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AVALIACAO SEMINAL E TESTICULAR DE CAES SUBMETIDOS A
ADMINISTRACAO DE CISPLATINA.

RESUMO - A correta orientacdo do Médico Veterinario, aos proprietarios de
cdes, usados com finalidades reprodutivas, submetidas a quimioterapia com
cisplatina, € importante na medida que este agente citostatico age nas células em
constante divisdo, podendo ser citotoxico para as células germinativas testiculares. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade espermatica atravées do
espermograma, ultra-som e avaliagcdo de ultraestruturas do testiculo de cées que
receberam cisplatina em diferentes momentos de analise espermatica. A dose
utilizada foi de 70 mg/m?, dose terapéutica, em intervalos de 21 dias, totalizando 4
infusdes. Os caes foram divididos em dois grupos de 4 animais cada, sendo que um
dos grupos recebeu a quimioterapia e o protocolo de diurese para protecao renal, ja
0 grupo controle ndo recebeu a cisplatina, estando sujeito apenas aos fatores
ambientais e ao tratamento suporte. Os resultados obtidos demonstraram que a
cisplatina influenciou na qualidade espermatica de caes, pois elevou as patologias
maiores e totais acima do aceitavel para cdes aptos a reproducdo, além de
alteracdes de volume testicular observados pelo exame ultra-sonografico ao longo
dos tratamentos e constatacdo da degeneracdo testicular em variados graus
observados pela analise ultraestrutural. Portanto, infere-se que este citostatico possa

acarretar alteracbes morfofuncionais nos tubulos seminiferos.

Palavras-Chave: Sémen, espermograma, ultra-som, analise ultraestrutural,

cisplatina, cao



SEMINAL AND TESTICULAR EVALUATION OF DOGS SUBMITTED TO THE
ADMINISTRATION OF CISPLATIN.

SUMMARY - The Veterinary Doctor's correct orientation, to the proprietors of
dogs, used with reproductive purposes, submitted to the chemotherapy with cisplatin,
it is important in the measure that this citostatic agent acts in the cells in constant
division, could be toxicity for the testicle germ cells . The objective of that work was to
evaluate the spermatic quality through the spermogram, ultra-sound and evaluation
of ultrastructures of the testicle of dogs that received cisplatin in different moments of
spermatic analysis. The used dose was of 70 mg/mz, therapeutic dose, in intervals of
21 days, totaling 4 infusions. The dogs were divided in two groups of 4 animals each,
and one of the groups received the chemotherapy and the diuresis protocol for renal
protection, the group control didn't already receive the cisplatin, being just subject to
the environmental factors and the treatment supports. The obtained results
demonstrated that the cisplatin influenced in the spermatic quality of dogs, because it
elevated the larger and total pathologies above the acceptable for capable dogs the
reproduction, besides alterations of volume testicular observed by the ultra-sound
exam along the treatments and verification of the degeneration testicular in varied
degrees observed by the analysis ultrastructural. Therefore, it is inferred that this

citostatic agent can cart alterations morphofunctional in the seminiferous tubules.

Key-words: Semen, sperm analysis, ultrasound, ultrastructural analysis, cisplatin,

dog.
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espermatogobnias primarias e espermatécitos na profase | da meiose (1500x). D -
espermatogbnias primarias e epsermatocitos em fase de leptéteno (2000x). E -
espermatogbnias tipo A e tipo B (3000x). F - esperméatides alongadas e

espermatoécitos em paquiteno (1500x)

26. Eletronmicrografia do epitélio testicular seminifero de cdo do grupo controle. G —
espermatogbnias secundéarias , espermatécitos em paquiteno e presenca de
lisossomos (1200x). H — espermatocitos na profase | da meiose - paquiteno
(2000x). | — espermatogbnias primarias com nucléolo excéntrico bem evidente
(1500x). J — compartimento adluminal comportando as células espermatogénicas
em diferentes estagios de divisdo meiotica e mitotica (1200x)

27. Eletronmicrografia do epitélio germinativo testicular de cdo do grupo controle. L —
espermatides alongadas no citoplasma da célula de Sertoli (4000x). M —
espermatides arredondadas (2500x). N — nacleo da célula de Sertoli (6000x). O —
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28. Caracteristica ultraestrutural do epitélio germinativo testicular de cdo submetido a
quimioterapia. A — degeneracdo do epitélio testicular (1200x). B - retracdo do
espaco intertubular com ocluséo parcial da luz tubular (1500x). C — presenca de
células da linhagem espermatogénica (1500x). D — célula tronco (3000x). E —

auséncia de sptz no lume (3000x). F — células de Leydig (1200X)  .....ccceeeennnnn. 75



29. Eletronmicrografia do epitélio seminifero de cao do grupo tratado. G e H — células
degeneradas (2500x, 3000x). | — cabeca do espermatozéide de cdo do grupo
controle (15000x). J — cabecga com aspecto de forquilha (5000x). L — variagdo no

tamanho nuclear (6000x). M — vacuolizacdo em regido acrossomal (6000x)



1. INTRODUCAO

O céancer apesar de ja ter sido relatado por Hipocrates ha séculos, constitui-se
até os dias de hoje um desafio a comunidade cientifica, pois representa a segunda
causa de morte na espécie humana (FERNANDES JUNIOR, 2000). Conforme
Daleck et al. (1995) o aumento continuo das enfermidades neoplasicas constatado
nos varios animais domesticos, tem alta prevaléncia, principalmente na espécie
canina.

Os farmacos antineoplasicos em geral atuam inibindo as proliferacdes
celulares, agindo sem distincéo nas células normais e nos oncacitos. Em decorréncia
desse fato, as células que se multiplicam mais rapidamente, como por exemplo, as
germinativas e epiteliais sdo as mais comprometidas pela quimiotoxicidade dos
agentes citostaticos (OGILVIE, 1996; WATERS; COOLEY, 1998). A cisplatina € um
sal metalico que possui uma molécula de platina e apesar de ndo ser um agente
alquilante verdadeiro, o seu mecanismo de acdo é similar a outros farmacos deste
grupo, ou seja, provoca inibicdo competitiva da sintese de DNA (ANDRADE, 2002).
Este quimioterdpico tem a capacidade de se intercalar no interior e entre as fitas do
DNA causando a ionizacdo de atomos de cloro, conseqientemente inativando o
DNA. E uma substancia com grande aplicabilidade na terapia antiblastica,
comumente utilizada no tratamento de neoplasias do aparelho reprodutor (DAGLI, et
al, 2002).

Os efeitos colaterais associados a administracdo de cisplatina, sao
representados principalmente pela nefrotoxicidade (GORMAN, 1995; MORRISON,
1998). Possuindo, também citotoxicidade hematoldgica, gastrintestinal, pulmonar
(nos felideos) e renal, aléem desta sdo relatadas outras alteracbes como anafilaxia,
neuropatia periférica, ototoxicidade, neurite otica e diminuicdo de magnésio, sodio,
fésforo e calcio (RODASKI; DE NARDI, 2004). Na literatura médica veterinaria sao
escassos 0s dados sobre os efeitos desse agente citostatico na reproducéo de céaes.
Estudos em ratos (C57/BI/6J) realizados por Seaman (2003), Sawhney (2005),



Zhang (2001) indicaram que a cisplatina induziu elevadas taxas de apoptose nas
células germinativas, causando degeneracdo do epitélio seminifero. Pode-se
observar que a dose de um mg/kg causou apenas deplecédo temporaria das células
germinativas. Com aumento de cinco vezes a dose inicial, observou-se atrofia
generalizada do epitélio, bem como vacuolizagdo citoplasmatica e perda da
diferenciacdo das células germinativas, ocasionando uma diminuicdo da
espermatogénese. Adler e Tarras (1990) relataram que a cisplatina ocasionou efeitos
clastogénicos na meiose das células espermaticas de ratos F1 (101/E1 x C3H/EL).
Segundo Cherry et al. (2004) o tratamento com o mesmo farmaco nesta espécie,
ocasionou diminuicdo no tamanho e massa dos testiculos.

Na medicina, a cisplatina é usada largamente na terapéutica do céancer
testicular, mesmo sendo constatado seus efeitos colaterais como azoospermia
(HOWELL; SHALET 2005). Além disto, este quimioterapico pode ser fetotdxico,
teratogénico e gonadotoxico (CASTANHO et al. 2000; DAVID FILHO; EYL, 2000).

Em homens a quimioterapia com cisplatina em altas doses (400-500 mg/m?)
induziu azoospermia, com danos permanentes no epitélio seminifero. Para a
oncologia humana é muito importante que os pacientes submetidos a altas doses
com este quimioterdpico sejam informados que poderdo ficar inférteis
permanentemente (COLPI et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2004; TAKSEY et al., 2003).

Em experimento realizado por Castro (2007), onde se avaliou a morfologia
espermatica, confrontando dois métodos (lamina corada e camara umida) de caes
submetidos a administracdo de cisplatina, constatou-se que o farmaco elevou o
namero de patologias espermaticas, demonstrando a ocorréncia de alteracbes
morfofuncionais nos tubulos seminiferos de cées tratados com cisplatina, ainda
evidenciou que os dois métodos de avaliagdo espermatica, quando comparados
entre si, mostraram-se efetivos no estudo da morfologia, ndo apresentando diferenca
significativa entre os dois métodos.

Na Medicina Veterinaria, Rosenthal (1981) descreveu que a administragdo de
sulfato de vincristina em cdes com tumor venéreo transmissivel suprimiu

temporariamente a espermatogénese. Ja nos experimentos realizados por Daleck et



al. (1995), foi observado que a aplicacdo da mesma substancia determina
degeneracéo testicular de grau leve a moderado.

Ao longo dos anos, muitos pesquisadores tém buscado desenvolver ensaios
laboratoriais capazes de predizer com exatiddo a capacidade fertilizante de amostras
seminais (GRAHAM, 2001), permitindo dessa forma um manejo efetivo de
reprodutores (KIRK et al., 2005). Nesse sentido, os espermatozéides sdo avaliados
rotineiramente por meio de microscopia Otica, observando-se as caracteristicas
fisicas relacionadas a morfologia e a qualidade do movimento desenvolvido pelas
células espermaticas (JOSHI et al., 2001). No entanto, isoladamente, a morfologia e
a motilidade espermética representam apenas indicagbes grosseiras da real
capacidade fertilizante de um ejaculado (BLOTTNER et al., 2001), que depende,
sobretudo, da integridade dos diferentes compartimentos celulares dos
espermatozoides e de suas funcdes caracteristicas (MAGISTRINI et al., 2001).

Embora os ensaios laboratoriais, como a determinagcdo da motilidade
espermética, possam ser utilizados para uma rapida avaliagdo de uma amostra
seminal, esses testes ndo permitem o acesso as alteragcdes que ocorrem em
proporcdes celulares (KIRK, etal., 2005). Quando os defeitos morfolégicos se
expressam por alteracdes em escala hanométrica (nm), ocorrem falhas nos métodos
tradicionais de avaliagdo, havendo a necessidade do emprego da microscopia
eletrbnica (MET) (JOSHI et al., 2001).

As técnicas radiolOgicas, laboratoriais e microscOpicas na avaliacdo da
infertilidade masculina humana e animal proporcionam a formacdo de uma base
sélida para o melhor entendimento dos processos patofisiol6gicos envolvidos e para
uma melhor adequacdo das condutas terapéuticas a serem seguidas. Portanto,
torna-se necessario a realizacdo de maiores pesquisas sobre o exato efeito da
cisplatina na fertilidade da espécie canidea, tomando por base estudos em seres

humanos e roedores



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. DESCRICAO ANATOMICA E FISIOLOGICA DOS TESTICULOS DE CAES

As gbnadas masculinas situam-se fora do abdome, no escroto, sendo uma
estrutura semelhante a uma bolsa, derivada da pele e da fascia da parede abdominal
(HAFEZ, 2004). A consisténcia normal é elastica e firme, variando de muito firme em
animais jovens sexualmente maduros, até a consisténcia elastica macia em animais
idosos (SILVA & DODE, 1993).

Sua posicdo € obliua, apresenta forma ovéide sendo achatado
transversalmente. O bordo anterior € apenas recoberto superiormente por uma parte
da cabeca do epididimo e o posterior da insercdo ao corpo do epididimo. As
extremidades, arredondadas, superior e inferior estdo recobertas pela cabeca e
cauda do epididimo, respectivamente. O pélo superior é o de inser¢cdo do cordao
espermatico (MIES FILHO, 1977). O parénquima testicular consiste de tubulos
seminiferos (que sdo os maiores componentes dos testiculos) (JOHNSON, 1991) e
tecido intersticial. Ele é cercado por um denso tecido conjuntivo capsular,
denominado tunica albuginea.

Os espermatozoéides sdo produzidos através da espermatogénese dentro dos
tubulos seminiferos (STANBENFELD & EDQUIVIST, 1996). Estes sdo compostos
por células espermatogénicas (espermatogodnias, espermatocitos e espermatides)
entremeados por células de suporte, as células de Sertoli (DADOUNE & DEMOULIN,
1993). O testiculo é constituido por dois compartimentos: o tubular e o intertubular. O
espaco entre os tubulos seminiferos contém tecido conectivo frouxo onde se
encontram numerosos vasos sanguineos e linfaticos, (DADOUNE & DEMOULIN,

1993) (que sdo essenciais para 0 movimento dos hormdnios e nutrientes para dentro



e fora do testiculo) (O'DONNEL et al., 1991), nervos , células de Leydig e células
livres (fibroblastos, macrofagos, linfocitos e mastécitos) (DADOUNE & DEMOULIN,
1993). O tipo celular mais comumente encontrado no intersticio € a célula de Leidyg,
a qual é primariamente envolvida na secrecdo de androégenos assim como outros
esterdides (O DONNEL et al., 2001).

Segundo MIES FILHO (1977), do testiculo depende as duas funcdes
essenciais do macho: a espermatogénese com producdo de espermatozoides
imaturos do processo de espermatogénese e a androgénica através da producéo do
horménio sexual masculino testosterona e outros horménios como progesterona e
estrogeno, por meio do processo de esteroidogénese. As células direta ou
indiretamente envolvidas na producdo dos gametas masculinos: (células de Sertoli,
células germinativas, células de Leydig, células miodides peritubulares, leucécitos)
mantém um sistema paracrino/autécrino, que modula uma intrincada rede de
interacao celular, fundamental para o perfeito funcionamento do testiculo (SCHLATT
et al, 1997).

A unidade histolégica dos testiculos sdo os tubulos seminiferos e sede da
funcdo espermatogénica (MIES FILHO, 1977). Os tdbulos aparecem como grandes
estruturas isoladas, perfis arredondados ou obliquos, aparéncia variavel devido ao
seu complexo espiralado em muitos diferentes angulos e niveis. Entre os tdbulos
situam-se 0s vasos sanguineos de diametro varidvel agrupados com eritrocitos e
embutidos em pequenas massas de células interticiais (Leydig), que produzem o0s
horménios sexuais masculinos para o interior das veias testiculares e vasos
linfaticos, sendo dependentes dos horménios gonadotropicos, LH (horménio
luteizante) e FSH (horménio foliculo estimulante), liberados pela adenohipdfise. O
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal é quem regula a secrecao destes hormonios,
sendo este eixo auto regulavel.

O componente nao germinativo dos tubulos seminiferos, sdo as células de
Sertoli, descritas originalmente por Enrico Sertoli (1865) na Italia (GONZALEZ, 2002).
S&o células grandes com nucléolos evidentes e seu citoesqueleto é responsavel por
manter a forma celular e os movimentos ativos do citoplasma, essencial ao

acomodamento das constantes mobilidades das células germinativas



(STANBENFELD & EDQUIVIST, 1996; DADOUNE & DEMOULIN, 1993). Estas
células de sustentacdo repousam sobre a membrana basal e exercem funcdes
nutritivas, protetoras e de sustentacdo para as células espermatogénicas. As células
de Sertoli desempenham papel fundamental na regulacdo do processo
espermatogénico (RUSSELL & GRISWOLD, 1993).

Dentre as muitas funcbes desempenhadas por esta célula, incluem-se o
suporte e a nutricio das células germinativas em desenvolvimento, a
compartimentalizacdo do epitélio seminifero, a liberacdo de espermatozoides no
lume tubular, a secrecédo de fluidos e proteinas, a producdo de citocinas, fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1), lactato e transferrina, a fagocitose de
células germinativas em degeneracéo e do excesso de citoplasma das esperméatides
em espermiacdo (GONZALEZ, 2002 , FRANCA & RUSSELL, 1998).

Entre as células de Sertoli, ha juncdes altamente especializadas, conhecidas
como zdénulas de oclusdo ou “tight junctions”. Estas jun¢des formam a barreira de
células de Sertoli (também conhecida como barreira hemato-testicular), a qual, além
de controlar o fluxo de substancias no epitélio seminifero, delimita dois
compartimentos, o basal e o adluminal (RUSSELL et al, 1990).

O compartimento basal contém espermatogbnias e espermatocitos no estagio
de preleptoteno e o compartimeto adluminal é preenchido por espermatdcitos
primarios em estagios posteriores e secundarios e espermatides arredondadas
(DADOUNE & DEMOULIN, 1993; AMANN, 1993). A populacdo de células de Sertoli
no epitélio seminifero € constante ao longo de toda a vida do animal (FRANCA &
RUSSELL, 1998; SHARPE, 1994; FRANCA, 1991; PATIL & SAIDAPUR, 1991; WING
& CHRISTENSEN, 1982).

Em cédes adultos, a populacdo deste tipo celular permaneceu constante em
animais de 1 a mais de 10 anos de idade (PAULA, 1992). Em cada espécie, a célula
de Sertoli suporta um nimero limitado de células germinativas (FRANCA et al, 1999;
FRANCA & RUSSELL, 1998; ORTH et al, 1988), conhecido como indice de célula de
Sertoli. Devido a esta caracteristica, esta célula é utilizada como uma referéncia para

analisar e quantificar a espermatogénese (PAULA, 1999).



As células intersticiais localizadas entre os tubulos seminiferos sé&o
denominadas células de Leydig. Estas células se encontram em contato intimo com
o sistema de capilares (DADOUNE & DEMOULIN, 1993) e sua principal funcdo é a
producdo de testosterona, que é importante para o desenvolvimento e manutencao
da espermatogénese e das caracteristicas masculinas (O'DONNEL et al., 2001). O
FSH e os andrégenos mantém a funcdo gametogénica, enquanto o LH controla a
secrecao de testosterona pelas células de Leydig.

O LH também tem efeito topico sobre as células de Leydig, estimulando-as a
se hipertrofiar. A remoc¢édo do LH cessa a producédo de testosterona e leva a uma
grande reducdo no tamanho das células de Leydig (STANBENFELD & EDQUIVIST,
1996).

A testosterona produzida pelas células de Leydig desloca-se para dentro do
tubulo seminifero por difusdo simples ou facilitada. Altas concentracdes sé&o
necessarias para a espermatogénese e especialmente para o processo de meiose
(STANBENFELD & EDQUIVIST, 1996). Cerca de 95 % da testosterona circulante no
sangue é de origem testicular, o resto é liberado pela producdo da adrenal com a
conversao periférica de androstenediona. Outros andrégenos detectados no sangue
vem do testiculo, como a dihidrotestosterona (20% origem testicular), dehidro-
epiandrosterona (30%) e androstenediona (50%) (DADOUNE & DEMOULIN, 1993).

As funcdes periféricas da testosterona sdo desenvolvimento e manutencéo da
libido, atividade secretora dos 6rgdos acessorios e caracteristicas corporais que em
geral sao associados ao macho (KALTENBACH & DUNN, 1982; AMANN, 1993;
STANBENFELD & EDQUIVIST, 1996).

As mudancas comportamentais incluem padrao urinario dos cées, que envolve
o levantamento de um membro posterior como preludio da mic¢éo, a agressividade
(STANBENFELD & EDQUIVIST, 1996), a posicdo na ordem social para a apreensao
do alimento (KALTENBCH & DUNN. 1982) e a marcacao de territério por substancias
conhecidas como ferormoénios, que podem ser produzidas pelo rim sob influéncia da
testosterona (STANBENFELD & EDQUIVIST, 1996).

Os tubulos seminiferos influenciam o desenvolvimento e a funcdo das células

de Leydig adjacentes através de varios fatores de crescimento. Quando as células



germinativas estdo danificadas, as células de Leydig proximas proliferam-se
rapidamente (HUHTANIEMI & TOPPARI, 1995).

As células de Leydig ainda sintetizam outras substancias como IGF-1 e
proteinas ligantes, ainda, ocitocina que parece ser transportada pelas células de
Sertoli para o fluido luminal ou secretado na rete testis (AMANN,1993), facilitando a
contracao ritmica dos tubulos seminiferos para facilitar na evacuacdo do sémen,
produzem ainda vasopressina e peptideos opidides (DADOUNE & DEMOULIN,
1993).

