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RESUMO

PERES, M. A. Influéncia da distrofia muscular do Golden Retriever (GRMD)
na viabilidade espermatica e nas caracteristicas morfolégicas do aparelho
reprodutivo masculino. [Influence of Golden Retriever muscular dystrophy
(GRMD) on sperm viability and on morphologic characteristics of the male
reproductive tract]. 2009. XX f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2009.

As distrofias musculares constituem um grupo de doencas caracterizadas por
degeneracdo progressiva e irreversivel da musculatura. A Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD) € uma miopatia letal causada pela deficiéncia da distrofina,
proteina integrante do citoesqueleto muscular, cujo gene possui caracteristica
recessiva e localiza-se na porgéo p21 do cromossomo X. Avangos nos cuidados
terapéuticos dos pacientes afetados pela DMD tém aumentado a expectativa e
qualidade de vida dos mesmos. Por este motivo, questdes de ordem fisioldgica
e/ou ética, antes ndo pensadas, dentre elas possibilidades reprodutivas destes
pacientes, comecaram a ser discutidas. Os modelos animais sdo muito Uteis
para se tracar paralelos entre achados morfol4gicos, fisioldgicos, prognésticos e
tratamentos de determinadas doencas que acometem o homem. A Distrofia
Muscular do Golden Retriever (GRMD) é uma doenca que naturalmente
acomete esta raca, podendo ser um 6timo modelo animal para estudos da DMD,
pois apresenta fisiopatologia semelhante. O objetivo deste estudo foi investigar a
existéncia de possiveis alteragcdes morfologicas do trato reprodutivo masculino e
relaciona-las com o quadro espermatico destes caes. Para tanto foram utilizados
5 cdes com GRMD e 4 cées sadios, tendo sido realizadas ao todo 37 colheitas
de sémen, a intervalos aproximados de 30 dias entre elas. Ap0s espermiograma
de rotina, o sémen foi avaliado quanto a integridade da membrana acrossomal
(FITC-PSA), a atividade mitocondrial (JC-1) e a estrutura da cromatina (SCSA)
utilizando-se a técnica da citometria de fluxo e quanto a resisténcia ao estresse
oxidativo pela dosagem de TBARS. Fragmentos de testiculo, epididimo e
préstata de cinco animais com GRMD e de 1 animal sadio foram coletados para
avaliacdo histolégica. As avaliagbes seminais ndo demonstraram diferenca

significativa (p>0,05) entre os grupos afetado e controle, embora as avaliacdes



histologicas tenham mostrado alteragBes significativas em todos os tecidos
analisados. Isto sugere que ejaculados de homens com DMD podem ser obtidos
com estimulacdo apropriada e, utilizando técnicas de fecundacdo in vitro,
combinada com diagndstico genético pré-implantacional de desordem genética
para um unico gene, podem satisfazer o desejo de paternidade de pacientes
portadores de DMD, com o nascimento de criangas nao afetadas.

Palavras-chave: Distrofia muscular. GRMD. DMD. Avaliagdo androldgica.

Testiculo.



ABSTRACT

PERES, M. A. Influence of Golden Retriever muscular dystrophy (GRMD) on
sperm viability and on morphologic characteristics of the male
reproductive tract. [Influéncia da distrofia muscular do Golden Retriever
(GRMD) na viabilidade espermatica e nas caracteristicas morfologicas do
aparelho reprodutivo masculino]. 2009. XX f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2009.

Muscular dystrophies constitute a group of diseases characterized by
progressive and irreversible muscle degeneration. Duchenne’s Muscular
Dystrophy (DMD) is a lethal myopathy caused by dystrophin deficiency, a
muscular cell cytoskeleton protein. The dystrophin gene have recessive
characteristic and is located in the p21 portion of the X chromosome.
Advancements in the therapeutic cares of the affected by the DMD have been
increasing their life expectancy and quality. For this motive, physiologic and/or
ethics questions, like reproductive means of these patients, began to be
discussed. Animal models are very useful in drawing parallels between
morphologic and physiologic findings, predictions and treatments of diseases
that affect man. The Golden Retriever's Muscular Dystrophy (GRMD) is a natural
disease of this race, being the best animal model for DMD studies, since it
presents similar physiopathology. The aim of this study was to investigate the
existence of possible morphological alterations of the male reproductive tract and
their connection with the sperm qualities of these dogs. For so, thirty seven
ejaculates from 5 GRMD affected dogs and 4 non-affected Golden Retrievers
were collected monthly and evaluated in five different replicates. After routine
spermogram, the acrosome integrity (FITC-PSA), the mitochondrial activity (JC-
1) and the DNA structure (SCSA) were evaluated by flow cytometry technique.
The resistance to the oxidative stress was measured by the TBARS dosage.
Fragments of testicle and epididymis of five GRMD affected animals and 1
healthy animal were collected for histological evaluation. No significant difference
were found in seminal evaluations (p> 0,05) between affected and control



groups, though significant alterations have been seen in the histological
evaluations of all the analyzed cloths. This animal model suggests that
ejaculates of DMD men can be obtained by the proper stimulation, and that the
conventional in vitro fertilization techniques combined with pre-implantation
genetic diagnosis for single gene disorders may be efficient to satisfy the desire
of paternity of DMD patients with the birth of non-affected children.

Key word: Muscular dystrophy. GRMD. DMD. Andrologic evaluation. Testicle.
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1 INTRODUCAO

As distrofias musculares constituem um grupo de doencas caracterizadas
por degeneracdo progressiva e irreversivel da musculatura esquelética. Estas
doencas incluem um amplo espectro de alteragbes que variam desde o aumento
assintomatico da creatinina quinase (CK), enzima liberada pelo musculo lesado, até
formas mais graves como as distrofias musculares de Duchenne/Becker que levam a
morte por comprometimento geral de toda musculatura, inclusive a cardiaca (KORF,
2000).

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma desordem muscular
herdada e que afeta 1 em 3500 meninos nascidos. Embora o gene e a proteina
responsaveis pela doenca, a distrofina, tenham sido caracterizados ha 20 anos e
apesar dos grandes avancos dos Ultimos anos no conhecimento da doenca e nos
testes clinicos que vém sendo realizados, o conhecimento do mecanismo molecular,
bioquimico e celular que acarreta a degeneracdo muscular causado pela auséncia
da distrofina ainda é vago e um tratamento efetivo permanece indefinido
(DECONINCK; DAN, 2007).

Os estagios de vida da infancia a adolescéncia dos meninos afetados pela
DMD séo bem documentados, sob diversos aspectos. Com 0s avancos tecnoldgicos,
a expectativa de vida destes adolescentes vem crescendo havendo necessidade de
abordar questdes éticas e fisioldgicas antes desconhecidas, como por exemplo, 0s
aspectos reprodutivos. Em estudo realizado na Dinamarca com homens portadores
de DMD foi relatado que a falta de vida familiar € a experiéncia mais dificil de ser
superada pelos pacientes (RAHBEK et al., 2005).

Em funcéo disto, um estudo mais detalhado do funcionamento do aparelho
reprodutivo masculino em individuos afetados e possiveis implicacfes na qualidade
do sémen ganham importancia.

Uma grande variedade de espécies animais é utilizada como modelo para o
estudo da DMD como camundongos, caes, felinos, primatas, além de peixes e
invertebrados. Por questéo de praticidade, o modelo animal usualmente utilizado no
estudo da DMD € o camundongo, entretanto estes animais apresentam diferencas
significativas na fisio-patologia da distrofia. Os caes, apesar do manejo mais oneroso

e dificil, por envolver um nimero muito grande de pessoas e dos valores éticos e
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emocionais que envolvem sua utilizagdo como modelo animal é de grande valia
nestes estudos, podendo muitas vezes esclarecer questdes dificeis de serem
avaliadas nos humanos, além de apresentarem desenvolvimento da doenca
semelhante ao encontrado em humanos (COLLINS; MORGAN, 2003).

A identificacdo de uma nova linhagem da raca Golden Retriever com
deficiéncia de distrofina (Golden Retriever Muscular Dystrophy - GRMD) trouxe
novas perspectivas aos estudos da DMD, por serem estes animais mais adequados
como modelo de estudo para a distrofia muscular humana (COLLINS; MORGAN,
2003; VAINZOF et al., 2005).

Assim sendo, este trabalho serviu-se desse modelo de estudo, a GRMD,
para analisar as caracteristicas seminais e histopatologicas do trato reprodutivo de
caes. Este estudo podera ser posteriormente utilizado como ponto de partida na
avaliagdo da qualidade do sémen humano, relacionando possiveis alteragbes

esperméticas com alteracdes do trato reprodutivo masculino.



22
Revisdo de Literatura

2 REVISAO DE LITERATURA

Em 1851 Edward Meryon, um meédico inglés, descreveu detalhadamente a
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) em humanos. A sintomatologia clinica tem
inicio muito precoce, com perda muscular progressiva e fragueza generalizada,
culminando com a morte no final da adolescéncia. Este autor sugeriu a
hereditariedade da doenca e o acometimento apenas de meninos. Verificou também
que a doenca era muscular e ndo secundéaria a degeneracao neuroldgica e que o
sarcolema encontrava-se degenerado. Tais achados foram negligenciados por
muitos anos sendo novamente descritos por Duchenne, em 1868 (EMERY, 2002).

O gene da DMD foi identificado em 1986 por Kunkel et al. em pacientes com
delecdo no cromossomo Xp21. A proteina de 427 kDA, codificada por esse gene foi
denominada distrofina, uma vez que sua auséncia causa a distrofia muscular. Dos
pacientes com mutacdo no gene da distrofina, 60% tém delecdo total e néo
produzem distrofina, este grupo compreende a maioria dos pacientes com DMD. Os
demais apresentam mutacdes pontuais ou pequenos rearranjos que resultam em
reducdo na producdo desta proteina, podendo levar a diferentes graus de
manifestacbes clinicas. Esta forma é apresentada na minoria dos pacientes com
DMD e em pacientes com uma forma mais branda de distrofia denominada de
Becker (DAVIS, 1997; HOFFMAN; DRESSMAN, 2001).

A distrofina é expressa em tecidos musculares e ndo musculares. O
Complexo distrofina-glicoproteina, composto pela distrofina e por outras proteinas
associadas a ela, conecta a actina a matriz extracelular e integra a estrutura contratil
muscular. Isoformas da distrofina de menor peso molecular, ou seja, proteinas
menores codificadas pelo mesmo gene, sao expressas em tecido neuronal e outros
tecidos ndo musculares como olhos, intestino, rim, figado, pulméao, baco, estémago,
timo, testiculo e até na membrana de espermatozoides (TOKARZ et al., 1998;
COLLINS; MORGAN, 2003; HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2005). A funcéo
molecular e celular destas isoformas ndo foi elucidada, porém acredita-se que
estejam envolvidas na estabilizacdo e na funcdo do complexo ndo muscular
“distrofina-like” (BLAKE et al., 2002).

Apesar da distrofina, das sarcoglicanas e de outras glicoproteinas

associadas a distrofina serem expressas em outros tecidos além das fibras
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musculares esqueléticas ha uma tendéncia de serem ignorados ou esquecidos.
Durante os tratamentos com célula tronco ou em terapia génica, podem ser
induzidas alteracbes em outras estruturas do organismo, devido a esta expressao
multitecidual, porém com frequéncia as pesquisas avaliam apenas um ou poucos
musculos de um animal (BRETAG, 2007). E necessario que se tenha uma visio
global da doenca e que todos o0s aspectos que possam estar alterados ou que
possam vir a sofrer modificagdo por algum tipo de terapia empregada sejam
avaliados. Respostas para questdes ainda nao respondidas sobre a doenca podem
surgir de pontos inesperados.

O gene da distrofina tem carater recessivo e por estar localizado no
cromossomo X, tanto no cdo como em humanos, € transmitido pela méae, que
raramente manifesta a doenca por ser heterozigota para este gene, podendo
apresentar sinais clinicos muito discretos como fragueza dos membros pélvicos e
mudancas musculares detectadas por eletromiografia ou por bidpsia, porém seu
descendente do sexo masculino, que recebera um cromossomo Y do pai € um unico
cromossomo X da mae, podera herdar o gene recessivo da doenca. Mutacbes
isoladas também podem levar a doenca (SHELTON et al., 2001; NGUYEN et al.,
2002).

As lesbes musculares na DMD sédo caracterizadas por hialinizacao,
hipertrofia, calcificacdo e necrose, seguida por regeneracdo, podendo-se encontrar
diferentes associacdes e distribuicdes das lesdes conforme o masculo estudado e a
idade do individuo. Ap6s algum tempo, a capacidade regenerativa do musculo entra
em exaustdo, sendo as fibras musculares substituidas gradativamente por tecido
conjuntivo e adiposo. Observa-se ainda infiltrados de células inflamatérias,
predominantemente macréfagos e linfocitos CD4+, no endomisio e perimisio (tecido

conjuntivo que envolve e da sustentacdo a fibra muscular e ao feixe de fibras,
respectivamente)(BLAKE et al., 2000; DECONINCK; DAN, 2007).

