antioxidantes aparece como um denominador comum

em varios processos patologicos que resultam em dano tecidual e morte celular (Turrens, 2003).

4. Biologia molecular como ferramenta de avaliagéo
Com o desenvolvimento de biotecnologias moleculares, novas oportunidades estdo

disponiveis para caracterizar a expressao génica e identificar as principais respostas celulares ao
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estresse térmico (Renaudeau et al., 2012). Alguns estudos analisaram a interrupcdo da
espermatogénese por choque térmico, onde micro arranjos de genes foram empregadas para
monitorar a expressao génica nos testiculos. Esses possuem diversos elementos genéticos em cada
uma, geralmente incluindo uma variedade de genes induzidos por estresse e outros que codificam
proteinas que regulam o ciclo celular e a morte celular. Esses genes séo de alto interesse
toxicoldgico e podem fornecer informac@es Uteis sobre como os agentes ambientais regulam ou
interrompem redes inteiras de expressao génica (Rockett & Dix, 1999; 2000).

A expressao génica é resultado de varios mecanismos altamente regulados que controlam
as taxas de transcrigéo, de reciclagem de RNA mensageiro (MRNA), de traducéo, de reciclagem
de proteinas, de enderecamento e ativagdo de proteinas, culminando na variagdo de proteinas
funcionais modificando a fisiologia celular (Figura 2).

A regulacdo, em qualquer uma das etapas do processo, pode levar a uma expressdo génica
diferencial que acarretard em variag@es fenotipicas entre os individuos (Lehninger et al., 2000).
Genes diferencialmente expressos para diversas caracteristicas vém sendo amplamente utilizados
como ferramenta em estudos que visam relacionar a expressao génica a fendtipos importantes, e
sua compreensdo abre entdo uma porta para a possibilidade de identificacdo de importantes
alteracdes que acontecem no nivel de RNA. Contudo, a anélise dos transcritos é prejudicada pela
sua susceptibilidade a degradacdo e pela variagdo de associagdo entre a quantidade de RNA e

proteina presentes nas amostras (Chen et al., 2002; Tian et al., 2004; Dhingra et al., 2005; Rogers

et al., 2008).
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Figura 2. Mapa de expressdo génica. Adaptado de: Alzforum, Jessica Shugart, Uc Santa Cruz — 23 outubro, 2017.
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Normalmente em eucariotos, a molécula de RNA é uma fita simples, podendo ser
encontrada tanto no nacleo, local em que é sintetizado, quanto no citoplasma, onde tem lugar a
sintese proteica (Lehninger, 2004). Todos os RNAs sdo sintetizados por um processo conhecido
como transcricdo. Essa polimerizacdo é feita com base na sequéncia de nucleotideos de apenas
uma das fitas do DNA, que ¢ denominada como fita molde e que se apresenta na orientagdo 3" —
5" para a sua transcrigdo (Pierce, 2011). A compreensdo dos processos que regulam a transcricao
dos genes podera facilitar uma interpretacdo funcional de determinados genes (Wang et al., 2009).

Diferentes tipos de RNA estdo presentes nas celulas, e alguns deles sdo os mensageiros
(mRNA), os ribossdmicos (rRNA), os transportadores (tRNA) e os micro RNAs. O mRNA conduz
a informag8o genética apresentada na cadeia de DNA aos ribossomos. O tRNA identifica essa
informacao e transporta as moléculas de aminoacidos até os ribossomos, organelas compostas por
rRNA e que dao subsidio molecular para a sintese de polipeptidios (Lehninger, 2004).

A expressdo de genes nucleares finaliza com proteinas traduzidas pelos ribossomos no
citoplasma, com modificagdes pds-traducionais, como glicosilacdo, metilacdo, especialmente
realizadas em reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, enderecadas as organelas corretas, e
ativadas por reguladores alostéricos. Nesse contexto, as técnicas de identificacdo e quantificacdo
de mRNA sdo integradas as analises protedmicas para compreensdo de mecanismos bioldgicos
numa abordagem mais ampla. A andlise proteémica pode fornecer informacdes sobre as
modificacbes pds-traducionais sofridas por essas moléculas, além de identificar proteinas
presentes em situacGes contrastantes em estudo (Salvato & Carvalho, 2010).

Atualmente existe uma gama de técnicas moleculares para quantificacdo da expressao
génica e seus mecanismos de regulacdo. A técnica de microarranjos, por exemplo, ocasionou uma
revolucdo nas formas de analises de expressao génica (Rosa, 2007). Essa técnica permite a
determinacdo, respectivamente, dos niveis de expressdo de milhares de genes, porém esta limita-
se a quantificar genes pré-determinados e conhecidos. O principio da técnica consiste em uma
colecdo de milhares de pontos (spots) com sondas (DNA complementar (cDNA) ou
oligonucleotideos) de sequéncias complementares a molécula alvo correspondente (Hegde et al.,
2000). As sondas se hibridizam com as moléculas alvos de cDNA previamente marcadas com
fluordforos e sdo detectadas por um scanner de fluorescéncia. O computador entdo é utilizado para
captar e armazenar os dados que serdo convertidos em resultados quantitativos de expressdo
génica. (Hegde et al., 2000). Contudo, essa técnica traz consigo uma qualidade de dados de
expressdo génica com uma grande variagdo dependendo muito de qual plataforma e que
procedimentos foram utilizados (Morey et al., 2006).

As tecnologias de sequenciamento em larga escala, ou sequenciamento de proxima geracao

(NGS — Next Generation Sequencing), também trouxeram grandes mudangas nos estudos de
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genOmica e nas diversas variagdes das “Omicas” existentes atualmente. Uma das técnicas mais
utilizadas é o sequenciamento Illumina, que é caracterizada por produzir milhdes de pequenas
sequéncias (60 pb) com custo reduzido por base sequenciada. Essa técnica tem sido bastante
utilizada para transcritoma, especialmente em espécies que ja possuem genoma sequenciado,
sendo responsavel pela grande quantidade de informacdes geradas e utilizadas atualmente em
pesquisas e diagnosticos (Bai et al., 2012). Essa técnica de NGS surgiu como uma ferramenta de
altissima credibilidade para estudos de transcritoma, levando em conta a sua precisdao na
quantificacdo de transcritos (WANG et al., 2009). Ja o estudo de genes diferencialmente expressos
pode ser empregado para distingdo molecular de modificacdes fenotipicas (Chitwood et al., 2013;
Mccabe et al., 2012; Scholey et al., 2013).

Dentre as grandes variedades de técnicas que utilizam NGS, o sequenciamento de
moléculas de RNA (RNA-Seq) demonstra uma grande versatilidade em comparacdo com o
microarranjo, ferramenta de andlise de transcritomas largamente utilizada até entdo (Mortazavi et
al., 2008). A técnica de RNA-Seq, também chamada de sequenciamento shotgun do transcritoma
completo, possibilita obtencdo do perfil de expressdo dos genes e a identificacdo de novos
transcritos, regides regulatorias e eventos de processamento (splicing) alternativos com certa
relevancia em sua sensibilidade e precisdo. Ou seja, 0 sequenciamento de préxima geracao é
utilizado para identificar genes expressos de forma qualitativa e quantitativa, partindo de amostra
bioldgica, representando determinado tecido/6rgdo, em momento do ciclo de vida, em resposta a
determinada condicdo ambiental, hormonal ou fisiolégica (Mortazavi et al., 2008).
Comparativamente, o0 RNA-Seq permite maior cobertura, com custo bem mais baixo de
sequenciamento e processamento de dados, facilitando a identificacdo de genes com expressédo
diferencial (Oshlack et al., 2010; Nookaew et al., 2012), em que esse € utilizado para analisar o
transcritoma celular em mudanca continua, que por sua vez, além de quantificar a expressao de
todos os genes em uma célula em um dado momento, fornece uma medida muito mais precisa de
niveis de transcritos e suas isoformas (Wang, 2009).

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em Tempo Real (QPCR ou
gRT-PCR), por sua vez surgiu como uma variacdo da PCR atrelada a capacidade de
acompanhamento da amplificagdo em tempo real, mostrando-se altamente especifica, sensivel e
frequentemente utilizada para a validacdo dos resultados quantitativos de expressdo génica
adquiridos a partir da analise de microarranjo de expressdo e RNA-Seq (Morey et al., 2006;
Robinson et al., 2007; Fonseca et al., 2015; Fonseca et al., 2017; Malheiros et al., 2018).