Transversalmente ao epitélio do tubulo seminifero, sdo arranjadas cerca de
quatro geracdes de células da linhagem espermatogénica em diferentes fases de
desenvolvimento. As varias geracfes de espermatogdnias, ndo sdo aleatoriamente
dispostas dentro dos tubulos seminiferos, mas séo organizadas em associacoes
celulares estritamente definidas (O'DONNNEL et al., 2001) e seu desenvolvimento
conta com uma intima associacdo com as células de Sertoli, com multiplos tipos de
espermatogbnias em contato com uma Unica célula de Sertoli (O'DONNEL et al.,
2001).

As geracfes mais imaturas estdo dispostas junto a base e as geracfes mais
avancadas, proximo a luz do tdbulo. Quando o desenvolvimento das células
germinativas se completa, as espermatides maduras sao liberadas pelas células de
Sertoli dentro do lume, e passam por um sistema de duto coletor, conhecido como
rete testes, antes de entrarem no epididimo via dutos eferentes. Durante a passagem
através do epididimo, as espermatides sofrem uma série de alteracbes bioquimicas
para se tornarem espermatozoides capazes de fertilizar (O'DONNEL et al., 2001).

Cada geracao apresenta um desenvolvimento progressivo e rigorosamente
sincronizado com as demais, formando um fluxo em dire¢do a luz do tabulo, onde
serado liberadas como espermatozéides. Pode-se observar uma ciclica sucesséo de
arranjos distintos entre as diferentes geracdes, denotando os estadios do ciclo do
epitélio seminifero, segundo o método da morfologia tubular (BERNDTSON, 1977)
(Figura 1).
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Figura. 1. Esquema de um corte ansversal do epitélio seminifero
demonstrando a disposicdo das varias geracfes celulares em diferentes
estagios dedesenvolvimento. (fonte:

http://faculty.washington.edu/Kepeter/118/photos/testes-cells.jpg).

A espermatogénese é um processo no qual as célula germinativas entram em
divisdo, diferenciagcdo, e meiose para dar origem a espermatides hapléides
(O'DONNEL et al., 2001). A mitose, cuja funcéo basica é assegurar a producao de
grande numero de células germinativas, € a primeira fase mais importante da
espermatogénese (STANBENFELD & EDQUIVIST, 1996). As espermatogbnias
indiferenciadas presentes na membrana basal dos tdbulos seminiferos sé&o
denominadas células germinativas (O'DONNEL et al., 2001).

O desenvolvimento da célula germinativa envolve uma série de complicados

eventos, (O'DONNEL et al., 2001) e é classificada em subtipos de acordo com o



estagio de diferenciacdo (HULEIHEL & LUNENFELD, 2004), incluindo a
espermatogbnia tipo A, intermediaria (presente apenas em roedores) e tipo B
(O'DONNEL et al., 2001, HULEIHEL & LUNENFELD, 2004). Uma das
espermatogbnias formadas pela divisdo mitética inicial ndo se divide nem se
diferencia mais e permanece em estado basal de diferenciacdo; em esséncia ela
substitui a célula parental, enquanto a outra processa a mitose (STANBENFELD
&EDQUIVIST, 1996).

A meiose é a segunda etapa da espermatogénese e tem como funcdo a
reducdo no numero de cromossomos da célula germinal para o estado hapldide
(STANBENFELD & ADQUIVIST, 1996). Depois da ultima mitose que forma a
espermatogbnia do tipo B, espermatécitos no estagio preleptéteno priméario sao
formados. Essas células replicam o DNA e entdo iniciam a meiose (O'DONNEL et
al., 2001).

Durante a profase da primeira divisdo meiética, as células germinativas
entram em transicdo morfolégica que podem ser classificadas com base no tamanho
nuclear e morfologia. Na fase de zigéteno, os cromossomos homélogos pareados
ocorrem, e essas ceélulas com cromossomos pareados sdo denominadas
espermatécitos no paquiteno. Depois da fase de paquiteno, uma breve fase de
dipléteno se segue, na qual os cromossomos pareados parcialmente se separam, e
as células entdo entram na primeira divisdo meidtica para produzir as espermatides
secundarias. Essas células entram rapidamente na segunda divisdo meibtica para
gerar a esperméatide haploide arredondada (O'DONNEL et al., 2001).

A espermiogénese € a transformagdo das espermatides arredondadas na
complexa estrutura do espermatozéide (HULEIHEL & LUNENFELD, 2004), conforme
mostra a figura 2. Ela inicia-se nos tubulos seminiferos e termina no epididimo
(STANBENFELD &EDQUIVIST, 1996).

As espermatides produzidas pela segunda divisdo meibtica, se diferenciam de
forma celular esférica com nucleo esférico para células que tem uma cabeca
aerodindmica contendo enzimas que possibilitam a penetracdo do odcito, nucleo

condensado que carreia o0 genoma masculino, desenvolvimento da mitocondria para



fornecer energia e uma cauda necessaria para a motilidade celular (JOHNSON,
1991, O'DONNEL et al., 1991)
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Figura. 2. llustracdo do processo de espermiogénese. Notar
transformacao da espermatide arredondada na complexa estrutura do

espermatozoide.(fonte:http://faculty.washington.edu/Kepeter/118/photo
s/spermdevelopment.jpg).

Cada espermatogdnia que substitui a célula-mde comeca a se dividir a
intervalos de tempo que sao caracteristicos de cada espécie, sendo o intervalo
denominado ciclo espermatogénico. O ciclo espermatogénico para as varias
espécies sdo o0 seguinte: suinos 8 dias (STANBENFELD & EDIQUIVIST, 1996);
ovinos 10 dias (STANBENFELD & EDQUIVIST, 1996; GARNER, 1982); bovinos 14
dias (STANBENFELD & EDIQUIVIST, 1996); ratos 12 dias, humanos 16 dias
(STANBENFELD & EDIQUIVIST, 1996; JOHNSON, 1991); eqlinos 12 dias
(JOHNSON, 1991; GARNER, 1982) e céo 14 dias (JOHNSON, 1991).
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Ha uma relacédo bastante precisa entre a duracao do ciclo espermatogénico e
a espermatogénese isto €, a espermatogénese é quatro a cinco vezes a duracéo do
ciclo espermatogénico (STANBENFELD & EDQUIVIST, 1996; JOHNSON, 1991).

A duracdo do processo espermatogénico no cdo € de aproximadamente 62
dias, ou seja, € o tempo necessario para uma espermatogoénia ser liberada na luz do
tubulo seminifero sob a forma de espermatozéide. Assim, findo este prazo, nenhuma
geracdo destas células estaria sob efeito direto de determinada alteracéo testicular,
por exemplo, uma quimioterapia.

No epitélio seminifero, a apoptose de ceélulas germinativas ocorrem
normalmente de forma espontanea ou em resposta a varios fatores, como uma
quimioterapia por exemplo, temperatura elevada, distirbios hormonais e diminuigdo
de fatores de crescimento (BLANCO-RODRIGUEZ & MARTINEZ-GARCIA, 1998;
HENRIKSEN & PARVINEN, 1998; SINHA-HIKIM & SWERDLOFF, 1999). O modo de
degeneracédo das células germinativas € espécie-especifico, mas, em geral, ocorre
durante as divisées mitéticas e meibticas (ROOSEN-RUNGE, 1973), refletindo-se

nos rendimentos intrinsecos da espermatogénese.

2.2. TERAPIA ANTIBLASTICA COM CISPLATINA

O céancer apesar de ja ter sido relatado por Hipocrates ha séculos, constitui-se
até os dias atuais um desafio a comunidade cientifica, pois representa a segunda
causa de morte na espécie humana (FERNANDES JUNIOR, 2000). Conforme
Daleck et al. (1995) o aumento continuo das enfermidades neoplésicas constatado
nos varios animais domésticos, tem alta prevaléncia, principalmente na espécie
canina. Os testiculos sdo altamente susceptiveis aos efeitos tdxicos das terapias
antiblasticas, embora o exato mecanismo seja incerto, aparentemente envolve a
combinacéo de destruicdo da proliferacdo de células germinativas com a inibicéo de
futuras diferenciacdes das células sobreviventes (KANGASNIEMI et al., 1996). A



guimioterapia citotoxica e radioterapia podem destruir o tecido gonadal e resultar em
esterilidade parcial ou permanente (THOMSON et al., 2002).

Os farmacos antineoplasicos em geral atuam inibindo as proliferacdes
celulares, agindo sem distin¢cdo nas células normais e nos oncécitos. Em decorréncia
desse fato, as células que se multiplicam mais rapidamente, como por exemplo, as
germinativas, mielégenas e epiteliais sdo as mais comprometidas pela
guimiotoxicidade dos agentes citostaticos (OGILVIE, 1996; WATERS; COOLEY,
1998).

A utilizagdo de quimioterapia no tratamento do céncer tem sido objeto de
estudo nas Ultimas trés ou quatro décadas. Apesar disto, o envolvimento de
compostos inorganicos, principalmente contendo metais, foi muito limitado até a
demonstracdo da atividade anticancerigena de complexos contendo platina por
Rosenberg e colaboradores no final dos anos (ROSENBERG, 1969; ROSENBERG,
1970).

O sucesso na clinica do cis-[diamindicloroplatina(ll)], cis-[PtCI2(NH3)2] platina
complexa cercada por dois atomos de cloro com dois grupos de amdnia na posi¢ao
cis , figura 3, denominado Cisplatina, inicialmente utilizada em pacientes terminais
(HIGBY, et al., 1973) e, posteriormente, em tumores localizados, como nos casos de
cancer testicular (WALLACE & HIGBY, 1974) ovariano (WILTSHAW & CARR, 1974),
bem como o desenvolvimento de procedimentos clinicos que diminuem a toxicidade
renal (CIVTKOVIC et al., 1977; DE LENA et al., 1987) , tém revertido a resisténcia
inicial e renovado o interesse na quimica deste composto e outros estreitamente

relacionados.

Cl , NH3
Pt
c” D NH3

Fig. 3. Estrutura quimica da Cisplatina



A cisplatina é um sal metélico de baixa polaridade (SPINOSA, et al., 2003) em
cujo nucleo existe a platina metalica, pertencente ao grupo dos alquilantes
bifuncionais e apesar de ndo ser um agente alquilante verdadeiro, 0 seu mecanismo
de acdo é similar a outros farmacos deste grupo, ou seja, provoca inibicdo
competitiva da sintese de DNA ou mesmo prejudicando a molécula do DNA ja
formado. (ANDRADE, 2002).

Este quimioterapico tem a capacidade de se intercalar no interior e entre as
fitas do DNA configurando uma lesdo molecular, ocorrendo a ionizacédo de atomos de
cloro, inibindo a replicacdo, transcricdo, traducdo e reparacdo do DNA,
consequentemente inativando-o. A cisplatina exerce seu efeito antineoplasico por
meio de uma reacdo intracelular, na qual as moléculas de cloro na posicao cis sédo
substituidas por agua ou grupos hidroxil, transformando-a num composto altamente
reativo, que pode alquilar as bases puricas e pirimidicas do DNA (HALABE et al.,
1991). A propriedade citotoxica deste farmaco, assim como de numerosos analogos,
tem sido atribuida a sua habilidade de formar ligagdes cruzadas (“Cross-Link”) do
tipo interfilamentar e também intrafilamentar.

As ligacOes cruzadas interfilamentares sdo mais citotoxicas, pois a alquilacéo
de um unico filamento de DNA pode até ser reparado facilmente, mas as ligacdes
cruzadas interfilamentares, como as produzidas por agentes alquilantes bifuncionais,
exigem mecanismos mais complexos de reparacdo, sendo que esta droga muda a
conformacdo do DNA inibindo sua sintese e causando a apoptose celular. Como
efeito secundario, a Cisplatina interfere na sintese do RNA e de proteinas essenciais
ao organismo, demonstrando especial preferéncia para os tecidos cujas células
apresentam alta velocidade de reproducdo mitética (OGILVIE, 1996; WATERS;
COOLEY, 1998).

Os estudos farmacocinéticos, efetuados em seres humanos e em animais de
experimentacdo, demonstraram uma distribuicdo tissular rapida, sendo que as
maiores concentracdes foram encontradas nos rins, figado, intestinos delgado e
grosso. A difusdo no sistema nervoso central € extremamente fraca.

O desaparecimento da radioatividade apos injecdo da Cisplatina marcada é

bifasica, com uma meia- vida plasmatica de distribuicdo de 25 a 49 minutos e uma



meia vida de eliminacdo de 58 a 73 horas. Durante a fase de excrecao, a sua ligacéo
as proteinas plasméticas € superior a 90%, ou seja, apresenta baixa eliminagéo e
maior duracédo do efeito, sendo sua eliminagdo essencialmente urinaria. Contudo a
excrecado urinaria é incompleta, sendo somente 27% a 43% da radioatividade
excretada nos 5 dias posteriores a administracdo em humanos (OGILVIE, 1996;
WATERS; COOLEY, 1998). De acordo com Rodaski & De Nardi, 2004, cinquenta e
oito por cento da dose administrada sao excretadas pela urina em 24 a 48 horas.

No entanto, 0 modo como a cisplatina entra na célula, ainda ndo é elucidado,
mas estudos evidenciam que o principal mecanismo seja a difusdo passiva, assim
como o fluoracil que é outro quimioterapico, e esta difusdo ocorre principalmente em
barreira hemato-encefélica, tubulos renais e sistema gastrintestinal. Diante do
exposto, podemos imaginar que a polaridade da molécula ou sua lipossolubidade
estd mais correlacionada com a sua capacidade de atravessar as barreiras do que
simplesmente o tamanho ou a massa molecular; sendo que na barreira
hematotesticular sé passam substancias pouco polares (SPINOSA, et al.,2003).

A Cisplatina foi introduzida em testes clinicos no inicio da década de 70
(HIGBY, et al., 1973) e os resultados demonstraram que essa droga era um dos mais
eficazes agentes quimioterapicos disponiveis para o tratamento do céancer,
principalmente os de testiculo e ovério.

Nestas neoplasias o tratamento com a Cisplatina obteve boas respostas como
agente terapéutico Unico ou como droga béasica em varios regimes de
poliquimioterapia, uma vez que possui efeito sinérgico com numerosos agentes como
alquilantes, antibidticos e antimetabdlitos (LOEHRER, 1984; FIORENTINO &
GHIOTO, 1987). E uma substancia com grande aplicabilidade na terapia antiblastica,
comumente utilizada no tratamento de osteossarcomas, mostrando também
atividade contra linfomas caninos e alguns carcinomas (DAGLI et al., 2002).

O entusiasmo inicial causado pela descoberta de um novo agente
quimioterapico foi, no entanto, arrefecido com a observacdo de que a Cisplatina,
como a maioria dos quimioterdpicos, possui varios efeitos tdxicos importantes,
destacando-se principalmente a toxicidade renal (GORMAN, 1995; MORRISON,
1998), a toxicidade gastrointestinal e a neurotoxicidade (STRUM et al., 1985;



OZOLS, 1989). Possuindo, também citotoxicidade hematoldgica, , pulmonar (nos
felideos), além desta sdo relatadas outras alteragbes como anafilaxia, neuropatia
periférica, ototoxicidade, neurite 6tica e diminuicdo de magnésio, sodio, fosforo e
calcio (RODASKI & DE NARDI, 2004)

Na literatura meédica veterinaria sédo escassos 0s dados sobre os efeitos desse
agente citostatico na reproducdo de cédes. Sabe-se que a quimioterapia afeta o
testiculo tanto em sua funcdo enddcrina quanto na exécrina. O impacto e a duracéo
da disfuncdo gonadal nestes pacientes depende da qualidade prévia do sémen ao
tratamento, idade, tipo de agente quimioterapico utilizado, dose e numero de ciclos
realizados (Presti et al., 1993). Estudos em ratos realizados por Seaman (2003),
Sawhney (2005), Zhang (2001) indicaram que a cisplatina induziu elevadas taxas de
apoptose nas células germinativas, causando degeneracdo do epitélio seminifero.
Pode-se observar que a dose de um mg/kg causou apenas deplecdo temporaria das
células germinativas. Com aumento de cinco vezes a dose inicial, observou-se atrofia
generalizada do epitélio, bem como vacuolizagdo citoplasmatica e perda da
diferenciacdo das células germinativas, ocasionando uma diminuicdo da
espermatogénese. Adler e Tarras (1990) relataram que a cisplatina ocasionou efeitos
clastogénicos na meiose das células esperméticas de ratos F1 (101/E1 x C3H/E1).
Segundo Cherry et al. (2004) o tratamento com o mesmo farmaco nesta espécie,
ocasionou diminui¢do no tamanho e massa dos testiculos.

Na medicina, a cisplatina é usada largamente na terapéutica do céancer
testicular, mesmo sendo constatados seus efeitos colaterais como azoospermia
(HOWELL; SHALET 2005). Além disto, este quimioterapico pode ser fetotdxico,
teratogénico e gonadotéxico (CASTANHO et al. 2000; DAVID FILHO; EYL, 2000).
Em homens a quimioterapia com cisplatina em altas doses (400-500 mg/m?) induziu
azoospermia, com danos permanentes no epitélio seminifero.

Para a oncologia humana é muito importante que os pacientes submetidos a
altas doses com este quimioterapico sejam informados que poderdo ficar inférteis
permanentemente (COLPI et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2004; TAKSEY et al., 2003).
De modo geral, utilizando-se quimioterapia, a maior parte dos pacientes se torna

azoospermicos, por lesdo das espermatogodnias do tipo B, ap0s sete a oito semanas



do inicio do tratamento. Destes, 56% apresentam recuperagcao da concentracédo, com
niveis acima de 20 milhGes ,apés 24-36 meses pos-quimioterapia. Contudo, a
melhora do espermograma ja pode ser alcancada apés 12 semanas, se nao ocorrer
lesdo de toda a populacdo de espermatogbnias do tipo A. A elevacdo de FSH,
indicativa de lesdo das células de Sertoli, atinge um pico com 14 meses e se
normaliza, em metade dos pacientes apds dois anos (PRESTI et al., 1993).

Na Medicina Veterinaria, Rosenthal (1981) descreveu que a administracdo de
sulfato de vincristina em cdes com tumor venéreo transmissivel suprimiu
temporariamente a espermatogénese. Ja nos experimentos realizados por Daleck et
al. (1995), foi observado que a aplicacdo da mesma substancia determina
degeneracéo testicular de grau leve a moderado. Mais recentemente em um estudo
com a cisplatina, foi observado que os resultados obtidos demonstraram que o
farmaco influenciou na qualidade espermética de cées, pois elevou as patologias
maiores e totais acima do aceitavel para céaes aptos a reproducdo (CASTRO, 2007).

O mecanismo de ac¢do deste quimioterapico nas células somaticas do testiculo
(Leydig e Sertoli) tem sido estudado, porém ainda permanece sem explicacdo. A
destruicdo da barreira hemato-testicular e o decréscimo da secrecao de inibina-B e
transferrina pelas células de Sertoli apds os efeitos citotoxicos da cisplatina, tem sido
relatada. Porém, estes estudos, tém sido realizados apds recente exposicdo a
cisplatina e ndo evidenciam uma insuficiéncia funcional a longo prazo (DAGLI et al.,
2002; SAWHNEY et al., 2005).

A lesdo gonadal pode ser explicada por alteracdes morfolégicas das células
germinativas em suas diversas fases de espermatogénese e por alteracdes
genéticas subletais que podem acarretar defeitos congénitos futuros. Tem sido aceito
gue a guimioterapia também afeta as células de Sertoli em maior propor¢cdo que as
de Leydig (PRESTI et al., 1993). Doses acumulativas maiores que 400 mg/m2
causam lesdo gonadal irreversivel (WALLACH, 1997).

Foi observado que pacientes com baixas concentracdes de espermatozoéides
anteriores a realizacdo da quimioterapia apresentam uma melhora mais acentuada
qgquando comparadas com aquelas que apresentam reducdo apenas moderada da

concentracdo. Isto serviu como um modelo experimental de protecdo da



espermatogénese, utilizando-se analogos de GnRH. Todavia, 0 seu uso na pratica
clinica ainda é questionavel (YORK & BADALAMENT, 1993).

2.3. AVALIACAO ULTRA-SONOGRAFICA TESTICULAR DE CAES

Na Medicina Veterinéria, o uso frequente da ultra-sonografia (US) foi mais
tardio quando comparado a Medicina. Apesar dos primeiros relatos do uso do ultra-
som em Medicina Veterinaria terem sido feitos h4 quase 30 anos, a sua maior
difusdo e popularizacao foi na década de 80 (VIANA, 2004).

Com a popularizagdo da técnica e o maior conhecimento fisiolégico do trato
reprodutivo, em machos e fémeas, aliados a aparelhos sofisticados que geram
imagens de alta qualidade, o uso da ultra-sonografia agregado ao exame clinico
(androldgico ou ginecolégico) é um exame complementar de grande importancia,
especialmente em desordens subclinicas. O diagnéstico preciso e correto € o
conjunto de informacbes de todas as andlises feitas no animal (JEDRASZCZYK,
2004).