Os sinais clinicos da DMD comecam a se manifestar muito cedo. Por volta
de 3 a 5 anos de idade o menino comega a ter dificuldades para correr e subir
escadas. A progressdo leva a fraqueza dos joelhos e dos quadris, levando a
caracteristica manobra de Gower, na qual a crianga, para se levantar, utiliza as
mMAaos como se estivesse escalando as proprias pernas. Algum grau de retardo

mental pode ser encontrado, aproximadamente 20% a 30% dos garotos afetados. A
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7

fraqueza € progressiva e o0 paciente poderd, por volta dos 12 anos de idade,
necessitar de cadeira de rodas. A causa da morte é geralmente por pneumonia
resultante de alteracdes cardiacas. A expectativa de vida é em torno de 20 anos,
sendo que com os avancos dos cuidados respiratérios, esta pode ser estendida para
proximo dos 30 anos ou um pouco mais (DAVIES, 1997; EMERY, 2002).

Inimeros modelos animais apresentam doencas genéticas especificas,
naturais ou geradas por engenharia genética. O modelo de laboratério mais
comumente usado para o estudo da DMD é o camundongo C57BI/10ScSn mdx,
porém apesar da semelhanca genotipica e bioquimica, a sintomatologia €
significativamente mais branda do que a observada em humanos com DMD. Outros
modelos como caes, felinos, primatas, além de peixes e invertebrados também séo
usados para o estudo desta doenca (COLLINS; MORGAN, 2003; VAINZOF et al.
2008).

As diferencas fenotipicas observadas entre as diferentes espécies séo
informativas a respeito das diferentes funcées da distrofina. A delecao da distrofina é
menos critica para a funcdo do masculo do camundongo do que € para o humano ou
para os cdes. Os estudos de modelos animais para doencas genéticas, apesar das
diferengas fenotipicas, genéticas ou no defeito molecular primario, continuardo a ser
ferramentas importantes para a elucidagcdo de mecanismos da doenca e para
tratamentos experimentais (COLLINS; MORGAN, 2003; VAINZOF, 2008).

A distrofia muscular ja foi identificada em diversas racas de cées, podendo
ser natural ou induzida por acasalamento, porém na raca Golden Retriever foi
melhor estudada e caracterizada. Apesar das dificuldades apresentadas na
manutencdo de uma col6nia de caes, como custos altos e emotividade dos animais
em relacdo aos seus tratadores, o que dificulta o manejo e desprendimento dos
envolvidos no tratamento dos animais, estes cées apresentam similaridades
fisiolégicas com os humanos portadores de DMD, dentre elas elevada atividade da
creatinina quinase sérica e atrofia muscular generalizada com contraturas
(COLLINS; MORGAN, 2003).

Histologicamente ha marcada necrose muscular, degeneragcdo com
mineralizacdo e simultdnea regeneracdo, fibrose do endomisio e perimisio e
cardiomiopatia (HOWELL et al., 1997; COLLINS; MORGAN, 2003). Segundo estudo
de Valentine et al. (1990), com excecdo da musculatura extra-ocular, lesdes

moderadas a severas sdo encontradas em todos 0os musculos de caes distroficos, de
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todas as idades. Os autores ndo encontraram lesdes no cérebro, medula espinhal,
raizes nervosas ou nervos periféricos de animal com 6 anos de idade. Nos jovens,
os autores relatam ondas de necrose e regeneracdo muscular. Inicialmente, a
regeneracao das fibras musculares compensa degeneracdo das mesmas, porém
comecam a aparecer areas de fibrose ao redor dos focos de necrose que evoluem
para marcada fibrose do endomisio e perimisio e diminuicdo da
degeneracéo/regeneracao.

Os filhotes afetados apresentam menor poder de succao e sdo mais fracos
do que os cdes normais. Tendem a ganhar menos peso e 0s sinais mais especificos
costumam aparecer entre 6 a 8 semanas de vida. Estes sinais sdo enrijecimento
progressivo dos membros, sendo 0s posteriores mais afetados que os anteriores,
fazendo com que ao andar ou correr o animal movimente os membros posteriores
simultaneamente, como um coelho saltando. Ocorre superextensdo do carpo,
superflexdo do tarso e abducdo dos membros. A hipertrofia da lingua e atrofia dos
musculos do temporal estdo associados com dificuldade na degluticdo (HOWELL et
al., 1997).

A forma mais agressiva da doenca pode levar o animal a morte com alguns
dias de vida. Os animais que atingem a idade adulta geralmente morrem em
decorréncia de degeneracdo dos musculos cardiacos (HOWELL et al., 1997).

2.1 AS DISTROFIAS MUSCULARES E A REPRODUCAO

Em estudo realizado em humanos portadores de diferentes miopatias,
inclusive DMD, no qual se mensurou 0s niveis de testosterona sérica livre e total,
constatou-se que o hipogonadismo € comum em homens portadores de miopatias,
ndo havendo prevaléncia entre os diferentes tipos da doenca (AL-HARBI, 2008).

Em estudo realizado no canil GRMD Brasil, Luppi (2006) constatou
importantes alteracbes como criptorquidismo, hérnia inguinoescrotal, exposicao
constante da glande peniana na auséncia de erecdo e aspermia. Os cées distroficos
apresentaram maior taxa de anormalidade espermatica, degeneracao testicular com

fibrose, hialinizagéo e retragdo das fibras do musculo cremaster. A autora concluiu
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que a GRMD pode comprometer a aptiddo reprodutiva dos caes afetados pela
distrofia muscular, porém sem alterar de forma significativa o potencial fecundante.
Hernandez-Gonzélez et al. (2005) avaliaram as consequéncias da auséncia
da proteina Dp71, uma isoforma da distrofina de menor peso molecular, na
membrana de espermatozdides de camundongos mdx®®. Estes camundongos sdo
distréficos mutantes e ndo expressam nenhum dos produtos do gene da distrofina e
apresentam fertilidade reduzida. Os autores relatam auséncia da Dp71, que é
largamente distribuida em tecidos ndo musculares, inclusive no espermatozoéide, em
animais normais. Neste estudo foi avaliada a morfologia do espermatozdide, a
localizacdo e a expressdo de proteinas pertencentes ao complexo de proteinas
associadas a distrofina (DAPC — sigla em inglés). Verificaram que a auséncia da
Dp71 causou alteracdo morfoldgica no flagelo levando a diminuicdo da motilidade
progressiva do espermatozoéide, devido aos movimentos vibratérios. Observaram
ainda diminuigdo ou auséncia da B-distroglican e superexpressao e relocalizacao da
a-sintrofina, proteinas que fazem parte do complexo das proteinas associadas a
distrofina, além de alteracbes na bomba de Na' e K'. Todas estas alteracdes
reduziram significativamente a capacidade fecundante dos espermatozéides e foi a
primeira descricAo de alteracdo morfolégica numa célula ndo-muscular em

camundongo distrofico.

2.2 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO APARELHO REPRODUTIVO MASCULINO

O sistema reprodutivo masculino consiste dos testiculos, circundados pela
tunica vaginal, escroto, epididimo, ducto deferente, glandulas acessoérias (prostata
no cao), uretra e pénis circundado pelo prepucio (SENGER, 2003).

No interior dos tubulos seminiferos (loclizados nos testiculos), ocorre a
espermatogénese, ou seja, a transformacdo da espermatogdnia (2N) em
espermétide (N) e a espermiogénese, com a transformacgéo dessa espermétide em
espermatide madura ou espermatozoéide testicular. Uma série de transformacgdes
ocorre no citoplasma e no nucleo celular. Basicamente, as histonas nucleares sao
substituidas por protaminas, a cromatina condensa e o0 nucleo reduzido assume

posicdo excéntrica proximo a membrana celular. Pontes dissulfeto tornam a

cromatina resistente a DNAse. O acrossomo e o flagelo sdo formados e o citoplasma
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é reduzido, permanecendo uma gota citoplasmética junto a porgdo proximal da peca
intermediaria. A migracdo desta gota para a porcdo distal da cauda e consequente
eliminacdo, ocorre durante a maturacdo do espermatozéide no epididimo
(MORTIMER, 1994).

Fisiologicamente, durante este trajeto, o espermatozdide desenvolve
motilidade e torna-se capaz de fecundar. Mudancas morfolégicas envolvem a perda
de gota citoplasmatica e mudancas na estrutura da membrana esperméatica. O
acrossomo assume a forma final e ocorre a condensacdo total da cromatina.
Metabolicamente, o espermatozéide torna-se mais ativo e a capacidade de
movimentagdo aumenta conforme progresséao pelo epididimo (MORTIMER, 1994).

O epididimo, local no qual os espermatozoides, produzidos no testiculo,
sofrem maturacdo e adquirem capacidade fecundante €& formado por um Unico
tubulo circundado por fibras musculares lisas, dispostas circularmente, que auxilia na
movimentacdo das células germinativas. O comprimento do tibulo do epididimo e a
velocidade com a qual o espermatozéide passa por ele sdo importantes para que o
processo de maturacdo espermatica se complete (EVANS, 1993). No epididimo
ocorrerd a reabsorcdo do fluido testicular, maturacdo pos-testicular do
espermatozodide e estocagem até o momento da ejaculagéo. O epididimo também ir4
secretar parte do fluido no qual o espermatozéide seré transportado quando ocorrer
a ejaculacao, além do produzido pelas glandulas acessorias (MORTIMER, 1994).

O ducto deferente também apresenta musculatura em sua estrutura,
podendo-se distinguir trés camadas de musculo liso, a interna, a externa
(longitudinais) e a média (circular). Na cépsula prostatica encontram-se fibras
musculares lisas circundando o 6rgao (EVANS, 1993).

Todas as estruturas mencionadas sdo fundamentais para a producédo e
maturacdo espermdtica. Os testiculos, além de produzirem os espermatozéides
possuem funcdo enddcrina, produzindo testosterona sob o estimulo do LH. A
testosterona, horménio fundamental para o funcionamento da espermatogénese é
produzida nas células de Leydig no espaco peritubular. Este horménio é necessario
para a manutencdo das atividades secretorias e absortivas dos ductos eferentes,
epididimos e ductos deferentes, crescimento e manutencdo da glandula prostatica e
para a manutencado da libido. Também estimula a sintese protéica e contribui para o
desenvolvimento muscular dos machos (FELDMAN; NELSON, 2004).
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A prostata, unica glandula acessoéria ativa no céo é responsavel por 95% do
volume do ejaculado, consistindo na primeira e terceira fragbes do ejaculado. Este
fluido é responsavel pelo aumento da motilidade espermética (MORTIMER, 1994;
SILVA, 2002).

O processo de ejaculagdo envolve uma série de musculos como a
musculatura da capsula do testiculo, a musculatura lisa prostatica e a do ducto
deferente, os musculos pélvicos, os musculos bulbocavernoso e isquiocavernoso
(SHAFIK et al., 2006), que de forma ritmica e sincornizada promovem a expulsdo do
gameta das ampolas do ducto deferente até o trato reprodutivo feminino.

As células midides, classificadas como células peritubulares musculares
lisas e encontradas em todos os tubulos do trato reprodutor masculino sao
responsaveis pela contratilidade tubular, gerando impulso para a progressdao do
espermatozoéide pela rede testis, funcdo fundamental para a fertilidade do macho
(ROMANO et al., 2005).

A termorregulacdo testicular, muito importante para a manutencdo da
temperatura testicular entre 2 a 6 graus abaixo da temperatura corpOrea, tem grande
dependéncia do musculo cremaster, no funiculo espermatico e da tunica dartos,

camada muscular do escroto, ambos musculos esqueléticos (SENGER, 2002).

2.3 ANALISE SEMINAL

O sémen do cao é facilmente coletado, na maioria dos animais, por
manipulacdo digital do pénis, sendo necessario apenas algum treino para que o
animal se adapte ao procedimento. Devido a ejaculacéo fracionada em trés partes é
possivel coletar apenas a fragdo rica em espermatozéides (22 fracéo), proveniente
do epididimo, descartando-se a 12 e 32 fracBes, compostas por liquido prostatico
(CHRISTIANSEN, 1988).

