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RESUMO: A superpopulagdo de cdes representa um importante desafio a saide publica,
demandando métodos eficazes, acessiveis e seguros de controle reprodutivo. A castracdo
cirirgica, embora amplamente utilizada, pode apresentar limitacdes operacionais e efeitos
adversos, o que impulsiona a busca por alternativas, como a esterilizacdo quimica. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a eficdcia e a seguranga da castracdo quimica por meio da
aplicagdo intratesticular de cloreto de calcio (CaClz) em diferentes concentragdes, comparando
seus efeitos clinicos, seminais e histolégicos. Foram utilizados seis cdes machos, distribuidos
em trés grupos experimentais: grupo controle submetido a orquiectomia, grupo tratado com
CaClz: a 40% e grupo tratado com CaClz a 20% associado ao etanol absoluto. Avaliaram-se os
efeitos clinicos locais, a motilidade e a morfologia espermatica, bem como as alteracdes
histologicas testiculares sete dias apds a aplicacdo. Os animais tratados com CaCl: a 20%
associado ao etanol apresentaram boa tolerancia clinica, sem efeitos adversos significativos,
enquanto o grupo CaCl. 40% apresentou sinais inflamatorios locais moderados. Em ambos os
grupos tratados, observou-se auséncia de motilidade espermdtica e elevada frequéncia de
alteracdes morfoldgicas. A avaliacdo histoldgica evidenciou lesdes testiculares de grau
moderado no grupo CaCl: 20% + etanol e alteragdes severas no grupo CaCl: 40%, incluindo
necrose, degeneracdo e inflamagdo. Conclui-se que a aplicacdo intratesticular de CaClz
compromete significativamente a espermatogénese, sendo a formulacdo a 20% associada ao

etanol uma alternativa promissora a orquiectomia, com menor intensidade de efeitos adversos.

Palavras-chave: Esterilizacdo quimica. Azoospermia. Morfologia espermadtica. Histopatologia

testicular. Infertilidade masculina.



ABSTRACT: The overpopulation of dogs represents a major public health challenge, requiring
effective, accessible, and safe reproductive control methods. Although surgical castration is
widely used, it may present operational limitations and adverse effects, which has stimulated
the search for alternatives such as chemical sterilization. This study aimed to evaluate the
efficacy and safety of chemical castration through intratesticular injection of calcium chloride
(CaCl) at different concentrations, comparing clinical, seminal, and histological outcomes. Six
intact male dogs were allocated into three experimental groups: a control group subjected to
orchiectomy, a group treated with 40% CaCl., and a group treated with 20% CaCl. associated
with absolute ethanol. Local clinical effects, sperm motility and morphology, and testicular
histological changes were evaluated seven days after treatment. Dogs treated with 20% CaClz
plus ethanol showed good clinical tolerance, with no significant adverse effects, whereas
animals treated with 40% CaCl. exhibited moderate local inflammatory reactions. In both
treated groups, sperm motility was absent and a high frequency of morphological abnormalities
was observed. Histological evaluation revealed moderate testicular lesions in the 20% CaCl.
plus ethanol group and severe alterations in the 40% CaCl. group, including necrosis,
degeneration, and inflammation. It is concluded that intratesticular injection of CaCl.
significantly impairs spermatogenesis, and the 20% CaClL plus ethanol formulation appears to

be a promising alternative to orchiectomy, with fewer adverse effects.

Keywords: Chemical sterilization. Azoospermia. Sperm morphology. Testicular

histopathology. Male infertility.
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1.INTRODUCAO

A superpopulacdo de cdes e gatos errantes acarreta impactos significativos a saide
Unica, representando desafios aos sistemas de saide municipais, especialmente em func¢do do
aumento do risco de transmissao de zoonoses (PAULA, 2012). Estima-se que a maior parte da
populacdo de cdes e gatos no pais vivam em condi¢cdes de abandono ou vulnerabilidade,
segundo dados do Instituto Pet Brasil (IPB), a populacdo de cades e gatos no pais ja ultrapassa
81,5 milhdes de individuos, cendrio que apresentou crescimento expressivo de 126% entre os
anos de 2018 e 2020 (SILVA et al., 2023).

A perpetuacdo da vulnerabilidade de cdes e gatos estd associada, principalmente, a
desinformacao dos tutores e ao elevado potencial reprodutivo dessas espécies, caracterizado
por rdpido amadurecimento sexual e proles numerosos. Diante disso, torna-se necessdria a
implementacdo de medidas eficazes de controle populacional, a fim de mitigar a
superpopulacdo e seus impactos a sadde publica (LIMA et al., 2010).

A esterilizacdo constitui o principal método contraceptivo empregado na Medicina
Veterindria, sendo aplicada em diferentes espécies por meio de técnicas cirirgicas, quimicas ou
fisicas. Tais métodos apresentam variacoes quanto a eficicia, aos efeitos fisiologicos e
comportamentais, bem como a duragdo dos resultados, de acordo com a técnica adotada
(ROMAGNOLI et al., 2024).

Dentre os métodos de esterilizacdo cirdrgica, a orquiectomia € a técnica de eleicdo para
a castracdo de machos, sendo a abordagem tradicional e mais comumente empregada. Seu
objetivo primdrio € o controle reprodutivo por meio da remog¢do dos 6rgdos sexuais, além da
reducdo de comportamentos indesejidveis, como marcacdo territorial por urina e monta
excessiva, em decorréncia da supressdo dos hormdnios gonadais. Entretanto, embora tais
comportamentos possam ser atenuados, alguns animais podem desenvolver alteracoes
comportamentais, incluindo medo, fobias, ansiedade ou agressividade redirecionada, o que
evidencia possiveis efeitos adversos dessa técnica (CARVALHO et al., 2007; ROMAGNOLI
et al., 2024).

Como alternativa, a esteriliza¢do quimica caracteriza-se como um método nao invasivo
que emprega substancias capazes de provocar inflamacdo, fibrose e danos permanentes as
estruturas do sistema reprodutor (LOPES & SILVA, 2014). Esses agentes podem ser
administrados no testiculo, epididimo ou ducto deferente, resultando em azoospermia e em

reducdo variadvel das concentragdes de testosterona (ROMAGNOLI et al., 2024). Entre as
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principais vantagens dessa técnica destaca-se a dispensa do procedimento cirdrgico,
especialmente no que se refere ao manejo pds-operatério (LOPES & SILVA, 2014), enquanto
que a principal desvantagem do método € que ele deve ser completamente efetivo em todo o
tecido, caso contrdrio, pode haver regeneracdo de uma parte dos tibulos seminiferos e células
de Leydig (PINTO, 2018).