A ultra-sonografia € um método de diagnostico muito Gtil na rotina clinica de
pequenos animais e especialmente no exame do trato reprodutivo, tanto do macho
como da fémea (GONZALEZ, 2004). O ultra-som é a modalidade de escolha por ser
um exame ndo invasivo, pratico e por ndo possuir radiacdo ionizante (ROOT &
SPAULDING, 1994). E uma técnica que n&o traz conseqiiéncias nocivas ao paciente
e permite obter de forma rapida uma informacéo dindmica da arquitetura dos 6rgaos
explorados, além de informar a amplitude e extensao de lesGes. Sua interpretacédo €
baseada na visualizacdo de imagens em distintas projecdes e cortes.

A ultra-sonografia do aparelho genital masculino proporciona muita informacao
em casos de afecc¢des testiculares e prostaticas (GONZALEZ, 2004). Em relag&o aos
testiculos, cerca de 80% da producéo diaria de espermatozéides € atribuida ao peso
ou tamanho testicular, pois 80% do volume dos testiculos estdo ocupados pelos

tubulos seminiferos, 0s quais sdo responsaveis pela producdo das células



espermaticas (KRIESE et al., 19991; BO e TRIBULO, 2001). Em média, as
dimensoes testiculares de cdes sédo de 3cm x 2cm x 1,5cm (comprimento X largura X
altura) (OLAR et al., 1983; AMANN, 1986; HEWITT, 1998).

A determinacéo do volume testicular € de extrema importancia na avaliacdo do
processo de maturacao sexual e ainda na avaliacédo do efeito de determinada doenca
ou tratamento que altere a fungao reprodutiva.

Embora fosse adequado em algumas condigbes clinicas classificar os
testiculos em pequenos, médios ou grandes, uma grande precisdo é requerida
guando se trata de mudanca na maturacdo sexual, no monitoramento de afecces
testiculares e na avaliagdo do efeito de uma quimioterapia nos testiculos.

Os resultados de estudos em homens inférteis mostraram que o volume
testicular esta diretamente correlacionado com a qualidade seminal. Num estudo de
486 homens, Arai et al. (1998) documentaram que a concentracdo espermatica se
mostrou abaixo dos limites normais naqueles pacientes com um volume testicular
total abaixo de 30ml.

Pacientes com um volume testicular total abaixo de 10 ml foram considerados
azoospermicos, enquanto que o volume total abaixo de 20 ml foi associado a uma
severa oligozoospermia. Em um estudo com cdes domésticos, a variagdo do
tamanho testicular ndo foi correlacionada as mudancas da propor¢cdo de nenhum
componente tecidual e a propor¢cao de tubulos seminiferos (epitélio germinal+lume)
permaneceu constante mesmo na grande variacdo de tamanho testicular (WOODAL
& JOHNSTONE, 1988).

Os testiculos podem ser mensurados pelo ultra-som ou com o auxilio do
paquimetro (EILTS et al., 1993). A vantagem do US sobre os métodos manuais de
afericdo de volume testicular esta na habilidade de permitir ao examinador distinguir
os testiculos dos tecidos adjacentes. Segundo EILTS et al. (1993) a mensuracéo
testicular pela ultra-sonografia € mais acurada, porém nao existe diferenca entre os
dois métodos.

Vérias férmulas para o calculo de volume testicular tém sido utilizadas, no
entanto estudos recentes elaborado por Paltiel e colaboradores (2002), através de

um estudo que objetivou analisar a comparacdo da precisdo do paquimetro e do



ultra-som na mensuracdo do volume testicular de cdes da raca Beagle,
demonstraram que o método do ultra-som para avaliagdo do volume testicular € mais
preciso e a formula L x H x W x 0,71 (L= comprimento, H = espessura e W = largura)
provou ser uma formula cujo resultado foi superior na estimativa do volume testicular,
evidenciando sua utilidade na pratica clinica.

Para exames de testiculo, epididimo e escroto € mais conveniente utilizar
transdutores de 6,5 a 8,0 Mhz. O animal pode ser colocado em decubito dorsal e o
transdutor colocado diretamente sobre a pele do escroto. Os testiculos normais
apresentam a forma oval, a superficie lisa e estdo em intimo contato com o escroto.
Devido a grande mobilidade dos testiculos eles podem ser observados em varios
planos de corte, como transversal, longitudinal e multiplos cortes obliquos
(GONZALEZ, 2004).

A ultra-sonografia modo-B em tempo real tem por funcdo a avaliacdo da
estrutura anatdmica e a determinacéo da ecogenicidade do estroma e do mediastino
testicular (PECHMAN & EILTS, 1987; CARTER et al., 1989; CHANDOLIA et al.,
1997; KASTELIC, 1997), apresentando elevada importancia no diagndéstico
complementar de afeccbes, a exemplo das calcificacbes intratesticulares e
neoplasias (AHMAD & NOKAES, 1995; GERAGHTY et al.,, 1998; GANEM et al.,
1999; HOWLETT, MARCKBANK & SALLOMI, 2000; DEROGEE et al., 2001; MILLER
& SIDHU, 2002; SARTORI et al., 2002).

Segundo Carvalho (2004) a ultra-sonografia em modo B € conhecido como
‘modo de brilho” ou “modo bidimensional”. Neste tipo de representacdo, a
intensidade do eco é visibilizada como um ponto luminoso em um monitor. Quanto
maior a reflexdo da onda sonora, mais intenso € o brilho do ponto luminoso. As
diferentes intensidades de brilho determinam & escala de cinzas.

Estruturas anecoicas sdo aquelas que nao refletem a onda sonora, portanto,
nao produzem ecos e aparecem pretas em um monitor. Quando a escala de cinzas
de duas estruturas € comparada, a estrutura mais escura € hipoecoica enquanto a
mais brilhante é hiperecdica. Se as estrututras tém o mesmo grau de brilho, elas séo
isoecdicas entre si (DROST, 2002). No entanto, a analise da imagem é subijetiva e

pode variar em funcdo da interpretacdo de cada examinador; sendo necessario



instituir valores quantitativos aos diferentes tons da escala de cinzas para possibilitar
a determinacao do padrao de normalidade para os 6rgaos reprodutivos.

Estudos de diferentes ecogenicidades testiculares facilitam o diagndstico
definitivo. Por exemplo, os processos inflamatorios, sdo representados por imagens
ultra-sonogréaficas hipoecoicas (ARCHBAL et al., 1997; SIMON et al., 2001), que séo
visiveis em contraste com a ecogenicidade moderada dos testiculos “maduros”.
Hamm e Fobbe (1994) e Chandolia et al. (1997), observaram aumento na escala de
cinzas nos testiculos em diferentes fases de maturacdo sexual. Em testiculos de
animais pré-puberes a baixa ecogenicidade pode reduzir a identificacdo das lesGes
hipoecdicas, especialmente se o testiculo afetado ndo estiver aumentado (HAMM &
FOOBE, 1994).

Vérios autores, em diferentes espécies e em varias racas, vém estudando a
imageologia e os fendmenos envolvidos a reproducédo. Brito (2004), utilizando touros
Canchim, com idade variavel, concluiu que h& aumento da ecogenicidade do
parénquima testicular & medida que os animais envelhecem. Em outro estudo, Brito
et al. (2003), promoveram estresse térmico em animais Bos taurus x Bos indicus, e
observaram que a ecogenicidade do parénquima testicular ficou inalterada, porém,
ao espermograma relataram que houve queda na qualidade e produgéo de sémen.

Em outro estudo, utilizando a raga Angus, Kastelic et al. (2000), relataram
correlagdes negativas entre temperatura escrotal subcutanea, intra-testicular e intra-
epididimal com a ecotextura testicular, producdo diaria de sémen e morfologia
espermatica. A ecotextura testicular apresentou regressdo linear positiva quando
comparada com a producdo diaria de espermatozéides, ou seja, em uma escala de
valores em pixels que variou de 0 (anecéico) a 255 (hiperecdico), a imagem tornou-
se mais ecogénica com o0 aumento da producdo de espermatozoides.

Num estudo com touros mesticos (Hereford x Charolés), os examinado desde
as duas semanas de idade até 45 semanas, Aravindakshan et al. (1999), concluiram
gue houve aumento da ecogenicidade do parénquima testicular do nascimento até
16 semanas, sendo este aumento atribuido & proliferacdo celular. De 16 a 24

semanas foi observado diminuigcdo da ecogenicidade do parénquima, o qual foi



explicado pela diminuicdo de volume dos tubulos seminiferos e também da porcao
fluido/tecido no parénquima testicular.

ApoGs 24 semanas houve aumento das ecogenicidades, atribuido ao inicio da
divisdo das espermatogbnias e a formacdo de uma maior quantidade de células
maduras na espermatogénese. O inicio desta fase coincide com o final do primeiro
na secrecdo de LH e inicio da espermatogénese.

A composigado da imagem ¢é feita por um arranjo de “pixel”, e a imagem
formada fornece informacdes Uteis sobre a funcéo dos testiculos (CHANDOLIA et al.,
1997). O histograma da imagem descreve a distribuicdo estatistica dos niveis de
cinza em termos numéricos de amostras (pixels) em cada segmento de imagem
(BUSSAB et al., 1997).

Ao examinador é de grande importancia conhecimento da anatomia do 6rgao
a ser examinado e como se comportam ao exame ultra-sonografico. O par de
testiculos esta contido no escroto, esses sdo separados um do outro pelo septo
mediano. Os testiculos s@o cobertos por tecido conjuntivo, a tanica albuginea, a qual
emite septos que radiam centralmente para unirem-se ao mediastino testicular, o
qual é orientado em plano sagital. Os septos dividem o parénquima testicular em
I6bulos, compostos pelos tubulos seminiferos.

Estes sdo compostos de células espermatogénicas e células de Sertoli. Os
tubulos seminiferos formam um sistema coletor, diretamente pelos tabulos, que, por
sua vez formam a rede testicular, localizada no mediastino testicular.

O testiculo canino é ecogénico, com ecotextura média e homogénea. As
tunicas parietal e visceral formam um eco periférico fino e hiperecéico. O mediastino
testicular é visibilizado como uma estrutura ecogénica linear central, no plano sagital
meédio, e como um eco central focal, no plano médio transversal. Com freqiéncia,
ambos os testiculos podem ser visibilizados em um Unico plano de varredura.
Visibilizar cada testiculo em plano transversal ou dorsal € Util para a comparacdo

direta , ou seja, como método diagndstico em pequenos animais.



2.4. ESPERMOGRAMA

Ao longo dos anos, muitos pesquisadores tém buscado desenvolver ensaios
laboratoriais capazes de predizer com exatiddo a capacidade fertilizante de amostras
seminais (GRAHAM, 2001), permitindo dessa forma um manejo efetivo de
reprodutores (KIRK et al., 2005). A determinacdo das caracteristicas seminais € um
recurso importante e deve ser comumente posta em pratica para avaliacdo da
capacidade reprodutiva dos animais domésticos (FOOTE, R. H., 1978). Nesse
sentido, os espermatozoides sdo avaliados rotineiramente por meio de microscopia
Otica, observando-se as caracteristicas fisicas relacionadas a morfologia e a
qualidade do movimento desenvolvido pelas células espermaticas (JOSHI et al.,
2001).

A fertilidade do macho esta intrinsecamente ligada a qualidade do sémen. A
composicdo do sémen € extremamente variavel, mesmo em individuos da mesma
espécie, ja que a atividade espermatogénica e a funcdo secretora das glandulas
estdo sob a influéncia de numerosos fatores externos e hormonais (DERIVAUX,
1980). Segundo o0 mesmo autor a avaliacdo exata da qualidade do sémen de
qualquer individuo deve ser realizada por meio de diferentes exames. A provavel
avaliacdo do poder fecundante comporta varias provas, todas de grande valor,
embora somente a concordancia de todas elas permita conclusfes validas.

O ejaculado canino apresenta trés fracOes distintas e, segundo Heidrich
(1977), foi Freiberg, em 1935, o primeiro a identificar o fracionamento no ejaculado
do cdo, chamando a primeira fracdo de uretral ou pré-esperméatica, a segunda, de
fracdo rica em espermatozolides, e a terceira, de fracdo prostatica ou pos-
esperméatica. A primeira fracdo, pré-espermatica, de origem prostatica, possui um
aspecto aquoso e transparente, um volume que varia de 0,5 a 5,0 mL. A segunda
fracdo é rica em espermatozoides, a coloragdo varia de branco leitoso a translucido,
dependendo da concentracéo; e o volume varia de 1,0 a 4,0 mL (JOHNSTON et al.,

2001). A terceira fracdo é também de origem prostatica, de aspecto aquoso,



transparente, volume variando de 2,5 a 80,0 mL e possui a funcao de facilitar o
transporte espermatico pela cérvix e aumentar o volume do ejaculado (ENGLAND &
ALLEN, 1992).

De acordo com Feldman e Nelson (1996), as frequéncias de coletas de sémen
para o cao podem ser uma coleta a cada 48 horas; uma coleta ao dia durante 3 dias
consecutivos e um repouso de 2 dias ou 3; duas coletas ao dia e repouso de 2 dias,
podendo ocorrer um aumento na concentracao total de espermatozoéides apés alguns
dias de repouso sexual.

Para colheita do ejaculado canino podem ser usados dois métodos. O primeiro
consiste na massagem do pénis (manipulacao digital) (figura 4), foi o empregado por
Spallanzani em suas experiéncias e continua sendo preferido por alguns autores que

afirmam obter sémen de melhor qualidade.

Mormal physiological ooclhusion by
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Fig. 4. Esquema do meétodo de colheita de sémen pelo
procedimento de estimulacao digital. (Fonte: Christiansen, .
J., 1988)



O segundo método é o que utiliza a vagina artificial. Para um bom
desempenho no trabalho, é indispensavel um periodo de adaptacdo do animal,
condicionando-o. Algumas vezes, faz-se necessaria a presenca de uma fémea em
estro ou um suabe vaginal, para que o macho possa cheirad-lo (BOUCHER et al.
1958). O volume total do ejaculado varia de 1,0 a 80,0 mL, tem a osmolaridade ao
redor de 320 mOsm e pH de 6,4 a 6,6. O pH normal varia entre 6,3 a 7,0 e depende
da quantidade de liquido prostatico colhido (AMANN, 1986, JOHNSTON et al., 2001).

Como ja dito anteriormente o ciclo espermatico de cades tem duracao
aproximada de 62 dias e o numero total de espermatozoides do ejaculado canino
varia de 300 milhdes a dois bilhdes, dependendo da raga, idade e frequéncia de
colheita (JOHNSTON et al., 2001).

Uma das maneiras mais utilizadas para a verificacdo da fertilidade do sémen
de cdes é a avaliacdo in vitro, pois estes ensaios permitem demonstrar quais 0s
aspectos da funcdo esperméatica podem estar alterados. Vérias técnicas tém sido
descritas para avaliar o sémen, porém a combinacdo de diferentes ensaios mostrou
resultados mais reais quando comparados a um unico teste, na tentativa de predizer
a fertilidade in vivo (AMANN, 1989, ZHANG et al., 1999).

A principal forma de se avaliar a célula espermatica in vitro é determinando
suas caracteristicas morfofuncionais (VERSTEGEN et al., 2002).

A avaliacdo da qualidade do sémen compreende as caracteristicas fisico-
guimicas, macroscopicas e microscopicas. No céo, a motilidade e o vigor
espermaticos, concentracdo de espermatozéide e alteracdes morfolégicas sdo as

principais caracteristicas seminais avaliadas.

2.4.1. CARATERISTICAS MACROSCOPICAS DO SEMEN

2.4.1.1. Volume

A andlise do volume é realizada através da mensuragdo em um tubo coletor

graduado e a quantidade de ejaculado é muito variavel entre as diversas espécies ou



dentro de uma mesma espécie devido a estacdo do ano, clima, hora, periodo de
repouso sexual e também em relacdo a idade, tamanho, frequéncia de coletas,
método e duracdo das coletas. O volume ndo tem valor biologico intrinseco e sim
pela quantidade de células fecundantes que possa conter.

O volume é representado em mililitros (mL) e lido na graduacdo do copo
coletor ou constatado com uma pipeta graduada (ROSENBERGER, 1990).. O
volume total do ejaculado varia de 1,0 a 80,0 mL, (AMANN, 1986, JOHNSTON et al.,
2001).0 parametro minimo para caes vai de 1 a 40 ml por ejaculado2,3,5. Aguiar et
al.(1994)4, citaram valor de 5,98 + 2,3ml para ejaculado total de caes de até 20 kg

2.4.1.2. Cor e Aspecto

A cor e 0 aspecto devem ser mensurados por meio de analise subjetiva. A cor
do ejaculado canino pode variar de branco opalescente ao turvo. Esta variacao é
decorrente de alterac6es na concentracdo espermatica e o aspecto vai do leitoso ao
aguoso, dependendo da quantidade de fracdo prostatica coletada. A cor amarelada
de um ejaculado canino sugere a presenca de urina; a cor verde com ou sem
grumos, é sugestiva de pus e de infeccao do trato reprodutivo; a cor vermelha sugere
hemorragia, que geralmente é originéria de ferimentos ocorridos no pénis ereto ou de
afeccdes da glandula prostatica (FILHO, 1987; CHRISTIANSEN, 1988; FELDMAN &
NELSON, 1996)

2.4.2. CARACTERISTICA MICROSCOPICA DO SEMEN
2.4.2.1. Motilidade e Vigor

A motilidade e o vigor sdo avaliados subjetivamente e constitui-se num dos mais
importantes aspectos fisicos do sémen em todas as espécies domésticas. O exame
€ realizado colocando-se uma gota de sémen sobre lamina aquecida (35-37 °C),
sendo esta recoberta por laminula. O exame é realizado sob microscopia de
contraste de fase. O resultado obtido deve ser expresso em porcentagem (0-100)

para a motilidade e um escore de zero a cinco (0-5) para o vigor6. A avaliacdo da



motilidade espermatica € definida como o percentual de espermatozoides moveis de
um ejaculado e o vigor representa a intensidade com a qual as células espermaticas
se locomovem. O conjunto destas duas avaliagbes € um importante parametro da
qualidade e viabilidade do sémene6.

A motilidade espermatica de uma amostra de sémen fresco de cdo deve ser
no minimo de 70% (ROTA et al., 1997). A avaliagdo da motilidade espermética deve
ser realizada imediatamente apds a colheita ou descongelagcdo do sémen, com
auxilio de microscopia oOptica (SEAGER & PLATZ, 1977), em microscopio de
contraste de fase ou em analisador computadorizado (HTR-IVOS
ANALYSER,Hamilton Thorn Research).

A vantagem do analisador esta na avaliacdo da caracteristica do movimento
espermatico, se progressivo, retrogrado, velocidade espermatica, velocidade em
linha reta, curvilinea e linearidade dos espermatozdides (IGUER-OUADA &
VERSTEGEN,2001). A motilidade progressiva informa sobre uma das caracteristicas
necessarias ao espermatozoéide para a fertilizacdo. Apesar disto, a correlacao entre a
motilidade e a capacidade da célula espermética para fertilizar o od6cito ainda nao é
totalmente esclarecida e os achados sdo conflitantes entre os pesquisadores
(ENGLAND & ALLEN, 1989; SODERQUIST et al., 1991; KJAESTAD et al., 1993;
IVANOVA-KICHEVA et al.,; 1997; SANCHEZ-PART|IDA eta al., 1999, TARDIF et al.,
1999). A motilidade tem sido correlacionada positivamente a fertilidade in vitro,
testada pela penetragcdo em zona pelucida de espermatozéides humanos (HOLT et
al., 1985, FETTEROLF & ROGERS, 1990).

Apesar da grande utilizacdo, a motilidade ndo € um parémetro totalmente
confiavel para predizer a capacidade fecundante de uma amostra de sémen. A
presenca de espermatozoides imoOveis na amostra ndo implica que 0s mesmos
estejam mortos. Além disso, a motilidade, por ser um parametro subjetivo, sofre
influéncias como, por exemplo, da temperatura do local onde esta sendo realizada e
habilidade do avaliador, levando a uma alta variabilidade entre os laboratorios
(IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001).

Em seguida, deve-se avaliar o vigor espermatico que é a qualidade da

motilidade, exibida pelos espermatozbides moveis. Para isso, utilizam-se



classificacdes que variam conforme o autor, com escalas que vao de 0 a 5 (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

2.4.2.2. Concentracdo Espermatica

A concentracdo € um dos aspectos fisicos do sémen de maior importancia,
pois, quando a colheita for corretamente realizada, revela a eficiéncia dos tubulos
seminiferos para produzir espermatozéides. A concentracdo espermatica foi
associada a fertilidade por OEHNINGER et al. (1988) que encontrou um aumento
significante na taxa de fertilizacao in vitro, quando usou espermatozoéides de homens
teratozoospérmicos em uma concentracdo mais elevada.

Para sua determinacédo, recomenda-se a contagem das células espermaticas
em uma camara hematimétrica (cAmara de Neubauer). Para a realizacdo do exame
utiliza-se uma diluicdo de 1:20, sendo 50uL do ejaculado, em 950uL de agua
destilada. Posteriormente, as duas metades de uma camara de contagem de
Neubauer, preparada da forma rotineira, sdo preenchidas, usando-se uma pipeta
capilar, com o sémen ja previamente diluido contido no tubo de ensaio.