A gPCR é um desdobramento da técnica de PCR convencional, comumente utilizada para
quantificar DNA ou RNA em uma amostra. Enquanto na PCR convencional a anélise sO €
realizada apés todos os ciclos estarem completos (end-point), na qPCR em tempo real, 0 acimulo
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do produto de amplificacdo é mensurado a cada ciclo em tempo real, a medida que a reacéo
avanca. Nesse caso, a amplificacdo e a deteccdo do DNA ocorrem simultaneamente em sistema
fechado, eliminando etapa de eletroforese e fotodocumentacdo (Sacchi, 2007), conferindo alta
sensibilidade e baixo risco de contaminacao, ja que ndo ha o manuseio dos produtos amplificados
(Postollec et al., 2011). Devido a eliminacdo destas etapas, os resultados sdo mais rapidos e
confidveis na PCR em tempo real quando comparada a PCR convencional (Marra, 2012). A gPCR
vem sendo aceita em diversos diagnosticos moleculares realizados em laboratérios de pesquisa e
de andlise clinica, gerando resultados precisos, rapidos e/ou quantitativos (Ferraz, 2009).

Essa técnica necessita de uma plataforma de instrumentagdo que possua um termociclador
com sistema Otico para excitacdo e coleta da emissdo de florescéncia, e um computador com um
software para a captacdo dos dados e analise final da reacdo emitida pela maquina (Novais &
Alves, 2004). E essa deteccdo em tempo real dos produtos da gPCR sO é possivel devido a
utilizacdo de uma molécula fluorescente, a qual intensifica a emissao de fluorescéncia logo que
aumenta a quantidade do produto a cada novo ciclo. As quimicas de fluorescéncia comumente
utilizadas incluem corantes gque se ligam a moléculas de dupla fita (SYBR Green) ou sondas de
sequéncias especificas marcadas com fluorescéncia (TagMan) (Life technologies, 2016). A
emissao desses compostos fluorescentes suscita um sinal que vai aumentando em proporcao direta
a quantidade de produto da PCR (Postollec et al., 2011). Os valores adquiridos pela fluorescéncia
séo registrados em um dispositivo de armazenamento no decorrer de cada ciclo e simbolizam a
quantidade de produto amplificado, formando um gréafico de amplificacdo (Novais & Alves,
2004). Desta forma, a mudanca na fluorescéncia ao longo dos ciclos é percebida e captada por
termocicladores especificos e utilizada para calcular a quantidade de amplicon produzido
(Postollec et al., 2011).

A curva de amplificacdo ocorre em trés fases (Figura 3). A fase denominada de Lag ou
linear basal, a fase Log ou exponencial e a fase platd (Tichopad, 2003). A fase Lag ocorre
normalmente entre os ciclos 1 a 12, quando as amplifica¢fes podem ndo ser totalmente especificas,
a quantidade de fragmentos amplificados aumenta, mas chega a dobrar a cada ciclo, e a emissédo
de fluorescéncia, proporcional a quantidade de DNA, ainda ndo é suficiente para ser detectada.
Na fase Log, que ocorre normalmente entre os ciclos 12 e 35, o sinal de fluorescéncia é
corretamente detectado, mostrando amplificacdo exponencial, ou seja, dobrando o produto de
gPCR a cada ciclo. Na ultima etapa observa-se uma reducdo no aumento e, por fim, um platd das
amplificacbes, ambos resultantes de excesso de molde em relagdo a quantidade de
oligonucledtidos, geralmente ocorrendo entre os ciclos 35 ao ciclo 40 (Derveaux et al., 2010;
Vanguilder et al., 2008). Os produtos de gPCR inicialmente estdo em baixa quantidade para gerar

fluorescéncia detectavel. O momento que a fluorescéncia passa a ser percebida (limite de detec¢éo
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ou dez vezes o ruido de fundo) € o ciclo denominado de Cycle Threshold (CT), na qual a reacdo
atinge o limiar da fase exponencial. O CT apresenta alta correlagdo com a quantidade inicial de
amostra, que por sua vez, possibilita a quantificacdo de genes ou transcritos detectados pela
fluorescéncia emitida (Postollec et al., 2011).

Existem duas metodologias de gPCR diferentes: a quantificacdo absoluta e a quantificagdo
relativa. Na primeira, hd uma determinacgdo do nimero de copias do gene ou transcrito de interesse
fundamentado numa curva padrdo gerada como CTs em funcdo de quantidade conhecida em
diluicdo seriada. Enquanto que o segundo método apresenta comparacdes de quantificacbes de
diferentes genes, tendo no minimo um gene de interesse e um gene controle, também chamado de
gene referéncia, ou ainda gene constitutivo. Desse modo, a quantificacdo relativa é observada
como proporgdes de gene (s) de interesse normalizadas com gene (s) referéncia (Life technologies,
2016). Do mesmo modo, um tratamento bioldgico (determinado 6rgéo, caracteristica histologica,
individuo doente, tratamento hormonal, exposi¢cdo ambiental, etc) é comparado com o controle
(outro 6rgdo, padrdo histologico, individuo saudavel, sem tratamento hormonal ou exposicdo
ambiental, etc). Ou seja, a quantificacdo relativa € uma proporcédo entre a expressdo génica do
tratamento relativizada com a expressdo génica do controle. A quantificacdo relativa é entdo
dependente de escolha adequada dos genes referéncia, ou constitutivos, para normalizar a
expressdo dos genes alvo, sendo de suma importancia para refletir verdadeiramente o processo

biolégico (Robinson et al., 2007).

Delta RN versus ciclos

Fase de platd

Fase exponencial
thershold

Fase linear

Delta RN

Cycle threshold - Ct

Numero de ciclos

Figura 3. Curva de aplificacdo da gPCR em Tempo Real. CT — Cycle Threshold, Cruva dividida em 3 fases principais:

Fase Lag ou fase Linear, Fase Log ou fase exponecial e Fase platd. GOMES, 2011.
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4.1 Genes relacionados ao estresse térmico em testiculos
Genes com uma funcdo de adaptacdo celular em animais sdo considerados potenciais

biomarcadores para entender os mecanismos de adaptacdo ao estresse (Collier et al.,2012). Os
genes mais classicos para analises sobre o estresse térmico, sdo os da proteina de choque térmico
(HSP), genes apoptoticos, outras citocinas e receptores do tipo toll (TLR2 e TLR4). Genes, como
superoxido dismutase (SOD), sintase de 6xido nitrico (NOS), receptor de horménio tireoidiano
(THR) e receptor de prolactina (PRLR), foram associados a termotolerancia em animais
ruminantes (Collier et al., 2012). Quando levado em consideracdo os danos que sdo gerados por
ROS, que estdo geralmente associados a apoptose, podem ser detectados por marcadores
especificos (Berenguer et al., 2008), com por exemplo, as proteinas BAX e BCL2 que séo
moléculas de sinalizacdo apoptotica. Um aumento nos niveis de BAX e/ou uma diminui¢do nos
niveis de BCL2 sdo conhecidos por promover a permeabilizacdo da membrana mitocondrial
levando a liberacdo de fatores pré-apoptéticos (Crompton, 2000).

Para analise de expressdo génica relacionada ao estresse térmico em testiculos de ratos,
fizemos um levantamento de alguns genes que foram estudados com relacdo ao estresse térmico
e ROS e selecionamos alguns para serem estudados. Como o Regulador de fissdo mitocondrial 1
(Mtfrl), localizado no cromossomo 3 A3 em camundongo, sendo uma proteina mitocondrial
contendo uma regido curta rica em poliprolina anteriormente chamada CHPPR (proteina
condrocite com uma regido de poliprolina (Tonachini et al., 2002). Essa proteina esta associada a
membrana mitocondrial interna e induz a fissdo mitocondrial, de maneira sequéncia-especifica,
quando sua expressao € dirigida por um promotor de citomegalovirus em varios tipos de células
de mamiferos. Segundo Monticone et al., (2007) o gene Mtfrl é expresso em diversos tipos
celulares e exibe o mais alto nivel de expressdo em testiculos pubertal e adultos e, em particular,
em espermatides e células de Leydig. Mtfrl é proeminente nos testiculos e sugerem que este gene
esta envolvido na regulacdo da atividade antioxidante na gdbnada masculina.

O gene TATA box-binding protein related factor 2 (Trf2), segundo WEI et al. (2013), é
expresso em um nivel muito alto no testiculo e media como fator de transcricdo de genes
especificos, necessarios para a diferenciacdo de células germinativas masculinas,
como proteinas de transicdo 1le 2, protaminasl e 2, proteina de choque térmico, capsula
mitocondrial selenoproteina, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), componente
fibroso de esperma, dentre outros (Martianov et al., 2001; Zhang et al., 2001). Assim, o Trf2 atua
como um interruptor mestre que rege a diferenciagdo de células germinativas masculinas (WEI et
al., 2013). Segundo Kimmins et al., (2004), a expressdo de Trf2 é maior no testiculo do que em
outros tecidos, e sua expressao controla a transcricdo de genes testiculares especificos essenciais

para a espermatogénese. Estudos com camundongos machos deficientes em Trf2 apresentaram

25


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/synapsin-i

esterilidade, devido a parada completa da espermatogénese (Martianov et al., 2001; Zhang et al.,
2001), também foi observado uma superproducdo de espécies reativas de oxigénio, apos a torgéo-
detorcdo testicular, surgindo danos na espermatogénese testicular pela baixa regulacdo da
expressao Trf2 (Wei et al., 2013).