O cloreto de célcio (CaClz) ¢ um dos agentes quimicos esterilizantes ja testados em
diversas espécies (ROMAGNOLI et al., 2024). Seu mecanismo de ac@o envolve a geracdo de
radicais livres, promovendo destruicdo dos tecidos tubulares e intersticiais, com consequente
reducdo sérica da testosterona e inibi¢do de enzimas antioxidantes (MOHAMED et al., 2024).
O CaCl: apresenta-se como uma alternativa vantajosa por seu baixo custo e pela relativa
simplicidade e efetividade da técnica, desde que utilizada em concentragdes adequadas que
associem eficacia esterilizante a minimos efeitos colaterais (PINTO, 2018; LEOCI et al.,
2014a).

Diante da necessidade de controle do crescimento populacional de caes, torna-se
essencial o aprimoramento de técnicas de esterilizacdo, bem como, estudos para identificar
doses eficazes visando maior viabilidade e praticidade. Nesse contexto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a eficdcia e a seguranca da castra¢do quimica por meio da aplicacao
intratesticular de cloreto de célcio (CaCl:) em diferentes concentragdes, comparando seus

efeitos clinicos, seminais e histolgicos.
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2.FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Sistema reprodutor masculino do cao

O sistema reprodutor dos caninos machos € composto por um par de testiculos,
epididimo (subdividido em cabeca, corpo e cauda), ducto deferente, prostata, uretra e pénis

(ROMANO & BRINSKO, 2021).

O escroto € constituido pela pele externa, tinica dartos subcutanea e fascia espermatica
externa, estruturas que desempenham papel fundamental na espermatogénese ao promover a
manutencdo da temperatura testicular, que deve ser inferior a corporal. No interior do saco
escrotal localizam-se os testiculos, gdnadas masculinas responsdveis pela producdo de
espermatozoides e hormonios. Cada testiculo é revestido externamente por uma capsula fibrosa
densa denominada tunica albuginea, que é recoberta pela tinica vaginal visceral, sendo
responsavel por dar um aspecto liso a superficie testicular. A tinica albuginea emite septos que
se projetam para o interior da gonada, subdividindo o parénquima testicular em lébulos

piramidais que convergem em direcfio ao mediastino testicular (KONIG & LIEBICH, 2014).

Cada l6bulo contém de dois a cinco ttibulos seminiferos contorcidos, constituidos por
células espermatogénicas e células de Sertoli, as quais exercem fungdes de sustentacdo e
regulagdo da espermatogénese, fornecendo suporte nutricional e secretando hormonios. Entre
os tubulos seminiferos localiza-se o tecido intersticial, que abriga as células de Leydig,
responsdveis pela sintese de hormonios esteroides androgénicos, especialmente a testosterona

(SENGER, 2015).

A rede testicular (rete testis), localizada no mediastino testicular, recebe os
espermatozoides provenientes dos tibulos seminiferos por meio dos tibulos retos e comunica-
se com os ductos eferentes, geralmente em niimero de seis a dez, os quais desembocam na
cabeca do epididimo, estabelecendo a conexdo entre o parénquima testicular e o epididimo. A
cabeca do epididimo recebe espermatozoides ainda imaturos, que adquirem maturidade
funcional durante o transito pelo ducto do epididimo, especialmente na regido do corpo. Na
cauda do epididimo ocorre o armazenamento das células ja maturadas. A partir dessa regido,
no momento da ejaculagdo, os espermatozoides seguem pelo ducto deferente, uretra pélvica e
uretra peniana, alcangando o meato urindrio externo do pénis do cdo (KONIG & LIEBICH,

2014).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da morfologia testicular do cao macho.
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Fonte: Dukes e Reece (2017)

As glandulas genitais acessorias contribuem com secrecdes que compdem o plasma
seminal e, portanto, desempenham papel essencial na viabilidade e transporte dos

espermatozoides (ROMANO & BRINSKO, 2021).
2.1.1. Morfologia do espermatozdide

O espermatozdide é uma célula altamente especializada composta por cabeca, ¢a
intermedidria e cauda (flagelo). Essa organizacdo estrutural estd diretamente relacionada as
funcdes de protecdo do material genético, reconhecimento do odcito e motilidade celular

(ARAUJO et al., 2025).

A cabeca apresenta formato eliptico e abriga um nicleo denso, cujo contorno
acompanha a morfologia da propria cabeca. Na regido anterior localiza-se o acrossoma, uma
vesicula achatada situada entre a membrana plasmadtica e o envelope nuclear, delimitada por
membranas anterior e posterior. O acrossoma contém enzimas hidroliticas, como a
hialuronidase e a acrosina, fundamentais para a penetra¢do nas camadas externas do odcito

durante a reacdo acrossomica (SENGER, 2015).
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A peca intermedidria localiza-se entre a cabeca e a cauda propriamente dita, e é
subdividida em colo e na bainha mitocondrial. No colo encontra-se um centriolo, a partir do
qual se origina o axonema, estrutura responsavel pelo movimento flagelar, constituida por dois
microtibulos centrais e nove dupletos periféricos. Associadas a esses dupletos surgem nove
fibras densas, localizadas na periferia do colo, que se estendem longitudinalmente ao longo das
porcdes subsequentes da cauda. Em seguida, na bainha mitocondrial, estdo dispostas as fibras
densas e o axonema circundadas por mitocondrias dispostas em espiral. Essas mitocondrias sao
responsdveis pela producdo da energia necessdria a atividade do axonema e, consequentemente,

a motilidade do espermatozoide. (HIB, 2008; SENGER, 2015).

O término da bainha mitocondrial marca o inicio da cauda do espermatozoide, que pode
morfologicamente ser subdividido em peca principal e peca terminal. Em suma, a principal
diferenca destas divisdes € sua composicao estrutural. Enquanto que a peca principal da cauda
¢ composta pelo axonema, sete fibras densas e duas colunas da bainha fibrosa, a peca terminal
conta com o axonema envolto apenas pela membrana plasmdtica e por microtibulos

independentes, o que caracteriza a porc¢ao final da cauda (HIB, 2008).

Na Figura 2, é possivel observar a morfologia do espermatozoide canino, além de sua
estruturacdo interna composta de fibras, microtibulos e axonio, que tente a ficar menos

complexa conforme a cauda chega em sua porcao final.

Figura 2 - Representacdo esquematica da morfologia do espermatozoide canino.
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Fonte: De Araujo & Silva (2017).
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2.2. Esterilizacao cirargica

A esterilizacdo cirdrgica tem sido uma ferramenta global para combater a
superpopulacdo de cdes e o risco de doencas de origem reprodutiva, como neoplasia
testiculares, tumor venéreo transmissivel (TVT), orquites e epididimites. A gonadectomia deve
ser realizada apenas apds a descida completa dos testiculos para o escroto, o que ocorre nos

cdes por volta das 4-5 semanas (KUTZLER, 2020).