A camara deve permanecer em repouso horizontal, no minimo por cinco
minutos, para que 0s espermatozoides se depositem no fundo. Finalmente, é
realizada a contagem dos espermatozoides encontrados em cinco quadrados
grandes (compostos de 16 quadrados pequenos cada), ou seja, sobre o total de
10/25 mm de area em cada metade da camara no microscopio com contraste de fase
(aumento de 320 vezes). Na contagem, consideram-se apenas as cabecas dos
espermatozoides, incluindo aquelas que se encontram sobre a linha esquerda
inferior, e também as cabecas destacadas. Apds a contagem de um quadrado, deve-
se focalizar o lado inferior da laminula, para contar também os espermatozoides
possivelmente aderidos a ela.

A concentracédo (C) é calculada a partir da férmula abaixo. Aguiar et al. (1994)
confirmaram ser normal para caes de até 20 kg de peso corporeo, a concentracdo

espermatica de 47,73 + 12,20 x 10° / ml de ejaculado.



C sptz/ mm3 = Média sptz contados

1/D x 1/A x contados/total

onde,
C = concentragao
D = diluicéo ()

A = altura da camara (10 mm3)

2.4.2.3. Turbilhonamento

E o movimento em forma de ondas observado em uma gota de sémen. A
intensidade do movimento é resultante da motilidade, vigor e concentracédo
espermética (HAFEZ, 1995). Para se proceder a avaliacdo do turbilhonamento,
coloca-se uma gota de sémen, recém-colhido, sobre uma lamina previamente
aguecida a 37°C e leva-se ao microscopio convencional, com aumento de 100 vezes.

A interpretac@o é subjetiva e exige treinamento para que esta caracteristica
seja corretamente avaliada (FONSECA et al., 1991). A expressao movimento de
massa significa o acentuado movimento semelhante a um turbilhdo, ondas ou
cardumes de espermatozoides em ejaculados de grande concentracdo com células
muito ativas (ROSENBERGER, 1990).

2.4.2.4. Morfologia Espermatica

A avaliacdo da morfologia espermatica € outro parametro importante, e no cao
tem sido correlacionada a fertilidade (OETTLE, 1993). OETTLE (1993) relatou uma
fertilidade, apos inseminacao artificial com sémen fresco, de 61% para cdes com

mais de 60% de células espermaticas normais e uma fertilidade de 13% para



agueles com menos de 60% de espermatozoéides morfologicamente normais. Porém,
ENGLAND & ALLEN (1989), mostraram que cdes com uma baixa qualidade seminal
poderiam ser férteis usando o acasalamento natural. De acordo com VALE FILHO et
al. (1980), o indice de patologias do sémen € fundamental para o controle da
fertilidade do macho. Embora o exame de gota do ejaculado em microscopio comum
com aumento de 100 - 400 vezes permita idéia preliminar sobre a qualidade de um
sémen, somente pelo estudo morfolégico dos espermatozéides, podem-se detectar
anormalidades na espermatogénese, maturacdo, estocagem de gametas ou
funcionamento das glandulas anexas do sistema genital.

Até o momento, ndo foi descrita evidéncia de uma relagcdo entre morfologia
espermética e fertilidade no cdo. Ha poucos trabalhos que descrevem uma possivel
relacdo, porém com resultados conflitantes (OETTLE & SOLEY, 1985; PLUMMER et
al., 1987). Oetlé (1993) relatou que, a medida que o percentual de espermatozoéides
anormais aumenta, a fertilidade € reduzida, sendo observado que quando a
proporcdo de espermatozoides morfologicamente normais esta abaixo de 60%, a
fertilidade é adversamente afetada.

Castro (2007), estudando a morfologia espermatica de caes, constatou que
animais submetidos a quimioterapia com cisplatina apresentaram as patologias
maiores e totais acima do aceitavel para cdes aptos a reproducdo corroborando o
citado pelo o Manual para Exame Androldgico e Avaliacdo de Sémen Animal, do
CBRA - Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (1998).

Diversas classificacdes foram propostas para a morfologia espermatica.
Seager (1986) sugere a classificacdo das alteracdes morfolégicas espermaticas
como: primarias, quando relacionadas a problemas oriundos da producdo
espermatica no testiculo; secundarias, quando relacionados aos problemas
causados durante a maturacdo espermatica no epididimo, ou oriundas dos
processos de manipulacdo do sémen, como diluicdo, resfriamento, congelacdo ou
descongelacao.

Oetlé (1993) sugere a classificacdo de acordo com os danos que as
alteracdes causam a funcdo espermatica, nomeando tais alteracdes como defeitos

maiores ou menores. Ja outros autores preferem classificar as alteracdes de acordo



com a regido espermatica afetada, sendo eles defeitos de cabeca, peca intermediaria
ou cauda (SILVA et al., 2003).

Segundo o Manual para Exame Androldgico e Avaliacdo de Sémen Animal, do
CBRA- Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998), a proporcdo de defeitos
maiores e menores no sémen de cao deve ser no maximo de 20%, sendo que o total
de defeitos maiores ndo deve ser superior a 10%. Os defeitos maiores ocorrem
durante o processo da espermiogénese, portanto dentro dos testiculos, atribuindo a
estes defeitos os de cabeca, peca intermediaria e cauda (FONSECA et al., 1991).

Os defeitos classificados em maiores sédo: subdesenvolvido, formas duplas,
"knobbed sperm”, destacamento de acrossoma, decapitados, "diadema" ("pouch
formation"), piriforme, estreito na base, contorno anormal, cabeca pequena anormal,
cabeca isolada anormal, "corkscrew", defeitos da peca intermediaria, gotas
proximais, pseudo gotas, cauda fortemente dobrada e enrolada, "dag defect" (SILVA
& DODE, 1993). Estes defeitos ndo podem ultrapassar 20% e, cada forma individual
5%, em caso contrario, a eficiéncia reprodutiva na monta natural estara
comprometida (FONSECA et al., 1992).

Os defeitos de cabeca "pouch formation”, "diadema"”, knobbed sperm”, de
peca intermediaria e caudas fortemente enroladas, tem origem no epitélio seminifero
(degeneracao) e indicam uma espermatogénese imperfeita. No entanto, os defeitos
de cabeca diminuem a medida em que passam do ducto deferente ao ejaculado,
porque alguns sao fagocitadas ao longo da via excretora. Dependendo da duracéo
do efeito no testiculo, 6 a 14 horas, ap6s 3 a 56 semanas inicia-se o aparecimento
de anomalias de cabeca, peca intermediaria, cauda e gotas proximais (SILVA et al.,
1993).

Os defeitos menores surgem apds os espermatozoéides terem deixado os
testiculos, consequentemente, durante sua passagem através do epididimo e ou
durante a ejaculacdo ou manipulacdo do sémen (FONSECA et al., 1991). Segundo
FONSECA (1992) e SILVA & DODE (1993), os defeitos menores sao: acrossoma
desprendido, gota citoplasmética distal, cauda dobrada (com gota anexa), cauda
enrolada e cabeca isolada normal. Além de: cabeca delgada, pequeno normal,

gigantes, curtos, largos, abaxial, retroaxial e obliquo. Ainda séo incluidas a presenca



de medusas, células epiteliais, leucocitos, eritrocitos, neutrofilos e bactérias (SILVA &
DODE, 1993).

Muitas vezes, os choques térmicos, além da manipulagdo no ato da coleta,
podem dar origem a caudas dobradas e enroladas (SILVA & DODE, 1993). Os
defeitos menores ndo devem ultrapassar um total de 25% e 10% de anormalidades
individuais, pois reduzem a fertilidade, porém devem-se levar em conta as condi¢cdes
da realizagdo do exame (SILVA & DODE, 1993).

O total de defeitos das células espermaticas defeituosas num ejaculado é
formado pelos resultados de defeitos maiores e menores contados separadamente
(SILVA & DODE, 1993). O total de anormalidades, ndo deve ultrapassar 30% numa
contagem de no minimo 200 células espermaticas (SILVA & DODE, 1993). O animal
que apresenta formas anormais de células além do estabelecido, ndo deve ser
condenado para reproducdo, isto pode significar apenas imaturidade passageira
(SILVA & DODE, 1993).

O estudo morfolégico dos elementos figurados do sémen necessita de
recursos de preparacdes coradas. Diversos meios de coloracao tém sido utilizados,
alguns sdo empregados simplesmente com a finalidade de melhor destacar a
morfologia geral dos espermatozéides, enquanto que outros, denominados
coloracdes vitais, permitem diferenciar os espermatozéides vivos dos mortos,
determinando-se a porcentagem de cada ocorréncia. Para tanto, pode-se fazer uso
de diversos corantes, tais como Eosina-Nigrosina (DOTT & FOSTER, 1972),
Spermac® (OETTLE, 1993), Rosa Bengala (RODRIGUES, 1997), Giemsa
(CARDOSO et al.,, 2003), Hematoxilina-Eosina (SILVA et al.,, 2003) Karras
modificado por Papa et al. em 1988 (MARTINS, 2005).

Entretanto, apesar de todas as técnicas de coloracdo utilizadas na avaliacédo
morfologica dos espermatozoéides, é necessario enfatizar que nem todos os estagios
do dano acrossomal podem ser identificados através da microscopia de contraste de
fase (RODRIGUES,1997), sendo sugerido o emprego de outras técnicas mais

eficientes, como a epifluorescéncia e a microscopia eletrénica (SILVA, 2005).



2.5. CARACTERISTICAS ULTRAESTRUTURAIS DAS CELULAS GERMINATIVAS
(MET)

A avaliacdo das caracteristicas seminais sdo analisadas rotineiramente por
meio da microscopia Otica, observando-se as caracteristicas fisicas relacionadas a
morfologia e a qualidade do movimento desenvolvido pelas células esperméticas
(JOSHI et al.,, 2001). No entanto, isoladamente, a analise esperméatica representa
apenas uma indicacdo grosseira da real capacidade fertilizante de um ejaculado
(BLOTTNER et al., 2001), que depende, sobretudo, da integridade dos diferentes
compartimentos celulares dos espermatozoides e de suas funcbes caracteristicas
(MAGISTRINI et al., 2001).

Embora os ensaios laboratoriais, como a determinacdo da motilidade
espermatica, possam ser utilizados para uma rapida avaliacdo de uma amostra
seminal, esses testes ndo permitem 0 acesso as alteracbes que ocorrem em
propor¢cdes sub-celulares (KIRK, etal., 2005). Quando os defeitos morfoldgicos se
expressam por alteragcdes em escala nanométrica (nm), ocorrem falhas nos métodos
tradicionais de avaliagcdo, havendo a necessidade do emprego da microscopia
eletronica de transmissao (MET) (JOSHI et al., 2001).

Ultraestruturalmente as espermatogbnias primarias sao as maiores células do
testiculo, seu nucleo é esférico, apresentando cromatina granular e uniformemente
distribuida; nucléolo proeminente, esférico e elétron-denso. O citoplasma contém
mitocbndrias esféricas com poucas cristas, ribossomos livres, reticulo
endoplasmatico liso e granular (ROMAGOSA et a., 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO &
CARVALHO, 1999). As espermatogonias apresentam também uma estrutura elétron-
densa no citoplasma denominada cimento intermitocondrial, o qual geralmente esta
associado a grupos de mitocéndrias (TOURY et al., 1977; ROMAGOSA et al., 1999;
QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999; ZAIDEN, 2000).

As espermatoglOnias primarias se dividem por mitose e dao origem as
espermatogbnias secundarias, que inicialmente se apresentam muito similares as
células mées, com excecdo do nucleo que se apresenta ligeiramente menor. Em

sequéncia , as espermatogbnias secundarias sofrem mitose e originam 0s



espermatécitos primarios, que sao visualizados nas diversas fases da préfase
meibtica.

Estas células apresentam nucleo central com forma regular ocupando grande
parte da célula. O nucléolo ndo e visivel e frequentemente se observam massas
cromossOmicas denominadas de complexos sinaptonémicos (ROMAGOSA, 1991;
ROMAGOSA et al., 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999).

Os espermatocitos secundarios, que se originam a partir da primeira divisdo
meidtica dos espermatdcitos primarios, apresentam nucléolos evidentes, excéntricos
e com cromatina distribuida irregularmente, o citoplasma apresenta numerosas
nuages e mitocondrias concentradas no pdlo oposto ao nucleo (ROMAGOSA et al.,
1999; SHAHIN, 2006).

A seguir, tem inicio o processo de espermiogénese, que representa a parte
pos-meibdtica da espermatogénese, e envolve um processo complexo de
diferenciacdo celular das espermatides em espermatozéides (PLOEN &
COURTENS, 1986). Durante a diferenciacdo das esperméatides ou espermiogénese,
ocorre a compactacdo do contedudo nuclear e formacdo da peca intermediaria e o
desenvolvimento do flagelo. Ao final da espermiogénese, as pontes citoplasmaticas e
o citoplasma residual sao fagocitados pelas células de Sertoli, e 0s processos
citoplasmaticos das células de Sertoli se afastam (GRIER, 1992; SELMAN &
WALLACE, 1986; SCHULZ & MIURA, 2002).

As células de Sertoli se caracterizam por possuir nucleo grande, nucléolo
proeminente e citoplasma com reticulo endoplasmatico ndo-granuloso, complexo de
Golgi bem desenvolvido, além da presenca de mitocondrias, ribossomas livres,
polisomas e vesiculas de lipideo. Elas sdo encontradas no interior dos tubulos
seminiferos, sempre associadas as células da linhagem germinativa.

No decorrer do ciclo reprodutivo, variam em numero , forma e tamanho, elas
possuem uma funcdo importante no desenvolvimento das células germinativas,
consequentemente, estas fornecem fatores necessarios para a sobrevivéncia,
proliferacdo e diferenciacdo, além de participarem do processo de fagdcitos de

células germinativas em decomposicdo (WELTZIEN et al., 2004), bem como, de



corpos citoplasmaticos residuais deixados por espermatides adultas no final da
espermatogénese (AMANN,1993).
A espermatogénese é um processo complexo, coordenado por sinais paracrinos
e endocrinos. Estes sinais sdo necessarios para ajudar no desenvolvimento das
camadas de células germinativas em diferentes estagios de mitose, meiose e
espermiogénese dentro de cada regido do tubulo seminifero. Em mamiferos, a
espermatogénese, além de ser coordenada por sinais paracrinos e enddcrinos,
também é condicionada por jungdes do tipo “gap” (ROSCOE et al., 2001). As jungdes
do tipo “gap” sédo constituidas de agregacdes de canais de membrana, chamadas
‘connexons”, quando juntadas com outras “connexons” de células adjacentes,
formam pontes intercelulares para a difusdo de ions e moléculas pequenas (BEYER
et al., 1990). As células de Sertoli também podem estar interconectadas por “tight
junctions” localizadas em regides basais dos tubulos seminiferos, formando uma
barreira hemato-testicular funcional, em mamiferos, durante o0 processo de
maturacdo, 0s espermatdcitos que se originam das espermatogbnias no
compartimento basal do tibulo, deslocam-se através de “tight junctions” e terminam
seu desenvolvimento no compartimento central do tabulo (AMANN, 1993). Gilio et al.
(2007) em recentes estudos relataram que o controle dos niveis de 6xido nitrico
produzido pelas células de Sertoli estd diretamente envolvido na dindmica das
juncdes celulares da barreira hematotesticular. Varios estudos tem demonstrado que
as alteracbes na dinamica das juncdes celulares presentes na barreira
hematotesticular de mamiferos podem alterar todo o processo espermatogénico,
levando até a degeneracdo das células germinativas (LEE, 2005). Em estudo
realizado por Gilio et al. (2007) observaram que os niveis de 6xido nitrico produzido
no epitélio seminifero estdo diretamente relacionados com a dinamica (abertura e 0
fechamento) dos complexos juncionais que permitem a migracdo das células
germinativas do compartimento basal para o adluminal durante o processo
espermatogénico.
Os tubulos seminiferos se apresentam separados por tecido conjuntivo
contendo fibroblastos, vasos sanguineos e células de Leydig. As quais sé&o

importantes na producdo de esterdides, para a regulacdo da espermatogénese,



assim como para o desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e
comportamento sexual (WELTZIEN et al., 2004).

Segundo ALBERTS et al. (2002), o espermatozoide, gameta masculino, é
considerado uma das menores células do organismo e possui caracteristicas
préprias, como capacidade de movimentacdo e formato ideal para otimizar seu
potencial de fertilizagéo, que o torna ideal para propagar 0s genes paternos.

Constitui-se de duas regides morfologica e funcionalmente distintas envolvidas
por uma Unica membrana plasmatica: a cabeca, que possui um nucleo haploide
altamente condensado, e a cauda, que o propulsiona até o odcito e ajuda a penetra-
lo. Na cabeca espermatica, o DNA nuclear encontra-se inativo e extremamente
condensado, 0 que torna seu volume pequeno e facilita o transporte. Ainda nesta
regido, proximo a extremidade anterior do envelope nuclear, existe uma vesicula
secretoria especializada denominada vesicula acrossomal; esta contém enzimas
hidroliticas que auxiliam a penetracdo da camada externa do od6cito pelo
espermatozoide.

A liberacdo destas enzimas ocorre por exocitose, e a este evento denomina-
se, reacdo acrossomal. O espermatozoéide possui ainda uma cauda forte que o
propulsiona através do meio aquoso. Esta é, na realidade, um longo flagelo cujo
axonema central se origina de um corpo basal situado imediatamente posterior ao
nacleo. O movimento flagelar ocorre pela hidrélise de ATP gerado por mitocéndrias
altamente especializadas, situadas na parte anterior da cauda, denominada peca
intermediaria. Este posicionamento das mitocondrias é estratégico e propicia maior
forca aos batimentos do flagelo, imprimindo maior velocidade a célula.

Segundo EDDY e O’BRIEN (1994), apesar de todos os espermatozdides de
mamiferos apresentarem estas caracteristicas gerais, existem diferencas espécie -
especificas no tamanho e formato de cabeca, e comprimento e tamanho relativo dos
componentes do flagelo.

A ultra-estrutura dos espermatozoides de vertebrados e invertebrados tem
sido intensamente estudada ao longo de muitos anos, especialmente por
microscopia eletrbnica de transmissao (ELLIS et al.,, 2002; JOSHI et al., 2001) A

avaliacdo seminal por meio de microscopia eletrbnica de transmissdao (MET) é



caracterizada pela observacdo de grande heterogeneidade morfolégica e também
pela presenca de anomalias que ndo podem ser evidenciadas pela microscopia otica
convencional (LANDIM-ALVARENGA & ALVARENGA, 1997)

As técnicas de MET na avaliacdo da infertilidade masculina humana e animal
proporcionam a formacdo de uma base solida para o melhor entendimento dos
processos patofisiolégicos envolvidos e para uma melhor adequagdo das condutas
terapéuticas a serem seguidas. Até o presente, muitos aspectos relacionados a

infertilidade do macho continuam obscuros.



3. OBJETIVO

OBJETIVO PRINCIPAL:

X/
L X4

Tendo em vista a influéncia das neoplasias na funcao reprodutiva das
diferentes espécies e suas implicacfes, 0 objetivo principal deste estudo
€ a avaliacdo dos efeitos do agente citostéatico cisplatina sobre as células

gonadais em caes machos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

X/
L X4

X/
L X4

Definir alteracdes no comportamento sexual e caracteristicas do sémen

de cédes apds tratamento com cisplatina;

Verificar se ha alteracbes no parénquima testicular ,através da analise
ultra-sonografica, de caes que foram submetidos a acdo de

guimioterapia;

Analise descritiva de ultras-estruturas do epitélio germinativo testicular de

caes tratados com cisplatina;

Colaborar na obtencdo dos dados para servir de subsidio para a

oncologia humana,;



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Utilizou-se 8 cées, machos, com idades variando entre 1 e 3 anos, peso médio
de 15 Kg, sem raca definida pois a padronizacdo das racas foi inviavel neste
experimento. Os animais foram fornecidos pelo Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, campus de
Jaboticabal — Unesp. Ap6s a selecdo dos animais, estes foram vacinados?,
desverminados?®, higienizados e alojados em canis individuais sob condicées
sanitarias adequadas, junto ao suprareferido Hospital Veterinario. Estes animais
receberam racdo comercial duas vezes ao dia e agua ad libitum. Antes do inicio do
experimento, 0s animais passaram por um periodo de adaptacdo de
aproximadamente dois meses, a fim de se amoldar ao ambiente, manejo e
principalmente treinados para a colheita e analise de sémen, permitindo assim que
0os parametros fisiolégicos seminais destes animais fossem analisados
cuidadosamente antes do inicio da etapa experimental (Apéndice I). Os animais
foram submetidos a exame clinico e exames laboratoriais (hemograma, provas
bioquimicas [alanino-aspartatotranferase e creatinina] e urinalise) antes do inicio do
experimento. Apds a realizagdo de analise criteriosa de todos os resultados obtidos
nas avaliagcbes citadas anteriormente, os animais higidos foram submetidos a
avaliacdo seminal, através de analises macroscopicas (volume, aspecto, odor) e
microscépicas (motilidade espermatica, vigor, concentracdo, turbilhonamento, e
morfologia espermatica), analise ultra-sonografica com avaliagdo da escala de cinzas

e do tamanho do volume testicular antes de iniciar o experimento.