O gene da proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR) desempenha um papel
fundamental na regulacdo aguda da sintese de hormoénios esterdides, atuando na entrega de
colesterol para a membrana mitocondrial interna, aumentando a conversao do colesterol em
pregnenolona (Norman et al.,, 2003). Essa proteina permite a clivagem do colesterol em
pregnenolona, mediando o transporte do colesterol da membrana mitocondrial externa para a
membrana mitocondrial interna. Este gene é de suma importancia na via esteroidogénica, atuando
na producdo de testosterona pelas células de Leydig e de suma relevancia no suporte da
espermatogénese e integridade testicular (BOZKAYA et al., 2017). Diversos estudos
demonstraram que um aumento na expressdo da proteina STAR est4 ligado a um aumento na
esteroidogénese (Stocco & Clark, 1996; Stocco et al., 2017).

O gene Claudin 11 (CLDN11) é um membro da familia claudina. Claudinas séo proteinas
integrais de membrana e componentes de cadeias de juncdes oclusivas (Dym & Fawcett., 1970).
Os filamentos de juncdes oclusivas servem como uma barreira fisica para impedir que solutos e
agua passem livremente pelo espaco entre as células epiteliais ou endoteliais, desempenhando
papéis criticos na manutencao da polaridade celular e nas transducdes de sinal (Dym & Fawcett.,
1970). Esta é uma proteina de juncdo oclusiva na barreira hematotesticular humana, e a
interrupcgdo desta barreira esta relacionada a uma disfuncéo desse gene (Gey, 2003). Foi relatada
uma regulacado positiva da expressdo de CLDN11 em células de hepatoma por ROS (Jhun et al.,
2022 & Zhang et al., 2013). Curiosamente, em roedores, 0 estresse oxidativo testicular induzido
por radiacdo local aumenta os niveis de transcricdo de CLDN11 nos testiculos. Zhang et al., (2013)
relata que o papel do CLDN11, no estresse oxidativo testicular local induzido por radiagéo
diminuiu o nivel de expressdo de mRNA de inibina beta, aumentou o FSH sérico, danificou as
células de Sertoli e elevou a expressdo de CLDN11 no tecido testicular. O aumento da CLDN11
e do FSH sérico pode retardar a restituicdo ciclica da barreira hematotesticular e reduzir o nimero
de espermatdcitos meidticos no epitélio seminifero, o que consequentemente leva a infertilidade
masculina (Zhang et al., 2013).

Embora as respostas fisiologicas e celulares ao tratamento térmico dos testiculos tenham sido
bem documentadas, a expressao génica apos 0 aumento da temperatura escrotal foi pouco descrita,
e 0s mecanismos moleculares pelos quais essas respostas sdo direcionadas permanecem
amplamente desconhecidos quando analisados em ratos. Nessa perspectiva este estudo vem com

propdsito de iniciar uma verificacdo e melhor entendimento em ralacao as alteracbes moleculares
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causadas pelo procedimento de fotohipertermia (FHT) em testiculos de ratos Wistar, e tentar

explicar melhor como ocorre a infertilidade por esse procedimento.

Justificativa
A lei federal 13.426/2017 determina no Art. 1° que o controle de natalidade de cées e gatos

em todo o territério nacional brasileiro deve ser regido mediante esterilizacdo permanente por
cirurgia, ou por outro procedimento que garanta eficiéncia, seguranga e bem-estar ao animal. As
castracdes sdo algumas das alternativas de controlar a natalidade dos animais errantes, a castracdo
cirurgica por sua vez, ndo atende a demanda da populagédo de animais, principalmente animais em
situacdo de rua e ferais, e alternativas ndo cirdrgicas como o uso de quimioesterilizantes
inorganicos, apresentam efeitos colaterais, em alguns casos mais graves que as castracOes
cirurgicas, e ndo ha relatos que comprovem a eficacia do método. Desse modo é necessario o
desenvolvimento de novos métodos alternativos. Estudos mostram a fotohipertermia testicular
mediada por nanoparticulas como nova alternativa ao método de castracdo podendo ser uma
solucdo viavel devido a sua influéncia na temperatura do 6rgéo e sua praticidade, segundo Rockett
et al., (2001), mudancas na expressdo génica em testiculos de camundongos apds choque térmico
a 43 °C por 20 min também foram observadas além de apresentar efeitos adversos nas células
espermatogénicas e nas células auxiliares. Porém, estudos sobre mudancas na expressao génica
de testiculos ap6s o procedimento de fotohipertermia (FHT) aplicada a testiculos de ratos Wistar
ndo foram investigados e se faz necessario para o entendimento do mecanismo de acdo do

procedimento.
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Objetivos
5.1 — Objetivo geral
Analisar alteracbes moleculares causadas pelo procedimento de fotohipertermia (FHT)

mediada por nanoparticulas em testiculos de ratos Wistar.

5.2 — Objetivo especifico

Avaliar marcadores moleculares encontrados no tecido testicular dos ratos submetidos a
FHT testicular mediada por nanoparticulas magnéticas;

Avaliar a histopatologia no tecido testicular dos ratos submetidos a FHT testicular mediada

por nanoparticulas magneticas;
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Materiais e Métodos
6.1 — Comité de ética

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia
(CEUA-UNB), SEI n.° 23106.068761/2022-08.

6.2 — Nanoparticula magnética
Foi utilizada uma nanoparticula magnética (NPM) de ferrita de Manganés funcionalizada

com citrato (Mn0.75.25Fe,04-Citrato +), sintetizada no Laboratério de Ressonancia Magnética

Eletrénica, Instituto de Fisica, da Universidade Federal de Goias na forma de um fluido magnético.

6.3 — Animais
Utilizamos 16 ratos Wistar machos (N=32 testiculos), com aproximadamente 12 semanas

de vida, mantidos no biotério da Universidade de Brasilia, alojados em gaiolas a temperatura

ambiente sob um ciclo claro/escuro de 12h com livre acesso a comida e agua.

6.4 — Desenho experimental
Os animais foram divididos de acordo com o tratamento realizado. Um total de 12 animais

tiveram ambos os testiculos submetidos a fotohipertermia (FHT). Para isso, foi feita injecdo
intratesticular do fluido da nanoparticula magnética, (0,15uL em 3 pontos na parte cranial, média
e caudal de cada testiculo) e imediatamente passaram pela incidéncia de luz do LED, sendo 2
LED’s um superior ¢ um inferior, para abranger todo o testiculo (Figura 4), para que ocorresse o
processo de fotohipertermia com duracéo de 15 minutos (Figura 4). Esses animais passaram por
uma subdivisdo com relagdo ao dia da eutanasia, sendo formados os subgrupos FHT - 24h, FHT -
72h e FHT - 7D (N=4 animais por grupo), nos quais 0s animais foram eutanasiados ap6s 24 horas,
72horas e 7 dias do tratamento. Outros 4 animais ndo receberam nenhum tratamento, sendo
utilizados como grupo controle. Como cada testiculo foi individualmente tratado e pode ser
considerado uma unidade experimental, cada grupo experimental conta com um N de 8 testiculos.

Em todos os tratamentos os animais foram pesados e anestesiados com Cetamina
(Cetamin®, Syntec, 80mg/kg) e Xilazina (Calmiun®, Agener Unido, 10mg/kg). As medidas da
temperatura dos testiculos foram feitas por meio de sensores termopar tipo K (juncao
cromel/alumel). Apds o tratamento todos os animais, receberam uma dose de analgésico e anti-
inflamatdrio (Meloxicam — 1,0 mg/kg) via subcutanea. As eutandsias ocorreram por overdose de
barbitaricos (Cetamina e Xilazina, 2 vezes da dose anestésica) e pungéo cardiaca.

Ap0s a eutanasia de cada animal, retiramos os dois testiculos e epididimos. Os testiculos

foram separados dos epididimos, medidos e pesados. ¥4 dos testiculos foram entdo separados para
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analises de expressdo génica, sendo submergidas em RNA Stabilization Solutio (Invitrogen®) e
armazenada no - 80°C. O restante foi divido e fixado para analise histopatoldgica.

A B C D

Figura 04. Desenho experimental do procedimento de fotohipertermia (FHT) pela incidéncia de luz do LED. A -
Animal anestesiado e injecdo intratesticular, 0,15 pL da nanoparticula em 3 pontos. B — Processo de fotohipertermia
(FHT) com duragdo de 15 min. C — Ao voltarem da anestesia os animais foram entdo separados nos grupos para
anélise 24h, 72h e 7 dias ap6s o tratamento de FHT. D - Prot6tipo de equipamento e procedimento de fotohipertermia
(FHT) pela incidéncia de luz do LED.