Normalmente, o ejaculado de céo € avaliado basicamente por microscopia
de luz. As principais limitagbes deste método sdo a subjetividade e a variabilidade
entre técnicos. O acesso visual a motilidade espermética € dificil e influenciado pela
temperatura e pela habilidade do avaliador, o que acarreta grande variabilidade de

resultados entre laboratorios e entre observadores. O acesso a morfologia
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espermética depende das técnicas de fixacdo e coloragdo empregadas, da
qualidade do microscopio e da experiéncia do avaliador. Outro fator que pode causar
variacdo nos resultados laboratoriais € a limitacdo do numero de células analisados
pelas técnicas convencionais. Além disso, estas variaveis tém baixa relacdo com a
fertilidade, tornando a interpretacdo dos resultados muito dificil (RIJSSELAERE et
al., 2005).

Na ultima década, a avaliacdo da qualidade do sémen de caes tem
progredido consideravelmente. Muitas técnicas inovadoras vém sendo utilizadas,
como o sistema CASA (computer-assisted sperm analysis) e a citometria de fluxo
com sondas fluorescentes, que permite avaliar de maneira rdpida e detalhada
funcdes especificas dos espermatozéides, funcbes estas ndo visualizadas pelos
meétodos subjetivos da microscopia de luz (RIJSSELAERE et al., 2005).

A citometria de fluxo vem se mostrando muito Util no acesso a morfologia e a
funcdo dos espermatozéides. Esta técnica permite avaliar diferentes funcdes em
milhares de células espermaticas, simultaneamente, num curto periodo de tempo. E
uma técnica rapida, e de alta repetibilidade para o acesso de células em suspensao,
inclusive amostras de espermatozoides (PENA et al., 1999; NAGY et al., 2003).

Diversas sondas fluorescentes vém sendo desenvolvidas e testadas para a
citometria de fluxo em diferentes espécies para quantificar propor¢cées de células
vivas e mortas, avaliar a funcdo mitocondrial, a integridade de acrossomo e de DNA,
separar espermatozoides contendo cromossomo X ou Y, estudar a morfologia
celular e a fase do ciclo celular, entre outras. Tal técnica ja foi empregada com
sucesso na avaliagdo do sémen de diversas espécies como canina, bovina, humana,
suina, equina e murina (EVENSON et al., 1982; GARNER et al., 1986; GRAHAM et
al., 1990; JAYAT; RATINAUD, 1993; PENA et al., 1999; ANZAR et al., 2002; NAGY
et al., 2003).

A integridade do acrossomo é fundamental para a fixacao e a penetracdo do
espermatozoide no odcito. A sonda fluorescente mais comumente utilizada para
detectar alteracdes no acrossomo é o isotiocianato de fluoresecina (FITC) associado
a aglutinina da ervilha (Pisum sativum — PSA). Esta aglutinina cora em verde o
acrossomo lesado, ficando sem coloracdo a célula com acrossomo integro
(GRUDZINSKAS; YOVICH, 1995; NAGY et al., 2003).

As mitocondrias sdo organelas responsaveis pela produgédo de energia para

o batimento flagelar do espermatozdide em algumas espécies ou para manter o
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gradiente de Na/K, quimico e elétrico da membrana plasmatica em outras. Sua
localizacdo em forma de bainha ao redor da peca intermediaria facilita a liberacédo
rapida do ATP para a manutencdo do gradiente da membrana plasmatica e
movimentacdo flagelar. Um marcador muito utilizado para avaliar a atividade
mitocondrial é o iodeto de 5,5,6,6-tetracloro-1,1’,3,3-tetraetilbenzimidazolil
carbocianina (JC-1). O JC-1 é um mondmero que emite fluorescéncia verde, porém
dependendo do potencial de membrana da mitocondria, este mondmero ira formar
agregados que emitirdo fluorescéncia vermelho-alaranjado. Quando a mitocondria
apresenta alto potencial de membrana, emite fluorescéncia vermelha, enquanto que
quando com baixo a médio potencial de membrana, emite fluorescéncia verde
(CURRY; WATSON, 1995; GARNER et al., 1997; THOMAS et al., 1998).

A cromatina do espermatozoide, diferentemente das células somaéticas,
passa por um processo denominado de compactagédo. Durante espermiogénese, as
nucleoproteinas das células soméaticas (histonas) sdo substituidas em parte ou
totalmente por protaminas, nucleoproteinas especificas de espermatozoides. A troca
de histonas por protaminas ocorre em etapas e € conhecida como protaminacao.
Nos estagios iniciais da espermiogénese, o DNA sofre remodelacéo favorecendo a
retirada das histonas e substituicdo por protaminas que se ligam a curvatura menor
do DNA (KNOBIL et al., 1994; WOUTERS-TYROU et al., 1998; ERENPREISS et al.,
2006). Segundo Rocha et al. (2002), ap6s a ligacdo desta proteina, a cromatina
espermatica apresenta-se extremamente condensada e inerte devido a
neutralizacdo do esqueleto fosfodiéster do DNA pela interacdo dos residuos amina
da protamina com grupos fosfatos das fitas de DNA. Durante a maturagéo
espermatica que ocorre no epididimo, as ligagdes ‘tiol’ (-SH) da cisteina na molécula
de protamina sdo substituidas por pontes dissulfeto (S-S), tornando o
espermatozdide mais estavel do que o espermatozoéide testicular, seu DNA é
mantido em fita dupla mesmo apds a exposicao a acidos ou ao calor. A sonda
fluorescente laranja de acridina (LA) possibilita a andlise da estrutura da cromatina
nuclear do espermatozéide por microscopio de epifluorescéncia ou mesmo por
citometria de fluxo. Este teste € chamado de SCSA (sperm chromatin structure
assay) e permite avaliar a maturidade espermatica. Segundo Evenson et al. (1980),
autores que validaram a técnica, a mesma possibilita predizer o potencial fecundante
do espermatozéide. Quando o DNA estd maduro (com muitas pontes S-S) as

moléculas de laranja de acridina irdo se intercalar a fita dupla do DNA emitindo
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coloracdo verde fluorescente. Caso o DNA nuclear apresente poucas pontes S-S,
DNA imaturo, este sera denaturado pela acdo do &cido (uma das etapas do
protocolo) e ocorrera agregacdao das moléculas de laranja de acridina no nucleo,
emitindo fluorescéncia vermelha (KATAYOSE et al., 2003).

Todas as células aerObicas geram ROS (reactive oxygen species) como
consequéncia de atividades redutoras como a cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria. A membrana da célula espermatica dos mamiferos apresenta
composicao lipidica altamente especifica, com altas concentracfes de acidos graxos
poliinsaturados. Os componentes lipidicos da membrana estdo envolvidos na
regulacdo da maturacdo espermatica, espermatogénese, capacitacdo, reacao
acrossomal e na fusdo com o odécito. No entanto, os lipidios sao o principal substrato
para a peroxidacdo que pode provocar desordens funcionais severas nos
espermatozodides, comprometendo toda funcédo espermatica, podendo chegar a inibir
completamente a espermatogénese ou a fecundacdao (AITKEN; BAKER, 2004,
SANOCKA; KURPISZ, 2004; AGARWAL, 2005). A célula espermatica, além da
suscetibilidade a peroxidacdo lipidica devido a composicdo da membrana, néo
possui acdo antioxidante, principalmente os antioxidantes enzimaticos, devido ao
reduzido tamanho do citoplasma (VERNET et al., 2004).

Em condi¢cdes normais ha um balanco apropriado entre os pro-oxidantes e
0s antioxidantes. Em espermatozoides, a producdo de malondialdeido, produto final
da peroxidacao lipidica induzida por ions ferrosos e ascorbato de sodio, pode ser
mensurada pelo TBARS test (thiobarbituric acid reactive species), método simples e
atil, que envolve reacdo de aldeidos com TBA, em condi¢des acidas, produzindo
coloracdo rosa, mensurada em espectrofotdmetro (SIKKA et al., 1995; SANOCKA,;
KURPISZ, 2004).

Animais portadores da GRMD, assim como humanos portadores da DMD,
apresentam atividade da enzima creatinina quinase (CK) sérica elevada. Esta
enzima esta envolvida na sintese e utilizacdo de energia pelo espermatozdide
(EMERY, 2002; NGUYEN et al.,, 2002). Altos niveis espermaticos de CK estédo
inversamente correlacionados com o potencial fecundante do espermatozoide e
indica grau de imaturidade. Foi encontrada uma relacdo positiva entre a atividade da
CK e o indice de peroxidacéo lipidica, pela mensuracdo do malondialdeido (MDA)
(SIDHU et al., 1998; AGARWAL, 2005). Portanto, a mensuragédo da peroxidagao
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lipidica € uma forma indireta de se mensurar CK e com isso obter o potencial

fecundante do animal estudado e o grau de imaturidade de forma indireta.
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3 HIPOTESE

A distrofia muscular em caes da raca Golden Retriever (GRMD) ndo causa
alteragbes histologicas do trato reprodutivo masculino e portanto ndo afeta a

viabilidade e a qualidade seminal em individuos afetados.
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4 OBJETIVOS

Os obijetivos deste trabalho foram:

" Avaliar a atividade mitocondrial, a integridade de acrossomo e a
compactacdo do DNA em espermatozdides de caes afetados pela GRMD.

" Avaliar a capacidade espermatica de resisténcia ao estresse oxidativo
em cées afetados e nos nao afetados.

" Avaliar as caracteristicas histolégicas do trato reprodutivo dos animais
afetados pela GRMD.

. Tracar um paralelo entre as caracteristicas histolégicas encontradas e

a qualidade espermatica.
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5 MATERIAL E METODO

Para melhor compreenséao do trabalho, o material e método foi descrito em

itens.

5.1 OS GRUPOS: CONSTITUICAO E HISTORICO

O grupo “afetados” (AF) foi formado por 5 animais provenientes do Canil
GRMD Brasil do Setor de Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres do
Departamento e Cirurgia da FMVZ — USP. Estes animais foram diagnosticados como
afetados pela Distrofia Muscular do Golden Retriever pela equipe do Centro de
Estudos do Genoma Humano da Universidade de Séao Paulo (IB — USP), por
genotipagem do DNA gendmico sanguineo extraido com GFX Genomic Blood DNA
Purification Kit (GE Healthcare, Psicataway, NJ — USA/Canadd).

O grupo controle (GC) foi formado por 4 animais sem GRMD, da mesma
raga, que vivem em casas de particulares, sendo 1 deles nascido no mesmo canil do
grupo AF.

O quadro 1 especifica a idade, a identificacdo do animal, o nimero de
colheitas de sémen realizadas em cada animal e data de 6bito dos animais utilizados
para avaliacao histolégica.
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Animal Identificacdo | Idade na Ne de Obito
nome/tatuagem | primeira | colheitas
data nasc. colheita
Afetado 1 Peter/M5 4 anos e 3 5 _
AF1 12/07/03 meses
Afetado 2 Ringo/M4 4 anose 3 5 _
AF2 12/07/03 meses
Afetado 3 Bis*/2L2 lanoe6 3 _
AF3 11/04/06 meses
Afetado 4 | Choquito/2L3 lanoeb6 5 _
AF4 11/04/06 meses
Afetado 5 | Suflair**/3H10 | 1anoe 6 4 _
AF5 15/04/06 meses
Afetado 6 Galak/1CL3 _ _ 08/02/2007
AF6 17/04/06
Afetado 7 Oddie/3H5 _ _ 12/02/2007
AF7 24/02/05
Afetado 8 Thor/3R2*** _ _ 10/04/2007
AF8 23/07/04
Afetado 9 Caju/3L6 _ _ 12/05/2008
AF9 25/03/07
Afetado 10 | Hércules/3R7 _ _ 11/08/2008
AF10 23/07/04
Controle 1 Ice 3 anos e 5 _
CO1 10 meses
Controle 2 Bob 2006 4 _
CO?2
Controle 3 Horus 2006 2 _
CO 3****
Controle 4 Boomer lanoe 3 4 _
CO 4 meses
Controle 5 Bisteka lano e 15 _ _
CQO5***** dias

* Falta de libido/erecdo em 2 colheitas

** Aspermia em uma das colheitas

*** Coleta de material realizada apds 4 meses de congelamento
**** Sofreu ferimento escrotal, o que inviabilizou outras colheitas
e+ Animal orquiectomizado, material coletado para histologia

Quadro 1 — Identificacao, idade a primeira colheita, nimero de colheitas de sémen
realizadas, nimero de cruzamentos/filhotes de cada animal, data do
6bito - Sdo Paulo — 2008

Os animais AF foram monitorados diariamente pela equipe do Canil GRMD
Brasil. Foram realizados exames clinicos com pesagens semanais de cada animal,
vermifugagdo 3 vezes ao ano e vacinagdo anual. Em caso de alteracéo

comportamental ou de qualquer parametro clinico, os animais foram submetidos a
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exames complementares que se julgaram necessarios para o diagndstico e
tratamento da ocorréncia.