:RAI-VAC | e DURAMUNE V10 — Fort Dodge Saude Animal Ltda; Campinas-SP
Bay-0-Pet Drontal® Plus — Bayer S.A. — Saide Animal — Sdo Paulo-SP.



4.2. Local do Experimento

As colheitas de sangue, dos ejaculados, andlises seminais e ultra-
sonograficas foram executadas na Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias,
campus de Jaboticabal — Unesp, no Hospital Veterinario “Governador Laudo
Natel” nos departamentos de Cirurgia, Reprodugdo Animal e Radiologia, ja as
analises ultraestruturais foram realizadas no laboratério de Microscopia Eletrénica

da mesma Instituicdo de Ensino Superior no periodo de 2008 a 2009.

4.3. Grupo Experimental e Quimioterapia Citotoxica

Os caes foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais de
quatro animais. O primeiro grupo denominado de T (grupo tratado) , recebeu o
protocolo de diurese salina e a infusdo de cisplatina® na dose de 70 mg/m? (dose
terapéutica), metoclopramida® (2 mg/Kg pela via intravenosa, 20 minutos antes da
quimioterapia) e furosemida® (2 mg/Kg, pela via intravenosa, 5 minutos apds a
administracdo de metoclopramida); o segundo grupo denominado de C (grupo
controle), recebeu 0 mesmo tratamento que o grupo T, porém sem a cisplatina3. Em
ambos os grupos, os animais foram contidos em mesas de atendimento para a
realizacdo de fluidoterapia com monitoramento do débito urindrio e quimioterapia

intravenosa (Figura 5).

3Cisplatex- Eurofarma Laboratorio Ltda-S&o Paulo-SP.
* PLasil — Aventis Pharma — S&o Paulo -SP.
®Lasix — Aventis Pharma — Sao Paulo-SP.



Figura.5. llustracdo fotogréfica de cdo sob
contencao fisica recebendo a quimioterapia e

o protocolo de diurese.

Apoés anti-sepsia local canulou-se a veia cefélica com cateter n°. 20, para a
realizacdo de fluidoterapia com solucao fisiolégica a 0,9% na dose de 25 mL/kg/h por
2 horas antes da administragéo da cisplatina. Lembrando que ndo houve a utilizacéo
de nenhum perfusor com peca de aluminio introduzido ao cateter, uma vez que o
contato do aluminio com o farmaco provoca formagéo de precipitado e perda de
poténcia. A cisplatina, na dose de 70mg/m? foi diluida em soluc&o fisiolégica a 0,9%,
e administrada durante 20 minutos, seguido de mais uma hora de fluidoterapia. A
administragdo da cisplatina foi efetuada a cada 21 dias, ciclo este utilizado na
terapéutica clinica de diversas neoplasias, perfazendo um total de quatro infusées
(protocolo usual utiliza-se de duas a seis infusbes), sendo que um dia antes da
administrac@o do quimioterapico eram realizados exames laboratoriais (Apéndice 1).
Em todos os animais, foi administrado metoclopramida (2 mg/kg, intravenosa 20
minutos antes da quimioterapia) e furosemida (2 mg/kg, intravenosa, 5 minutos apés

a administracdo da metoclopramida).



4.4. Colheita de Sémen

Os animais foram treinados para colheita de sémen em ambiente tranquilo,
seguindo a técnica preconizada por MACPHERSON & PENNER (1967). Para a
colheita utilizou-se um funil estéril, adaptado a tubo Falcon graduado em 15 mL
previamente aquecido em banho Maria a 37 °C.

A primeira fracdo foi descartada, sendo que a segunda e terceira fracdes
esperméticas foram colhidas juntas. As colheitas foram realizadas a cada 21 dias,
em 5 momentos diferentes (onde cada momento representa um dia inteiro de
colheita de sémen de todos os animais), perfazendo um total de 56 colheitas de
sémen durante todo o experimento.

As colheitas de sémen e analises dos ejaculados foram realizadas trés dias
antes de cada quimioterapia, perfazendo, sempre, um intervalo de 21 dias entre as
analises. As colheitas foram realizadas trés dias antes de cada quimioterapia para se
ter tempo habil em realiza-las, ndo permitindo atrasos na administracdo do farmaco.
As analises nao foram realizadas apds a quimioterapia uma vez que o objetivo foi

coletar dados das alteragOes de cada terapia individual.

4.5. Andlise do Ejaculado

Imediatamente apés a colheita, o ejaculado foi mantido a 37°C em banho- maria,

analisado macroscopicamente e microscopicamente.

4.5.1 Andlise Macroscépica

O volume foi avaliado pela leitura direta da graduacéo do tubo coletor. A

coloracéo (aspecto) foi avaliada visualmente e odor subjetivamente.



4.5.2 Andlise Microscépica

4.5.2.1. Motilidade Espermatica

Uma gota de sémen fresco foi colocada entre lamina e laminula, pré-
aguecidas a 37°C, e observada em microscopio 6ptico com aumento de 10X. A
porcentagem de células com movimentos progressivos, foi registrada em uma escala

que variou de O (todas as células iméveis) a 100 (todas as células em movimento).

45.2.2. Vigor

O mesmo procedimento de analise da motilidade foi utilizado, sendo avaliada
a qualidade de movimento progressivo dos espermatozoides, pelo escore de 0

(nenhum movimento) a 5 (movimento retilineo).

4.5.2.3. Concentracdo Espermatica

Para a determinacdo da concentracdo (numero de sptz/mL) foi utilizada uma
diluicdo de 1:20, sendo 50uL do ejaculado, em 950uL de solugédo de agua destilada e
formol salina tamponado. A solucdo foi utilizada para preencher a camara
hematocitométrica de “Neubauer”. Apds a sedimentagao das células espermaticas, a
leitura foi realizada em microscopio 6ptico, com aumento de 40X, e o numero de

células contadas foi expresso em espermatozdides por mL.

45.2.4. Morfologia Espermética

Depois de confeccionados os esfregacos de sémen em lamina de vidro, foram
fixados em formol salina durante 10 minutos em banho-Maria, a 37°C, secos em
temperatura ambiente, e armazenados. Posteriormente, as laminas foram coradas
pelo método de KARRAS modificado por PAPA et al. (1988) (MARTINS, 2005).



Realizou-se a contagem diferencial de 200 células em microscopio Optico, com
objetiva de imersdo (100X). As alteragcbes morfolégicas foram classificadas em
defeitos maiores e menores, segundo o Manual para Exame Androlégico e Avaliacao
de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998). Os defeitos

analisados foram divididos em:

[1 Defeitos maiores: Acrossomo; Patologia de cabeca (subdesenvolvida,
isolada patoldgica, estreita na base, piriforme, pequena anormal, contorno anormal,
“Pouch formation” e “knobbed”); Gota citoplasmatica proximal; Formas teratoldgicas;
Defeitos de peca intermediaria; Patologia de cauda (fortemente dobrada, dobrada
com gota e enrolada na cabeca) e Formas duplas.

[ Defeitos menores: Patologia da cabeca (delgada, gigante, curta, larga,
pequena normal e isolada normal); Patologia da cauda e implantacdo (retro e
abaxial, obliquo, dobrada ou enrolada) e Gota citoplasmética distal.



4.6. Avaliacdo Ultra-sonogréfica Testicular

Os cées foram submetidos as avaliagdes ultra-sonograficas testiculares que
foram realizadas em quatro momentos, onde o momento 0 (MO) correspondeu a
andlise antes do inicio da quimioterapia , o momento 1 (M1) representou a analise
apos a primeira quimioterapia, jA o momento 2 (M2) representou o exame entre a 22

e 3% colheitas e 0 momento 3 (M3) foi apds a Ultima sess&o da terapia antiblastica.

4.6.1. Mensuracédo e Avaliacdo em Escala de Cinzas

Os exames ultra-sonograficos foram realizados com aparelho Pie Medical
Scanner 200C, ligado a um transdutor linear de 8 MHz. Para a realizacdo do exame
de ultra-sonografia os cdes foram mantidos em decubito dorsal e a andlise foi
realizada por via trans-abdominal. Apds a aplicacdo de gel acustico diretamente
sobre o escroto, foram realizadas varreduras em planos transversais , frontais e
sagitais nos testiculos direito e esquerdo (Figura 6). No entanto para as analises
realizadas foram utilizados somente os planos frontais e sagitais. O aparelho de
ultra-sonografia foi calibrado sempre de uma mesma maneira quanto a intensidade

de brilho e também quanto a posicéo do foco principal.

Figura 6- Esquema didatico demonstrando o exame ultra-sonc -y, /77 1
plano transversal (A), plano frontal (B) e plano sagital(C) no testiculo dos

caes dos dois grupos.



As imagens selecionadas foram transferidas diretamente ao computador por
meio do software “Echo Image Viewer” (EIV) da PIE MEDICAL. Com o auxilio do
software EIV, objetivou-se avaliar a ecotextura do parénquima testicular (avaliagao
em escala de cinzas), para tanto foram selecionadas duas regides de interesse (RI)
no plano de varredura frontal dos testiculos esquerdo e direito, assim denominado:
frontal direita (Rliq); frontal esquerda (Rir). Cada regido de interesse foi delimitada
por um quadrado de 4,2 mm de lados (Figura 7). As Rl contiveram o parénquima
testicular, sem englobar pele, tunicas, epididimo e o mediastino testicular.
Automaticamente o software EIV calculou a média (m) da escala de cinza
(intensidade de pixels da imagem) das RI, em uma escala que variou de zero a
100%, sendo 0% para uma imagem totalmente preta ao monitor (parénquima
testicular menos ecogénico) e 100% para uma imagem totalmente branca

(parénquima testicular mais ecogénico).

2 1 ]

v canola

Figura 7 — Imagem ultra-sonogréfica dos testiculos direito e esquerdo de um
cao de 2 anos pertencente ao grupo tratado, no plano de varredura frontal,
demonstrando as regides de interesse selecionadas (Rliy direita e Rige
esquerda). Note que as regides de interesse englobam apenas a regido do

parénquima testicular.



Para a mensuracdo do volume testicular foi usada a formula empirica
idealizada por Lambert (1951) , v=L x H x W x 0,71, onde L = comprimento; H=
espessura e W = largura (considerando os testiculos e excluindo-se a cauda do
epididimo), sendo o valor obtido expresso em centimetros cubicos (cm?). O ultra-som
foi utilizado para fornecer o comprimento, largura e espessura (Figura 8) de cada

testiculo, no plano de varredura sagital e frontal.
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Figura 8 - Imagem ultra-sonografica dos testiculos direito e
esquerdo de um céo de 2 anos, pertencente ao grupo tratado, no
plano de varredura sagital, onde E representa a espessura e C o

comprimento testicular.
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Figura 9 - Imagem ultra-sonografica dos testiculos direito e esquerdo
de um céo de 2 anos, pertencente ao grupo tratado, no plano de

varredura frontal, onde L representa a largura do parénquima

testicular ao ultra-som.



4.7. Andlise Ultraestrutural da Espermatogénese

4.7.1. Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Para a avaliagdo ultraestrutural do epitélio testicular, foram coletados os
testiculos dos cédes do experimento no décimo primeiro dia apds a Uultima
quimioterapia (tempo médio de possivel maior toxicidade no epitélio testicular,
fazendo comparacdo com a toxicidade da medula 6ssea), através de orquiectomia
bilateral. Os testiculos foram entdo seccionados e fixados em solugdo de
glutaraldeido 2,5%, tamponado em PBS 0,1 mol L-1, em pH de 7,3. ApGs 24 horas
de fixacdo, as amostras foram lavadas em solucao tampao fosfato e pos-fixados em
solucao de tetroxido de 6smio a 1%, tamponado em PBS, “overnight” a temperatura
de 4°C. Subsequentemente, os testiculos foram desidratados em gradiente crescente
de acetona (30, 50, 70%) por 20 minutos em cada escala, mantidos a temperatura
ambiente. Posteriormente as amostras foram refrigeradas por um periodo de 24
horas. Deu-se entdo a continuidade da desidratacdo em escalas de (80, 90 e 100%),
20 minutos em cada escala, mantido em temperatura ambiente, sendo que quando
chegou a 100% este processo foi realizado trés vezes.

Na etapa de infiltracdo (pré-inclusdo) foi utilizada resina Araldite 502
(Embed/812) mais acetona na propor¢cao 1:1. Apos, foi utilizada para a etapa de
inclusdo a resina EPON juntamente com araldite pura, sendo posteriormente
incubada em estufa a 60 °C por um periodo de 72 horas. O material foi cortado em
seccles de 0,8 um, que foram corados com Azul de Toluidina 1% para escolha dos
campos. SeccBes de 80-100 nm foram coletados em telas de cobre sem filme
suporte e posteriormente contrastados em acetato de uranila por um tempo de 40
minutos. Ap6s a lavagem em &gua destilada este material sofre uma nova
contrastacédo em citrato de chumbo por trés minutos. A andlise e a fotodocumentacao
foram feitas em microscopio eletrébnico de transmissdo Modelo JEOL — JEM 1010,
junto ao Laboratorio de Microscopia Eletronica da Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho” — UNESP — campus de Jaboticabal.



4.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos para as diferentes caracteristicas seminais foram
analisados segundo o esquema de analise de variancia com medidas repetidas no
tempo. A comparacédo entre as médias foram realizada pelo Teste Scott-Knott (1974),
ao nivel de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas,
utilizando-se o programa computacional GENES (CRUZ, 2001). Os dados foram

,.-.|||| v+ 0,5
transformados em )

Os dados da evolucdo da variavel escala de cinzas (EC) e volume testicular
(VT) dos animais ao longo do tratamento foram submetidos a uma andlise de
variancia com medidas repetidas no tempo. As variaveis,foram analisadas pelo
programa computacional MIXED do SAS (2002), utilizando um modelo que incluiu os
efeitos de animal, testiculos (direito e esquerdo), momentos e interagdes entre esses
efeitos.Quando o efeito ou a interacdo foi significativa pelo teste F, as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



5. RESULTADOS

As colheitas de sémen ao longo do experimento foram realizadas sem
dificuldade, pois os animais jA se apresentavam condicionados e adaptados aos
locais de colheita, sendo realizadas sempre em ambientes tranquilos. No decorrer do
experimento alguns fatores intercorrentes foram importantes, como 0 estresse
notadamente marcado durante a diurese salina. Os animais eram contidos
fisicamente em uma mesa durante horas, era necessario a sondagem uretral para
melhorar a perfusdo renal, em decorréncia do potencial nefrotdxico da cisplatina. A
cateterizacdo uretral, além de ser um fator de estresse, contribuia para um quadro de
discreta cistite cronica. Notadamente apds o término da diurese salina os animais
apresentavam-se prostrados. O grupo que recebeu a quimioterapia manifestava
episédios esporadicos de emese, diarréia e inapeténcia por um periodo maximo de
até 48 horas. No entanto, ao longo das quimioterapias, o grupo tratado (T) foi

apresentando diminuicdo da manifestacéo dos efeitos colaterais.



5.1. Espermograma

5.1.1. Motilidade Espermética

Os valores médios percentuais obtidos para motilidade espermatica entre os
dois grupos (Tratado e Controle) nos diferentes momentos de colheita e analise do
sémen, realizadas antes, durante e ap0s o tratamento com cisplatina no grupo T,
estdo expressos na Figura 10. A avaliacdo dos dados demonstrou que
estatisticamente ndo houve diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos nos
diversos momentos. Observou-se uma discreta diminuicdo da motilidade do grupo

tratado a partir do momento 1 .

MOTILIDADE ESPERMATICA
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MOMENTOS DE COLHEITA E ANALISE DE SEMEN

Figura 10 — Evolugdo dos valores médios percentuais de motilidade
espermatica nos diferentes momentos de colheita e andlise do

sémen, onde o MO (momento 0) representa o inicio da quimioterapia.



5.1.2. Vigor

Os valores médios percentuais obtidos para vigor espermatico entre os dois
grupos (Tratado e Controle) nos diferentes momentos de colheita e analise do
sémen, realizadas antes, durante e ap0s o tratamento com cisplatina no grupo T,
estdo expressos na Figura 11. A avaliacdo dos dados indica que estatisticamente
nao houve diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos nos diversos momentos.

Observou-se uma discreta diminuicdo do vigor para o grupo tratado a partir do

momento 1.
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Figura 11 - Evolucdo dos valores médios percentuais de vigor
espermatico nos diferentes momentos de colheita e analise do

sémen, onde o MO (momento 0) representa o inicio da quimioterapia.



5.1.3. Concentracdo Espermatica

Os valores médios percentuais obtidos para concentracdo espermatica entre
os dois grupos (Tratado e Controle) nos diferentes momentos de colheita e analise
do sémen, realizadas antes, durante e ap0s o tratamento com cisplatina no grupo T,
estdo expressos na Figura 12. A avaliacdo dos dados indica que estatisticamente
nao houve diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos nos diversos momentos.
Observou-se uma diminui¢cdo importante da concentracdo espermética a partir do

momento 0 (MO).
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Figura 12 - Evolucdo dos valores médios percentuais de

concentragdo espermatica nos diferentes momentos de colheita e
analise do sémen, onde o MO (momento 0) representa o inicio da

guimioterapia.



5.1.4. Turbilhonamento

Os valores médios percentuais obtidos para turbilhonamento espermético
entre os dois grupos (Tratado e Controle) nos diferentes momentos de colheita e
analise do sémen, realizadas antes, durante e ap0s o tratamento com cisplatina no
grupo T, estdo expressos na Figura 13. A avaliagdo dos dados indica que houve
diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos nos momentos 3 e 4. Observou-se a

diminuicao do turbilhonamento do grupo tratado nos momentos 1e 2.
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Figura 13 - Evolugdo dos valores médios percentuais de

turbilhonamento nos diferentes momentos de colheita e analise do

sémen, onde o MO (momento 0) representa o inicio da quimioterapia.



5.1.5. Morfologia Espermatica

5.1.5.1. Método da Lamina Corada

Para as andlises morfologicas do sémen, as patologias foram divididas em

defeito maior , menor e total.

5.1.5.1.2. Defeito Maior

Os valores médios percentuais obtidos para patologia de defeito maior entre
os dois grupos (T e C) nos diferentes momentos de colheita e andlise do sémen,
realizadas antes, durante e ap0s o tratamento com cisplatina no grupo T, estédo
expressos na figura 14. Foi observada diferenca significativa (P<0,05) entre os
momentos 2 e 3; entre 0S grupos nos momentos 3 e 4 e entre 0s momentos 2 e 3 no
grupo T. Observar o aumento desta patologia no método de lamina corada no grupo

tratado a partir do momento 2 (M2).
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Figura 14 — Representacdo grafica dos valores médios percentuais de
espermatozoide com defeito maior nos diferentes momentos de
colheita e analise de sémen, onde o MO (momento 0) representa o

inicio da quimioterapia.



Os resultados da morfologia espermatica, método da lamina corada, coloragédo
de KARRAS modificado por PAPA et al. (1988), apresentaram como defeito maior,

as seguintes alteracdes:

B Acrossomo com defeito
PATOLOGIAS DE DEFEITO MAIOR O Cabega piriforme
14 O Subdesenwolvida
12 - B Estreita na base
® Contorno anormal
g 10 1 B @ Pouch foramtion
E g B Knobbed
g . OGCP
ol n B Teratoldgica
S 41 EPI
2 B Cauda fortemente dobrada
0 B Dag defect
TRATADO CONTROLE B Enrolada na cabega
® Formas duplas
Figura 15 — Evolucdo dos valores médios percentuais de patologias

espermaticas avaliadas pelo método de lamina corada observadas entre o

grupo tratado e controle.



Figura 16 - llustracéo fotogréafica de lamina corada: observar seta azul sptz
com cabeca piriforme (A) e seta preta, sptz com acrossomo defeituoso (B)
(destacamento), seta azul sptz com cabeca de contorno anormal (A) e seta
preta 0 mesmo sptz com insercdo de cauda abaxial (B), seta azul
sptz,cabeca estreita na base (A), seta azul, sptz com PI alterada (A) e seta
preta, sptz CFD (B), seta azul, sptz com CEC (A) e seta preta, sptz CDG
(B). Aumento: 100 vezes. Coloracdo: KARRAS modificado por PAPA et al.
(1988).




5.1.5.1.3. Defeito Menor

Os valores médios percentuais obtidos para patologia de defeito menor entre os
dois grupos (T e C) nos diferentes momentos de colheita e analise do sémen,
realizadas antes, durante e ap0s o tratamento com cisplatina no grupo T, estédo
expressos na figura 17. Foi verificado diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos
no momento 1 . Observar o aumento desta patologia no método de lamina corada no
grupo controle a partir do momento 0 e subseqiente decréscimo a partir do momento
1.

DEFEITO MENOR - LAMINA CORADA
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Figura 17 — Evolucdo dos valores médios percentuais de
espermatozdide com defeito menor nos diferentes momentos de
colheita e analise de sémen, onde o MO (momento 0) representa o

inicio da quimioterapia.