6.5 — Avaliagdo de marcadores moleculares
Foi realizado um levantamento bibliografico sobre os genes que apresentavam ligacao ao

tecido ou as ROS e entdo selecionados 6 genes para analise, sendo 4 genes de interesse (CLDN11;
MTRF1; StAR; TRF2) e 2 genes de referéncia (p -actin; GAPDH). Com base nesse levantamento
bibliografico desenhamos os primers com base no nimero de acesso no GenBank de cada gene
(Quadro 1).

Para a extracdes de RNA total das amostras utilizamos o reagente Trizol (Invitrogen®)
para lise e o Kit: PureLink™ RNA mini kit (ThermoFisher) para purificacdo e retirada do excesso
de trizol, seguindo os protocolos indicados pelos fabricantes. Apds a extracdo do RNA total
levamos as amostras para 0 NanoDrop, onde analisamos quantitativamente as amostras em suas
razdes proteicas e de acidos nucleicos (RNA e DNA) (Quadro 2). A fim de determinar a qualidade
do RNA extraido de cada amostra, utilizamos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, onde
avaliamos a relacéo entre as bandas 28S e 18S de uma aliquota de RNA total 5 pg de RNA que
foram tratados com 5U da enzima DNase |. Para que a amostra possa ser considerada integra,

foram incubados a 37 °C por 30 minutos seguido de 75 © C por 10 minutos (Figura 5).
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Quadro 1. Nomenclatura dos genes, nimero de acesso no GenBank, sequéncia dos primer e tamanho do amplicon

dos genes selecionados para analise de gPCR.

Gene Nome Sequéncia Primer Tamanho amplicon (bp)
CLDN11 Claudin 11 (F) GGAGTGGCCAAGTACAGG 146
(R) CCCGCATACAGCGAGTAG
MTRF1 . - (F) GAGGATGTGGTGGCAACT 108
Mitochondrial fission regulator 1 (R) GTTCTCAAGAGGAGGCTTGG
StAR (F) CATCCAGCAAGGAGAGGAAG 122
Steroidogenic acute regulatory protein (R) CACCTGGCACCACCTTAC
TRE2 (F) GCGGGTTATGCAGTGTCTAT 179
Telomeric repeat binding factor 2 (R) AGCCTCCTTCACCAGTCT
B -actin (F) GCCTTCCTTCCTGGGTATG 181
Beta-actin (R) GCTAGGAGCCAGGGCAGTAATCT
GAPDH (F) GCGAGATCCCGCTAACATC 178
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (R) CTCGTGGTTCACACCCATC

(F) forward; (R) reverse; (bp) base pair

CNT-1 24h-1 72h-17D-1 CNT-2 24h-2 72h-2 7D-2 CNT-3 24h-372h-3 7D-3 CNT4 24h-472h-47D4
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CNT-5 24h-572h-57D-5 CNT-6 24h-6 72h-6 7D-6 CNT-7 24h-772h-7 7D-7 CNT-8 24h-872h-8 7D-8

R R B E LR

Figura 5. A - Gel de agarose 1,2% dos RNA’s totais extraidos. Marcador 1 kb plus. Demostrando que todas as

€Hl[[[l

amostras estavam integras. B - Pares de bases do marcador.
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Quadro 2. Identificacdo das amostras e seus pesos, utilizadas para sintese do cDNA e quantificagdes de RNA total

extraido e purificado.

Amostra cDNA Pes((:n agr;tes Pesc() r::;;)pois Qua(n:;i/f:fsgﬁo p(;tsjfa\pn:ir:;(i:ca:f;o
TD CNT D@ (ox} 250 65 2272,5 146,9
TD Al 24h 24h (1) 210 61 2175,4 142,0
TD Al 72h 72h (1) 265 87 2866,1 197,6
TDA17D 7d (1) 205 60 2657,3 158,7
TE CNT D@ c2 250 87 3207,6 93,0
TE Al 24h 24h (2) 213 94 3506,7 120,5
TE A1 72h 72h (2) 210 80 31934 152,4

TEA17D 7d (2) 217 60 1606,6 115,4
TD CNT 24h c3 300 200 3760,0 197,7
TD A2 24h 24h (3) 250 140 3303,1 161,4
TD A2 72h 72h (3) 260 95 3356,9 124,3
TD A2 7D 7d (3) 221 60 2288,7 181,9
TD CNT 72h ca 180 56 1846,5 226,2
TE A2 24h 24h (4) 250 53 2606,7 91,4
TE A2 72h 72h (4) 207 81 3585,3 92,4

TEA27D 7d (4) 280 86 3590,9 125,7
CNTTD 7D C5 204 55 21151 103,5
TD A3 24h 24h (5) 247 102 1841,5 174,4
TD A3 72h 72h (5) 214 63 318,4 94,7
TD A3 7D 7d (5) 181 88 2303,3 150,2
CNTTE 7D C6 223 77 2218,2 140,2
TE A3 24h 24h (6) 247 92 3100,5 171,8
TE A3 72h 72h (6) 254 170 634,9 136,2

TEA3 7D 7d (6) 155 104 3121,2 126,4
TE CNT 24h c7 274 116 1798,9 137,3
TD A4 24h 24h (7) 234 82 3444,0 84,1
TD A4 72h 72h (7) 271 151 3815,9 134,6
TD A4 7D 7d (7) 205 146 3116,0 135,4
TE CNT 72h c8 171 95 2032,1 174,5
TE A4 24h 24h (8) 256 135 1573,1 141,0
TE A4 72h 72h (8) 234 178 2922,7 181,7

TEA47D 7d (8) 242 176 3606,2 162,6
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Com a verificagdo em gel realizamos a purificacdo do RNA total com o Kit: RNeasy mini
kit, seguindo o protocolo conforme recomendacéo do kit. Para sintetizar o cDNA o Kit: GoScript
Reverse Transcriptase (Promega®) foi utilizado. Também seguimos o protocolo indicado pelo
fabricante e obtivemos um volume final de 42 pL (Tabela 1). Com tempos no Termociclador por
5 minutos e depois em gelo por 5 minutos, sendo os ciclos no termociclador: 25 °C/5 min, 42
°C/60 min e 70 °C/15 min.

Tabela 1. Concentrages cDNA o Kit: GoScript Reverse Transcriptase (Promega®)

Reagente Concentracdo inicial Concentracdo final Volume final
Buffer 5x 1x 8,4 pL
MgCl> 25mM 5mM 8,4 uL
Nucleotide mix 10mM 0,5mM 2,1uL
RNasin 40U/uL 20U 0,5 uL
Enzima RT - - 1,0 uL
Quantidade
Agua - - suficiente para (qsp)
42 puL

Para avaliar a eficiéncia dos oligonucleotidos (Figura 6), o cDNA utilizado para célculo
da eficiéncia dos primers foi sintetizado com RNA néo tratado com DNase | no final do protocolo
de extracdo, tendo um volume final de 20 pL. Utilizamos o Kit: GoTag gPCR Master Mix
(Promega®) em 5 pontos e todos em triplicata, com uma diluigdo 1:4, sendo 1 pL de cDNA

(cDNA sintetizado com 5 pug de RNA ndo purificado).

1 2 3 4 5 [ 4 8 9 10 11 127
) StAR
100
| ) StAR
0,39 9
B-actin B-actin) ( B-actin ) ( B-actin) ( GAPDI GAPDH) ( GAPDH ( GAPDI
100 6,25 1,56 0,39 100 6,25 1,56, 0,39

Figura 6. Layout da placa para analise de eficiéncia dos primers dos genes selecionado, genes de referéncia: B-actin;
GAPDH. Genes de interesse: CLDN11; MTRF1, StAR; TRF2.

T O Mmoo w >
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Para as andlises de PCR em tempo real utilizamos o Kit: GoTaq qPCR Master Mix
(Promega®), junto com o equipamento de RT-qPCR: 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Foram realizadas 8 réplicas bioldgicas (8 placas) e trés réplicas técnicas (Figura 7)
em condicdo de 95 °C por 5 min, seguido de 50 ciclos de: desnaturacdo a 95 °C/15 s, e anelamento
e extensdo a 60 °C/1 min. Em que utilizamos o método AACt com correcao de eficiéncia dos genes

(Pfaffl, 2001).
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Figura 7. Layout da placa para anélise de genes por gPCR dos genes selecionado, genes de referéncia: B-actin;
GAPDH. Genes de interesse: CLDN11; MTRF1, StAR; TRF2. Método AACt com correcédo de eficiéncia (Pfaffl
2001).