Dentre os métodos mais comuns de esterilizagdo estdo a orquiectomia, e a vasectomia.
Em suma, a principal diferenga entre os efeitos das duas alternativas é a permanéncia da

testosterona na segunda (CAVALCANTE, 2022).

2.2.1 Orquiectomia

A orquiectomia é o procedimento cirirgico para a remocao dos testiculos, epididimos e
parte dos corddes espermaticos dos animais, sendo uma técnica amplamente utilizada na rotina
veterindria. Dentre vérias técnicas, destaca-se a orquiectomia pré-escrotal aberta

(FERNANDES, 2025).

O procedimento inicia-se com a conten¢do do paciente em dectbito dorsal, seguida da
confirmacdo da presenca dos testiculos no interior da bolsa escrotal. Apds a adequada
preparacdo e anestesia do paciente, procede-se a tricotomia e a antissepsia do abdome caudal e
da face medial das coxas, adotando-se cuidados para evitar irritacdes escrotais decorrentes do
uso do tricotomo ou de agentes antissépticos. Em seguida, o campo operatério € delimitado de
modo a excluir o escroto da drea cirtirgica. Mediante leve pressdo escrotal, um dos testiculos é
deslocado para a regido pré-escrotal, onde se realiza uma incis@o ao longo da rafe mediana,
transpassando a pele, o tecido subcutineo e a fascia espermatica, possibilitando a exteriorizagao
testicular. Com o testiculo exposto, efetua-se a abertura da tiinica vaginal parietal, preservando-
se a tunica albuginea, a fim de evitar a exposi¢cdo do parénquima testicular. Na sequéncia,
realiza-se a separacdo digital do ligamento da cauda do epididimo, auxiliada por tracdo com
pin¢ca hemostatica aplicada a tinica vaginal. As estruturas que compdem o cordao espermaético,
incluindo o cordao vascular e o ducto deferente, sio entdo devidamente identificadas e
submetidas a ligadura, de forma individual ou conjunta, utilizando-se fio absorvivel ou,
alternativamente, grampos hemostéticos. Apds a ligadura, o corddo espermaético € seccionado
entre a ligadura e uma pin¢a hemostética previamente posicionada, procedendo-se a inspecao

cuidadosa para deteccdo de possiveis hemorragias. O mesmo procedimento € repetido para o
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segundo testiculo por meio da mesma incisdo cirdrgica. Por fim, a fiscia densa adjacente ao
pénis € aproximada com sutura continua ou interrompida, e o fechamento final é realizado com
sutura continua no tecido subcutaneo e sutura intradérmica, subcuticular ou interrompida na

pele (FOSSUM, 2019; OLIVEIRA, 2022).

Essa alternativa cirtrgica, além de preventiva pode ser utilizada como terapéutica de
patologias reprodutivas, e sua principal vantagem € a perda definitiva da capacidade reprodutiva
do animal, em um udnico procedimento. Entretanto, sdo necessdrios diversos cuidados de
assepsia, além de assumir riscos anestésicos, cirdrgicos e pds cirirgicos, incluindo hemorragias,

edema escrotal, deiscéncia de pontos e infeccao (CRUZ, 2015).

2.3 Esterilizacao quimica

A esterilizagdo quimica consiste em uma alternativa ndo cirdrgica contraceptiva de
machos, realizada por meio da administracdo de agentes quimicos diretamente no testiculo,
epididimo ou ducto deferente, com o objetivo de induzir a infertilidade por meio da
azoospermia. Essa técnica é caracterizada por sua simplicidade, baixo custo, relativa facilidade
de execuc¢do, além de minimizar as infec¢des oportunistas e complicacdes do pds-cirtirgico
(LOPES & SILVA, 2014).

Estudos indicam que os métodos de castracdo quimica estdo associados a ocorréncia
minima ou ausente de desconforto apds a administragdo do agente, embora a intensidade das
reacOes possa variar de acordo com a via de aplicac@o e a substancia utilizada. Esse perfil de
sensibilidade reduzida relaciona-se a distribuicdo das termina¢des nervosas aferentes
responsaveis pela percep¢ao dolorosa, as quais se concentram predominantemente na pele
escrotal e na cépsula testicular, estando ausentes no interior do parénquima testicular e

epididimério (KUTZLER & WOQOD, 2006; ROMAGNOLI et al., 2024).

Entre as substancias investigadas como agentes esclerosantes, destacam-se o cloreto de
cadmio, possivelmente o primeiro composto a apresentar efeitos sobre o tecido testicular
descritos na literatura, sendo classificado como perigoso e instdvel (MARTELLI, 2006); o
zinco, que passou a ser empregado comercialmente na forma de gluconato de zinco (LOPES &
SILVA, 2014); e o cloreto de célcio, considerado uma alternativa altamente eficaz e promissora

em felinos (JANA & SAMANTA, 2011) e em cdes (LEOCI et al., 2014a).
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2.3.1 Cloreto de calcio

Uma substancia quimica ideal para a esteriliza¢do de cdes deve promover a interrup¢ao
da espermatogénese, da androgénese e da libido, sem ocasionar efeitos colaterais graves. No
entanto, a maioria dos compostos disponiveis ndo € capaz de eliminar as fontes gonadais de
testosterona. Nesse contexto, o cloreto de célcio di-hidratado (CaCl.) apresenta-se como uma
alternativa promissora, tendo demonstrado quimioesterilizacdo permanente em estudos
experimentais (JANA & SAMANTA, 2011), além de reducdo dos niveis de testosterona em
cdes machos (LEOCI et al., 2014b).

Estudo realizado em cées por Leoci et al. (2014b) avaliou diferentes concentracdes de
CaCl: em solucdo salina fisioldgica ao longo de um periodo de doze meses. No experimento,
os grupos tratados com concentracdes de 30% e 60% de CaCl. em solugdo salina alcangaram
azoospermia e apresentaram reducdo dos niveis séricos de testosterona nos primeiros meses,
entretanto, a partir do sexto més, os animais tratados com a solu¢ao a 30% demonstraram
aumento nos niveis séricos do hormonio. Além disso, a motilidade espermaética reduziu-se a
zero ou valores préximos em todos os grupos avaliados (10%, 20%, 30% e 60%), e observou-
se também diminuicdo do didmetro testicular. Nos caes submetidos as concentragdes de 10% e
20% nao foram observados efeitos colaterais significativos, enquanto as concentra¢des de 30%
e 60% mostraram-se mais agressivas, com ocorréncia de dor, inflamacgao, necrose e formacao
de fistulas testiculares em alguns animais.

Em novos experimentos, Leoci et al. (2014a) avaliou as propriedades esterilizantes de
uma solugdo de CaClL a 20% diluido em alcool etilico a 95%, por via intratesticular, em um
periodo de doze meses. A formulagdo demonstrou efeito esterilizante duradouro, mantendo
azoospermia completa e niveis reduzidos de testosterona ao longo de todo o periodo de
acompanhamento, além de promover a regressdo de comportamentos sexuais € agressivos, sem
efeitos adversos observaveis. Além disso, houve reducdo do volume seminal, atrofia testicular
progressiva e auséncia de dor ou reagdes inflamatorias significativas.