Alguns dos animais participaram de outros estudos realizados paralelamente
a avaliacdo reprodutiva, foram eles: Choquito (2L3) — recebeu injecéo intra-arterial
de células de polpa dentaria (KERKIS, 2008); Bis (2l12) — animal controle do
experimento de células de polpa dentaria, ndo recebeu célula, apés o término das
colheitas de sémen deste trabalho participou de outro estudo no qual recebe
losartana potassica diariamente (50mg); Peter (M5) — néo participa de experimento,
porém recebe cloridrato de benazepril (10mg, 1 vez ao dia) e digoxina (0,125mg, 2
vezes ao dia) para controle de altera¢gfes cardiacas.

Foram realizados exames de brucelose nos 5 machos afetados envolvidos
neste experimento, com cultura de sémen e sorologia sanguinea, sendo todos
negativos.

Dos 5 animais do grupo controle, 2 tém fertiidade comprovada por
cruzamentos naturais ou por de inseminacdo artificial, apresentando tamanho de

ninhada compativeis com a raca.

5.2 AVALIACAO SEMINAL

As colheitas de sémen foram realizadas por manipulacdo digital do pénis,
com presenca de fémea em cio, em intervalos aproximados de 1 més, para que se
pudesse avaliar espermatozéides produzidos em ciclos espermaticos distintos, que
no cao é de aproximadamente 2 meses (SENGER, 1999), podendo assim eliminar
eventuais efeitos de algum estresse pontual. Os animais ndo foram mantidos em
repouso reprodutivo, tendo ocorrido outras colheitas no mesmo periodo, porém que
nao ultrapassaram uma ou duas por animal, dentro deste intervalo. Foi coletada
apenas a segunda fracdo dos ejaculados, a fragéo rica, e desprezadas as outras

duas fracdes, provenientes da préstata.
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5.2.1 Espermiograma

Imediatamente apds a colheita, o volume do ejaculado foi mensurado em
tubo graduado, sendo em seguida avaliadas, motilidade, caracterizada pela
porcentagem de espermatozoides com movimento retilineo progressivo - escala de 0
a 100%, e vigor, que representa a forca de propulsdo do espermatozoide,
classificado de 0 a 5, sendo 0 - sem movimento e 5 - movimento vigoroso, que foram
estimados em uma gota de sémen colocada entre lamina e laminula a 37°C e
observada em microscépio de luz, em aumento de 200X.

A avaliacdo da proporcao de espermatozéides vivos e mortos e morfologia
espermatica foram realizadas em lamina aquecida a 37°C, na qual se diluiu 0 sémen
in natura, nos corantes eosina-nigrosina (propor¢cdo sémen/eosina/nigrosina 1:2:1) e
realizou-se entdo um esfregaco. Os espermatozoéides mortos permitem a entrada do
corante, apresentando coloracdo vermelha, os vivos ndo se coram. Foram contados
100 espermatozoides/lamina.

Realizou-se também a técnica de camara Umida, para a qual uma aliquota
de sémen foi fixada em formol salino para posterior avaliagdo da morfologia
esperméatica em microscopio de contraste de fase sob imersdo (aumento de 1000X).

Os defeitos espermaticos foram classificados em maiores, quando
relacionados a espermatogénese (contorno anormal de cabeca; gota citoplasmatica
proximal, defeitos de acrossomo; cauda fortemente enrolada/dobrada) e menores,
quando relacionados ao transporte e armazenamento no epididimo, alteracbes nas
técnicas de colheita ou processos patoldgicos como febre, trauma, infeccéo, etc.
(cabeca pequena; alteragcbes de tamanho com contorno normal da cabeca;
insercbes anormais da cauda; gota citoplasmatica distal) (VANNUCCHI et al., 1998).

O sémen foi entdo centrifugado a 300g por 5 minutos para retirada do
plasma seminal, o qual foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido, para
posterior dosagem de TBARS no Laboratério de Andrologia do Departamento de
Reproducao Animal da FMVZ - USP (descrita adiante), e o sedimento ressuspendido
para 1mL em solucdo tampao (DMPBS® - Nutricell) a 37°C.

A concentracdo espermatica foi calculada em camara hematimétrica apos
diluicdo do sémen na proporgéo de 1:200, sendo utilizada para o calculo a férmula:

concentracdo = M.5.diluicd0.10%, onde M é a média do nimero de espermatozéides
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contados dos dois lados da camara, obtendo-se 0o numero médio de
espermatozodides por mL do ejaculado.

5.2.2 Citometria de Fluxo

Foram ent&o preparadas trés solu¢des de 1mL cada, duas contendo 7 x 10°
sptz/mL em PBS , e outra com 5 x 10° sptzZmL em TNE (Anexo A). Estas
concentracdes foram definidas para que, ao se retirar as aliquotas de sémen para
incubacdo com as sondas fluorescentes, se obtivesse uma concentragéo final de 10°
espermatozoides/mL nas amostras para citometria de fluxo.

Previamente & avaliagdo seminal pela citometria de fluxo, realizou-se a
separacao e identificacdo das populagbes encontradas, para que se pudesse ter
certeza qual era formada por espermatozoides (Grafico 1). A separacao foi realizada
em Citbmetro de Fluxo FACSVantage SE, (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA), localizado no Departamento de Imunologia do ICB, na Universidade de Sé&o
Paulo.
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Gréfico 1 — Gréfico de pontos resultante da passagem dos
espermatozoéides pelo citbmetro de fluxo sem
sonda fluorescente. O circulo representa a
populacdo de espermatozoides - S&o Paulo —
2008
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Procedeu-se entdo a preparacdo do sémen para a leitura no citbmetro de
Fluxo, conforme sumarizado no quadro 2. As leituras foram realizadas em citbmetro
de fluxo FACSCalibur, Becton Dickinson, (Franklin Lakes, NJ, USA) do Laboratoério
de Farmacologia e Toxicologia do Departamento de Patologia da FMVZ da
Universidade de S&o Paulo. A diluicdo de cada sonda fluorescente para o preparo
das solucdes estd descrita no Anexo B. Para todas as avaliacdes foram contadas
10.000 células.

SONDA TAMPAO VOL. DO SEMEN VOL. DA SONDA TEMPO D~E
INCUBACAO
FITC-PSA PBS 150yl 50ul 10 min
JC-1 PBS 150yl 2ul 10 min
SCSA TNE 200ul 400ul acido 30 seg
1,2ml LA 3 -5min

Quadro 2 — Protocolo para andalise do sémen pela técnica de citometria de
fluxo para as diferentes sondas fluorescentes - Sdo Paulo —
2008

As amostras foram adquiridas pelo citometro de fluxo sem a utilizagdo de
sonda fluorescente. As configuracbes do aparelho foram alteradas de modo a se
eliminar a auto-fluorescéncia da amostra para FL1 (verde) e FL3 (vermelho). Os
eventos foram posicionados no quadrante inferior esquerdo (mais de 99% dos

eventos contados), correspondente a zona sem fluorescéncia (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Grafico de pontos resultante da calibracdo dos
instrumentos do citbmetro de fluxo para os
ensaios com as sondas fluorescentes
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O FITC-PSA (isotiocianato de fluoresceina associado a aglutinina da ervilha
Pisum sativum — PSA) foi utilizado para avaliacado da integridade do acrossomo, que
se cora em verde quando lesado. Para a andlise utilizou-se 150ul de sémen da
diluicdo em PBS contendo 7 x 10° sptz/mL, ao qual se adicionou 50pl de FITC-PSA,
e incubou-se por 10 minutos, protegido da luz, apdés os quais o volume da
suspensao foi completado para 1mL com PBS a 37°C para leitura no citbmetro de
fluxo. A avaliacdo dos resultados obtidos pela citometria de fluxo foi realizada pela
porcentagem de espermatozoides que apresentaram fluorescéncia verde (FL-1)
acima de 10? (Gréfico 3).
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Grafico 3 — Graficos de pontos resultantes da passagem dos
espermatozolides pelo citdbmetro de fluxo com sonda
fluorescente FITC-PSA. Os eventos registrados no
guadrante superior direito sdo os espermatozoides com
acrossomo lesado, enquanto que no quadrante inferior
direito encontram-se 0s espermatozlides com
acrossomo integro - S&do Paulo — 2008

O JC-1 foi utilizado para avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial,

emitindo fluorescéncia vermelha quando com alto potencial e verde com baixo
potencial. Para tanto, 150l de sémen da diluicdo em PBS contendo 7 x 10° sptz/mL
foi incubado por 10 minutos com 2ul de JC-1, protegido da luz, apés os quais o
volume da suspenséo foi completado para 1mL com PBS a 37°C para leitura no
citometro de fluxo. A andlise foi realizada em grafico de pontos, no qual se pode
diferenciar uma sub-populacédo de espermatozoides com alto e médio potencial de

membrana mitocondrial, localizada no quadrante superior (acima de 10%), e outra
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sub-populagdo com baixo potencial de membrana mitocondrial localizada no

quadrante inferior (Gréfico 4).
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Grafico 4 - Gréfico de pontos resultante da passagem dos
espermatozoides pelo citdbmetro de fluxo com sonda
fluorescente JC-1. Os eventos registrados no quadrante
superior direito sdo os espermatozéides com alto e
médio potencial de membrana enquanto que no
guadrante inferior direito encontram-se 0s
espermatozéides com baixo potencial de membrana -
Sao Paulo — 2008

As analises do FITC-PSA e do JC-1 foram realizadas com o programa FCS
Express V3 Research Edition.

O SCSA (laranja de acridina) foi utilizado para avaliagdo da compactacao do
DNA. No DNA compactado, o corante intercala-se com o mesmo, produzindo
fluorescéncia verde. Quando o DNA nuclear estiver descompactado, as moléculas
de LA irdo se aglutinar emitindo fluorescéncia vermelha. Este teste mede a
susceptibilidade do DNA a denaturacdo quando submetido a um meio com baixo pH
(pH=1,4). As analises foram feitas com o programa FlowJo (Flow Cytometry Analysis
Software — Tree Star Inc., Ashland, Oregon, USA), com o qual se calculou o AlfaT,
que quantifica a extensdo da denaturacdo do DNA de cada um dos espermatozoéides
da amostra. AlfaT é definido como o resultado da divisdo da fluorescéncia vermelha

pela fluorescéncia total [aT=verm/(verm+verde)]. O COMPaT (sigla em inglés para
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“células fora da populagao principal”) é marcado visualmente a partir do histograma
de oT e representa a porcentagem de DNA denaturado na amostra (Grafico 5).
Adotou-se como valores de referéncia os mesmos sugeridos por Evenson e
Jost (2000), no qual COMPaT entre 0-15% € considerado baixo indice de
fragmentacao (alta fertilidade), entre 16-29% meédio indice de fragmentacédo e 230%

alta fragmentacéao.
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Gréfico 5 - Exemplos de gréfico gerados pelo teste SCSA. As figuras A e C séo
graficos de pontos da fluorescéncia verde (eixo y - fita dupla de DNA)
pela vermelha (eixo X - fita simples de DNA), nos quais sao marcadas
(circulo) as células que saem da populacéo principal — COMPaT. As
figuras B e D sdo os histogramas correspondentes de aT.
Espermatozoides com cromatina normal produzem curva de oT
estreita (D), enquanto que aqueles com cromatina com estrutura
anormal exibirdo maior indice de fluorescéncia vermelha,
apresentando uma curva mais larga no eixo X (B) - S&o Paulo — 2008
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5.2.3 Estresse oxidativo

Para a dosagem de TBARS foi necesséario fixar o numero de
espermatozéides por mL para todas as amostras, podendo variar entre 5 x 10°
sptz/mL e 10 x 10° sptz/mL, sendo adotado um valor intermediario. Utilizou-se o
protocolo descrito por Nichi et al. (2007) no qual 1mL de suspensao contendo 7 X
10° sptz/mL em PBS foi incubada com sulfato ferroso (250 pL, 4mM) e ascorbato de
sédio (250 pL, 20mM) por 1:30hs a 37°C. ApOs a incubacéo, adicionou-se 3mL de
acido tricloroacético (TCA 10%) a 4°C e a mistura foi centrifugada (18000 x g,
15min), para promover a precipitacdo das proteinas. O sobrenadante foi entdo
congelado em nitrogénio liquido para posterior analise. O produto a ser mensurado
da peroxidacdo lipidica é o malodialdeido (MDA). A mensuracdo baseia-se na
reacdo de duas moléculas de acido tiobarbitirico com uma de MDA, em alta
temperatura e baixo pH, resultando em coloracdo rosa que é entdo quantificada por
espectrofotometria. A mensuracdo foi realizada no Laboratério de Andrologia do
Departamento de Reproducdo Animal da FMVZ - USP e consistiu na mistura de 500
pL da amostra congelada (plasma ou solu¢cdo submetida ao estresse) com 500 pL
de &cido tiobarbitdrico a 1% (TBA, 1% diluido em 0,05 N de hidroxido de sédio) num
tubo de vidro. Esta mistura foi deixada em banho-maria a 100°C por 20 minutos e
entdo foi imediatamente resfriada em um banho de gelo (0°C) para interromper a
reacdo quimica. As substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) foam entéo
qguantificadas em espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 532nm
(espectrofotdbmetro U-2001, Hitachi High Technologies, America, Inc. San Jose, CA,
USA). O indice de peroxidacdo lipidica esta descrito em nanogramas de
TBARS/10%sptz.