6.6 — Processamento histolégico
Os testiculos foram fixados com uma solucdo fixadora de Bouin, por 24 horas, e lavados

em seguida por 5 vezes com alcool 50%. Apo6s a lavagem foram mantidos em alcool 70%. Para o
processamento histoldgico, todas amostras passaram pelo processamento com duracdo de 1 hora
cada passo: alcool 80%, alcool 90%, alcool 100% I, alcool 100% I1, alcool 100% IIl, Xilol I, Xilol
I1, Xilol 111, Parafina I, Parafina I, Parafina Il e, entdo, emblocados em Paraplast ®.

Para o preparo das laminas, foram realizados cortes dos blocos com o equipamento
micrétomo manual RM2125 RTS Leica Biosystems, cortes com espessura de 5um, os quais foram
montados em laminas e passaram por coloracdo por hematoxilina e eosina. A avaliacdo foi

realizada em microscopio de luz (EVOS™ FL Auto Imaging System, Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, USA). Na histologia dos testiculos avaliamos a estrutura geral do 6rgéo,
organizacao dos tubulos seminiferos e a presenca de células da linhagem germinativa, integridade
da lamina basal e possiveis alteracdes no parénquima e estroma testicular. Esta analise foi utilizada
para correlacionar os danos causados ao tecido com as alteracfes encontradas nos marcadores

moleculares analisados.

6.7 — Andlise estatistica
Fizemos as analises dos dados obtidos pelo GraphPad Prism software versdo 7.00

(GraphPad Software, La Jolla, California, USA; www.graphpad.com). A comparacéo no nivel de
transcritos entre os grupos foi realizada usando ANOVA e teste de Tukey ou Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney com um critério de significancia de 5% (p<0,05) para dados de distribuicdo

normal e ndo-normal respectivamente.
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Resultados e Discusséo
7.1 — Analise histopatoldgica

Os resultados obtidos através das analises histopatologicas desse estudo, mostraram que
em nossos animais controle (Figura 8), os tubulos seminiferos com suas camadas de células
germinativas bem, definida e com a presenca de espermatozoides no limen, em que nas amostras
apos as 24h de tratamento (Figura 9), j& possuem um inicio de vacuolizacdo, exfoliagdo de células
para o limen de alguns tabulos, com varios tubulos apresentando o Iimen preenchido com células
germinativas descoladas. Foi possivel observar a presenca de material sugestivo de aglomerados
de nanoparticulas ao redor dos tubulos seminiferos. Em algumas laminas havia retracdo tubular,
principalmente nas regides com presenca desses aglomerados de nanoparticula. No entanto, havia

varios tubulos normais ainda.

Figura 8. Micrografias de testiculos dos animais controles, com os tdbulos seminiferos com suas camadas de células

germinativas bem, definida e com a presenca de espermatozoides no Iimen. Coloracéo de hematoxilina e eosina.
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Figura 9. Micrografias de testiculos dos animais tratados com FHT mediada por nanoparticula ap6s 24h. Coloracao
de hematoxilina e eosina. A) Presenca de tibulos com células esfoliadas no limen (seta preta fina), alguns com o
lumen totalmente preenchido, tdbulos retraidos (seta vermelha), e alguns tlbulos normais (seta grossa preta). Barra-
400 pm; B e C) Tubulo seminiferos normal (seta grossa preta) ao lado de um tdbulo retraido (seta vermelha) e outros
com células esfoliadas no limen (seta preta fina); inicio de vacuolizagéo no epitélio seminifero (*). Note a presenca
de material sugestivo de aglomerados de nanoparticulas (Ponta de seta vermelha) entre os tGbulos. Barra — 200 um;
D) Tubulo seminifero morfologicamente normal, com presenca de células da linhagem germinativa, inclusive

espermatozoides. Material sugestivo de aglomerados de nanoparticulas no espaco intersticial. Barra — 100 pum.

Nas amostras de tratamento apds as 72h (Figura 10), os tubulos apresentavam intensa
vacuolizagdo, presenca de células grandes e multinucleadas no interior dos tubulos, células da
linhagem germinativa desorganizadas e necrose coagulativa em diferentes intensidades. Vasos
dilatados e hemécias livres no intersticio. Também era possivel visualizar tabulos retraidos e

alguns tabulos normais.
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Figura 10. Micrografias dos testiculos dos animais tratados com FHT mediada por nanoparticulas ap6s 72h.
Coloragdo de hematoxilina e eosina. A) Tubulos seminiferos com epitélio seminifero desorganizado (seta vermelha
grossa) e necrose coagulativa extensa em alguns deles (estrela preta). material sugestivo de aglomerados de
nanoparticulas (Ponta de seta vermelha). Barra- 400 um; B e C) Detalhe de tdbulo seminifero com epitélio
desorganizado (seta vermelha grossa) e necrose coagulativa (estrela preta). Vasos dilatados (estrela cinza) com
hemdcias livres nas proximidades no espago intersticial. Barra — 200 um; D) Detalhe de um tabulo seminifero com

epitélio desorganizado e vacuolizagdo (*) evoluindo para necrose coagulativa. Barra — 100 pm.

Nas amostras de tratamento apds 7 dias (Figura 11), as laminas apresentaram tubulos bem
degenerados e espacados, com preenchimento dos espagos por material hialino. Tdbulos com
vacuolizagdes maiores que se estendem até a regido luminal. Presenca de células inchadas e

multinucleadas nas regiGes mais internas dos tubulos e muitos tibulos com necrose coagulativa.
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Figura 11. Micrografias dos testiculos dos animais tratados com FHT mediado por nanoparticula apds 7 dias.
Coloragéo de hematoxilina e eosina. A) Presenca de tibulos com células esfoliadas no limen (seta preta fina), necrose
coagulativa extensa em alguns deles (estrela preta), alguns com o limen totalmente preenchido, tibulos retraidos (seta
vermelha fina). Note a presenca de material sugestivo de aglomerados de nanoparticulas (Ponta de seta vermelha)
entre os tdbulos. Barra — 400 um; B e C) Detalhe de tdbulos seminiferos, necrose coagulativa extensa (estrela preta)
e com reducdo de tamanho (seta preta grossa), vacuolizacdo no epitélio seminifero (*), infiltrado hialino (seta
vermelha grossa). Note a presenca de material sugestivo de aglomerados de nanoparticulas (Ponta de seta vermelha)
entre os tubulos. Barra — 200 pm; D) Detalhe dos tubulos seminiferos com epitélio seminifero desorganizado e

vacuolizagdo avangada no epitélio seminifero (*). Barra— 100 pm.

Os nossos resultados trazem uma perspectiva em menor prazo, porém se mantém em
igualdade aos achados de Lima et al., (2019), que observaram que ap6s 7 dias da fotohipertermia
testicular mediada por nanoparticulas ja era possivel observar danos severos aos tubulos
seminiferos. Esta autora ainda descreve células inchadas e perda de definicdo dos tdbulos
seminiferos em algumas areas aos 28 dias de tratamento e vactolos no epitélio tubular aos 56 dias.
Essa vacuolizacao epitelial tubular foi descrita por Creasy et al., (2013) nas analises histologicas
de ratos e cachorros criptorquidicos. Patil et al., (2014) expds os testiculos de Rattus norvegicus a
39 °C, 41 °C e 43 °C, repetidamente duas vezes por semana durante 5 semanas. Estes autores
observaram que a 39 °C os tubulos seminiferos ja foram danificados. A 41 °C, os tubulos
seminiferos se romperam em algumas areas e 0 nimero de espermatozéides no limen dos tdbulos
seminiferos diminuiu. A 43 °C, apareceram mais vacuolos, os tubulos apresentaram menos
espermatozoides e as células do estroma também foram reduzidas. Estudos de Wei et al. (2013),
demonstraram que testiculos de ratos que passaram por tor¢cdo-destorcdo (1 hora de tor¢do)
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apresentaram redugdo no didmetro dos tdbulos seminiferos e no nimero de camadas de células
germinativas. As células germinativas desenvolveram-se apenas até o estagio de espermatide
redonda, sem a presenca de espermatozoides. Também foi observada descamacédo acentuada do
epitélio germinativo presente no centro tubular, que por vezes obstruiu o limen tubular, o que
também foi visualizado nos nossos achados histologicos de 24 e 72h. Achados descritos por Fahim
et al., (1975), realizados com ratos Wistar machos expostos a aquecimento testicular com
infravermelho (60 °C por 15 minutos) e micro-ondas (45 °C por 15 minutos), mostram prejuizo na
espermatogénese e alteracbes morfoldgicas semelhantes as nossas, porém resultados foram
observados somente ap6s 60 dias. Em descri¢cbes oferecidas por Lue et al., (1999, 2000)
demonstraram que testiculos de ratos expostos a dgua quente a 43 °C por 15 minutos analisados
apos 6 semanas do tratamento resultou em danos aos tubulos seminiferos e apoptose das células
germinativas, revelando sensibilidade dessas células a elevadas temperaturas, sendo as
espermatides e os espermatdcitos mais sensiveis do que as espermatogonias.