A técnica de esterilizacdo quimica por meio da aplicagdo de CaClz a 20%, diluido em
etanol a 95%, mostrou-se eficaz e configura-se como uma possivel alternativa a orquiectomia,
especialmente em situagdes em que tutores demonstram resisténcia a intervencao cirdrgica e a
alteracdo da integridade anatdmica dos animais, contribuindo, assim, para estratégias de

controle da superpopulacdo animal (LEOCI ez al. 2019).
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de estudo e animais

Todos os animais foram previamente submetidos a avaliacdo clinica geral e androlégica
por meio da técnica de palpagdo, com o objetivo de investigar possiveis anormalidades
morfoldgicas e fisioldgicas. O estudo utilizou seis caes machos ndo castrados (n = 6), com idade
entre 2 e 4 anos, sendo priorizados caes com escore corporal entre 3 e 4, provenientes do
territério do IFPB — Campus Sousa e do Canil Municipal de Sousa/PB, distribuidos em trés
grupos experimentais por meio de delineamento inteiramente casualizado. Os animais do Grupo
1 (controle; n = 1) foram submetidos ao procedimento cirdrgico de orquiectomia. O Grupo 2 (n
= 3) foi submetido a aplicacdo quimica intratesticular de solucdo de cloreto de célcio a 40%
(CaClz2 40%). Ja o Grupo 3 (n = 2) recebeu aplicagdo quimica intratesticular de solucdo de

cloreto de calcio a 20% associada ao etanol absoluto (CaCl. 20% + etanol 100%).

3.2. Preparacao e aplicacao intratesticular das solucoes

3.2.1. Formulag¢des

A formulacdo de CaCl. a 40% foi preparada pela dissolucdo de 40 g de CaCl: di-
hidratado em p6 em volume final de 100 mL de solu¢do salina fisioldgica, seguida de
homogeneizagao e esterilizagao da solugdo. J& a formulacao de CaClz a 20% associada ao etanol
a 100% foi obtida pela dissolucdo de 20 g de CaCl: di-hidratado em p6 em volume final de 100

mL de etanol a 100%, sendo a mistura igualmente homogeneizada (Figura 3).

Figura 3 - Producdo da formulac¢do de Cloreto de Calcio a 20% + Etanol 100%. A) Balanca de
Precisdao com 20g de Cloreto de Célcio di-hidratado. B) Proveta com 100ml de Etanol Absoluto.
C) Mistura da formulacao.

Fonte: Laboratério de Reproducao Animal (LRA-IFPB).
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3.2.3. Aplicacdo intratesticular

Para a defini¢do da dose a ser aplicada em ambos os grupos experimentais, os testiculos
foram mensurados com auxilio de um paquimetro. Testiculos com comprimento de até 22 mm
receberam 0,8 mL da formulagdo, enquanto aqueles com medidas iguais ou superiores a 23 mm
receberam 1,0 mL conforme descrito por Leoci et al. (2014b). A aplicacdo intratesticular foi
realizada por meio de injecdo bilateral, utilizando-se agulha 25x7, inserida a partir do polo
caudal de cada testiculo, a uma distancia milimétrica da cauda do epididimo e direcionada ao
polo oposto. A solu¢do foi depositada por infiltracdo linear, do polo proximal ao distal, em

ritmo moderadamente lento, com duragdo aproximada de 7 a 8 segundos (Figura 4).

Figura 4 - Aplicacgdo intratesticular de formula¢do quimica de CaCl> 40% em c@o.

Fonte: Laboratério de Reproducao Animal (LRA-IFPB).

3.3. Delineamento experimental

O animal pertencente ao Grupo 1 (Grupo controle) foi selecionado no Campus do IFPB,
sendo submetido a técnica de orquiectomia pré-escrotal aberta, conforme protocolo padrdo da
Clinica Cirdrgica de Pequenos Animais (CCPA). O cdo foi previamente submetido a exame
fisico androlégico e avaliacdo hematologica por meio de hemograma completo, sendo
posteriormente encaminhado para a preparacdo pré-cirurgica. Como medicacao pré-anestésica
(MPA), foram administrados midazolam 0,5% na dose de 0,2mg/kg, dexmedetomidina 0,01%
a dose de 3ug e morfina 1% na dose de 0,2mg/kg, todas por via intravenosa. A indugdo e a
manutenc¢do anestésica foi realizada com propofol a 1% na dose de 4mg/kg via IV,. O bloqueio
local intrafunicular utilizou-se da lidocaina 2% com vasoconstritor na dose de 0,5mg/kg por

funiculo. O procedimento seguiu a técnica cirdrgia de Fossum (2021) e apds a retirada cirurgica
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dos testiculos, o material foi encaminhado ao Laboratério de Reproducio do IFPB para

processamento e posterior avaliacdo seminal.

Os animais dos Grupos 2 (CaClL 40%, n = 2) e Grupo 3 (CaCl> 20% + etanol 100%, n
= 3) foram selecionados no Canil Municipal Jodo Bosco Estrela, no municipio de Sousa-PB.
No Dia 0, os animais de ambos os grupos permaneceram diante de jejum prévio de 12 horas de
alimentos solidos e 4 horas de liquidos. No Dia 1, apds sedagdo com xilazina 2mg/kg via IM
associada a cetamina 10% 10mg/kg via IM, foi realizada a mensuragdo do didmetro testicular
com o objetivo de determinar a dose adequada, seguida da aplicacdo bilateral intratesticular das
respectivas formula¢des. No Dia 7, os animais foram novamente anestesiados com xilazina e
cetamina seguindo o mesmo protocolo, associadas ao bloqueio local intrafunicular com
lidocaina a 2% com vasoconstritor, sendo entdo submetidos a técnica de orquiectomia pré-

escrotal aberta para a retirada dos testiculos.

Imediatamente apds a exérese testicular, foram confeccionadas 1aminas para avaliacdao
da motilidade espermaética de todos os cinco caes, bem como preparadas amostras com corante
rosa-bengala para posterior andlise da morfologia espermética de um cao representativo de cada
grupo. Os testiculos de um cao de cada grupo foram selecionados, seccionados em dois cortes
transversais e fixados em formol, visando ao posterior processamento histolégico no

Laboratorio de Patologia Animal (LPA) do IFPB.

Figura 5 - Método de fatiamento de epididimo em placa de petri com soro fisiolégico aquecido.