5.3 AVALIACAO HISTOLOGICA

Para a avaliacao histolédgica foi coletado material de testiculo e epididimo de

cinco animais (n=5), de diferentes idades, que vieram a 0Obito, em decorréncia de
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complica¢gbes da doenca. AF 6 — 10 meses; AF 7 — 2 anos; AF 8 — 2 anos e nove
meses; AF 9 — 1 ano e 1 més; AF 10 — 4 anos.

Fragmentos dos mesmos tecidos foram coletados de um animal da mesma
raca submetido a castracdo de conveniéncia e destinado ao grupo controle (GC5 — 1
ano e 15 dias).

Os epididimos foram separados dos testiculos e fragmentados em cabeca,
corpo e cauda. Cada fragmento do epididimo e também um fragmento do testiculo
foi fixado em Metacarn (Anexo C), emblocado (Anexo D), cortado com 5 um de
espessura em micrétomo Leica RM2125RT e corado com hematoxilina-eosina
(Anexo E).

ApoOs a coloracédo, as laminas foram fotografadas em microscépio Olympus
BX60, camera Zeiss AxioCam HRc, programa Zeiss KS400, em aumento de 100X,
200X, 400X, 600X e 1000X, para descricao das caracteristicas histologicas.

5.4 AVALIACAO ESTATISTICA

Os dados referentes a qualidade do sémen foram analisados pelo programa
SAS System for Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2000).

Pelo aplicativo Guided Data Analisys, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos e homogeneidade das varidncias. Caso nao
obedecessem a estas premissas eram transformados (logaritmo na base 10 -
Log10X; Raiz quadrada - RQ X; Quadrado - X?) e se a normalidade n&o fosse obtida
empregava-se entdo o procedimento NPAR1WAY de andlise de variancia nao
paramétrica (teste de Kruskal Wallis para interacéo e teste de Wilcoxon para efeito
do grupo). Os dados que obedeceram as premissas foram analisados pelo teste LSD
e pelo teste t de Student para efeito de interacdo e para efeito do grupo,
respectivamente.

Para a descricdo dos resultados foram empregados as médias e os
respectivos erros padrées (média + erro padrdo da média) e os niveis de
significancia (p) dos dados originais (quando obedecessem as premissas), dos

dados transformados (quando necesséria a transformagéo) e dos dados analisados
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pela andlise ndo paramétrica (quando ndo obedecessem as premissas e nao
houvesse transformacéo possivel).

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi
de 5%, isto é, para um nivel de significAncia menor que 0,05, considerou-se que
houve diferenca significativa entre as variaveis classificatorias (afetado/controle)
para uma determinada variavel resposta.

As variaveis respostas foram analisadas pela correlacdo de Pearson e
Spearman, para variaveis paramétricas e ndo paramétricas, respectivamente. Os
resultados foram expressos pelo coeficiente de correlagdo (r) e nivel de significanica
(p).-

Neste experimento, as variaveis classificatorias utilizadas foram o més de
colheita (1, 2, 3, 4 e 5) e grupo animal (afetado e controle). Neste caso foi avaliada a
interacdo entre tempo e grupo. Caso n&o houvesse interagdo foi verificado o efeito
do grupo apenas. As variaveis resposta utilizadas foram motilidade, vigor, % de sptz
mortos, concentracdo (X10° sptz/mL), integridade de acrossomo (FITC-PSA),
potencial de mitocéndria (JC-1), integridade de DNA (SCSA), dosagem de TBARS
no plasma seminal e apds inducdo do estresse oxidativo, defeitos maiores e
menores em formol-salino, defeitos maiores e menores em eosina-nigrosina. As
variaveis motilidade, vigor, % de sptz mortos, FITC-PSA, JC-1, SCSA e dosagem de
TBARS apds inducado do estresse obedeceram as premissas ndao sendo necessaria
qualquer transformacao.

A variavel concentracdo obedeceu a premissa apés a transformacao para
raiz quadrada e as premissa defeitos maiores em eosina-nigrosina, dosagem de
TBARS no plasma seminal e volume do ejaculado obedeceram as premissas apos a
transformacao para logaritmo na base 10.

As variaveis defeitos maiores e menores em formol salino e defeitos
menores eosina-nigrosina ndo obedeceram as premissas, ndo sendo possivel
transforma-los. Estas variaveis foram entdo analisadas pelo PROC NPAR1IWAY de
analise de variancia ndo paramétrica. Neste caso utilizou-se o nivel de significancia

do teste Wilcoxon para dois tratamentos.
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6 RESULTADOS

Durante o periodo do experimento 0s animais ndo apresentaram alteracdes
clinicas, estando todos dentro dos parametros considerados normais para a doenca.

Neste grupo de animais ndo houve ocorréncia de criptorquidismo ou
qualquer alteracdo topografica dos testiculos. Também nédo foram observadas lesGes
do escroto, pénis ou prepucio.

Os animais apresentaram consisténcia dos testiculos ligeiramente flacida.

6.1 AVALIACAO SEMINAL

Os resultados dos espermiogramas de cada animal encontram-se no Anexo
G. A tabela 1 mostra a média e erro padrdo de cada grupo para cada parametro
avaliado no espermiograma.

Os parametros seminais volume, motilidade progressiva, vigor e
porcentagem de espermatozoéides vivos e mortos mostraram-se muito homogéneos
entre os grupos AF e GC. A concentracdo espermatica mostrou diferenca

significativa (p>0,05), sendo o grupo AF mais concentrado que o GC.



Tabela 1 — Média e erro padréao (das variaveis seminais para os grupos afetado (AF) e controle (GC) nas 37 colheitas de

sémen - Sao Paulo - 2008

Grupo Volume Motilidade Vigor Concentracéo Vivos Defeitos Defeitos Defeitos Defeitos
(mL) % (1-5) X10°sptz/mL (%) Maiores menores Maiores menores

(%) FS (%) FS (%) EN (%) EN

AF 1,24+0,11 83,86+1,43 3,63+0,07 661,82+87,70° 95,60+0,82 6,33+1,49 5,71+1,35 12,76+1,49 1,09+0,28
GC 0,9740,14  85,36+1,77 3,57+0,16 382,70+79,97° 93,14+2,64 3,80+0,85 7,07+1,69  8,50+1,03 1,53+0,38

FS = formol salino; EN = Eosina-nigrosina

3%
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A tabela 2 mostra as médias e erros padrdes das andlises realizadas pela
citometria de fluxo para avaliagdo da integridade de acrossomo (FITC-PSA), do
potencial de mitocondria (JC-1) e da compactacdo de DNA (SCSA). As médias e
erros padroes de cada animal podem ser observados no Anexo H. O FITC-PSA

apresentou diferenga significativa entre os grupos.

Tabela 2 — Média e erro padrdo da integridade da membrana acrossomal, do
potencial de mitocondria e da integridade de DNA avaliados pelas
sondas fluorescentes FITC-PSA, JC1 e LA respectivamente nos
grupos afetados e controle - Sdo Paulo — 2008

GRUPOS FITC-PSA JC1 SCSA
% acrossoma lesado % alto potencial de % de sptz com
mitocondria DNA fragmentado
AF 25,0+2,2° 68,7+1,2 4.6x0,7
GC 32,5+3,9° 60,5+4,5 6,5+1,0

Letras sobrescritas entre linhas representam diferenca significativa (p<0,05)

A tabela 3 mostra os resultados da quantificacdo de TBARS no plasma
seminal e apos o desafio com os oxidantes. Observou-se diferenca significativa entre

0s grupos na dosagem de TBARS no Plasma.

Tabela 3 — Média e desvio padrdo da quantidade de TBARS encontrada no
plasma seminal e apds o estresse oxidativo induzido nos grupos
controle e afetado - S&o Paulo — 2008

Plasma Estresse
AF 188,9+28,1° 600,0+40,2
GC 287,5+39,7° 655,7+93,7

Letras sobrescritas entre linhas representam diferenga
significativa (p<0,05)
O grupo AF apresentou correlacdo positiva entre stress oxidativo e SCSA
(Tabela 4).
O grupo controle apresentou correlagdo positiva entre plasma/FITC-PSA e
correlacdo negativa entre FITC-PSA/JC-1 (Tabela 5).



Tabela 4 — Correlacdo entre as variaveis seminais avaliadas no grupo afetado. Os valores em negrito indicam correlagdo e os grifados

sugerem tendéncia a correlacdo - Sdo Paulo — 2008

CORRELACAO AFETADOS

Vol

Motil

Vigor

Mortos

Conc

FITC-PSA

JC1

Plasma

Stress

DEFMAFS

DEFMEFS

DEFMAEN

Motil Vigor Mortos
0.52743 0.42513 -0.4033
0.0117 0.0486 0.0627
0.62414 -0.3599

0.0019 0.0999

-0.1316

0.5592

Conc

0.03229
0.8866

0.0409200
.8565

0.12665
0.5744

0.13897
0.5374

FITC-PSA

0.13656
0.5772

-0.18632
0.445

-0.29159
0.2258

-0.39739
0.092

-0.43215
0.0646

JC1

-0.0052
0.9825

0.39608
0.0838

0.28926
0.2161

0.12435
0.6014

-0.1146
0.6303

-0.2625
0.2775

Plasma

0.81461
0.0001

-0.33383
0.2064

-0.58472
0.0174

0.33151
0.2097

-0.39337
0.1317

0.34608
0.2467

0.04193
0.8868

Stress

0.00616
0.9783

-0.17969
0.4236

-0.34174
0.1196

0.11545
0.6089

0.10023
0.6572

0.22851
0.3467

-0.08006
0.7372

0.19546
0.4682

DEFMAFS DEFMEFS

-0.29811
0.1893

-0.29808
0.1894

-0.26884
0.2386

0.02984
0.8978

0.23469
0.3058

0.05984
0.8135

0.00676
0.9781

0.15195
0.5888

0.26162
0.2520

0.05860
0.8008

-0.12791
0.5806

-0.04854
0.8345

-0.09610
0.6786

0.40994
0.0649

-0.0731
0.7732

0.14128
0.5640

-0.39570
0.1443

-0.11028
0.6342

0.42958
0.0520

DEFMAEN

-0.39302
0.0780

-0.33311
0.1401

-0.34704
0.1232

-0.07042
0.7616

0.25595
0.2628

0.0765
0.7629

-0.00792
0.9743

0.29006
0.2943

0.13542
0.5584

0.37182
0.1065

0.30743
0.1873

DEFMEEN

0.14531
0.5297

-0.00399
0.9863

0.07239
0.7552

0.21647
-0.3459

-0.17980
0.4355

-0.17325
0.4918

-0.14341
0.5581

0.02827
0.9203

0.17640
0.4443

-0.42175
0.640

-0.26747
0.2543

-0.48237
0.0268

SCSA

-0.2486
0.3199

-0.38172
0.118

-0.14339
0.5703

0.30637
0.2163

-0.1186
0.6393

0.34578
0.174

-0.0617
0.8078

0.19056
0.553

0.5137
0.0292

0.27876
0.2786

-0.03635
0.8899

0.40437
0.1074

Vol=volume; motil=motilidade; conc=concentragdo; Plasma=quantidade de TBARS no plasma seminal; stress=quantidade de TBARS ap6s desafio com
oxidantes; DEFMAFS=defeitos maiores no formol-salino; DEFMEFS=defeitos menores no formol-salino; DEFMAEN=defeitos maiores na eosina-nigrosina;

DEFMEEN=defeitos menores na eosina-nigrosina.
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Tabela 5 — Correlagéo entre as variaveis seminais avaliadas no grupo controle. Os valores em negrito indicam correlagdo e os grifados
sugerem tendéncia a correlacdo - Sdo Paulo — 2008

CORRELACAO CONTROLE

Motil Vigor Mortos Conc FITC-PSA JC1 Plasma Stress DEFMAFS DEFMEFS DEFMAEN DEFMEEN SCSA
0.07706 -0.0152 0.68018 0.05871 0.20649 -0.6409 0.31992 0.26358 -0.10536 0.25801 0.43738 0.11123 0.1691
Vol 0.7849 0.9571 0.0149 0.8353 0.4788 0.0135 0.3107 0.3625 0.7086 0.3532 0.1030 0.6931 0.5993
Motil 0.55447 0.03688 -0.0020 0.02538 -0.2185 0.26448 0.21971 -0.02913 -0.02979 -0.11114 0.45068 0.00136
0.0319 0.9094 0.9943 0.9314 0.4529 0.4061 0.4504 0.9179 0.9161 0.6933 0.0918 0.9967