Rockett et al., (2001), observaram em suas anélises histoldgicas que a exposicdo (33 °C)
em testiculos de camundongos, nao produziu efeito na espermatogénese, e que exposicdo de 20
minutos a 39 °C também nao teve efeito na espermatogénese. No entanto, 8 h apds o choque
térmico de 43 °C, vactolos eram comuns nos tubulos, muitos ndcleos de células germinativas
continham cromatina altamente condensada (ndcleos picnéticos) e alguns nlcleos pareciam
fragmentos de corpos apoptoticos. Ja 16 horas ap6s o choque térmico de 43 °C, os tabulos estavam

ainda mais degradados e muitos continham células gigantes em degeneracéo.

7.2 — Anélises de qPCR
Os genes selecionados para o experimento apresentaram uma eficiéncia de amplificacdo

variando entre 86% a 109% (Quadro 3), e ao serem investigados em Gel de agarose 2,0% (Figura
12), apresentaram grande especificidade de cada gene quando comparados com o marcador 1kb
plus, onde o primeiro gel representa em cada poco 1: CLDN11 (146 pb); poco 2: MTRF1 (108
pb); poco 3: StAR (122 pb); poco 4: Marcador 1kb plus; Pogo 5: TRF2 (primers antigos — que
foram desconsiderados e redesenhados); pogo 6: GAPDH (178 pb); poco 7: B-actin (181 pb). J&
o0 segundo gel representa poco 1*: Marcador 1kb plus e poco 2*: TRF2 (179 pb). E em suas curvas

de dissociacao evidenciaram amplificagOes bastante especificas de cada gene.
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Quadro 3. Eficiéncia e temperatura de melt.

Gene MT (°C) Eff% R? Slope Threshold
CLDN11 86,78 97,141 0,998 -3,392 0,2
MTRF1 82,13 106,515 0,997 -3,175 0,2
StAR 82,46 100,614 0,999 -3,307 0,2
TRF2 82,07 109,221 0,979 -3,119 0,2
B -actin 82,96 102,414 0,998 -3,265 0,2
22GAPDH 85,62 86,062 0,999 -3,708 0,2

(MT) melt temperature; (Eff%) primer efficiency.

A

Figura 12. A - Gel de agarose 2%, para andlise de eficiéncia dos oligonucleotidos. (1): pogo 1: CLDN11 (146 pb);
poco 2: MTRF1 (108 pb); pogo 3: StAR (122 pb); B - pogo 4/1*: Marcador 1kb plus; Pogo 5: TRF2 (primers antigos
— que foram desconsiderados e redesenhados); poco 6: GAPDH (178 pb); poco 7: B-actin (181 pb); B - Gel de agarose
2%, para analise de eficiéncia dos oligonucledtidos. Pogos: 1* Marcador 1kb plus, 2* TRF2 (179 pb).

Os graficos de amplificacdo, Melt Curve (figura 13), que € a avaliacdo das caracteristicas
de dissociacdo do DNA de fita dupla durante o aquecimento, mostram os picos de fusdo que
distinguem produtos especificos de outros produtos que fundem em diferentes temperaturas, como
primer-dimeros (Life technologies, 2016). Devido ao seu pequeno tamanho, os dimeros de primer
geralmente fundem a temperaturas mais baixas do que o produto desejado, enquanto a
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amplificagdo inespecifica pode resultar em produtos de PCR que fundem a temperaturas acima ou
abaixo do produto desejado. Nos melt curve das nossas amostras (Figura 13), os picos a 80 °C
representam o produto alvo do ensaio gPCR e correspondem as bandas demonstradas nos géis
(Figura 5). Um Unico pico distinto no grafico indica que os produtos amplificados de DNA de
cadeia dupla sdo uma Unica espécie, ou seja, alta especificidade, o que é necessario para um ensaio
de gPCR bem-sucedido (Life technologies, 2016).

A Melt Curve B Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn )
Derivative Reporter (-Rn)

700 %0 800 850 000 050

Temperature (*C)

C Melt Curve
D Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)
Derivative Reporter (-Rn)

00 750 800 80 0.0 050

Temperature (*C)

E Melt Curve

Oerivative Reparter (-Rn)

Temperature (°C)

Figura 13. Grafico de curva de amplifi“cagéo dos genes. A — B-actin; B- GAPDH (genes referéncia); C — CLDN11;
D — MTRF1; E- StAR.

Em nossos graficos de abundancia relativa de mMRNA (Figura 14), demostramos que 0s
genes Mtrfl e Trf2 sdo apresentados em altos niveis nos animais controle, porém apos o tratamento
h& uma expressdo desses genes significativamente menor (P<0,0003), com exce¢do do Mtrfl as
24 h (P>0,05). Ja 0 gene StAR, 24 h ap6s o tratamento, apresentou uma maior expressao quando
comparado com o controle (P=0,0505), apesar da varia¢do entre os animais. Porém, com o passar

do tempo de tratamento esse nivel foi diminuindo chegando préximo do nivel dos animais controle
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(P>0,05). J& 0 gene CLDN11 ndo apresentou diferenca significativa entre o controle e os tempos
apos o tratamento (P>0,05).

MTRF1 CLDN11
= 0.0003
@ 1.5 I ¥ , @ 1.5
= p = 0.0001 c
3 ' k]
g 1.04 ssssssss g L] . .
D - 0 1.0 seeseses
=3 _i_ =3 ols
-
2 0s- . : 2 E { .
® %— s . .
< % @ 0.5
o 0.0 sale® M o
< <
= =
& 4
E _ﬂﬁ . v . 7 E OIJ T T T T
CNT 24h 72h 7d CNT 24h 72h 7d
StAR
TRF2
p = 0,0001 @ 6+
I 1 Q = 0.,0505
§ 1.5 —p=00001 = rp—l
8 p = 0.0001 =
g 1.0 ocesssses 3 4
a <
@
. e 2
- ﬂ 5" —— L ] . ‘E'
® et T 2-
T [
X 0.0 TN ¢ <
. =z
3 .
: =0
0.5 T T T T CNT 24h 72h
CNT 24h 72h 7d

Figura 14. Grafico de abundancia relativa de RNA mensageiro dos genes MTRF1, CLDN11, TRF2 e StAR,
normalizados com os genes referéncia GAPDH e B-actin. A comparacdo no nivel de transcritos entre os grupos foi
realizada usando ANOVA e teste de Tukey (dados com distribui¢do normal).

Estudos demostram que as respostas moleculares ao estresse térmico fazem parte de uma
rede génica, coordenada em varios sistemas que visa minimizar os efeitos da temperatura nas
funcbes celulares (Collier et al., 2008). O efeito das altas temperaturas aplicadas no presente
trabalho regulou negativamente a expressdo de genes que podem estar envolvidos em processos
que regulam o estresse oxidativo ou ROS do tecido testicular e que por sua vez podem levar a
infertilidade devido as células espermaticas serem sensiveis a temperaturas elevadas (Vernet et
al., 2004).

O gene Mtrfl é um gene nuclear que codifica uma proteina mitocondrial, capaz de induzir
a fissdo dessa organela de maneira sequencial. Estudos mostram que h4 uma influéncia indireta

do gene sobre as células de Leydig e possivelmente efeitos de seu nivel de expressdo sobre o
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metabolismo da mitocéndria (Monticone et al., 2007). Mtfrl é expresso em nivel mais alto nos
testiculos puberais e adultos, em particular pelas células germinativas haploides e células de
Leydig (Honda & Hirose, 2003). Em nosso estudo mesmo com a variabilidade biologica entre o0s
animais, ha uma queda de expressdo de Mtfrl nos animais tratados, acentuada a partir de 72h,
quando comparados com os animais controle (Figura 14). Estudos com camundongos deficientes
em Mtfrl (Monticone et al., 2007; 2010), mostraram que a falta do gene em questdo proporciona
menor expressao de outros genes envolvidos na defesa contra o estresse oxidativo, que €
acompanhada por danos ao DNA. Que também foi demonstrado em outros estudos, em que 0 gene
esta envolvido na regulagdo da atividade antioxidante na gonada e influencia a expressdo de genes
que codificam enzimas scavenger de ROS, que sdo sequestradores de ROS, e atuam como uma
rede coordenada contra o dano oxidativo (Mateset al., 1999; Finkel, 2003; Vernet et
al., 2004; Hanukoglu, 2006).