Fonte: Laboratério de Reproducao Animal (LRA-IFPB).
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Todos os animais do experimento receberam cuidados pds-operatérios, incluindo
aplicagdo topica de pomada cicatrizante (Ganadol®) uma vez ao dia, durante 7 dias e
administracdo oral de anti-inflamatério (Meloxicam) na dose de 0,2mg/kg, uma vez ao dia,
durante 4 dias. Os protocolos anestésicos empregados nos cdes dos Grupos 2 e 3 seguiram o
padrdo adotado pelo Canil Municipal Jodo Bosco Estrela de Sousa-PB, motivo pelo qual
diferiram daquele utilizado no animal do Grupo 1 e do inicialmente planejado para o

experimento.

3.4. Avaliacao espermatica (motilidade e morfologia)

A coleta dos espermatozoides foi realizada imediatamente apds a retirada cirdrgica dos
testiculos, diretamente da cauda do epididimo, por meio do método de fatiamento, conforme
descrito por Yu & Leibo (2002). Para isso, a cauda do epididimo foi disposta em placa de Petri
contendo solucdo fisiolégica previamente aquecida em banho-maria e, em seguida, seccionada
com auxilio de bisturi. Durante esse procedimento, os espermatozoides migraram para o meio,
sendo posteriormente coletados com pipeta para as avaliagdes subsequentes.

A motilidade espermatica avalia a capacidade de deslocamento dos espermatozoides,
sendo um dos principais indicadores da viabilidade e potencial fecundante do sémen. A
avaliacdo foi feita pela visualizagdo e contagem de espermatozoides com atividade mdvel,
distribuidos em diferentes campos microscopicos, foram considerados moéveis aqueles que
apresentavam qualquer tipo de movimento. As laminas foram confeccionadas a partir de 5 uLL
da solu¢@o seminal, e analisadas imediatamente apds a preparacdo em microscopio Optico.

A avaliacdo morfoldgica consistiu na contagem de 100 células e sua avaliacdo, sendo
classificadas em normais ou patolégicas (Cauda enrolada, cauda fortemente enrolada, cauda
quebrada, peca intermediaria dobrada, peca intermedidria quebrada, cabeca micro, cabeca
destacada, cabeca de formato anormal). Quando o niimero total de espermatozoides observados
foi inferior a 100, os resultados foram expressos de forma proporcional, a fim de permitir a
comparacao entre os grupos experimentais. Para a andlise morfolégica, as laminas foram
preparadas com a adi¢d@o de 45 uL do corante rosa de bengala e 5 pL da solu¢do seminal, sendo
a mistura homogeneizada e depositada em ladmina de vidro para posterior observacdo em

microscopio Optico.
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3.5. Avaliacao histologica

Os testiculos de um animal de cada grupo foram selecionados aleatoriamente para
realizacdo de avaliacdo histolégica. Apds utilizacdo de por¢des da cauda do epididimo para
coleta seminal, os testiculos foram encaminhados para o Laboratério de Patologia Animal
(LPA-IFPB), onde foram seccionados em dois cortes transversais e conservados em formalina

a 10% para fixacdo, sendo entdo clivados e processados para avaliacdo histoldgica.

3.6. Analises estatisticas
Os dados foram obtidos a partir da contagem numérica dos espermatozoides normais e
defeituosos dos grupos controle e tratados. A andlise foi qualitativa, expressa em média e

percentual.

4.RESULTADOS

4.1 Efeitos observados

Os animais do grupo tratado com CaCl: a 40% apresentaram sinais moderados de
inflamacgdo local, caracterizados por edema escrotal nos primeiros trés dias apds a aplicacao.
No sétimo dia, observou-se considerdvel reducdo do edema, entretanto os testiculos
apresentavam diametro discretamente aumentado. Em um dos animais, foi observado aparente
processo de cicatriza¢do na regido da cauda do epididimo do testiculo esquerdo (Figura 6). Os
animais do grupo tratado com CaCl. a 20% associado ao etanol apresentaram boa tolerancia a
aplicacdo, mantendo-se ativos e sem alteracdes clinicas locais ou sist€micas observaveis

durante o periodo de avaliacao.

Figura 6 - Testiculo de animal do Grupo CaCl. 40% apresentando ligeiro aumento testicular e
processo de cicatrizagdo evidente.

Fonte: Laboratério de Reproducdo Animal (LRA-IFPB).
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4.2 Avaliacao espermatica

Quanto a motilidade espermaética, no grupo controle, observou-se motilidade de 90% no
testiculo esquerdo e de 60% no testiculo direito. Em contraste, nos animais pertencentes aos
grupos tratados com CaClz a 20% associado ao etanol e CaClz a 40%, a motilidade espermatica
foi ausente (0%) em ambos os testiculos. Durante a avaliagdo da motilidade, o grupo com a
maior concentracdo apresentou uma significativa diminui¢do no niimero de espermatozoides
visualizados.

No que concerne a morfologia espermdtica, no grupo controle, 88% dos
espermatozoides apresentaram morfologia normal, enquanto 12% apresentaram alteragdes

morfolégicas, das quais 10% corresponderam a cauda enrolada e 2% a cauda fortemente

enrolada. A Figura 7, ilustra alguns dos achados:

Figura 7 — Fotomicrografias de espermatozoides de cao do grupo controle - Corados por Rosa
Bengala. A) Espermatozoide normal. B) Espermatozoide apresentando cauda curvada com
cabeca preservada.

A B

)

Fonte: Laboratério de Reproducdo Animal (LRA-IFPB).

A avaliacdo da morfologia espermdtica no Grupo 2 foi realizada por meio da andlise de
57 espermatozoides. Observou-se que 15,8% dos espermatozoides apresentaram morfologia
normal, enquanto 84,2% apresentaram alteragcdes morfoldgicas. Dentre as alteracdes
observadas, predominaram defeitos de cabeca, especialmente cabec¢a destacada (29,8%), além
de defeitos de cauda, incluindo cauda fortemente enrolada (24,6%) e cauda enrolada (12,3%).
Alteragdes da peca intermedidria também foram observadas, representadas por peca
intermedidria dobrada (7%) e quebrada (7%). Alteracdes menos frequentes incluiram cabeca

micro (1,8%) e formato anormal (1,8%). A Figura 8 mostra algumas das alteracdes observadas:
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Figura 8- Fotomicrografias de espermatozoides do grupo tratado com CaCl. 40% - Corados
por Rosa Bengala. A) Espermatozoide apresentando cabega bem delimitada, com cauda curta e
fortemente curvada, formando angulo acentuado em relagdo a peca intermedidria. B)
Espermatozoide com cabeca de contornos definidos e cauda longa, exibindo curvatura distal.
C) Espermatozoide com cabeca integra e cauda fortemente enrolada, posicionada préxima a

cabeca, formando multiplas algas

Fonte: Laboratério de Reprodugdo Animal (LRA-IFPB).