Os resultados da morfologia espermatica, método da lamina corada,

apresentaram como defeito menor, as seguintes alteracdes (Figura 23):

DEFEITO MENOR - LAMINA CORADA
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% DE DEFEIT

TRATADO CONTROLE

Figura 18 - Evolucdo dos valores meédios percentuais de patologias
espermaticas avaliadas pelo método de lamina corada, defeito

menor, observadas entre o grupo tratado e controle.

5.1.5.3. Defeito Total

O defeito total € a soma dos defeitos maiores e defeitos menores em

porcentagem na avaliacdo morfologica espermatica.

5.1.5.4. Defeito Total

Os valores médios percentuais obtidos para patologia de defeito total entre os
dois grupos (T e C) nos diferentes momentos de colheita e analise do sémen,
realizadas antes, durante e ap0s o tratamento com cisplatina no grupo T, estao
expressos na figura 19. Foi notada diferenca significativa (P<0,05) entre os

momentos 1,2 e 3, entre 0s grupos nos momentos 3 e 4 e entre 0S momentos 2 e 3



no grupo T. Observar o aumento de defeitos totais no método de lamina corada no

grupo tratado a partir do momento 2.

DEFEITO TOTAL - LAMINA CORADA
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Figura 19 - Evolucdo dos valores médios percentuais de
espermatozdide com defeito total nos diferentes momentos de
colheita e andlise de sémen, onde o MO (momento 0) representa o

inicio da quimioterapia.

6.1. AVALIACAO ULTRA-SONOGRAFICA TESTICULAR

6.1.1. Mensuracéo Testicular

Na avaliacdo ultra-sonografica dos oito animais, foram analisados em quatro
momentos, onde o MO representou a ultra-sonografia antes do inicio da
qguimioterapia, o M1 o ultra-som logo apOs a primeira quimioterapia, o M2
representou o exame entre a 22 e 32 sessdes de quimioterapia e finalmente o M3 a
ultra-sonografia apds a ultima aplicacdo do farmaco antineoplasico. Foram obtidas e
analisadas 32 imagens escaneadas no plano de varredura sagital e frontal.

Foram observadas alteragbes importantes em relacdo ao volume testicular ao

longo do tratamento nos cées que receberam cisplatina, enquanto que os caes do



grupo controle mantiveram um valor volumétrico do testiculo quase constante no
decorrer do experimento (Figuras 20 e 21).

Os valores médios percentuais obtidos para volume testicular entre os dois
grupos (T e C) nos diferentes momentos de analise ultra-sonografica, estéo
expressos na figura 20. Foi notada diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos

nos momentos 2 e 3.
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Figura 20 - Evolugdo dos valores meédios percentuais do volume dos
testiculos esquerdo e direito dos animais do grupo tratado ao longo das
guimioterapias. As letras mailsculas indicam as diferencas significativas
entre os grupos no mesmo momento (P<0,05), enquanto que as letras
minusculas representam a diferenca significativa do mesmo grupo entre os

momentos.



Figura 21— Imagem ultra-sonografica de testiculo esquerdo e direito de céo

pertencente ao grupo tratado no plano de varredura sagital, demonstrando a

nitida reducéo do comprimento e largura testiculares.

6.1.2. Avaliacdo em Escala de Cinzas

Na avaliacdo ultra-sonografica dos 8 animais, foram obtidas e analisadas 16
imagens escaneadas no plano de varredura frontal. A média da variavel, escala de
cinzas (EC) para os animais tratados e controle em todos os momentos da analise
ultra-sonografica estdo expressos na Tabela 1, onde: MO (momento antes da
quimioterapia), M1 (momento apos a 1° quimioterapia), M2 (momento entre a 22 e 32
quimioterapia) e M3 (momento apdés a Ultima sesséo de quimioterapia).



Tabela 9 — Escala de Cinzas (média + desvio padrao) dos animais dos grupos tratado
e controle nos quatro momentos de analise ultrasonogréfica (TD = testiculo direito;

TE= testiculo esquerdo).

TRATADO MO M1 M2 M3
TD 37+9,8 36 +7,35 33,8+9,47 33,6 + 5,93
TE 37+9,8 36,25+ 17,5 32,87+14, 8 29,7 +13,6
CONTROLE
D 38,2+5,9 41 + 11,26 38 + 5,93 40+6,54
TE 41 + 8,08 39,5 + 5,89 38,9 + 2,98 40+6,15

Tabela 10 — Média dos valores da escala de cinza obtidos dos testiculos em cada

momento para 0s animais do grupo controle e tratado.

GRUPOS MO M1 M2 M3
TRATADO 37,56%% 36,38%° 34,96%° 33,81°
CONTROLE 40,37%* 40,62%° 37,78%° 40,68%

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem estatisticamente
pelo teste Tukey (p<0,05).



A média da variavel EC obtida para todos os momentos do grupo tratado foi
de 35,37% e para o grupo controle foi de 39,86%. Estes dados mostram que em uma
escala de 0% a 100% (quanto mais proxima do zero, a imagem € mais negra, ou
seja, menos ecogénica, e mais proximo de 100%, a imagem € mais branca, ou seja,
mais ecogénica) os testiculos dos animais do grupo tratado embora
significativamente n&o difram do grupo controle demostraram uma baixa na
ecogenicidade ao longo dos tratamentos (Figuras 22 e 23).

Os valores médios percentuais obtidos dos testiculos esquerdo e direito para a
avaliacdo da escala de cinzas (EC), que foi analisada pelo programa computacional
E-view, estdo expressos na figura 25.

Os dados indicam que nao houve diferenca significativa (P<0,05) entre os
grupos nos diferentes momentos analisados. No entanto observar discreta

diminuicdo da ecogenicidade no grupo tratado ao longo do tratamento.
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Figura 22- Valores médios percentuais obtidos para a variavel escala de
cinzas (EC) nos diferentes momentos da analise ultra-sonogréafica. As
letras mailsculas indicam as diferencas significativas entre os grupos no
mesmo momento (P<0,05), enquanto que as letras minusculas
representam as diferencas significativas do mesmo grupo entre 0s

momentos.



Figura 23— Imagem ultra-sonogréafica de testiculos esquerdo e direito de cédo
pertencente ao grupo tratado, no plano de varredura sagital, demonstrando

uma diminuicdo da ecogenicidade do parénquima testicular.

Figura 24 - Imagem ultra-sonogréfica de testiculos esquerdo e direito de céo

oertencente ao grupo tratado, no plano de varredura frontal, demonstrando

diminuicdo da ecogenicidade do parénquima testicular.



6.2 ANALISE ULTRAESTRUTURAL QUALITATIVA DAS CELULAS
GERMINATIVAS

A degeneracéo testicular varia de discreta a severa e quando determinada por
causa sistémica, no caso uma quimioterapia, o acometimento é bilateral. Neste
estudo observou-se que os resultados obtidos na analise ultraestrutural do epitelio
germinativo testicular dos dois grupos revelaram que a unidade histologica dos
testiculos, os tubulos seminiferos (sede da funcdo espermatogénica), nos animais do
grupo controle aparecem como grandes estruturas isoladas com grande
diferenciacéo celular, perfis arredondados ou obliquos, aparéncia variavel devido ao
seu complexo espiralado em muitos diferentes angulos e niveis (Figura 25 — A e B).

Ja os animais do grupo tratado observaram-se um grau de degeneracdo de
moderado a severa do parénquima testicular e irregularidades na conformacéo dos
tubulos seminiferos (figuras 27 — A e B). Em alguns tubulos observaram-se um
padrao de atrofia caracterizado por aumento do espaco intertubular e consequiente
diminuicdo da luz tubular (figura 27 - B). Em outros tubulos observou-se grau de
degeneracdo com intensa vacuolizacdo do epitélio seminifero e auséncia de
atividade espermatogénica, presenca de células do epitélio germinativo, assim como
de células gigantes multinucleadas no lumen tubular (figura 27 — E).

A degeneracdo moderada caracterizou-se pela presenca de tdbulos
seminiferos com atividade espermatogénica reduzida em maior intensidade e
presenca de células do epitélio germinativo em lume tubular (figura 27 — C e E).

Internamente os testiculos encontram-se divididos em dois compartimentos
distintos, o seminifero e o intersticial, o padrdo normal desta compartimentalizacéo
pode ser observado na Figura 25 — A e B, onde se observam no espaco intersticial
grande quantidade de células. Nos cées que receberam a quimioterapia apesar do
aumento do espaco intertubular em relagdo aos tubulos seminiferos, pode-se
observar a proliferacédo de células de Leydig no intersticio (Figura 27 — F).

O compartimento seminifero normal é composto por células espermatogénicas
(espermatogdnias, espermatocitos e espermatides) (Figura 25- A e B) em diferentes

estagios de divisdo mitdtica e meidtica (figuras 25 e 26 - C,D,E,F,G,H,l,J)



,entremeados por células de suporte, as células de Sertoli (Figura 27 — N e O). No
grupo controle verificou-se grande heterogeneidade celular e um continuo processo
de diferenciacao celular (Figura 26 - J).

As Espermatogbnias primarias sdo encontradas ao longo da parede dos
tubulos seminiferos, sdo as maiores células germinativas, apresentam citoplasma
eosindfilo, claro e abundante, cujo limite pode ser observado com dificuldade.

Dentro do citoplasma existem granulos muito finos e muito pouco corados
dificil de visualizar. O nudcleo, grande e esférico, localiza-se na regiao central do
citoplasma. Dentro do nacleo ha um sé nucléolo, bastante evidente, localizado em
posicdo excéntrica. A cromatina forma grumos junto & membrana nuclear, de onde
emite filamentos radiais em direcdo ao nucléolo (Figuras 25 e 26 — C, D, E, G, I).
Entre os filamentos de cromatina existem grandes espac¢os vazios, conferindo ao
nacleo um aspecto hialino.

As espematogbnias secundarias sdo semelhantes as anteriores, porém
menores e com nudcleo baséfilo um pouco mais corado, ocupando quase todo o
volume da célula, e varios nucléolos excéntricos (Figura 26 - G). A cromatina
apresenta-se em granulos distribuidos de maneira uniforme pelo nucleoplasma.

Os espermatdcitos primarios sdo menores que as espermatogbnias
secundarias. Apresentam-se aglomerados, citoplasma hialino e escasso, quase
totalmente ocupado pelo ndcleo, que apresenta cromatina condensada carcterizando
a profase | da meiose (Figuras 25 e 26 - C, D, G, H, |, J).

Encontram-se espermatocitos primarios em diferentes fases de diviséo celular,
dependendo do estagio da préfase I, o nlcleo destas células é identificado em
leptéteno ou paquiteno. Quando em leptoéteno, a cromatina esta associada ao
envoltério nucelar assumindo um aspecto de bouquet; jA em paquiteno, o0s
cromossomos estdo mais evidenciados e de aspecto filamentosos, devido ao
processo de condensacao e espiralizacdo mais adiantada da cromatina (Figuras 25 e
26 -C,D, G,H, I, J).

Os espermatocitos secundarios sdo resultantes da divisdo meibtica dos
espermatdécitos primarios, apresentando tamanho menor que os mesmos. Como este

periodo se processa muito rapidamente estas células sdo de dificil visualizacdo. As



espermatides apresentam tamanho menor que 0S espermatocitos secundarios
(Figuras 25 e 27 — F, L, M). Apresentam nucleo esférico e cromatina com diferentes
graus de condensacéo, muitas vezes aparecem englobadas pelas projecbes das
células de Sertoli, que futuramente vao se diferenciar em espermatozoides durante o
processo de espermiogénese.

No compartimento seminifero dos cdes do grupo controle as células
germinativas apresentam-se em variados estagios sucessivos de um processo
continuo de diferenciacdo. Observou-se que para 0s animais tratados ha presenca
de algumas células tanto da linhagem espermatogénica como células somaticas, no
entanto ndo ha a presenca de um processo continuo de diferenciacdo, e as células
presentes nos diferentes estdgios muitas vezes apresentam-se isoladas, em
processo de degeneracdo hum montante de células degeneradas (figura 28 —, G, H),
e ainda apresentam aparente mudanca de conformacdo citoplasmatica e nuclear
(figura 28 - C). Nos animais controle ficou evidente a intensidade do processo de
espermiogénese, enquanto que no grupo dos animais tratados constatou-se uma
baixa espermiogénese, uma vez que ha auséncia de espermatozoides na luz tubular.
(Figura 28 — A, B, E).

Importante ressaltar, gue mesmo na intensa degeneracao das varias camadas
do epitélio seminifero a camada basal de alguns tubulos seminiferos do grupo de
animais tratados contou com a presenca de espermatogbnias primarias (figura 28 —
A, B, C, D).

Conforme observado no espermograma dos animais tratados ha uma queda
da concentracdo de espermatozoides no decorrer do tratamento e alta porcentagem
de espermatozoides com defeitos morfoldgicos.

Ainda, os resultados da morfologia espermética mostraram que para 0S
animais tratados houve a presenca de uma série de espermatozéides apresentando
defeitos maiores e menores.

De maneira geral os espermatozoides normais apresentam trés regioes
fundamentais: a cabeca, peca intermedidria e a cauda. Estas duas Ultimas
constituem o flagelo e estdo unidas a cabeca ao nivel do colo que é a parte mais

by

estreita e une a cabeca a peca intermediaria do flagelo, ja a cabeca é



essencialmente constituida pelo nucleo e recoberto em sua posicao anterior pelo
acrossoma constituido por material homogéneo ou levemente granular e de
densidade moderada (figura 29 - I).

Na avaliacdo das patologias morfologicas em microscopia eletronica de
transmissdo observaram-se principalmente a presenca de defeitos em regido de
cabeca, com a presenca de vacuolos nucleares localizados ao longo de toda a
cabeca do espermatozoide (figura 29 - M ). Observou-se ainda alguns
espermatozoides apresentando uma condensacdo anormal do DNA, com uma visivel
perda da compactacdo cromatinica (figura 29 - M), e o grau de condensacdo
cromatinica variaram consideravelmente entre as células, fato este ndo observado
nos animais do grupo controle, que apresentaram um padrdo constante na
densidade nuclear. Observou-se ainda em algumas fotomicrografias dos animais do
grupo tratado a grande variacdo de tamanho nuclear nas diferentes sec¢des de
espermatozoéides (figura 29 - L). Relata-se também que em cortes longitudinais foi
observada na regido da cabeca uma conformacéo com aspecto de forquilha (BARTH
& OKO, 1989), onde se notou a presenca de uma vesicula contendo material

granular em quase toda a curvatura da cabeca (figura 29 — J).



Figura 25 — Eletronmicrografia do parénquima testicular de cao
pertencente ao grupo controle. A - Caracteristica ultraestrutural do
tubulo seminifero e intersticio (600 x). B - Eletronmicrografia
demonstrando intensa divisdo celular (600x). C - espermatogdnias
primarias e espermatoécitos na profase | da meiose (1500x). D -
espermatogbnias primarias e epsermatoécitos em fase de leptéteno
(2000x). E - espermatogbnias tipo A e tipo B (3000x). F - espermatides
alongadas e espermatocitos em paquiteno (1500x).



Figura 26 — Eletronmicrografia do epitélio testicular de cdo do grupo
controle. G — espermatogbnias secundarias , espermatocitos em
paquiteno (1200x). H — espermatdécitos na préfase | da meiose -
paquiteno (2000x). | — espermatogbnias primarias com nucléolo
excéntrico bem evidente (1500x). J — compartimento adluminal
comportando as células espermatogénicas em diferentes estagios de
divisdo meidtica e mitética (1200x).

Legendas:
Spc- espermatdcito;Lb-lamina basal; P-espermatdcito em paquiteno;Sptla-espermatogonia
primaria; L-espermatécito em leptdteno;Espt2a-espermatogbnia secundaria , ,Esp-

espermatide arredondada; Ns- ndcleo da célula de Sertoli.




Figura 27 — Eletronmicrografia do epitélio germinativo testicular de

céo do grupo controle. L — espermatides alongadas no citoplasma da
célula de Sertoli (4000x). M — espermatides arredondadas (2500x). N
— ndcleo da célula de Sertoli (6000x). O — mitocéndria e complexo de
golgi da célula de Sertoli (40.000x).

Legendas:

Spc- espermatdcito; ,EsptB,Espa- espermatide alongada; Esp-espermatide arredondada, N-
nucleo da célula de sertoli; BH-barreira hematotesticular; Ib-lamina basal; Ca-compartimento
adluminal; re- reticulo endoplasmatico; cg-complexo de golgi; m-mitocéndria.




oy .

Figura 28 — Caracteristica ultraestrutural do epitélio germinativo
testicular de cdo submetido a quimioterapia. A — degeneragdo do
epitélio testicular (1200x). B - retracdo do espaco intertubular com
oclusédo parcial da luz tubular (1500x). C — presenca de células da
linhagem espermatogénica (1500x). D — célula tronco (3000x). E —
auséncia de sptz no lume (3000x). F — células de Leydig (1200x).



Figura 29 — Eletronmicrografia do epitélio seminifero de céo do grupo
tratado. G e H — células degeneradas (2500x, 3000x). | — cabeca de
espermatozoide de cdo do grupo controle (15000x). J — cabeca com
aspecto de forquilha (5000x). L — variagdo no tamanho nuclear
(6000x). M — vacuolizacdo nuclear variacdo na condensacéo
cromatinica (6000x).



7. DISCUSSAO

Durante o processo normal de diferenciacdo, ocorrem perdas de células da
linhagem germinativa, e a taxa de perda € determinante do rendimento da
espermatogénese. Em outras palavras, quanto maior a perda das células da
linhagem germinativa em diferenciacdo que ocorre normalmente durante a
espermatogénese menor sera o rendimento. O rendimento da espermatogénese é
variavel entre as espécies.

Inicialmente acreditava-se que o “excesso” de células germinativas ou as
células que excediam a capacidade de suporte das células de Sertoli eram
eliminadas por um processo de natureza degenerativa. Mais tarde ficou claro que a
perda destas células ocorre através da morte celular programada, ou apoptose. Esse
processo é regulado pelas células de Sertoli, que tem a capacidade de iniciar a
cadeia de eventos que culmina com apoptose das células germinativas.

Sob o ponto de vista patologico, varios fatores predisponentes ou causadores
de alteracOes testiculares, particularmente de degeneracao testicular, por exemplo,
quimioterapia, exerce seus efeitos deletérios sobre o testiculo e sobre a
espermatogénese, induzindo aumento da taxa de apoptose das células germinativas.

Nas andlises microscopicas do espermograma realizado neste experimento
observou-se que os valores médios percentuais obtidos para a motilidade
esperméatica e vigor espermatico ndo apresentaram diferenca significativa entre o
grupo tratado e controle. Observou-se que apés a primeira aplicacdo do farmaco, na
analise do sémen realizada trés dias antes de se efetuar a segunda aplicacdo da
cisplatina, ndo houve alteragcdo da motilidade e vigor para os animais do grupo
tratado, no entanto do momento 1 (M1) para o0 momento 2 (M2) houve uma ligeira
gueda de motilidade e vigor para os animais do grupo tratado, acredita-se que esta
diminuicao pode ter ocorrido em virtude de alguns fatores .

Supbe-se que o primeiro fator possa estar relacionado a recente exposi¢ao do

epitélio testicular a uma substancia potencialmente citotdxica, entretanto observou-se



que a queda tanto da motilidade como do vigor ndo ocorreu apds a primeira
aplicacao do farmaco, o que se esperaria nesta situacao, lembrando que a analise do
sémen nado é feita imediatamente e sim somente apdés um periodo de 18 dias,
permitindo assim que o farmaco atingisse a concentracdo terapéutica e
consequentemente seus efeitos deletérios no epitélio, lembrando que segundo
OGILVIE (1996), WATERS & COOLEY (1998) os estudos farmacocinéticos,
efetuados em seres humanos e em animais de experimentagdo, demonstraram uma
distribuicéo tissular rapida, com uma meia- vida plasmatica de distribuicdo de 25 a 49
minutos e uma meia vida de eliminacado de 58 a 73 horas, ainda a sua ligacdo as
proteinas plasmaticas € superior a 90%, sendo sua eliminacdo incompleta
corroborando o citado por Rodaski & De Nardi, 2004, que apenas cinquienta e oito
por cento da dose administrada séo excretadas pela urina.

Ainda, pode-se sugerir que o efeito no decréscimo da motilidade e vigor
espermatico poderia ter acontecido somente depois do momento 1 (M1) em virtude
do tratamento feito com a cisplatina residir no fato que a toxicidade do farmaco esta

principalmente relacionada com a dose que € acumulativa.

Infere-se que a outra possibilidade seja que quase no final do ciclo da
segunda aplicacédo, que daria por volta de 40 dias do tratamento, houve queda da
motilidade e vigor espermatico em virtude de alguma alteragdo no processo de
diferenciacdo e maturacdo da espermatide, sugerindo uma possivel interferéncia na
funcd@o normal dos microtibulos que séo responsaveis pela composicao do flagelo do
espermatozoide responsavel pela movimentacdo do mesmo, lembrando que estes
sdo compostos basicamente por proteina (tubulina), e segundo OGILVIE (1996),
WATERS & COOLEY (1998) como efeito secundéario, a Cisplatina interfere na
sintese do RNA e de proteinas essenciais ao organismo, demonstrando especial
preferéncia para os tecidos cujas células apresentam alta velocidade de reproducao
mitética (OGILVIE, 1996; WATERS; COOLEY, 1998). Também pela prépria afinidade
da cisplatina em se ligar as proteinas plasmaticas.