Monticone et al., (2010) relatam que a inibi¢do da expresséo de Mtfrl, em uma linhagem
de células germinativas testiculares, prejudica severamente o consumo de O> e indica que o0 gene
€ necessario para a respiracdo mitocondrial. Consequentemente, ao analisarem mitocondrias dos
testiculos de camundongos deficientes em Mtfrl revelou que o consumo de O e sintese de ATP
foram severamente reduzidos em comparagdo com animais selvagens para o gene e apresentam
potencial papel na funcdo testicular. Archer (2013), demostra que as mitocondrias tém um papel
importante na regulacdo da morte celular, em que elas constantemente se fundem e se dividem
para formar uma rede dindmica em resposta ao estresse e as demandas de energia da célula.
Segundo Wang et al., (2015) o gene Mtrfl apresenta um papel critico na regulacdo da dinamica
mitocondrial, participando da regulacdo da fissdo mitocondrial e apoptose, observados em
cardiomidcitos e nocautes de Mtfrl em camundongos. A fissdo mitocondrial € importante para o
crescimento e divisdo de células para fornecer novas mitocondrias e também é importante para
remover mitocondrias danificadas da célula (Frank et al., 2001; Toyama et al., 2016). Podemos
supor que no tecido testicular submetido ao tratamento com FHT mediada por nanoparticulas, essa
reducdo na expressdo de Mtrfl pode estar contribuindo para um acumulo de mitocdndrias
danificadas no tecido e consequentemente baixa captura de Oz no tecido, o que pode gerar acimulo
de ROS. Além disso, pela influéncia do gene na regulagdo de ROS por enzimas scavenger a sua
baixa também pode estar afetando a capacidade antioxidante do tecido gonadal.

O gene Trf2 controla a transcricdo de genes testiculares especificos, essenciais para a
espermatogénese (Zhang et al., 2001; Martianov et al., 2001). Alguns estudos mostram que a
expressao de Trf2 é maior no testiculo do que em outros tecidos (Kimmins et al., 2004). Em nosso
estudo foi possivel observar uma queda na expressao desse gene, sendo ja visivel no grupo de 24h,

mais acentuada no grupo de 72h e se mantendo baixa no grupo 7 dias, quando comparado com o
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grupo controle. Estudos com camundongos machos deficientes em Trf2, mostram que esses Sdo
estéreis, devido a parada completa da espermatogénese (Zhang et al., 2001; Martianov et al.,
2001). Pesquisas que avaliaram a tor¢do-detorcdo testicular unilateral mostraram que aumentou
significativamente o nivel de malondialdeido (marcador de estresse oxidativo), e que reduziu a
expressdo de Trf2 e a espermatogénese nos testiculos, sugerindo que a supergeracdo de espécies
reativas de oxigénio apds a torcdo-detor¢do testicular pode diminuir a expressao de Trf2, levando
a danos espermatogénico (Wei et al., 2013). Esta observacdo concorda com os achados e a hipotese
da nossa pesquisa, que mostra uma diminuicdo da expressao de Trf2 apds o tratamento de FHT
testicular e que esse esteja gerando um estresse oxidativo no tecido.

Os achados histopatologicos de Monticone et al., (2007), onde analisou a expressdo de
Mtfrl em tecido testicular de camundongos deficientes, ndo apresentaram diferenca morfologicas
aparentes, diferente do que foi observado em nosso estudo. Os achados histopatologicos de Zhang
et al., (2001), ilustraram que camundongos deficiente em Trf2 ndo apresentavam espermatides
alongadas ou espermatozoides, que estdo presentes em animais que expressavam 0 gene, e que
estes sofrem apoptose em caso de irregularidade. Quando comparado com camundongos juvenis
de 28 e 25 dias de idade, as estruturas acrossomicas sdo anormais em animais deficientes em Trf2
e ainda ndo ha presenca de espermatides alongadas ou espermatozoides. Wei et al., (2013),
também ilustra em suas analises histopatoldgicas que testiculos no grupo torcdo-detorcdo
apresentaram reducdo no diametro de tbulos seminiferos e no nimero de camadas de células
germinativas. Além disso, células germinativas desenvolveram-se apenas até o estagio de
espermatides arredondadas, com espermatozdides completamente ausentes, bastante semelhante
com nossos achados nos tempos de 72h e 7 dias ap6s o tratamento de FHT. Os testiculos no grupo
de animais tratados com scavengers de espécies reativas de oxigénio exibiam caracteristicas
histoldgicas testiculares quase normais, com muitos espermatozoéides maduros. No entanto, ainda
apresentavam descamacdo acentuada do epitélio germinativo no centro tubular, que facilmente
obstruia o limen tubular, bastante semelhante com 0s nossos achados em primeiros tempos 24h e
72h de tratamento de FHT. Nossos achados também concordam com os de Martianov et al.,
(2001), que também observaram que nos tabulos seminiferos de camundongos deficientes de Trf2,
havia muitas células gigantes multinucleadas com citoplasma altamente vacuolizado,
correspondendo a espermatides arredondadas em degeneracdo. Estes autores mostraram que essas
células estdo passando por apoptose, confirmada por anédlise TUNEL in situ. Martianov et al.,
(2001), também mostram que os testiculos de camundongos deficientes de Trf2 sdo
significativamente menores do que no tipo selvagem, e os tibulos seminiferos sdo desprovidos de
espermatozdides maduros. O que fortalece nossa hipOtese de que a FHT mediada por
nanoparticulas aplicada aos testiculos esteja afetando a regulacéo da cadeia de ROS. Este efeito €
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visivel no nivel de expressdo dos genes Mtrfl e Trf2 que tiveram uma diminui¢cdo ap0s 0 nosso
tratamento, sugerindo uma néo regulacdo de ROS e falha de balanceamento no estresse oxidativo
nas células dos testiculos, levando a esterilidade.

O gene CLDN11 codifica proteinas integrais de membrana e componentes de cadeias de
juncdes oclusivas. Estudos sobre os efeitos de Varicocele (Pan et al., 2018), em andlises de RT-
PCR expuseram que a expressdo de CLDN11 estava diminuida em ratos com varicocele em 6 e 8
semanas, e 0 lado doente foi afetado de forma mais significativa em comparacdo com o lado
saudavel na semana 8. Além disso, a expressdo de CLDN11 diminuiu gradualmente ao longo do
tempo, diferente do que foi observado em nosso estudo.

Em nosso estudo o gene CLDN11 apresentou uma tendéncia de aumento na sua expressao
apos 7 dias, apesar de ndo significativo, que nao foi tao visivel nas 24h e 72h (Figura 14). Porém
foi observado por Jhun et al., (2022) e Zhang et al., (2013), que apds exposicdo ao calor escrotal
(43 °C por 30 min) os niveis de expressao de CLDN11 foram aumentados nos testiculos. Jhun et
al., (2022) observaram que a expressdo relativa de CLDN11 por gPCR foi significativamente
aumentada em células de Sertoli cultivadas a 37 °C em comparagdo com aquelas cultivadas a 34
°C, sendo os resultados da analise de proteinas semelhantes. Os resultados de Jhun et al., (2022),
mostram que a expressdo de CLDN11 foi aumentada em testiculos de cées criptorquidicos, que
n&o possuem células germinativas. E relatado por Hellani et al., (2000), que os niveis de expressio
de CLDN11 nos testiculos aumentaram durante o desenvolvimento pré-pubere, mas diminuiram
gradualmente de acordo com a maturacao testicular devido ao aumento da expressao de células
germinativas que ndo expressam CLDN11. Yang et al., (2018), que também analisaram células
de Sertoli de leitdes de 3 semanas de idade, submeteram elas a tratamento térmicos, 43 °C por 30
min (banho-maria) ou em incubadora a 43 °C (5% CO 2) por 30 min (banho de ar). Essas células
apresentaram baixa viabilidade apds 1h de tratamento térmico, porém a viabilidade voltou aos
niveis normais 48 h ap6s. Eles entdo selecionaram esses tempos para deteccdo de expressdo das
proteinas de juncdes oclusivas, visualizaram que os niveis de mMRNA e proteico de CLDN11
diminuiram significativamente 1 h apds a exposicao ao calor, mas se recuperaram com 0 passar
do tempo. Em contraste, ao analisarem o citoplasma das células, a expressao da CLDN11 diminuiu
1 h apos o tratamento e aumentou 48 h apds a exposi¢do ao calor, sendo também encontrada nas
membranas de vesiculas de transi¢do. Esse fendmeno indicou que a dinamica do CLDN11 muda
com a dindmica das juncdes oclusivas. Essas mudangas sugerem que o tratamento térmico pode
destruir o sistema de transporte intracelular e restringe ainda mais a reciclagem da CLDN11 de
volta ao citoplasma e a membrana plasmatica (Yang et al., 2018). Zhang et al., (2013),
visualizaram que o estresse oxidativo testicular induzido por radiacdo gama 60Co local no abdome

inferior, em camundongos, diminuiu o nivel de MRNA da inibina beta, aumentou o FSH sérico,
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danificou as células de Sertoli e elevou a expressdo de CLDN11 no tecido testicular. O que pode
concordar com essa tendéncia de aumento observada no nosso estudo, onde esse aumento de
expressdo pode retardar a restituicdo ciclica da barreira hematotesticular e reduzir o nimero de
espermatocitos meioticos no epitélio seminifero, o que consequentemente leva a infertilidade
masculina (Zhang et al., 2013). Essa tendéncia de aumento de expressao do gene CLDN11, pode
estar evidenciando que a regulagéo do estresse oxidativo ndo esteja sendo realizada, sendo mais
expressivo apos 7 dias de tratamento. Além do que, diferente do que foi observado por Yang et
al., (2018), nossos dados podem demostraram a expressdo de CLDN11 maior no citoplasma das
células ou nas membranas de vesiculas de transicdo (n&o fizemos distingcdo nas analises) e por
possuimos tempos maiores.