No grupo 3, 18% dos espermatozoides apresentaram morfologia normal, enquanto 82%
apresentaram alteracdes morfoldgicas. Dentre estas, observaram-se defeitos de cauda, incluindo
cauda enrolada (15%), cauda fortemente enrolada (13%) e cauda quebrada (2%), defeitos da
peca intermedidria, representados por peca intermedidria quebrada (9%), além de alteracdes de

cabeca, como cabeca micro (4%) e cabeca destacada (39%). Como mostra a Figura 9:

Figura 9 — Fotomicrografias de espermatozoides do grupo tratado com CaCl: 20% + etanol -
Corados por Rosa Bengala. A) Espermatozoide apresentando cauda dobrada sobre si mesma,
formando alga, com cabeca preservada. B) Espermatozoide com descontinuidade estrutural,
evidenciada por separacdo da cabeca e cauda, além de cauda encurvada. C) Espermatozoide
(mais central) exibindo acentuada curvatura da cauda, com aparente fratura na porcao final, e
peca intermedidria curvada, e espermatozoide (abaixo) apresentando cauda dobrada, com
formacao de alca.

Fonte: Laboratério de Reproducao Animal (LRA-IFPB).
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A Tabela 1 mostra a quantidade de alteragdes observadas nos espermatozoides dos cdes
dos diferentes grupos experimentais.

Tabela 1 - Distribuicdo quantitativa e percentual das alteracdes morfolégicas esperméticas nos
diferentes grupos experimentais de cdes submetidos a esterilizagdo cirdrgica (Grupo 1,
Controle) e esterilizagdo quimica (Grupo 2, CaCl> 40%; Grupo 3, CaClL 20% + Etanol).

sptz/grupo Controle CaCl: 20% + Etanol CaCl: 40%
Quantidade (n) 100 (100%) 100 (100%) 57 (100%)
Normal 88 (88%) 18 (18%) 9 (15,8%)
Cauda 10 (10%) 15 (15%) 7 (12,3%)
enrolada/dobrada

Cauda fortemente 2 (2%) 13 (13%) 14 (24,6%)
enrolada

Cauda quebrada - 2 (2%) -

Peca intermedidria - 4 (7%)
dobrada

Peca intermedidria - 9 (9%) 4 (7%)
quebrada

Cabeca micro - 4 (4%) 1 (1,8%)
Cabeca destacada - 39 (39%) 17 (29,8%)
Cabeca de formato - - 1 (1,8%)
anormal

*sptz = espermatozoides

Fonte: Laboratério de Reproducao Animal (LRA-IFPB).

4.3 Avaliacao histologica

A avaliagdo histolégica do parénquima testicular permitiu a observacao e identificagdo
dos padrdes morfolégicos, no grupo controle, e das principais alteragdes teciduais como a
necrose, a degeneracdo tecidual e a inflamacdo nos grupos tratados.

No grupo controle (Figura 10), o parénquima testicular demonstrou-se com arquitetura
preservada, tubulos seminiferos bem delimitados e preservados, epitélio germinativo
organizado com espermatogénese ativa. Nao foi observado nenhum infiltrado inflamatdrio
significativo, tampouco alteracdes degenerativas. Entretanto, em tibulos seminiferos isolados
observou-se epitélio germinativo raso, bem como redugdo da celularidade espermatica no
testiculo esquerdo, alteracdes consideradas discretas e ndo representativas do padrao geral do
grupo. Da mesma forma, o espaco intertubular e a capsula testicular ndo apresentaram quaisquer
alteracoes histolégica significativa observdvel, mantendo sua organizacdo e padrdo

morfoldgico esperado.
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Figura 10 — Fotomicrografias de tecido testicular de animal do Grupo Controle. A) Visao
panoramica do parénquima testicular, evidenciando tibulos seminiferos bem delimitados, com
arquitetura preservada e intersticio discreto. HE, obj. 10x. B) Tdbulo seminifero, mostrando
epitélio germinativo bem organizado, com diferentes estagios da espermatogénese, circundado
por cédpsula testicular continua. HE, obj. 40x. C) Detalhe de tdbulos seminiferos com limen
evidente e epitélio seminifero espesso, sem alteragdes morfoldgicas significativas. HE, obj. 40x.
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Fonte: Laboratério de Reproducao Animal (LRA-IFPB).

Nos animais submetidos a formulacdo de CaCl. a 40%, observaram-se alteragdes
histopatoldgicas de grau acentuado no parénquima testicular. Verificou-se extensa necrose
testicular, com comprometimento do tecido remanescente, incluindo dreas de necrose de
coagulacdo e liquefativa, associadas a perda da arquitetura anatomica. Observou-se ainda
degeneracdo acentuada dos tibulos seminiferos, com discreto acometimento da cédpsula
testicular. O processo inflamatério apresentou-se intenso, caracterizado por infiltrado
focalmente extenso na cdpsula e inflamagdo mista no intersticio testicular, observou-se
neutréfilos, macréfagos e linfécitos. Adicionalmente, constatou-se acentuada reducdo da
celularidade dos tibulos seminiferos, acompanhada de desepitelizacdo, presenca frequente de

concregdes intraluminais e auséncia de organizacdo da espermatogénese.

Figura 11 — Fotomicrografias de tecido testicular do animal do Grupo CaCl. 40%. A) Panorama
do parénquima testicular, evidenciando espessamento da cdpsula testicular (estrela) e presenca
de infiltrado celular na regido capsular, além de tubulos seminiferos com contornos irregulares
e reducdo da celularidade do epitélio germinativo (setas). HE, obj. 10x. B) Capsula testicular
em maior aumento, mostrando tecido conjuntivo espessado, e células de nucleos alongados.
HE, obj. 40x. C) Panorama do parénquima testicular, demonstrando tibulos seminiferos
alterados, com areas de degeneracdo tubular (estrela) e regides caracterizadas por preservacao
do arcabouco tecidual associada a perda de detalhes celulares, citoplasma intensamente
eosinofilico e nucleos picndticos ou ausentes, compativeis com necrose de coagulagdo. HE, obj.
10x. D) Parénquima testicular, evidenciando extensas dreas necrOticas caracterizadas por
eosinofilia citoplasmdtica acentuada, perda da arquitetura celular e auséncia ou condensacao
nuclear, compativeis com necrose de coagulacdo, associadas a substituicdo do parénquima por
tecido de aspecto homogéneo (estrela). HE, obj. 40x.
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Fonte: Laboratério de Reproducao Animal (LRA-IFPB).

Nos animais submetidos a formulagdo de CaCl: a 20% associada ao etanol, foram
observadas alteragdes histopatolégicas de intensidade moderada no parénquima testicular
(Figura 12). Verificou-se presenca de necrose moderada, restrita ao parénquima, com
preservagdo da cdpsula testicular. Observou-se ainda degeneracao testicular de grau moderado,
associada a infiltrado inflamatério moderado, com discreto acometimento da capsula testicular
em dreas focais. Adicionalmente, constatou-se acentuada redu¢do da celularidade espermatica,
caracterizada por diminuicdo do epitélio germinativo, com afinamento e ausé€ncia de
espermatozoides no limen dos tdbulos seminiferos. Concre¢des intraluminais foram

observadas em baixa frequéncia.

