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RESUMO

PARANZINI, C. S. EFEITOS DA CASTRACAO QUIMICA COM CLORETO DE
CALCIO ASSOCIADO COM DMSO SOBRE A ESPERMATOGENESE E
FERTILIDADE DE RATOS. Botucatu — SP. 2019. 108p. Tese (Doutorado em
Biotecnologia Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da acdo imediata e por 10 dias
consecutivos, da injecéo intratesticular de 20% de CaCl, associada a 0,5% de DMSO nas
caracteristicas espermaticas, na temperatura, biometria e histologia testicular, nas
alteracbes macroscopicas do escroto e tecidos subjacentes, na protedmica do liquido
epididimal e do espermatozoides, e nos efeitos tardios sobre a fertilidade em ratos Wistar.
Foram utilizados 96 ratos machos e 24 fémeas, com 80 a 90 dias de idade,
respectivamente. Os machos foram divididos em dois grupos (controle e tratado), pesados
e, as temperaturas corporal e escrotal aferidas (tempo 0). Os ratos receberam uma injecéo
intratesticular de 0,1 mL de NaCl a 0,9% (controle/CTR; n = 6) ou 0,1 mL de 20% de
CaClz associado com 0,5% de DMSO (grupo tratado; n = 90); o grupo tratado foi dividido
em 15 subgrupos, de acordo com 0 momento da eutanasia (2, 4, 8 e 12 h; D1-D10 e D100;
n = 6/grupo). A temperatura corpérea e testicular, pardmetros seminais, biometria
testicular, dor, avaliacdo testicular macroscopica e histolégica foram realizadas as 2, 4, 8
e 12 h, a cada 24 h por 10 dias consecutivos e aos 100 dias. A analise protedmica dos
espermatozdides foi realizada 2 h e D1, enquanto a proteémica do fluido epidimal as 2 h,
D1, D5, D7 e D10. Aos 80 dias, os machos (CTR e tratado D100) foram pareados com 3
fémeas para o teste de fertilidade. O tratamento com 20% de CaCl; associado com 0,5%
de DMSO prejudicou os pardmetros seminais com minimos efeitos sistémicos e
aumentou a temperatura escrotal as 2, 4, 8 e 12 h no grupo tratado. No D100 do grupo
tratado, houve azoospermia, atrofia testicular e o teste de fertilidade foi negativo. Os ratos
do grupo CTR no D100 eram normospérmicos e férteis. Adicionalmente, a avaliacdo
protémica forneceu a descri¢cdo e quantificacdo das proteinas do liquido epididimario e
das células espermaticas de amostras de ratos férteis e apds a inducdo da orquite. A
injecdo intratesticular de 20% de CaCl> associado com 0,5% de DMSO prejudicou
imediatamente a funcdo testicular (2 h) e causou reacdo inflamatoria testicular intensa
que prejudicou a fertilidade, mas ndo interferiu no bem-estar animal. Além disso,
proteinas identificadas na protedmica poderiam ser usadas como biomarcadores de
fertilidade/infertilidade ou alvo das vacinas imunocontraceptivas.

Palavras chave: Infertilidade masculina, Orquite aguda, Agente esclerosante,
Biomarcador de fertilidade, Protedbmica



ABSTRACT

PARANZINI, C. S. EFFECTS OF CALCIUM CHLORIDE WITH DMSO INJECTION
ON SPERMATOGENESIS AND FERTILITY IN RATS. 2019. 108p. Thesis (PhD
Degree in Animal Biotecnology) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

This study aimed to evaluate immediate effect of intratesticular injection of CaCl, 20%
associated with DMSO 0.5% on sperm characteristics, testicular temperature, biometry
and histology, macroscopic scrotal and adjacent tissue changes, epididymal fluid and
spermatozoa proteomics, and the late effect of fertility on Wistar rats. We used 96 male
and 24 female Wistar rats, 80 to 90 days old respectively. Males were divided into two
groups (control and treated); weighed, and body and scrotal temperatures measured (time
0). Rats received an intratesticular injection of 0.1 mL of NaCl 0.9% (control/CTR; n =
6) or CaCl> 20% associated with DMSO 0.5% (treated group; n = 90); treated group was
divided into 15 subgroups depending on euthanasia time (2, 4, 8 and 12 h; D1-D10 and
D100; n = 6). Body and testicular temperature, seminal characteristics, testicular
biometry, pain, macroscopic and histological testicular evaluations were performed at 2,
4, 8 and 12 h, every 24 h for 10 consecutive days and at 100 days. Spermatozoa
proteomics analysis was done 2 h and D1 while epididymal fluid at 2 h, D1, D5, D7 and
D10. At80" day, male (CTR and treated D100) were couple with 3 female. The treatment
with CaCl2 20% associated with DMSO 0.5% impaired seminal parameters with minimal
systemic effects and increased scrotal temperature at 2, 4, 8 and 12 h in the treated group.
At D100 was azoospermia, testicular atrophy and negative fertility test. Rats in the CTR
group at D100 were normospermic and fertile. The proteomic evaluation provided
epididymal fluid and sperm cell quantity and baseline proteins description of samples
with normal seminal parameters and after acute testicular inflammatory reaction.
Intratesticular injection of CaCl, 20% with DMSO 0.5% immediately (2 h) impaired
testicular function and caused testicular inflammatory reactions that harmed fertility, but
did not interfere with animal welfare. Furthermore, the presented proteins can be used as
fertility/infertility biomarker or immunocontraceptive vaccine target.