Vigor -0.0382 -0.0083 -0.17907 -0.2600 -0.25970 0.07003 0.36908 0.04338 -0.22537 0.13493 -0.15032
0.9061 0.9765 0.5402 0.3693 0.4150 0.8120 0.1758 0.8780 0.4193 0.6316 0.6410

Mortos 0.11937 -0.15818 -0.3229 -0.04980 0.51016 -0.28857 0.45749 0.14463 -0.38192 -0.16753
0.7118 0.6423 0.3327 0.8913 0.1083 0.3630 0.1348 0.6538 0.2205 0.6225

Conc 0.10581 0.05961 0.55065 -0.01331 -0.33887 -0.17314 -0.49333 -0.39430 -0.41035
0.7189 0.8396 0.0635 0.9640 0.2166 0.5372 0.0617 0.1459 0.1852

FITC-PSA -0.58672 0.60605 0.23337 0.03445 -0.01422 -0.06889 0.24831 0.12596
0.035 0.0481 0.4429 0.9069 0.9615 0.815 0.292 0.7121

JC1 -0.31322 -0.06900 -0.09355 -0.02210 -0.12836 -0.22084 -0.29077
0.3493 0.8228 0.7504 0.9402 0.6619 0.4480 0.3592

Plasma 0.38842 -0.02184 -0.18864 -0.08426 0.14247 -0.07686
0.2378 0.9463 0.5571 0.7946 0.6587 0.8442

Stress 0.34205 0.20246 0.14280 0.34711 -0.18623
0.2313 0.5876 0.6262 0.2240 0.5835

DEFMAFS 0.15364 0.31809 0.10151 0.28461
0.5846 0.2479 0.7189 0.3699
DEFMEFS -0.22411 -0.36008 0.7296
0.4220 0.1874 0.0071

DEFMAEN 0.42723 0.17953
0.1122 0.5766

DEFMEEN -0.25484
0.4241

Vol=volume; motil=motilidade; conc=concentragdo; Plasma=quantidade de TBARS no plasma seminal; stress=quantidade de TBARS ap0s desafio com
oxidantes; DEFMAFS=defeitos maiores no formol-salino; DEFMEFS=defeitos menores no formol-salino; DEFMAEN=defeitos maiores na eosina-nigrosina;
DEFMEEN=defeitos menores na eosina-nigrosina.
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6.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

Os caes afetados apresentaram diferentes tipos de alteracfes testiculares e
por isso as caracteristicas foram descritas individualmente.

O AF 6 — Galak (10 meses) apresentou capsula testicular com tecido
organizado e compacto, sendo mais frouxo na porcao interna, préximo aos tubulos
seminiferos. No compartimento intertubular observou-se tecido conjuntivo frouxo
retraido, vasos sanguineos, células intersticiais (Leydig) e células mibdides bem
estruturadas dispostas circularmente ao redor de cada tubulo seminifero. Os tdbulos
seminiferos apresentavam-se solidos ou com luz reduzida (inicio de luminacdo). No
interior dos tubulos as células predominantes eram as de suporte indiferenciadas,
distribuidas ao longo da membrana basal. Raras espermatogdnias em inicio de
divisdo celular podiam ser visualizadas em alguns tubulos, entre as células de
suporte ou mais centralmente nos tdbulos, com nucleo globoso e cromatina
ligeiramente frouxa (Figura 1).

Os trés segmentos do epididimo, cabeca, corpo e cauda, apresentavam
arquiteturas semelhantes. O tecido conjuntivo intertubular estava bem organizado,
disposto circularmente ao redor dos tabulos e tornando-se mais frouxo a medida que
se afasta deles. Os tubulos apresentavam luz ampla, sem conteudo, epitélio com
células baixas, cubdides, e ndo colunares como deveriam ser. Os estereocilios

estavam muito pequenos e pouco evidentes (Figura 1).
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Figura 1 — AF-6 (HE) A e B testiculo — Observa-se capsula (@) bem organizada;
tecido conjuntivo frouxo entre os tubulos (#); tubulos seminiferos
sélidos ou com lumen estreito (l); células de suporte (s); inicio de
divisdo de células espermatogénicas (d); células midides (m); vasos
sanguineos (v). C cabeca do epididimo e D cauda do epididimo —
observa-se tecido conjuntivo frouxo bem organizado (#); tubulos com
luz ampla (1); células epiteliais baixas (seta) - Sdo Paulo — 2008

O AF 7 — Oddie (2 anos) apresentou capsula testicular mais delgada, com
poucos e espacados fibroblastos de aparéncia normal. A camada mais interna da
capsula mostrou-se mais desenvolvida e muito celularizada. No compartimento
intertubular observou-se tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos, poucas células
de Leydig e células mibides ao redor dos tdbulos. Os tubulos apresentavam células
da linhagem espermatogénica — de espermatogbnias a espermatozoides, porém na
maioria deles a distribuicdo estava atipica. Em nenhum dos campos avaliados foi
possivel visualizar luz tubular. Em um tdbulo seminifero células gigantes
multinucleadas foram observadas (Figura 2).

A cabeca e o corpo do epididimo apresentavam tecido conjuntivo intertubular
bem organizado e aderido aos tubulos, vasos sanguineos com estrutura preservada.
O tubulo apresentava epitélio pseudo-estratificado com estereocilios, porém com

espacgos (vacuolos) entre as células. A luz dos tubulos mostrou-se ampla, com
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conteddo de espermatozoides e células descamativas. A cauda do epididimo
apresentou lumen significativamente aumentado, com epitélio colunar pseudo-
estratificiado com estereocilios mais bem definido do que as outras duas porcdes e
com grande quantidade de espermatozoides, células descamativas e alguns

leucécitos (Figura 2).

Figura 2 — AF-7 (HE) A e B testiculo — observa-se tecido conjuntivo frouxo entre
0s tubulos (#); células midides (m); célula de Leydig (L);
espermatdcitos (ct), espermatide alongada (al); célula em diviséo (seta
branca); célula gigante multinucleada (cgm). C corpo do epididimo e D
cauda do epididimo — observa-se tecido conjuntivo frouxo bem
organizado (#); tibulos com luz muito ampla (l); grande quantidade de
células na luz tubular () - Séo Paulo — 2008

O AF 8 — Thor (2 anos e 9 meses) apresentou capsula testicular constituida
por tecido conjuntivo denso ndo modelado, em determinados pontos na regiao mais
interna da capsula (tunica albuginea) bem como nos septos. Foram observados
infitrados de células inflamatdrias. No compartimento intertubular observou-se
septos mais espessos. As células midides mostraram-se bem desenvolvidas e
dispostas circularmente a membrana basal dos tubulos seminiferos. Neste animal

nao foram observadas células de Leydig. Os tubulos seminiferos apresentavam luz
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reduzida como se estivessem em inicio de luminacdo. Os tubulos seminiferos ndo
apresentavam células da linhagem germinativa, apenas em alguns foram
observadas espermatogbnias em inicio de diferenciacdo, neles predominavam
apenas células de suporte (Sertoli) indiferenciadas (Figura 3).

A cabeca e o corpo do epididimo apresentavam tecido conjuntivo intertubular
bem organizado e aderido aos tubulos, disposto circularmente proximo aos tubulos e
tornando-se mais frouxo a medida que se afastava deles, os vasos sanguineos
apresentavam estrutura preservada. Os tubulos apresentavam luz ampla, sem
conteuldo, epitélio com células baixas, cubdides, e ndo colunares como deveriam
ser. Os estereocilios estavam muito pequenos e pouco evidentes. A cauda do
epididimo apresentava as mesmas caracteristicas do tecido conjuntivo dos outros
segmentos, porém com células colunares altas no epitélio tubular, caracteristicas

deste tecido. O limen ndo apresentou contetdo (Figura 3).

Figura 3 — AF-8 (HE) A e B testiculo — observa-se infiltrad jacente
ao septo de tecido conjuntivo (i); células midides (m); células de
suporte (s); inicio de divisdo de células espermatogénicas (d); vaso
sanguineo (v). C corpo do epididimo e D cauda do epididimo —
observa-se tecido conjuntivo frouxo bem organizado (#); tabulos com
luz ampla (I) sem conteudo; epitélio tubular com células baixas (seta
preta); células colunares (seta cinza) - Sdo Paulo — 2008



56
Resultados

O AF 9 — Caju (1 ano e 1 més) apresentou cépsula testicular de aparéncia
normal, constituida por tecido conjuntivo denso modelado. O tecido conjuntivo
intertubular quando comparado aos demais cées avaliados estava reduzido, com
raras células de Leydig. Os tubulos apresentavam contornos irregulares com células
midides espacadas e sem contato entre eles. Assim como os tdbulos, o limen
apresentava contornos irregulares com epitélio germinativo em inicio de
diferenciacdo. Muitas figuras de apoptose e de células gigantes multinucleadas
também foram observadas na luz dos tubulos (Figura 4).

Os trés segmentos do epididimo, cabeca, corpo e cauda, apresentavam
arquiteturas semelhantes. O tecido conjuntivo intertubular estava bem organizado,
disposto circularmente ao redor dos tubulos e tornando-se mais frouxo a medida que
se afastava deles. Os tubulos apresentavam luz ampla, sem conteudo, epitélio com
células baixas, cubodides, e ndo colunares como deveriam ser. Apresentavam
estereocilios muito pequenos e pouco evidentes. A cauda apresentou epitélio com
células mais altas, porém desorganizadas, com nucleos dispostos de maneira
confusa, sem a imagem caracteristica de pseudo-estratificado. Os estereocilios

apresentavam-se pouco desenvolvidos, formando grumos (Figura 4).
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igura 4 — AF-9 (HE) AeB testl'ulo —ob élulas mibides (m); células

serva-se c
em divisdo (seta); célula gigante multinucleada (cgm). C corpo do
epididimo e D cauda do epididimo — observa-se tecido conjuntivo
frouxo bem organizado (#); epitélio colunar com células
desorganizadas e esterecilio pequenos e em grumos (seta); luz
tubular muito ampla e sem conteddo () - Sdo Paulo — 2008

O AF 10 — Heércules (4 anos) apresentou capsula com estrutura frouxa,
poucos fibroblastos com nudcleos arredondados. O tecido conjuntivo intertubular
mostrou-se muito reduzido. Ao redor dos tubulos foram encontradas poucas células
midides e estas fracamente aderidas aos tubulos. Os tubulos mostram-se muito
retraidos e com contornos irregulares. Neste animal foi possivel diferenciar no
epitélio germinativo os diferentes estagios do ciclo germinativo, podendo-se
identificar de espermatogonias a espermatozéides (Figura 5).

Os trés segmentos do epididimo, cabeca, corpo e cauda, apresentavam
arquiteturas semelhantes. O tecido conjuntivo intertubular estava bem organizado,
disposto circularmente ao redor dos tubulos e tornando-se mais frouxo & medida que
se afastava deles, os vasos sanguineos apresentavam estrutura preservada. Os
tubulos apresentavam epitélio colunar pseudo-estratificado com estereocilios bem
caracteristicos, luz ampla, com contelddo de espermatozoides e células

descamativas (Figura 5).



Resultados

58

N

Figura 5 — AF-10 (HE) A

2P b < A T G A “sole

e B testiculo — observa-se capsula (=) com poucos
fibroblastos; tecido conjuntivo frouxo entre os tubulos com retracdo
(#); tubulos com contornos irregulares (seta); células miodides (m);
vasos sanguineos (v); célula de Sertoli (S); diversos tipos celulares da
linhagem germinativa: espermatdcito (ct), espermatide alongada (al).
C corpo do epididimo e D cauda do epididimo — observa-se tecido
conjuntivo frouxo bem organizado (#); epitélio colunar pseudo-
estratificado com esterecilio (seta); grande quantidade de
espermatozéides na luz do tubulo (sptz) - S&o Paulo — 2008
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7 DISCUSSAO

A GRMD assim como a DMD apresenta graus diferentes de manifestacéo
clinica. Como ja relatado anteriormente por Gaiad (2006), em trabalho realizado no
mesmo grupo de animais utilizados neste estudo, caes de uma mesma ninhada,
mesmo gue mantidos com 0 mesmo manejo, apresentam fenotipos para a GRMD
diferentes entre si e, em cada animal, as caracteristicas da patologia evoluem em
ritmos distintos. O grupo AF é formado por animais com diferentes quadros clinicos.