Figura 12 — Fotomicrografias de tecido testicular de animal do Grupo CaCl> 20% + Etanol. A)
Panorama do parénquima testicular, evidenciando desorganizacdo da arquitetura testicular, com
tabulos seminiferos de contornos irregulares, associados a baixa celularidade do epitélio
germinativo (setas) e ampliacdo do espacamento intertubular (estrelas). HE, obj. 10x. B)
Tubulos seminiferos mostrando desorganizacdo do epitélio germinativo, reducdo da
celularidade e presenca de material eosinofilico intraluminal, caracterizando concregdes
luminais (estrela). HE, obj. 40x. C) Panorama do parénquima testicular, com acentuada
desorganizacdo arquitetural, tdbulos seminiferos colapsados e dreas do parénquima
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apresentando perda de definicdo estrutural e reducdo acentuada da celularidade, compativeis
com drea de necrose. HE, obj. 10x. D) Parénquima testicular, evidenciando 4reas necréticas
caracterizadas por perda de detalhes celulares, citoplasma intensamente eosinofilico e nicleos
picndticos ou ausentes (estrela), associadas a aumento do tecido conjuntivo intersticial
adjacente (seta). HE, obj. 40x.
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Fonte: Laboratério de Reproducao Animal (LRA-IFPB).

A Tabela 2 mostra as alteragdes encontradas nos diferentes grupos, classificando-as em

seu grau de acometimento.

Tabela 2 - Avaliacdo semiquantitativa dos achados histopatolégicos no tecido testicular dos
diferentes grupos experimentais de cades submetidos a esterilizagdo quimica.

Controle CaClL: 20% + CaCl: 40%
Etanol
Necrose + ++ +++
Degeneragao s/a ++ +++
Inflamagao s/a ++ +++
Concregdes luminais  s/a + 4+
Baixa celularidade + ++ +++

Legenda: (+) discreto; (++) moderado; (+++) acentuado; s/a: sem alteragoes.

Fonte: Laboratério de Reproducao Animal (LRA-IFPB).
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5.DISCUSSAO

Neste estudo, buscou-se avaliar a eficicia e seguranca de uma formulacdo de Cloreto de
Calcio a 20% associado com etanol absoluto (100%), em comparagdo com uma concentracao
mais elevada de Cloreto de Calcio (40%), e com um animal controle nao tratado a fim de avaliar
reacoes adversas nos individuos, motilidade espermatica, histologia testicular e, como
parametro diferencial, a morfologia espermdtica. Em um estudo, Leoci et al. (2014b)
objetivaram determinar uma concentracdo adequada para a utilizacdo do Cloreto de Célcio
como esterilizante. No trabalho os grupos estabelecidos receberam as concentragdes de 10%,
20%, 30% e 60%, considerando a de 20% eficaz e com poucos efeitos colaterais, enquanto as
de 30% e 60% resultaram em efeitos colaterais indesejdveis. Outro estudo de Leoci et al.
(2014a) avaliou a efic4cia da formulacdo de Cloreto de Calcio a 20% associado a etanol 95%,
com resultados favordveis. Ambos os trabalhos avaliaram volume seminal, motilidade
espermatica, dosagem de testosterona sérica, ultrassonografia e histologia.

Neste estudo, o grupo tratado com CaCl: 20% + Etanol ndo teve efeitos colaterais
observados, onde os caes mantiveram-se ativos, alimentando-se normalmente e sem inflamacao
local, diferentemente do grupo tratado com CaClz 40%, onde nos primeiros dias foi visualizado
edema escrotal, que teve diminuicdo progressiva até o sétimo dia. Os achados clinicos dos
animais corroboram os resultados descritos por Hess (2024) e obtidos por Pereira et al. (2018),
indicando-se que sua ocorréncia e grau de acometimento estao relacionadas com a concentragao
utilizada, sendo mais evidentes no grupo com a maior concentracdo, e explicados por uma
resposta inflamatdria local do organismo a lesdo. Adicionalmente, embora o edema escrotal
tenha diminuido trés dias apds a aplicagdo, depois de sua retirada cirtirgica os testiculos
apresentavam um discreto aumento de tamanho em seu didmetro, sugerindo-se que essa
alteracdo fosse advinda de edema tecidual do testiculo que ainda permanecia mesmo no sétimo
dia.

Nao foram encontrados estudos que descrevessem processos inflamatérios de
cicatrizagdo macroscopicamente em testiculos submetidos a inje¢ao intratesticular de CaCl. em
qualquer concentragdo ou associagdo. Sugere-se que a lesdo de cicatrizagdo encontrada esteja
relacionada a aplicacdo do agente, bem como um possivel erro de técnica na aplicag@o.

O presente estudo contou com uma amostragem de seis animais, incluindo o controle.
Os caes que foram submetidos ao tratamento tiveram seus testiculos retirados para avaliacao
sete dias apds a aplicagdo. Um dos principais questionamentos acerca dos esterilizantes

quimicos amplamente descritos € sua eficdcia a longo prazo. Silva et al. (2018), avaliaram uma
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injecdo intratesticular de Cloreto de Calcio associado a dimetilsulféxido (DMSO) em doze caes
num periodo de 60 dias, Oliveira et al. (2012) avaliaram a eficécia de injecdo intratesticular de
gluconato de zinco em 10 cdes durante 150 dias, Leoci et al. (2019), estudaram por cerca de
270 dias a aplicacdo de uma formulacdo de Cloreto de Célcio no testiculo e no epididimo em
148 caes. Sendo assim, considera-se limitantes a amostragem e o tempo de sete dias de
acompanhamento deste experimento para resultados mais conclusivos.

Quanto a motilidade espermatica, as alteragdes descritas por Paranzini et al. (2018) em
gatos, evidenciam que 80 dias apds a aplicagdo de uma associagdo de CaClz 20% com DMSO,
todos os animais submetidos apresentavam auséncia de motilidade. Adicionalmente, Leoci et
al. (2014a; 2014b) constataram que formulagdes simples de CaClz a 10% e 20% apresentaram
motilidade minima de 10% e 5%, doze meses depois, € o0 CaClz: a 20%, quando associado com
o etanol 95%, durante doze meses, demonstrou motilidade ausente, e portanto, azoospermia.
No presente estudo, o grupo controle apresentou motilidade moderadamente adequada (Silva
et al., 2002 apud Santos et al., 2016), enquanto nos dois tratamentos estabelecidos a motilidade
foi ausente. Os achados se relacionam positivamente aos estudos anteriores e indicam que a
associacdo entre o CaCl: a 20% em determinadas associagdes, possui maior capacidade
azoospérmica do que quando ndo associada.