Keywords: Male infertility, Acute orchitis, Sclerosing agent, Fertility biomarker,

Proteomic
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Métodos de contracepcéo sao estudados em diferentes espécies, incluindo humanos,
espécies de animais de producdo, silvestres e animais de companhia. Porém, apesar de
diversos estudos e das preocupac¢des com o bem-estar animal, o desafio atual é encontrar
método contraceptivo eficiente, sem efeitos adversos, de baixo custo e com manejo
reduzido.

Com esse proposito, estudos focados na esterilizagéo de machos, utilizando agentes
esclerosantes intratesticulares se intensificaram nos Gltimos 10 anos. E um método de
facil utilizacdo, custo relativo baixo e de Unica aplicacdo em alguns casos, com minimos
efeitos adversos para esterilizacdo de machos errantes e ferais. De fato, alguns produtos
ja estudados ocasionam les6es ulcerativas testiculares importantes e dor, e em vista disso,
o cloreto de célcio (CaClz) associado com outros produtos tem sido recomendado para
esterilizacdo animal, sem efeitos adversos. Este composto quimico causa reagdo
inflamatoria testicular, orquite, que leva a lesdo tecidual por necrose e peroxidagdo
lipidica devido a producéo de radicais livres (JANA; SAMANTA, 2011), acarretando em
infertilidade permanente (PARANZINI et al., 2018; SILVA et al., 2018).

Os relatos de literatura disponiveis citam as alteracGes causadas pela epididimo-
orquite aguda, de maneira tardia (LUDWIG, 2008; RUSZ et al., 2012; AZENABOR;
EKUN; AKINLOYE, 2015). Assim, em vista da necessidade de maior entendimento da
fisiopatogenia da inflamacdo testicular e dos mecanismos moleculares envolvidos na
infertilidade/fertilidade masculina, este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da
orquite aguda imediatamente e por 10 dias consecutivos, apés a inducdo da reacao
inflamatoria local pela aplicacdo intratesticular de CaCl, 20% associado com DMSO
0,5% sobre as caracteristicas das células espermaticas, temperatura testicular, biometria
testicular, alteragdes macroscopicas, histologia, proteinas do fluido epididimario e

espermatozoides e, sobre os efeitos tardios na fertilidade em ratos Wistar.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta revisdo de literatura teve como objetivo central resumir brevemente o
funcionamento do sistema reprodutivo masculino interno e 0s possiveis mecanismos
envolvidos na infertilidade masculina apos a injecdo intratesticular do CaCly, que esta
sendo utilizado em pesquisas de controle populacional em massa de cées e gatos errantes.
Com isso, considera-se que o objetivo principal desta reviséo, foi alcancado.

Com relacdo aos objetivos secundarios, a revisao de literatura foi consistente com
0 tema que incluiu conceitos importantes da patofisiologia da reproducdo do macho,
mecanismos da inflamacéo testicular e consequéncias sobre a fertilidade, do método de
diagnostico da orquite empregado neste estudo, a importancia do estudo molecular e

perspectivas futuras para o controle populacional diante dos avancos tecnologicos.

Com toda esta pesquisa de doutaramento, foi possivel identificar e entender melhor
as implicac6es clinicas imediatas da injecdo intratesticular do CaCl, 20% associado com
DMSO 0,5% no testiculo, sobre a célula espermaética e sobre a fertilidade de ratos.
Também foi importante no apontamento dos efeitos toxicos imediatos do composto
quimico na célula espermatica. Outro ponto importante do estudo foi em relacdo a
alteracdo protedbmica da célula espermatica e fluido epididimal apds a inflamacgéo

testicular aguda.

Espera-se que esse estudo tenha contribuido para o melhor entendimento dos
mecanismos que influenciam a alteracdo da capacidade fertilizante do espermatozoide e
que no futuro, estudos como estes permitam o desenvolvimento de técnicas diagnosticas
precoces da inflamacéo testicular reduzindo impacto econémico e no desenvolvimento

de métodos contraceptivos mais efetivos.