Sabe-se ainda, que algumas moléculas interferem na fungcdo dos
microtubulos, alterando a funcdo dos mesmos nos processos celulares dos quais
participam. Na década de 30, observou-se que o alcalbide colchicina paralisava a



mitose na metafase, e, desde entdo, a colchicina tem sido usada nos estudos sobre
0s cromossomos e a diviséo celular. Estudos posteriores mostraram gque a colchicina
se combina especificamente com os dimeros de tubulina e causa o desaparecimento
dos microtubulos menos estaveis, como o do fuso mitético.

Os microtubulos dos cilios e flagelos sédo resistentes a colchicina, talvez
devido as proteinas (MAPS) a eles associadas. J& o Taxol é um alcaléide utilizado no
tratamento de tumores, pois também impede a mitose. Ele acelera a polimerizacao e
estabiliza os microttbulos, impedindo a despolimerizacao.

Outras drogas utilizadas no tratamento de tumores, que também interferem
com a dindmica de microtubulos, sdo a Vincristina e a vimblastina. Ainda, €
importante ressaltar que a cisplatina, assim como outros quimioterapicos produz uma
grande quantidade de radicais livres, que sdo oriundo principalmente por
modificacbes quimicas de proteinas, lipideos, carboidratos e nucleotideos,
resultando em uma variedade de consequéncias biologicas, incluindo leséo tecidual,
mutacao, carcinogénese, comprometimento do sistema imunolégico e morte celular.
E também pelo fato da cisplatina interferir na sintese de acido desoxiribonucléico
(DNA) e também de proteinas, consequentemente ocasiona uma maior liberacédo de
varias substancias téxicas ao organismo, que afetam células sadias de tecidos de
rapida proliferacdo celular (SANTOS & CRUZ, 2001), como € o caso do epitélio
testicular.

No entanto, apesar das observacdes e suposicdes supracitadas, a
motilidade ndo se apresentou inferior a 70%, lembrando que segundo ROTA et al.
(1997) a motilidade espermatica de uma amostra de sémen fresco de céo deve ser
de no minimo 70%. No decorrer do experimento houve apenas esta ligeira queda do
valor da motilidade e vigor com subsequente tendéncia a estabilizacdo, correlaciona-
se este fato ao citado por IGUER-QUADA & VERSTEGEN (2001) de que apesar da
grande utilizacdo, a motilidade ndo é um parametro totalmente confiavel para
predizer a capacidade fecundante de uma amostra de sémen, pois pode-se ter
espermatozoides com grande quantidade de patologias ou ainda a presenca de
espermatozoides imoveis na amostra ndo implica que 0s mesmos estejam mortos,
além disso , a motilidade por ser um parametro subjetivo, sofre diversas influéncias.



A concentracdo espermatica, apesar de nao ter havido diferenca significativa
entre 0s grupos, demonstrou uma grande queda nos dois grupos apés 0 momento
um (M1), com subsquentes oscilagcbes no decorrer do experimento, sendo que a
partir do momento trés (M3) houve um ligeiro aumento com possivel tendéncia
adaptativa do organismo a uma possivel estabilizacdo da concentracdo espermatica.

A queda nos dois grupos provavelmente esta relacionada com o estresse
ambiental que estes animais passaram, pois se fosse somente pela ineficiencia
funcional dos tubulos seminiferos devido a grande reducéo do volume testicular que
houve ao longo dos tratamentos, apenas os animais do grupo tratado apresentariam
uma queda da concentracdo e 0s animais do grupo controle até poderiam apresentar
uma queda motivada pelo estresse ambiental também sofrido, no entanto menos
evidente.

De acordo com Almeida et al. (1998) e Goss et al. (2002) o estresse reduz a
producéo de esperméatides e também a qualidade e quantidade de espermatozoéides,
ainda, o estresse aumenta 0s niveis de prolactina que no macho atua diminuindo a
espermatogénese. Sugere-se portanto, que o estresse observado, por provocar
alteracdes hormonais, provavelmente altera uma intricada rede de interacdo entre os
horménios da reproducéo, refletindo diretamente nos rendimentos intrinsecos da
espermatogénese.

Se somente a concentracdo fosse utilizada como parametro de avaliagcéo
poderia-se supor também que se apos a ultima quimioterapia houver uma tendéncia
a estagnacao dos valores da concentracdo espermatica, pode-se sugerir que a taxa
de fertilizacdo ficaria comprometida de acordo com o exposto por OEHNINGER et al.
(1988).

Em relac&o ao turbilhonamento foi observado que a partir do M1 houve uma
gqueda acentuada do movimento de massa. Esta avaliacdo € resultante
principalmente da soma dos valores do vigor juntamente com a concentracao
(HAFEZ, 1995), supde-se portanto que a queda acentuada do turbilhonamento
durante o tratamento correlaciona-se com a brusca diminuicdo da concentracéo
espermatica.



Ao observarmos os defeitos classificados em maiores no método de lamina
corada, (Figura 14), podemos inferir que 0 numero desta patologia no grupo tratado
com cisplatina (T) aumentou a partir do inicio da quimioterapia atingindo altos picos
no M4. que corresponde a um ciclo espermatogénico completo, ou seja

aproximadamente 62 dias.

A incidéncia da patologia de acrossomo € comum, mesmo em animais que
apresentam boa fertilidade. O desenvolvimento de acrossomo com defeito parece
estar relacionado com problemas genéticos, exatamente durante o processo de
diferenciacdo espermatica e também por influéncias ambientais como o estresse
(BARTH & OKO 1989), portanto, podemos inferir que a cisplatina atua no epitélio
germinativo, no processo de formacéo espermatica.

A cabeca pririforme € uma das patologias de cabeca mais comuns. Uma das
causas para este tipo de defeito parece estar relacionada a fatores de predisposicao
hereditaria exacerbadas por condigbes ambientais como o estresse, obesidade,
afeccdes que alteram a funcionalidade do trato reprodutor e sazonalidade, descrito
por BARTH e OKO (1989), HAFEZ, (2004).

Conforme relatado por SEAGER (1986) e BARTH e OKO (1989), na maioria
dos casos de defeitos de cabeca piriforme, ha uma forte correlacdo na mudanca da
funcao testicular em decorréncia de distarbios de termorregulacdo dos testiculos ou
através de disfuncdo enddcrina testicular, que pode ser causada por fatores
intrinsecos ou extrinsecos, afetando diretamente a espermatogénese.

A patologia de cabecga subdesenvolvida tem baixa frequéncia de ocorréncia, e
nao ha relatos especificos indicando que este defeito seja causa de infertilidade. Sua
etiologia ainda ndo é bem determinada, no entanto supde-se que o problema ocorra
durante a espermiogénese. Observa-se que quando ha distdrbios na
espermatogénese por determinados fatores, ha um aumento no numero desta
patologia associado as demais patologias espermaticas (BARTH & OKO, 1989).

Segundo KNUDSEN (1954) varias mudangcas ambientais e organicas dos
animais podem levar a uma divisdo desigual dos cromossomos no momento da

diferenciacdo espermatica, com perda do material nuclear, inclusive a quimioterapia



com o uso da cisplatina. Portanto, esta divisdo acidental dos cromossomos pode
ocorrer freqiientemente, sendo que apenas algumas células sobrevivem a todo o
processo de espermatogénese e espermiogénese permanecendo intactas no
ejaculado, supfe-se portanto que houve distarbios na espermatogénese ocasionados
pela cisplatina, uma vez que esta apresenta efeitos clastogénicos de acordo com.
Adler e Tarras (1990).

O desenvolvimento da cabeca estreita na base pode ser de origem genética
ou ambiental. Algumas influéncias adversas podem acarretar anormalidades
hormonais ou eventos metabdlicos extrinsecos ou intrinsecos das células de sertoli,
afetando diretamente o desenvolvimento da espermatide. O dano também pode
ocorrer no espermatécito primario, predispondo o desenvolvimento de distarbios na
espermatide (BARTH & OKO, 1989), sugerindo que a cisplatina pode ter induzido
distarbios nas espermatides primarias durante o processo de maturacéao celular.

Segundo BARTH e OKO, (1989), os fatores que controlam a formacédo da
cabeca podem ser de origem genética (erros durante a espermatogénese) ou sofrer
influéncias externas. Os primeiros sinais histolégicos observados durante falhas na
espermatogénese (vacuolizacao citoplasmatica e danos no fuso mitdtico na metafase
da espermatide primaria), foram ocasionadas por estresse ambiental, lesdes locais
ou outras afeccdes., deduz-se portanto que a cisplatina pode acarretar danos na
espermatogénese. em decorréncia de diversos fatores somados, como a producdo
de radicais livres, alteracdo de estruturas protéicas da célula, acdo mutagénica,
desarranjo hormonal, enfim uma cadeia de eventos que podem ocorrer de forma
isolada ou simultaneamente.

BANE e NICANDER (1965) relataram um Unico caso onde a patologia de
“pouch formation” ocorreu simultaneamente a disturbios da espermatogénese, o que
inclui um decréscimo na concentracdo espermatica, decréscimo de motilidade e um
elevado indice de outras patologias espermaticas. De acordo com BARTH e OKO
(1989), a incidéncia desta patologia também esta relacionada ao estresse, doencas,
falta de alimento e condi¢des climaticas.

OKO (1977), sugeriu que a condicdo de estresse poderia levar a um

desequilibrio hormonal, o que resultaria nha formacéo desta patologia, corroborando



os achados de DAGLI et al. (2002); SAWHNEY et al. (2005), aonde um desequilibrio
do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, com diminuicdo de transferrina disponivel
pelas células de Sertoli, inibina-B diminuindo a producdo de FSH e ainda a
hiperprolactinemia, que apesar de ndo se ter mensurado, endocrinologicamente é
sabido que o estresse com aumento dos niveis de cortisol leva a um aumento na
secrecdo de prolactina pela hipdéfise, s6 ndo se sabe se o0 estresse sofrido pelos
animais dos grupos tratado e controle aumentaria a prolactina a ponto de causar
efeitos danosos na espermatogénese.

HEATH e OTT (1982) reportaram um caso onde uma afeccdo do trato
reprodutor levou ao aparecimento de 79% de patologia “pouch formation”, entretanto
seis semanas depois, as células esperméticas estavam livres da presenca de
crateras, que caracteriza esta patologia. Sugere-se portanto que esse aumento
possa ser devido a quimioterapia e um aumento transitério devido ao aumento das
outras patologias.

Quando o “Knobbed” é encontrado com uma variedade de outros defeitos
como vacuolizacdo nuclear ou nucleos disformes, pode ser devido a adversidades
ambientais, termorregulacdo, doencas sistémicas, toxicidade ou deficiéncia
nutricional levando a degeneragcao testicular (BARTH & OKO, 1989)., infere-se
portanto que devido ao seu potencial citotoxico e alquilante o farmaco cisplatina
tenha tendéncia em produzir este tipo de alteracéo celular.

A gota citoplasmatica proximal (CGP) é considerada um sinal de uma
espermiogénese anormal, e comumente esta associada a uma variedade de outros
defeitos espermaticos. Sabe-se que durante a espermiogénese, a espermatide muda
de uma forma redonda para uma célula alongada, o citoplasma é puxado para tras,
progressivamente, da cabeca para a regido da cauda do espermatozoéide. Sugere-
se, portanto, que pode ser um problema com danos as células de Sertoli, que dentre
muitas funcdes, apresentam a propriedade de retirar 0 excesso de citoplasma das
espermatides em espermiacédo (GONZALEZ, 2002., FRANCA & RUSSEL, 1998), ou
ainda, pode ser secundario, relacionado a problemas durante a maturacao
espermatica (espermiogénese) no epididimo (SEAGER, 1986; BARTH & OKO,
1989). O aumento de GCP, no grupo controle pode ser explicado pelo estresse da



diurese salina, que novamente modula uma intricada rede de interagdo hormonal.
Observou-se na microscopia eletronica de transmissédo para 0s animais do grupo
tratado inUmeras espermétides vacuolizadas sugerindo um alto grau de degeneracéo
do epitélio (figura 29 - H).

As formas teratologicas sdo caracterizadas por uma aberracdo severa nas
estruturas celulares do espermatozéide, ndo permitindo seu reconhecimento como
célula espermatica. Acredita-se que as formas teratoldégicas estdo sempre
associadas a disturbios da espermatogénese, através de processos inflamatorio
locais ou degeneracdo do epitélio germinativo das células primordiais (BARTH &
OKO, 1989). Ao observamos a microscopia eletronica de transmissao dos animais
submetidos a quimioterapia constata-se graus de degeneracédo testicular variados,
com a presenca de vacuolizacdo, retracdo do espaco intersticial, aberracdes
celulares, propondo novamente que os efeitos deletérios da cisplatina em atuar
diretamente na fungcdo meidtica e mitética levaram erros de divisdo celular, ou ainda
por inativagdo de processos fisiolégicos importantes, como a sintese protéica e
também pela possivel producdo de metabdlitos celulares toxicos, tenha levado ao
aparecimento deste tipo de patologia espermatica.

A peca intermediaria alterada (Pl) € comumente observada nas preparacdes
seminais rotineiras, sdo induzidas por preparagdes laboratoriais. A continuada
exposicao do sémen a substancias hipotdnicas resulta num alto indice de patologias
de pecas intermediarias. No entanto, em algumas experimentacdes sugeriram que o
aparecimento desta patologia poderia estar relacionado a um disturbio da formacao
da cauda, durante a espermiogénese (BARTH & OKO, 1989). Se a cisplatina tem
atuacdo negativa na sintese de proteinas, e o flagelo do espermatozéide é
constituido basicamente por microtibulos que sdo essencialmente proteinas, infere-
se portanto que este quimioterapico tenha efeitos negativos durante a formacao da
cauda do gameta masculino, produzindo uma porcentagem elevada de patologias de
peca intermediaria.

As patologias de cauda podem apresentar-se de diversas formas, como a
cauda fortemente enrolada sobre o proprio eixo da peca intermediéria (CFD) (Figura

16) ou apenas com uma dobra assumindo variadas formas (CFD e quando



apresenta gota citoplasmatica é CDG) (Figura 16) ou uma ou varias vezes enrolada
na cabeca (CEC) (Figura 16). As ocorréncias destas patologias espermaticas podem
estar relacionadas a exposicdo do sémen a solucdes hipotdnicas e as técnicas de
congelamento, como também o aparecimento deste defeito durante a passagem do
ejaculado pelo epididimo (BARTH & OKO, 1989). SWANSON e BOYD (1961)
mostraram que o sémen comecava a adquirir esta patologia quando migrava através
do epididimo. Este achado sugere que este defeito pode estar associado a uma
sensibilidade seminal aos ions adquiridos na cauda do epididimo. E ainda, acredita-
se que esta patologia esteja associada a continua exposicao a secrecdes epididimais
anormais.

O epitélio epididimario e sua funcdo sdo extremamentes sensiveis aos niveis
de testosterona, por isso supde-se que o funcionamento inadequado do epididimo
esteja relacionado com algum mecanismo de baixa producéo de testosterona, entre
eles podemos citar o estresse, baixa atividade tiroidiana, febre, uso de estradiol. No
entanto, em alguns casos, esta patologia se origina de uma fragilidade na PI distal
ocorrida durante a espermiogénese, conforme relatado por BARTH e OKO (1989).,
supde-se portanto que a cisplatina possa ter alterado o epitélio epididimario ou ainda
a dindmica i6nica uma vez que ela tem a tendéncia de reduzir uma série de
eletrélitos conforme descrito por Rodaski & De nardi (2002), ou novamente a
organizacao estrutural dos microtubulos devido aos efeitos na sintese protéica pelo
RNA.

Uma das caracteristicas importantes no desempenho reprodutivo de machos é
a libido. A libido é considerada uma das funcdes periféricas da testosterona, pois o
impulso sexual € totalmente dependente de andrégenos. A testosterona e seus
derivados sdo transportados para a saliva, sdo liberados pela glandula
submandibular e atuam como feroménios, através destes €& mediada uma
comunicacdo quimica entre os cdes que caracteriza o comportamento sexual desses
animais. A auséncia ou quantidade reduzida destes ferbrmonios pode causar uma
reducdo da libido do macho e, consequentemente uma redugéo da fertilidade da
matilha (KALTENBACH & DUNN, 1982; MARCHESE et al., (1998)



. No entanto, a baixa producédo de testosterona é uma inferéncia com menor
relevancia, a medida que esta diminuiria a libido, que parece ndo ter ocorrido nos
grupos tratado e controle, embora esta atividade néo tenha sido objeto de estudo no
presente experimento uma vez que a mensuracdo seérica de testosterona nao foi
realizada. Porém no presente experimento foi digno de nota o comportamento dos
animais frente a fémea em estro, pois mantiveram a atitude normal de um cao macho
higido (interesse marcante para desempenhar copula).

Outro fato, os animais ,entre eles, no momento em que estes eram levados a
passeio e ficavam soltos juntos (duas vezes ao dia) eles apresentavam
comportamento de cépula. Ainda, de acordo com Bordallo et al. (2001) mesmo o0s
animais tratados com quimioterapia que apresentaram importante dano no epitélio
germinativo, podem ter mantido os niveis de testosterona normais as custas do
aumento da secrecao de hormonio luteinizante (LH).

Segundo o Manual para Exame Androldgico e Avaliacdo de Sémen Animal, do
CBRA- Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998), a proporcao de defeitos
maiores nao deve ser superior a 10%. O aumento das porcentagens no método de
lamina corada (Figura 14), no grupo tratado a partir do momento 2, onde se observa,
ainda, as médias das patologias dos dois grupos sempre dentro de um padrao
aceitavel para a fertilidade (menor que 10 %), comeca a elevar-se no grupo tratado
com quimioterapia, até chegar a um valor trés vezes superior ao permitido, para um
cdo apto a reproducdo. Com isso, sugere que a cisplatina interfere de forma
significativa na performance reprodutiva de caes.

Os defeitos menores sdo aqueles defeitos morfol6gicos que possuem baixos
efeitos sobre a fertilidade (BARTH & OKO, 1989). O aumento de defeito menor no
método de lamina corada (Figura 17), no grupo controle (grupo que nado recebeu a
qguimioterapia) foi devido a um dos cées deste grupo que apresentou 35% e 75 % de
gota citoplasmatica distal, respectivamente nos métodos de avaliagbes espermaticas
supracitados, sendo que apés o momento 2, este cado sempre apresentou uma
porcentagem maior deste defeito quando comparado aos demais, evidenciando uma

variabilidade individual.



Segundo o Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen Animal, do
CBRA- Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998), a proporcao de defeitos
maiores e menores no sémen de cdo deve ser no maximo de 20%. O aumento de
defeitos totais no método de lamina corada (Figura 19) no grupo T, a partir do
momento 1 chegando na sua porcentagem maxima no momento 3 e mantendo-se no
momento 4 no método de lamina corada, demonstra que a porcentagem de defeitos
totais, que antes do inicio da quimioterapia era por volta de 5 % nos dois grupos,
elevou-se em mais de 30%, no grupo T, quando € completado um ciclo espermatico
no momento 6 (63 dias apds o inicio da quimioterapia).

E importante ressaltar que o maximo aceitavel é de 20% para aptiddo
reprodutiva. Isto pode supor que a cisplatina influéncia de forma significativa na
qgualidade espermatica, podendo apresentar efeitos citotdxicos, tanto em epitélio
germinativo  (espermatogénese) como no epitélio epididimario do cao
(espermiogénese).

A discreta elevacao dos referidos defeitos no grupo C, a partir do momento O,
sugere que seja em virtude do estresse ambiental, em especial da diurese salina,
gue os animais foram submetidos. No momento 1, em virtude da variabilidade
individual para defeito menor (gota citoplasmatica distal), observou-se um discreto
aumento no grupo C (grupo néo tratado com quimioterapia).

Em relacdo a ultra-sonografia testicular, na avaliacdo do volume, foram
observadas diferencas significativas entre os dois grupos nos diferentes momentos, e
entre o grupo tratado nos diferentes momentos da aplicacdo do farmaco. Constatou-
se para o grupo dos animais tratados com o quimioterapico que houve uma reducao
evidente do parénquima testicular ao longo do tratamento, e se for feito uma
comparacao com os achados de KRIESE et al. (1991) BO e TRIBULO (2001), de que
cerca de 80% da producdo diaria de espermatozodides é atribuida ao peso ou
tamanho testicular, pois 80% do volume dos testiculos estdo ocupados pelos tubulos
seminiferos, infere-se que a cisplatina compromete a funcdo gametogénica,
refletindo na quantidade e qualidade do sémen produzido.