As caracteristicas descritas na literatura sobre as alteracdes posturais com
hiper-extensdo dos carpos, hiper-flexdo dos tarsos e abducéo das patas, hipertrofia
da lingua e atrofia dos musculos do temporal, andar aos saltos como coelho séo
todas muito bem caracterizadas na populagédo estudada. Outras ocorréncias como
morte neonatal, morte por insuficiéncia cardiorrespiratéria ou morte subita por
alteracdes cardiacas também séo vivenciadas no Canil GRMD-Brasil.

Os animais apresentam hiperglossia (aumento da musculatura da lingua),
além de atrofia dos musculos do pescoco e por isso apresentam grande dificuldade
na apreensdo e degluticio da comida. Para minimizar o esforgo durante a
alimentacdo, os mesmos sao alimentados um a um, com racdo pastosa (racao
triturada e umedecida com agua morna) desde que comecam a apresentar
dificuldade de degluticdo, fato que ocorre por volta de um ano de idade. Este manejo
além de facilitar a apreensdo do alimento, permite um acompanhamento muito
minucioso de cada animal, qualquer mudanca de apetite ou atitude é rapidamente
notificada.

Além do acompanhamento clinico ha também o manejo reprodutivo destes
animais. As fémeas passam por avaliacdo citolégica periédica para controle da fase
do ciclo estral e escolha do momento e do animal adequado para acasalamento.
Regularmente realiza-se colheita de sémen destes animais durante as aulas praticas
nas Disciplinas VRA 222 — Fisiologia da Reproducéo e da Lactacdo e VRA 413 —
Patologia e Clinica da Reproducdo do curso de graduacdo de Medicina Veterinaria
da FMVZ-USP.

Pelo fato de estarem acostumados a esta rotina e ao tipo de manipulacgéo, a
colheita de sémen, durante a etapa experimental, ndo proporcionou estresse a

esses animais.



60
Discussao

Os animais com GRMD apresentam boa libido e devido a esse treinamento
pré-existente e ao condicionamento, muitas vezes chegavam ao laboratério ja
excitados, com intumescimento do bulbo peniano, sendo necessario que fossem
distraidos, para recomecar todo o procedimento.

No entanto, um desses animais (Bis — AF3), em duas ocasides, ndo manteve
a erecdo até a ejaculacdo. Este animal, além de ter fenétipo da doenca mais
acentuado, também apresenta um comportamento mais timido, fato que pode ter
influenciado na resposta ao estimulo.

O Suflair (AF5), em uma Unica ocasiao, apresentou aspermia. Esta situacao
sugere comprometimento dos musculos ejaculatérios como o mausculo
bulbocavernoso e o isquiocavernoso, além da musculatura pélvica que também tem
importante funcdo na ejaculacdo. A musculatura da capsula prostatica também tem
acdo na ejaculacdo, promovendo a expulsdo da primeira e da terceira fragcbes
seminais, além de ajudar na eliminacdo da segunda fracdo. Estas musculaturas
podem ter falhado neste dia, embora nos outros dias a colheita tenha sido realizada
de maneira satisfatdria, com volume do ejaculado normal.

A monta pode ser dificil para alguns animais, porém néo altera a libido e a
capacidade de ejaculacdo, como no caso do Peter (AFl), que ja se adaptou a
colheita manual. Este animal fica restrito a reproducéo por inseminacao artificial e ja
produziu descendentes (1 cruza — IA com 7 filhotes nascidos), apesar de ser
teratospérmico. Porém, em episddio recente, quando em contato com uma fémea,
realizou salto sobre a mesma, sugerindo que em situacao favoravel, com fémea no
cio e sem interferéncia de outros machos, talvez pudesse realizar monta natural.

O volume do ejaculado (22 fracdo) ndo variou entre os animais, que
apresentaram valores entre 0,6+0,012mL e 1,68+0,35mL, dentro da faixa da
normalidade para a espécie (0,5-4,0mL). Porém, ao associar os valores de volume
com concentracdo espermatica, que expressa o niumero de espermatozéides por mL
de sémen, pode-se aferir que o animal AF1 — Peter apresentou alta concentracéo e
volume abaixo, quando comparado a média dos demais, de 1,0 mL. Estes valores,
quando interpretados juntamente com os outros dados do animal, podem indicar
uma possivel deficiéncia contratil da céapsula prostéatica, resultando em volume
espermético menor e consequente maior concentragdo de espermatozoides no

ejaculado.
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O grupo AF apresentou concentracdo espermatica significativamente maior
gue o GC. Talvez este fato possa ter sido influenciado pela pouca experiéncia dos
animais do GC em contraste com o treinamento constante do AF nas aulas da
graduacdo e em outros experimentos.

A motilidade e o vigor seminais sdo parametros muito importantes da
avaliagdo seminal, ndo devendo no c&o haver menos de 70% dos espermatozoides
apresentando movimento retilineo progressivo. Como mostrado no anexo G,
nenhum dos animais apresentou média de motilidade inferior a 80%. O vigor
observado também apresentou média satisfatoria, sempre acima de 3,25 na escala
de 0 a 5 (ROOT; KUSTRITZ, 2007).

A proporcdo de espermatozoides vivos/mortos também se mostrou huma
faixa muito segura, com médias dos grupos acima de 93%.

A morfologia espermatica € altamente especializada, cada componente
estrutural é desenhado especificamente para o desempenho de sua funcéo, a de
transportar em seguranca o DNA paterno até o interior do odcito materno
(GRUDZINSKAS; YOVICH, 1995). Alteracdes na conformacdo do espermatozoide
podem dificultar ou mesmo inviabilizar este objetivo. Embora os grupos controle e
afetados ndo tenham apresentado diferencas significativas entre eles é possivel
observar pelo anexo G que o animal AF1 (Peter) apresenta grande numero de
defeitos maiores, caracterizados principalmente por alteracdes de cabeca, sendo
considerado um animal teratospérmico, ou seja, que apresenta mais de 20% de
defeitos totais (VANNUCCHI et al., 1998) . Segundo Barth e Oko (1989), defeitos de
cabeca como cabeca piriforme, muito encontrado neste animal, podem ser resultado
de condi¢cBes anormais que alteram a funcdao testicular. Estas condi¢cdes podem ser
caracterizadas por alteracdes na termo-regulacédo ou distlrbios hormonais locais ou
sistémicos. Distarbios hormonais locais podem ser causados por alteracdes térmicas
e 0s sistémicos podem ser consequéncia de adversidades que causam estresse ao
animal, como por exemplo, dor crdnica, mudancas ambientais, toxinas, entre outros.
Como descrito por Luppi (2006), estes animais apresentam alteracdo histolégica na
estrutura do musculo cremaster, responsavel pela termo-regulacdo testicular,
podendo ser exacerbada neste animal, justificando as alteracbes morfolégicas
encontradas nos espermatozoides. Além disso é sabido que a condi¢cdo crbnica e
debilitante da doenca proporciona estresse e possivelmente dor permanente aos

animais, que estdo sempre muito vulneraveis as alteragdes internas e externas como
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dificuldade de degluticio com engasgos, dificuldade respiratoria, mudancas
climaticas que podem levar a alteracdes respiratorias, entre outras. Porém, um
estudo detalhado sobre o perfil hormonal desses cédes ainda ndo foi realizado,
podendo ser uma diretriz a ser seguida.

Como relatado por Evenson et al. (1980), a conformacdo nuclear, e
consequentemente da cabeca do espermatozoide, esta relacionada, entre outras
coisas, com a compactacdo da cromatina. No entanto, o AF-1 ndo apresentou
indices de fragmentacdo de DNA (SCSA) maior que 0s outros animais, mostrando
que apesar dos formatos aberrantes observados nas células, as mesmas nao
apresentaram indice de fragmentacdo de DNA alterados. Isto pode ser reforcado
ainda pelo fato deste animal ter descendentes, produzidos por inseminacéo artificial,
comprovando sua fertilidade.

A quantidade de TBARS no plasma seminal (Plasma) mostrou diferenca
significativa entre os grupos, sendo que o grupo AF apresentou menor quantidade
de ROS do que o grupo GC. Como dito anteriormente, toda célula aerébica produz
ROS como produto de atividade oxidativa, sendo estas fundamentais para a
homeostase celular. Os resultados encontrados, neste experimento, podem significar
maior atividade espermatica dos cées do grupo GC (justificada pela maior producéo
de ROS), entretanto tal afirmagdo ndo pode ser feita, uma vez que nao existem
parametros estabelecidos para esta dosagem, nesta espécie.

A diferenca da quantidade de ROS entre os grupos GC e AF ndo se
mantiveram quando da dosagem de TBARS apds a inducédo do estresse oxidativo,
indicando que ambos 0s grupos apresentam resisténcia semelhante frente a uma
situacdo de estresse.

Os valores de SCSA (“sperm chromatin structure assay”) foram maiores no
grupo GC do que para o grupo AF, embora todos se encontrem dentro da faixa de
valores considerada como baixa fragmentacao (0 a 15% - alta fertilidade)(EVENSON
e JOST, 2000).

A lesdo de DNA, tanto mitocondrial como nuclear esté relacionada com a
producdo de ROS em espermatozoides humanos (AITKEN, 2006). Como discutido
anteriormente, os aniamis do grupo GC apresentam maior producédo de ROS do que
0 grupo AF, podendo ter induzido uma maior fragmentacdo de DNA, porém ainda
dentro dos parametro considerados baixos, ndo comprometendo a fertilidade dos

animais.
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A integridade de acrossomo, mensurada pelo teste FITC-PSA, também
mostrou valores maiores para o grupo GC DO que para o grupo AF. E sabido que a
manipulacdo do sémen, com a centrifugacdo, a pipetagem e todos 0S processos
realizados para a avaliacgho seminal estimulam a reacdo acrossomal.
Fisiologicamente, a reagcdo acrossomal ocorre no momento da ligacdo do
espermatozdide com a zona pellcida (ZP) e consiste na liberacdo do conteldo
acrossomal, composto de enzimas proteoliticas que irdo facilitar a penetracdo do
espermatozoide na ZP, além de promover alteracbes na superficie espermatica,
como a exposicdo de receptores de superficie, que irdo possibilitar a fusdo do
espermatozdide com o odcito (AITKEN, 2006). Assim como para o estresse oxidativo
discutido anteriormente, os valores menores de lesdo de acrossomo encontrado no
grupo AF podem significar uma menor ou mais lenta reatividade acrossomal. Se os
valores do grupo controle forem considerados o0s parametros normais para a
espécie, o grupo AF pode estar abaixo do ideal esperado, reforcando a idéia de que
nestes animais os espermatozoides podem possuir uma alteracdo na composicao ou
conformacdo da membrana plasmatica, tornando-a menos fluida ou menos
responsiva aos estimulos fisiolégicos.

Ao contrério dos animais afetados, os animais do grupo controle ndo foram
treinados previamente, tratavam-se de animais jovens, que nunca procriaram ou
copularam e mostraram certa ansiedade diante dos procedimentos e do ambiente.
Tal fato péde ser confirmado por uma mudanc¢a de comportamento entre a primeira e
a segunda colheita, na qual estavam mais confiantes e adaptados aos
procedimentos. Acredita-se que estes fatores podem ter aproximado os resultados
do grupo controle aos do grupo afetados, mascarando possiveis diferencas entre
aas variaveis estudadas.

Outro fator que pode ter sido determinante nos resultados é o niumero de
animais utilizados. Por serem afetados por essa doenca tdo devastadora, 0 nUmero
de animais adultos e aptos a passar pelos procedimentos de colheita de sémen é
limitado, deixando sempre ressalvas quanto a extrapolacdo dos resultados para uma
populacdo maior ou mesmo para outras espécies, no caso humanos portadores de
DMD.

Alteracbes seminais caracteristicas a todos o0s animais ndo foram
observadas, como o descrito por Herndndez-Gonzalez et al. (2004) que observaram,

em camundongos, alta incidéncia de defeitos de cauda do espermatozoide, além de
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motilidade esperméatica anormal, consistindo de movimentos vibratérios. Os autores
atribuiram estas alteracdes a auséncia de Dp71 e de proteinas associadas ao
complexo da distrofina (DAPC). Porém, o camundongo estudado ndo apresenta
nenhum produto do gene da distrofina, fato que nédo deve ocorrer na DMD e na
GRMD, a ndo ser em casos individuais. Neste mesmo estudo, 0s autores citam

baixa taxa reprodutiva dos camundongos madx>*Y

, 0 que ndo se constatou nos caes
afetados pela GRMD, uma vez que 0s mesmo reproduzem-se por inseminacao
artificial, na maioria das vezes, e apresentam fertiidade e tamanho de ninhada
compativeis com a raca (média de 9,43 filhotes por ninhada).