A avaliacdo morfoldgica dos espermatozdides realizada no animal controle definiu que
88% eram normais, e 12% eram defeituosos/patolégicos, padriao considerado positivo segundo
o Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA. 2013), que define valores >70% para animais com boa capacidade
de fertilizacdo. Enquanto que nos grupos tratados com CaCl. 20% + Etanol e no grupo tratado
com CaClz 40%, apenas 18% e 15,88%, respectivamente, foram considerados normais. Diante
desses resultados, € possivel inferir que os caes submetidos as formula¢des ndo atingem nimero
aceitivel de células normais, e, consequentemente, apresentam funcdo reprodutiva
comprometida. Esses dados sugerem a ocorréncia de falhas na espermatogénese, com possivel
contribuicao e alteragdes na maturagdo epididimaria, como descrito por UFRGS (2024).

Ainda sobre o estudo morfologico, o grupo tratado com CaClz 20% + etanol apresentou
em seus resultados um percentual de 4% para cabecas micro e 39% para cabecas destacadas, ao
passo que o grupo tratado com CaCl. 40% apresentou 1,8% para cabecas micro, 1,8% para
cabecas de formato anormal e 29,8% de cabegas destacadas. Segundo Chenoweth (2005), essas
alteracoes de cabeca estdo associadas a falhas transitérias ou permanentes na fase de
espermiogénese. As alteragdes de peca intermedidria (PI) corresponderam a 9% para pecas

quebradas no grupo associado ao etanol, por sua vez, no outro grupo observaram-se 7% para
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pecas quebradas e 7% para pecas dobradas, sendo essas alteracdes igualmente relacionadas a
falhas na espermiogénese (Barth & Oko, 1989). Os achados de cauda estiveram presentes nos
animais estudados, correspondendo a 82% dos espermatozoides anormais no grupo do CaClk
20% + etanol, no qual 15% das caudas estavam enroladas, 13% fortemente enroladas e 2%
quebradas, entretanto, o grupo CaCl. 40% apresentou 24,6% de cauda fortemente enrolada e
12,3% de cauda enrolada. Tais alteragdes sao descritas por Arriola et al. (1985) e Blom (1966)
como decorrentes de falhas na maturacdo espermatica, associadas a choque térmico, estresse e
degeneracao testicular.

Os achados histoldgicos no animal controle demonstraram preservacdo da arquitetura
funcional do parénquima testicular, com tibulos seminiferos integros e espermatogénese
preservada. Quanto aos animais tratados com ambas as concentragdes de CaClz, a avaliagao foi
caracterizada pela presencga de alteracdes e lesdes histopatoldgicas, as quais diferiram quanto a
intensidade, uma vez que a concentracdo de 20% apresentou alteracdes de grau moderado,
enquanto a concentracdo de 40% exibiu lesdes de grau acentuado. Diante do periodo de
avaliacdo e do padrao morfolégico observado, os achados sao compativeis com um processo
lesivo em fase aguda a subaguda, uma vez que, apesar da presenca de células inflamatdrias
mononucleares, observa-se desorganizacao tecidual recente e auséncia de fibrose organizada,
caracteristicas que afastam a classificacdo como processo inflamatério cronico estabelecido
(FRANCO et al., 2026; ZACHARY & MCGAVIN, 2018).

Segundo Zachary & McGavin (2018), a necrose coagulativa se origina como resposta
inicial a hipdxia, isquemia ou lesdo téxica, podendo evoluir morfologicamente para necrose
liquefativa. Adicionalmente, Jana & Samantha (2007) elucidam que o CaCl. provoca lesdo
toxica abundante, ocasionando estresse oxidativo severo e necrose do tecido testicular. No
presente estudo, no animal tratado com a formulacdo de 20% associada ao etanol, foram
observados diversos focos de necrose coagulativa no parénquima testicular, de forma
moderada, enquanto no animal tratado com 40% observou-se necrose coagulativa difusa na
periferia de extensos focos de necrose liquefativa, de forma acentuada.

A baixa celularidade observada esteve relacionada principalmente as células
germinativas dos tubulos seminiferos. No animal submetido a menor concentracdo, alguns
tabulos encontravam-se pouco afetados, apresentando diminuicdo do epitélio germinativo,
enquanto no animal submetido a maior concentracdo, as células germinativas, em grande parte,
haviam desaparecido, juntamente com a arquitetura tubular. Esses achados corroboram os

diferentes graus de necrose, degeneracdo e formagdo de concregdes luminais observados nos
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animais tratados, refletindo-se ainda na reducdo do nimero de espermatozoides identificados
nas laminas coradas com Rosa-Bengala no animal submetido ao tratamento com CaCl. a 40%.

O processo inflamatério também diferiu entre as concentragdes, sendo discreto e restrito
a cdpsula testicular no animal tratado com 20%, enquanto no animal tratado com 40%
apresentou-se de forma mais extensa, envolvendo a cdpsula e o intersticio entre os tibulos
seminiferos. Esses achados podem estar relacionados a um processo reparativo mais intenso, o
qual pode evoluir, ao longo do tempo, para a deposicdo de tecido fibrético, conforme descrito
em estudos anteriores (JANA & SAMANTA, 2007; PEREIRA et al., 2018).

Dessa forma, os resultados demonstram que a aplicacdo intratesticular de cloreto de
célcio compromete de maneira significativa a espermatogénese ja no periodo inicial avaliado,
evidenciada pela auséncia de motilidade, aumento de alteracdes morfoldgicas e lesdes
histopatologicas proporcionais a concentracdo utilizada. A formulacdo de CaCl: a 20%
associada ao etanol mostrou-se eficaz com menor intensidade de efeitos adversos quando
comparada a concentragdo de 40%. Contudo, o reduzido nimero amostral e o curto periodo de
acompanhamento indicam a necessidade de estudos adicionais para confirmag¢ao da eficicia e

seguranga a longo prazo.
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6.CONSIDERA COES FINAIS

Conclui-se que a aplicacdo intratesticular de cloreto de célcio compromete
significativamente a espermatogénese em caes, evidenciado pela auséncia de motilidade
espermadtica, aumento de alteracdes morfoldgicas e lesdes histopatoldgicas testiculares. A
formulacao de CaClL a 20% associada ao etanol absoluto demonstrou boa tolerancia clinica e
menor intensidade de alteracdes teciduais quando comparada a concentracdao de 40%, que
apresentou maior potencial lesivo. Apesar dos resultados promissores, o reduzido nimero
amostral e o curto periodo de avaliacdo indicam a necessidade de estudos adicionais para

confirmar a eficcia e a seguranca do método a longo prazo.
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