Resultados dos estudos de Ha et al., (2011) e Koksal et al., (2007), sugerem que a
infertilidade masculina induzida por varicocele é mediada por danos a barreira hematotesticular.
Em andlises histopatoldgicas realizadas por Zhang et al., (2013), ap6s radiacdo gama 60Co local,
observou-se uma diminuicdo dos tubulos seminiferos, epitélio seminifero reduzido e células
espermatogénicas desorganizadas. O que também foi ilustrado pelas nossas micrografias que
mostram 0s danos progressivos nos tubulos, onde hd uma desorganizacdo dos tubulos nas
primeiras horas ap6s o tratamento, acentuando-se no 7° dia. Pan et al., (2018) em seu exame
histopatoldgico revelou ruptura crescente da integridade da barreira hematotesticular ao longo do
tempo, o que também foi ilustrado pelas nossas micrografias, mostrando uma retracdo dos tubulos
e necrose coagulativa do epitélio seminifero.

O gene StAR possui a fungédo de entrega de colesterol para a membrana mitocondrial
interna, além de outras funcdes desconhecidas no organismo. Em nossos resultados, quando
comparado com os animais controle, ha uma maior expressdo nos testiculos dos animais tratados
apos 24h de tratamento, mesmo com variacdo entre 0s animais, que reduziu nos tratamentos apés
72h e 7 dias, aproximando do nivel de expressao visto nos animais controle (Figura 14). Segundo
0 estudo de Norman et al., (2003), ap6s o tratamento com Di(n-butil) ftalato (DBP), um
desregulador endécrino, ocorreu uma diminuicdo do conteddo lipidico das células de Leydig e a
alteracdo dos genes de transporte do colesterol, alterando e influenciando no transporte e agindo
como um mecanismo potencial para a diminuicdo da sintese de testosterona, influenciando
negativamente o desenvolvimento reprodutivo masculino. Norman et al., (2003), também
observaram que a expressdo do gene StAR, foi significativamente reduzida e que quando
analisados sua imunocoloracéo, foi intensa e localizada no citoplasma de células de Leydig em
testiculos de animais controle, no entanto, a intensidade de coloracdo de células de Leydig em

testiculos expostos a DBP diminuiu acentuadamente.
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Galano e Papadopoulos (2022), observaram que quando nocauteado 0 gene StAR em
celula de Leydig, altera-se a estrutura e fungdo mitocondrial que ndo é recuperada. Além disso,
mostram que quando a estrutura e/ou fun¢do mitocondrial € prejudicada, o processamento de StAR
é defeituoso, resultando na incapacidade de StAR de se mover da membrana mitocondrial externa
para a matriz mitocondrial (Galano & Papadopoulos, 2022). Resultados observados por Bozkaya
etal. (2017), demonstraram que o estresse térmico prolongado diminuiu a expressao do gene StAR
em testiculos de ratos, onde o0 estresse termico crénico (a 38 °C por 9 semanas) causou degeneracao
do epitélio seminifero. Em nosso estudo, o estresse térmico agudo a 45 °C causou um aumento da
expressdo de StAR as 24h seguida do retorno para niveis semelhantes ao controle as 72h e 7 dias.
Esse aumento pode ser explicado pela resisténcia das células de Leydig sobre os efeitos da
temperatura, diferente das espermatides e 0s espermatdcitos que sdo mais sensiveis. E com a
reducdo na expressdo de Mtrf, que pode estar contribuindo para um acumulo de mitocondrias
danificadas no tecido, pode sugerir que esse aumento tenha sido de achados de StAR nas
membranas externas dessas mitocondrias. Ja a sua queda propde que nossas mitocondrias e células
de Leydig estejam senda afetadas ap6s 72h, e continua no 7° dia, de tratamento de FHT.

Aktas & Kanter (2009), mostraram que o nimero de células de Leydig positivas para
testosterona diminuiu em testiculos de ratos expostos a altas temperaturas devido a alteracGes
degenerativas dos tibulos seminiferos, que estavam nédo canalizados e atréficos de didmetro muito
menor, e apresentando o tecido conjuntivo intertubular mais abundante e mais solto, ilustrados
nos achados histopatoldgicos. Portanto, a regulacdo negativa da expressdo do gene StAR nos
testiculos por altas temperaturas ambientais podem resultar da diminui¢do do nimero de células
de Leydig nos testiculos. Um declinio na proteina esteroidogénica, StAR, ap0s tratamento térmico
em ratos adultos foi relatado por Hwang et al., (2010), envolvendo a exposicao do testiculo a uma
faixa de temperatura de 41 a 43 °C por 10 minutos, duas vezes ao dia, durante 3 dias por semana,
durante um periodo de 4 semanas. Eles observaram mudancas morfoldgicas significativas na
maquinaria esteroidogénica das células de Leydig, além do que sugerem que banhos quentes
frequentes podem prejudicar a esteroidogénese testicular e afetar a funcdo das células de Leydig,
podendo ser diminuida por um efeito direto da hipertermia ou por um efeito indireto da lesdo dos
tibulos seminiferos. Nas histologias observadas por Hwang et al., (2010), os testiculos do grupo
controle apresentavam espermatogénese normal com a presenca de todos os tipos de células
germinativas. Porém os grupos submetidos a banhos quentes, tanto de jovens quanto de idosos,
apresentavam tubulos seminiferos vacuolizados, e maior deteriora¢do no grupo de idosos. Sendo
bastante parecidos com 0s nossos achados histopatoldgicas, com o inicio de vacuolizagdo e
necroses coagulativa nos tempos de 24h e 72h, porém mais acentuado no grupo de 7 dias ap6s o

tratamento. O acumulo de goticulas lipidicas , o aparecimento de um reticulo endoplasmatico liso
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dilatado, o inchago mitocondrial e o desaparecimento das cristas mitocondriais, foram relatados
por varios investigadores dentro de 35 dias de exposicdo ao calor (Damber et al., 1980; Aktas e
Kanter, 2009 ).

No geral, os dados sugerem que a célula de Leydig pode sofrer alteracdes funcionais
significativas apds o tratamento térmico, incluindo redugdo na expressdo génica de StAR.
Advertindo que o0 nosso tratamento de FHT pode interferir nos niveis proteicos do transporte de
colesterol e subsequentemente na producdo de testosterona, essa tendéncia de redugdo de
expressdo do gene observada nos nossos achados de 24h a 7 dias, pode ser explicada devido a
quantidade de células vidveis no tecido, principalmente no 7° dia, e que pode ser continua em

outros tempos maiores de analises.

Conclusao e perspectivas

Podemos concluir que o tratamento de FHT mediada por nanoparticulas nos testiculos de
ratos esta afetando o nivel de expressdo dos genes estudados. Dois destes genes, Mtrfl e Trf2,
estdo envolvidos em processos de defesa ou regulacdo de ROS, bem como a tendéncia de aumento
da expressdao de CLDN11. A reducdo no gene StAR, indica que 0 nosso tratamento também afeta
0s niveis de proteinas envolvidas no transporte de colesterol e compromete uma das vias de
producdo de testosterona, o que consequentemente leva a infertilidade masculina. As anélises
histopatoldgicas correlacionam-se com os dados obtidos da expressao dos genes, ilustrando os
danos causados na primeira semana pos-tratamento, e por uma falta de regulacdo do estresse
oxidativo. Juntos, estes dados corroboram que esse novo procedimento é bastante eficiente como
método de castracdo e gera infertilidade. Ainda assim, se faz necessario mais estudos para medicao
de niveis de ROS no tecido ap0s o tratamento, avalicdo das mitocdndrias e andlises de outros
genes que possam estar envolvidos nessa cascata de ativagdo de ROS, para melhor elucidar os
efeitos moleculares da FHT testicular.
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