A histologia do aparelho reprodutor mostrou alteragbes significativas em
todos os animais. Infelizmente ndo foi possivel realizar biopsia de testiculo e
epididimo, como pensado inicialmente, para que se pudesse comparar diretamente a
histologia com os resultados das andlises seminais. Este procedimento poderia
causar danos irreversiveis aos animais que séo os reprodutores do canil.

Os resultados encontrados na histologia mostram algumas alteracfes muito
severas que ndo seriam compativeis com os quadros espermaticos encontrados nos
animais afetados que passaram por avaliacdo seminal. Um exemplo € o animal
afetado 8 — Thor, que apresentou testiculos de aparéncia pré-pubere, incompativel
com sua idade, caracterizado pela auséncia de espermatozdides ou mesmo outras
células da linhagem germinativa. Este quadro histolégico é compativel com
hipoplasia testicular, tendo origem no desenvolvimento embrionario.

Assim como o Thor, o Galak — afetado 6, também apresentou testiculos pré-
pubere, porém este animal tinha apenas 10 meses quando veio a 6bito. Em um céo
normal de porte grande, esta seria uma idade limitrofe para o inicio da puberdade,
porém levando-se em conta que a puberdade esta relacionada ao tamanho e peso
corporal e que estes animais tém taxa de crescimento bem inferior ao esperado, em
especial este animal que apresentava enorme dificuldade de ingestdo de alimento
devido a uma hérnia esoféagica pronunciada, pode-se entender este achado. Outro
fator que pode levar a este possivel retardo da puberdade é o ja mencionado
estresse permanente causado pela doenca e a necessidade detectada pelo
organismo de direcionar energias para areas mais vitais do organismo, deixando a
reproducao para segundo plano.

O Caju — afetado 9, embora ainda bem jovem no momento do 6bito, 1 ano e

1 més, apresentou células germinativas em diferentes fases de diferenciagéo,
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porém essa diferenciacdo tinha aparéncia de ter sido interrompida pelo processo
degenerativo, sem que as células chegassem a apresentar caracteristicas definidas
de cada fase da espermatogénese. A grande quantidade de células gigantes
semelhantes as de corpo estranho caracterizavam severa degeneracao de células
germinativas, tendo estas células funcdo de limpeza da area (SINGH; ABE, 1987).
As células gigantes multinucleadas podem estar muito aumentadas no testiculo em
casos de toxicidade, estresse ou hipoxia (APSALIAMOV et al., 1993; REHM, 2000).
Em estudo de testiculos de cédes normais, da raca beagle, utilizados como controle
em estudos reprodutivos diversos, Rehm (2000) relata alta incidéncia de células
gigantes multinucleadas numa média de 5 tubulos seminiferos afetados por testiculo,
namero muito inferior ao encontrado nos testiculos do Caju — AF9. Singh e Abe
(1987) descreveram as células gigantes em testiculos de camundongos apoés ligacao
do ducto eferente e relatam que o achado é frequente em animais com diferentes
patologias dentre elas criptorquidismo ou animais de estudos experimentais com
agentes toxicos. Os autores descrevem a disposicdo periférica dos nucleos e
alteracbes morfologicas das pontes intercelulares, além da confluéncia das
membranas plasmaticas de células adjacentes e alteracdes nas divisdes celulares.
Estas células sdo formadas geralmente por espermatides que devido a essa fuséo,
nao desenvolvem o flagelo.

O cdo AF9 — Caju apresentava ainda células midides pouco aderidas a
membrana basal do tdbulo seminifero, o qual se apresentava com contornos
irregulares e fraca ligacdo com a matriz extracelular. Esta pouca aderéncia entre as
células pode ser resultante das deficiéncias de distrofina e proteinas a ela
associadas (DAP) que levam a ma adesao entre as células musculares e até de
tecido conjuntivo (PIZZEY; JONES, 1995).

Os outros dois animais, Oddie e Hércules (AF 7 e 10, rescpectivamente)
mostraram alteragcbes na arquitetura dos tubulos, porém com toda a linhagem
germinativa presente, inclusive espermatozoides. Isto leva a crer que este seria um
qguadro possivel para os padrdes espermaticos encontrados nos cinco animais
avaliados.

N&ao foi possivel determinar um padrdo com relacdo a idade ou as
caracteristicas do quadro clinico dos animais. O AF9 — Caju era um animal de porte
grande em relacdo aos outros do canil, no entanto veio a 6bito muito cedo e com

graves alteracOes degenerativas nos testiculos.
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O AF7 — Oddie e o AF8 — Thor apresentavam estrutura 6ssea grande e
muito semelhantes. Morreram com idades proximas, porém com caracteristicas
histoldgicas testiculares completamente diferentes.

O AF10 — Hércules desenvolveu a distrofia de forma severa e rapida, tendo
passado toda a vida com grande dificuldade de degluticdo e em extrema magreza.
Mesmo assim, mostrou espermatogénese completa, apesar das alteracdes
arquiteturais.

Baseado nas diferentes alteracdes histoldgicas observadas e tracando-se
um paralelo com os resultados das andlises seminais, poderiamos supor que 0
animal AF1 — Peter deve apresentar maiores alteracdes histoldgicas, com maior grau
de degeneracéo testicular, que resultariam no quadro de teratospermia apresentado
por ele. Os outros animais devem apresentar lesdes testiculares menores, que
resultam em alteracdes menos evidentes. Acreditamos que nenhum dos animais das
andlises seminais apresentem alterac6es histolégicas como as encontradas nos
animais AF9 — Caju (intensa degeneracao) ou AF8 — Thor (hipoplasia), pois estes
nao apresentavam espermatozoides nos cortes avaliados e provavelmente nao
produziriam sémen com as caracteristicas observadas.

Muitas informacdes ainda precisam ser melhor detalhadas para que se
possa utiliza-las em procedimentos com homens portadores da DMD. Estudos sobre
os perfis hormonais devem ser realizados para que se possa prever a maturidade
sexual bem como a sua manutencédo. Outros fatores nao considerados neste estudo
podem ser de fundamental importancia num estudo com seres humanos, como por
exemplo questdes psicologicas e emocionais, que podem afetar fun¢cdes como
erecao e ejaculacao.

Com a melhora da qualidade de vida dos portadores de distrofias e o
consequente aumento da expectativa de vida, as manifestacdes decorrentes do
amadurecimento sexual, juntamente com o0 desejo de se estabelecer um estilo de
vida o mais préximo possivel do normal, pode levar a questdes nunca antes
levantadas. Como estas pessoas devem se comportar para que tenham uma vida
sexual saudavel? Conhecer seu potencial de fertilidade € importante para evitar
problemas posteriores. ConsequUéncias indesejaveis como uma gestacdo nao
programada deve ser evitada e se desejada esta deve ser monitorada

geneticamente, para que ndo se produza descendentes com as mesmas alteracoes
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do pai. Um diagndstico genético pré-implantacional pode selecionar um embrido livre
da DMD e garantir uma gestagao segura.

Queremos acreditar que este estudo possa abrir algumas portas para
guestdes que venham dar novas esperancas de vida a pessoas com DMD, e seus

familiares, trazendo perspectivas de uma vida mais prazerosa e plena.
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8 CONCLUSOES

Este estudo permite concluir que:

= A GRMD nao altera a atividade mitocondrial dos espermatozoides,
entretanto, a integridade de acrossomo e a compactacdo de DNA sdo maiores no
grupo AF.

» Os espermatozdéides de cées afetados pela GRMD apresentam
capacidade de resisténcia ao estresse oxidativo semelhante a apresentada por caes
nao afetados pela doenca, embora o plasma seminal apresente menor gquantidade
de ROS.

= O aparelho reprodutor dos caes com GRMD mostram alteracdes diversas
em sua estrutura e composi¢ao, o que contraria a hip6tese formulada.

= Ndo € possivel, devido a grande variabilidade de sintomas entre

individuos, tracar um paralelo entre quadro clinico e qualidade espermatica.
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ANEXO A — Tampéao TNE (pH 7,4)

Reagente Quantidade
NacCl 0,15M
Tris-HCI 0,01M
EDTA 1ImM
ANEXO B — Sondas fluorescentes
a) FITC-PSA (100 pg/ml)
Reagente Quantidade
FITC-PSA 2 mg
DPBS 20 ml
Azida sodio 10% 10%

Conservar em freezer e acrescentar azida no momento do uso

b) JC-1
Reagente Quantidade
DMSO 1ml
JC-1 0,05mg

Conservar em freezer

c) Laranja de Acridina (LA) — pH 6,0
Reagente Quantidade
Ac citrico 0,037M
Na;HPO4 0,2M
EDTA 1mM
NaCl 0,15M
LA 6pg/ml

Manter em geladeira
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Detergente Acido — pH 1,4

Reagente Quantidade
HCI 0,08N
NaCl 0,15M
Triton X 100 0,1%
Manter em geladeira

ANEXO C — Fixador

Metacarn:
Reagente Quantidade
Metanol 60ml
Cloroférmio 30ml
Ac Acético Glacial 10ml

Manter em geladeira

ANEXO D - Protocolo de Inclusdo em Paraplast:
Reagente Tempo
Alcool 70% 1h ou overnignt
Alcool 80% 1h
Alcool 90% 1h
Alcool 100% | 1h
Alcool 100% II 1h
Alcool 100% Il 1h
Xilol | 1h
Xilol 1 30min
Paraplast | Overnight (60°C)
Paraplast Il 2hs (60°C)
Paraplast IlI incluséo
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ANEXO E - Coloracéao

Hematoxilina — Eosina (HE)

Reagente Tempo
Xilol | 10 min
Xilol 1 10 min
Alcool 100% 3 min
Alcool 95% 3 min
Alcool 70% 3 min
Agua corrente 3 min
Hematoxilina 4 min
Agua corrente 10 min
Alcool — acido 3 seg
Agua corrente 10 min
Eosina 15 seg
Alcool 95% 3 seg
Alcool 100% | 2 min
Alcool 100% II 2 min
Alcool Xilol 2 min
Xilol 2 min

Montagem da lamina: colar laminula sobre os cortes histolégicos com Permount®

(Fisher Scientific — New Jersey).



APENDICE A — Média e erro padrdo do espermiograma nas 37 colheitas de cada animal dos grupos controle e afetado — S&o

Paulo - 2008
Animal | Volume Motilidade Vigor Concentracéao Vivos Defeitos Defeitos Defeitos Defeitos
(mL) % (2-5) X10%sptz/mL (%) Maiores (%) menores Maiores (%) menores
FS (%) FS EN (%) EN
AF1 0,98+0,1 80+3,53 3,25+0,2 1050+241,86 95,2+1,85 19+1,73 843,49 22,4+1,6 0,2+0,2
AF2 1,68+0,35 900 3,940 712+182,38  96,6%0,93 3,2+0,92 5,4+0,81 10,8+2,13 0,8+0,37
AF3 0,93%0,3 80+2,89 3,510 380+£156,95 96+2,52 3,67+2,73 5,66+1,67 12,5+0,5 0
AF4 1,42+0,2 86+1,87 3,7+0,2 646+79,72 97,2+1,07 4,4+0,75 814,73 8,8+2,15 210,71
AF5 1+0,2 81,25+4,27 3,62+0,12  345154,85 92,5+2,96 211,22 1+0,7 8,2512,06 20,7
CO1 0,84+0,07 87+3 4,1+0,1 570,8+177,55 95,8+1,93 4,8+1,46 6,2+2,61 712,02 0,8+0,37
CO2 0,6+0,12 83,75+4,73 3,5+0,2 191+46,09 99,33+0,33  2,5%+0,85 4+0,91 9+0,7 1,75+0,48
CO3 1,55+0,95 87,5+2)5 3,75+0,25 60150 96+0 4,5+0,5 16,5+6,5 10+7 344
CoO4 1,62+0,24  85+2,89  3,25+0,24 502,5+77,71 85,25+8,07 2,2+0,75 7,25+2,56 11,25+1,65 1,75+0,85

FS = formol salino; EM = Eosina-nigrosina

el
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APENDICE B — Média e erro padréo da cada animal para os testes FITC-PSA, JC-1
e SCSA realizados no citdmetro de fluxo — S&o Paulo — 2008

GRUPOS FITC-PSA JC1 SCSA
% acrossoma lesado % alto potencial de % de sptz com
mitocondria DNA fragmentado
AF1 26,5+7,4 67,949,7 5,8+0,6
AF2 21,9+6,9 71,346,0 3,9+0,8
AF3 22,745,1 67,8+8,1 3,6+1,3
AF4 20,9+4,3 71,5+2.6 3,0+0,6
AF5 33,0£9,5 65,1+8,2 6,6+1,3
CO1 31,645,2 62+4,1 5,6+1,5
CO2 22,8+4,4 71,7481 4,2+0,3
CO3 41,7+0,96 50,1+11,6 8,9+3,1

CO4 33,9+4,9 58,1+3,1 7.3+2,3
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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