Isto se pode confirmar com os achados dos animais do grupo controle que

apesar de terem sofrido um estresse ambiental bastante evidente durante o



experimento, no quesito volume testicular, ndo tiveram alteracdo do tamanho do
orgdo, que se manteve em valores volumétricos constantes, ressaltando novamente
gue a cisplatina nos animais tratados compromete a propor¢do do componente
tecidual do epitélio germinativo, o que sera confirmado posteriormente com a analise
ultraestrutural do testiculo.

De acordo com Arai et al. (1998), num estudo com 486 homens, observaram
que a concentracdo espermatica se mostrou abaixo dos limites normais naqueles
pacientes com um volume testicular bastante reduzido, consequentemente pode-se
supor que o volume testicular esta diretamente correlacionado com a qualidade
seminal. No entanto, fica um questionamento, pois a concentracdo espermética se
encontrou reduzida, mas nao somente no grupo tratado, o que sugeriria este fato
devido a reducdo do volume testicular, mais os animais do grupo controle que nao
apresentaram alteracdo do volume do parénquima também apresentaram uma
queda consideravel na concentracao espermaética.

Este fato implica na suposi¢cdo de que o estresse, com elevacdo de niveis de
cortisol e consequentemente aumento na producdo de prolactina que atua
negativamente na espermatogénese estariam atuando de maneira mais deletéria em
comparacao a perda tecidual provocada pelo farmaco.

Neste estudo juntamente com a avaliacdo do volume testicular, realizou-se a
determinacdo da escala de cinzas da imagem, estudo este muito importante na
deteccdo de afecgBes testiculares, assim como na avaliacdo de estruturas
anatdbmicas com a determinacdo da ecogenicidade do estroma testicular. Apesar de
nao ter havido diferenca significativa entre 0os grupos no grau de ecogenicidade ao
longo dos tratamentos, visualmente observou-se que houve uma nitida reducédo da
ecogenicidade do estroma ao longo dos tratamentos dos animais tratados, tornando
o testiculo mais hipoecogénico em relacdo a densidade dos testiculos do inicio do
experimento.

Hamm e Fobbe (1994) e Chandolia et al. (1997), observaram aumento da
ecogenicidade nos testiculos em diferentes fases de maturacdo sexual, portanto
supde-se que a cisplatina ao longo do tempo provoca alteragdes tanto na

espermatogénese como espermiogénese, alterando os processos de divisdes



celulares, o que resultaria numa mudanca da densidade do parénquima testicular ao
longo das quimioterapias, em virtude da perda de massa tecidual, que sera
observado na analise ultraestrutural.

Em contrapartida, os animais do grupo controle embora tenham sofrido o
mesmo grau de estresse, principalmente durante a diurese salina, mantiveram a
escala de cinzas do estroma testicular quase que constante ao longo do
experimento, sugerindo que mesmo o estresse tendo fortes indicios de provocar
alteracdes na espermatogénese devido as alteracbes hormonais provocadas, ele ndo
foi um fator suficiente neste experimento para induzir grandes alteracdes do epitélio
germinativo.

Correlaciona-se este fato ao estudo realizado por Brito et al. (2003), onde se
promoveu estresse térmico em testiculo de bovinos e foi observado que a
ecogenicidade do parénquima testicular ficou inalterada, porém ao espermograma
houve queda na qualidade e quantidade de sémen, assim como neste experimento.

Num outro experimento com touros mesticos aravindakshan et al. (1999),
examinado-os desde as duas semanas de idade até 45 semanas, concluiram que
houve aumento da ecogenicidade do parénquima testicular dos animais até 16
semanas de idade, sendo este aumento atribuido a proliferacdo celular, apés 24
semanas também houve aumento da ecogenicidade do parénquima, o qual foi
atribuido ao inicio da divisdo das espermatogbnias e a formacdo de uma maior
guantidade de células maduras na espermatogénese.

Portanto, os resultados obtidos dos animais tratados com cisplatina, reforgam
estes estudos, uma vez que o farmaco sendo citotdéxico acarretaria um
comprometimento da funcdo mitética e meibtica do testiculo, diminuido a producao e
qualidade de gametas, consequentemente levando a uma reducdo da ecogenicidade
do parénguima testicular, pois ha perda tecidual.

Observou-se na microscopia eletrénica de transmissao que os animais do grupo
controle apresentam as células espermatogénicas organizadas numa série bem
definida de associacdes celulares ou estadios. O epitélio seminifero compde-se de
varias camadas de geracgfes distintas de células germinativas, que se apresentam

em arranjos distintos conforme a figura 312.



No estadio | do ciclo do epitélio seminifero, observam-se camadas basais de
espermatogbnias e espermatdécitos primarios em estagio de pré-leptéteno (figura 25
— E), camadas intermediarias de espermatocitos primarios em paquiteno (figura 26-
), e uma camada adluminal de espermatides arredondadas (figura 27 - M.)

No grupo dos animais controle ficou evidente que ao longo do experimento,
embora houvesse algumas mudancas fisicas da qualidade seminal, o epitélio
germinativo se apresentou integro, com nitida divisdo celular e grande quantidade de
células em diferentes estagios de divisdo. Observou-se que ultraestruturalmente as
espermatogbnias primarias de acordo com Romagosa et al. (1999) e Quagio-
grassiotto & Carvalho (1999), sdo as maiores células do testiculo, apresentando
nucleo esférico central e ficando bem proximas a lamina basal.

J& as espermatogbnias secundarias, que séo oriundas da mitose das primarias,
se apresentam de forma muito semelhante, dificil de distinguir, a Unica diferenca é
seu nucleo, que € um pouco menor. De acordo com Romagosa (1991), Romagosa et
al.(1999) e Quagio-grassiotto & Carvalho (1999), em sequéncia temos o0s
espermatoécitos, que neste experimento para 0s animais do grupo controle foi
observado nitidamente. Os espermatocitos primarios para os animais do grupo
controle apresentaram-se nas diversas fases da profase meibtica (leptéteno e
paquiteno), de acordo com o relado por Romagosa et al. (1999) e Quagio-grassiotto
& Carvalho (1999) e ainda apresentando nucleo central ocupando quase toda a
célula , sem nucléolo visivel e observando massas cromoss6micas denominadas
complexos sinaptonémicos (figura 26 —H e I).

No processo da espermiogénese, que representa a etapa pés-meiodtica da
espermatogénese, observou-se diferenciacdo celular das espermatides em
espermatozoides nos animais do grupo controle de acordo com o descrito por Ploen
& Courtens (1986). Visualizou-se ainda, as células de Sertoli que se caracterizam por
possuir nacleo grande, fusiforme e sempre associadas as células germinativas, de
acordo com o relatado por Weltzien et al. (2004).

No tecido intersticial, observou-se que o0s animais do grupo controle

apresentaram grande quantidade de vasos sanguineos ,fibroblastos e células de



Leydig, importantes na producdo de esterdides, para a regulacdo da
espermatogénese conforme citado por WELTZIEN et al. 2004 .

Segundo ALBERTS et al. (2002), o espermatozéide, gameta masculino, é
considerado uma das menores células do organismo e possui caracteristicas
proprias, como capacidade de movimentacdo e formato ideal para otimizar seu
potencial de fertilizagdo, que o torna ideal para propagar os genes paternos.

Constitui-se de duas regides morfologica e funcionalmente distintas envolvidas
por uma Unica membrana plasmatica: a cabeca, que possui um nucleo haploide
altamente condensado, e a cauda, que o propulsiona até o odcito e ajuda a penetra-
lo. Na cabeca espermatica, o DNA nuclear encontra-se inativo e extremamente
condensado, 0 que torna seu volume pequeno e facilita o transporte. Ainda nesta
regido, proximo a extremidade anterior do envelope nuclear, existe uma vesicula
secretoria especializada denominada vesicula acrossomal; esta contém enzimas
hidroliticas que auxiliam a penetracdo da camada externa do od6cito pelo
espermatozoide.

Neste experimento, como nao foi o objetivo utilizar o sémen, e sim o epitélio
testicular, os espermatozdéides encontrados para os animais do grupo controle ndo
puderam ser identificados por inteiro, mas somente a regiao da cabeca. Observou-se
no grupo controle, que 0s espermatozoides em sua grande maioria apresentam a
cabeca essencialmente constituida pelo nucleo e recoberta em sua por¢ao anterior
pelo acrosssoma constituido por material homogéneo e de densidade moderada, de
acordo com o relatado por BARTH & OKO, 1989 (figura 29 —1)).

Em contrapartida, os animais do grupo tratado apresentaram tamanhos
nucleares diferenciados, sugerindo cabecas macro e microcefalicas (figuras 29 —L)),
algumas aberracdes (figura 29 — J) e variados graus de compactacdo cromatinica
(figura 29 — M), com a presenca de alguns vacuolos, se fizermos analogia com o0s
estudos de HALABE et al. (1991), suporiamos que a cisplatina exerce seu efeito
antineoplasico por meio de uma reacédo intracelular, que pode alquilar as bases
puricas e pirimidicas do DNA, lembrando da sua grande capacidade de formar

ligagbes cruzadas “cross-links” do tipo interflamentar e também intrafilamentar,



sendo que esta droga muda a conformacgédo do DNA inibindo sua sintese e causando
a apoptose celular. (OGILVIE, 1996; WATERS; COOLEY, 1998).

Em contrapartida aos achados dos animais do grupo controle, os animais que
receberam a quimoterapia apresentaram variados graus de degeneracdo, de
moderado a severo, com pouca presenca de celularidade (figuras 28 — A, B e E).

Neste estudo, observamos que o tratamento com cisplatina desorganizou o
epitélio seminifero, promovendo o deslocamento de agregados celulares (figuras 28
— C)), em comparacao aos aspectos morfoldégicos observados nos animais do grupo
controle (figura 25 — A e B). Além disso, foi observado degeneracdo do epitélio
seminifero, tibulos seminiferos atrofiados e hipoespermatogénicos.

O tratamento com a cisplatina promoveu a reducdo do lumen dos tubulos
seminiferos, ruptura parcial do epitélio seminifero e desorganizacdo das células
germinativas (figura 28 — A, B, C e E), em comparacédo ao controle (figuras 25 — A, B,
F, 26-G, H, | e J). Ainda, ha uma nitida reducédo do niamero de células germinativas
que residem no compartimento adluminal como os espermatécitos paquiténicos e
espermatides circulares vacuolizadas apos a citélise, e os que se fazem presente
apresentam sua morfologia celular alterada, num processo evidente de degeneracao
(figura 29 — G e H).

A presenca de espermatoécitos nos animais do grupo tratado se comparado
aos animais do grupo controle, apresentam alteracdo morfofuncional da célula,
visualmente observa-se que ha um comprometimento da conformacéo nuclear e do
padrdo cromatinico da célula (figura 29 - G). No entanto, uma constatacdo importante
deste trabalho, é que mesmo os animais submetidos a quimioterpia com a cisplatina
apresentando variados graus de degeneracdo do epitélio, apresentaram algumas
células do compartimento basal (espermatogdnias) intactas (figura 28 - D), e estas
segundo. Presti et al. (1993), sdo células tronco essencialmente importantes em
processos de regeneracdo tecidual quando se existe alguma injaria provocada no
epitélio seminifero.

Portanto, infere-se que a cisplatina na dose que foi utilizada, lembrando que
70mg/m2 é a dose maxima terapéutica utilizada na medicina veterinaria, possa nao

acarretar alteracbes permanentes e irreversiveis no epitélio seminifero, em



contrapartida a alguns estudos realizados em seres humanos, onde ja se tornou
evidente que dependendo da dose de cisplatina utilizada os homens se tornam
estéreis, Lembrando que de acordo com COLPI et al. (2004); ISHIKAWA et al. (2004)
e TAKSEY et al. (2003)., em homens a quimioterapia com cisplatina em altas doses
(400-500 mg/m?)  induziu azoospermia, com danos permanentes no epitélio
seminifero.

Para a oncologia humana é muito importante que os pacientes submetidos a
altas doses com este quimioterapico sejam informados que poderéo ficar inférteis
permanentemente (COLPI et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2004; TAKSEY et al., 2003).

De modo geral, utilizando-se quimioterapia, a maior parte dos pacientes se
torna azoospérmicos, por lesdo das espermatogbdnias do tipo B, ap0s sete a oito
semanas do inicio do tratamento. Destes, 56% apresentam recuperacdo da
concentracdo, com niveis acima de 20 milhdes,ap0s 24-36 meses pos-quimioterapia.
Contudo, a melhora do espermograma ja pode ser alcancada apds 12 semanas, se
nao ocorrer lesdo de toda a populacédo de espermatogonias do tipo A. A elevacéo de
FSH, indicativa de lesdo das células de Sertoli, atinge um pico com 14 meses e se
normaliza, em metade dos pacientes apos dois anos (Presti et al., 1993).

Através deste achado podemos inferir que pelos valores obtidos do
espermograma ao final do ciclo quimioterapico, os animais do grupo tratado
possivelmente teriam a sua funcdo reprodutiva restabelecida, em virtude da
observacao pelos gréaficos, onde ao final do ciclo, ou seja, apds aproximadamente 63
dias, a tendéncia do gréafico é se estabilizar, sugerindo que o organismo do animal se
adaptou ou ainda se recuperard. Com a microscopia eletrdnica temos evidéncias
ainda mais fortes de que os animais do grupo tratado submetidos a dose de 70
mg/m2 retornariam a reproducdo, uma vez que foi encontrada a presenca de
espermatogobnias e células de Sertoli no epitélio danificado, sugerindo portanto que
nesta dose o farmaco cisplatina na funcéo gonadal apresenta efeitos reversiveis.

Os animais do grupo tratado ainda apresentaram um aumento do espaco
intertubular, caracterizando um processo de atrofia do tubulo seminifero com
consequente diminuicdo da luz tubular (figura 28 — A e B). observa-se que na figura

28 — B ha a presencga evidente do nucleo da célula de Sertoli, no entanto dentro do



compartimento adluminal se esperaria uma certa quantidade de células
espermatogénicas em mitose e meiose, no entanto ndo € o que se encontra nos
animais do grupo tratado.

Porém, de acordo com Russel & Griswold (1993), Gonzalez (2002) e Franca &
Russel (1998), a presenca destas células apés a agressao ao epitélio, devido as
caracteristicas citotoxicas do farmaco, vao desempenhar um papel fundamental no
processo de reparacdo do epitélio, pois elas regulam o processo espermatogénico.
Lembrando que dentre as muitas funcbes desempenhadas por esta célula estéo, o
suporte e a nutricdo das células germinativas que vao se desenvolver, a secrecao de
fluido e proteinas, a producdo de citocinas, IGF-1, lactato e transferrina, a fagocitose
das celulas germinativas em degeneracdo e do excesso das espermatides em
espermiacdo, supondo novamente que os efeitos deléterios da cisplatina na dose
usada sao reversiveis no epitélio seminifero.

Ainda, entre as células de Sertoli existem juncdes altamente especializadas
conhecidas como zbnulas de oclusédo, formando a barreira de células de Sertoli,
também conhecida como barreira hemato-testicular, a qual, além de controlar o fluxo
de substancias no epitelio seminifero, delimita dois compartimentos, o basal o
adluminal (RUSSEL, et al., 1990).

Como ja dito a barreira hematotesticular é constituida por um complexo
juncional protéico que mantém a oclusdo entre os prolongamentos citoplasmaticos
das células de Sertoli e permite assim que as células germinativas permanecam em
um ambiente imunoprivilegiado. A dinamica dos complexos juncionais (abertura e
fechamento) possibilita a migracdo das células primordiais (espermatdcitos) do
complexo basal para o adluminal, por meio da barreira hematotesticular conforme
descrito por Dadoune & Demoulin (1993) e Amann (1993), assim como O
impedimento da passagem de macromoléculas nocivas ao processo
espermatogénico.

Conforme relatado por Gilio et al. (2007) recentes estudos relataram que o
controle dos niveis de o6xido nitrico produzido pelas células de Sertoli esta
diretamente envolvido na dindmica das jungbes celulares da barreira

hematotesticular. Varios estudos tem demonstrado que as alteracdes na dinamica



das juncdes celulares presentes na barreira hematotesticular de mamiferos podem
alterar todo o processo espermatogénico, levando ate a degeneracdo das células
germinativas (LEE, 2005), supde-se portanto que de acordo com o citado por
Andrade (2002) a cisplatina atravessa a barreira hematotesticular, uma vez que
nesta juncdo s6 passam substancias pouco polares, conforme relatado por
(SPINOSA et al., 2002).

Ainda, ao observamos os tubulos seminiferos dos animais do grupo tratado
podemos verificar a presenca da célula de Sertoli, no entanto o arranjo das células
espermatogénicas que teriam que se distribuir ao longo de todo o parénquima
praticamente ndo existe (figura 28 - B|), se compararmos aos tubulos dos animais do
grupo controle (figura 26 - J).

Outro fator importante de se encontrar células de Sertoli no parénquima dos
animais do grupo tratado, € que elas apresentam receptores para o FSH, que sob
sua influéncia produzem uma proteina ligadora de andrégenos, o ABP, que retém a
testosterona nos tubulos seminiferos.

A platina da cisplatina, e ndo a prépria cisplatina permanece ligada a varias
proteinas plasmaticas de acordo com Ogilvie (1996) e Waters & Cooley (1998),
portanto afirma-se que ela use a transferrina como proteina carreadora, afirmando o
gue foi constatado por Dagli et al. (2002) & Sawhney et al. (2005).

Por outro lado, sabemos que a inibina do tipo B atua inibindo o FSH, lembrando
gue o hormodnio foliculo estimulante atua nas células dos tubulos seminiferos do
testiculo sendo responsavel pela espermatogénese até o estagio de espermatdécito
secundario, e regulando assim a producdo de espermatozéides, portanto de acordo
com Dagli et al. (2002) & Sawhney et al. (2005), os quimioterapicos também
poderiam estar atuando de maneira significativa nesta proteina de fundamental

importancia na endocrinologia reprodutiva.



8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem as seguintes conclusdes:

1. As analises microscépicas seminais de motilidade e vigor, ndo
contribuiram de forma significativa para predizer se o farmaco
cisplatina causa efeitos deletérios no epitélio germinativo testicular,
sendo apenas avaliacfes subjetivas. Ja a concentragcdo e 0
turbilhonamento s&o parametros importantes na deteccdo de
anormalidades na espermatogénese.

2. Os parametros de contagem das alteracdes morfolégicas dos
espermatozoides de cades higidos submetidos a administracdo de
cisplatina, em cinco momentos diferentes de tempos demonstraram
que o farmaco aumentou o niumero de patologias no grupo tratado
(T).

3. As patologias espermaticas detectadas no presente experimento
mostraram a ocorréncia de alteracdes morfofuncionais nos tubulos
seminiferos e no conduto epididimario de caes tratados com
cisplatina.

4, A ultrasonografia provou ser uma ferramenta diagndéstica bastante
precisa em se tratando de quimioterapia com efeito na funcao
gonadal, uma vez que houve nitida reducdo do estroma testicular
dos animais do grupo trado ao longo do ciclo quimioterapico.

5. A analise ultraestrutural, embora qualitativa, provou os efeitos
deletérios no epitélio seminifero de céaes do grupo tratado, uma vez
gue foi constatada pelas elentromicrografias a perda celular e

tecidual, ainda provocou alteragbes morfofuncionais.



Foi constatada pela microscopia eletrénica de transmisséao, é que
na dose em que a cisplatina foi utilizada (70 mg/m2), os efeitos do
farmaco sobre o epitélio seminifero séo reversiveis, ndo tornando
estes animais estéreis, uma vez que se comprovou a presenca de

espermatogobnias primarias e células de Sertoli.
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APENDICES



Tabela 1A. Valores do hemograma, urinalise, bioquimico e eletrélitos dos caes do grupo G1 e G2

em diferentes momentos.

Ca HEMOGRAMA URINALISE BIOQUIMICA ELETROLITOS
%S "He Le Hb Ht Dens pH TGP Crea. Prot. Ca P Mg Na K
1 6870 14600 14,9 446 1040 8 1571 136 7,56 1164 53 1,79 145 3,6
al 2 7010 11400 158 46,9 1035 8 33,71 113 7,95 124 3,48 1,75 142 46
3 7480 9600 188 543 1041 8 978 091 7,89 993 447 1.8 145 3,9
Pré 4 6730 15300 155 457 1025 8 2955 091 7,78 10,3 4,78 1,91 144 35
quimioterapia 5 7060 11700 17 479 1025 9 26,19 141 7,09 10,37 571 1,68 146 3,8
@ 6 4180 10300 12 352 1050 7 21,11 118 9586 12 414 15 146 3,9
7 4990 3400 115 331 1032 65 21,11 0,81 13,6 10,19 4,43 162 144 4
8 7920 8400 19 542 1044 8 4643 1,13 742 124 447 1,79 141 35
HEMOGRAMA URINALISE BIOQUIMICA ELETROLITOS
He Le Hb Ht Dens pH TGP Crea. Prot. Ca P Mg Na K
1 6260 12700 14,2 42 1029 85 26,19 131 7,33 1599 594 24 147 37
T 2 6620 4500 151 44,6 1015 7 419 158 6,19 14,13 225 21 142 45
3 7700 4200 18,1 523 1013 8 1519 131 8,39 1359 521 22 143 42
MO 4 6469 6200 14,8 442 1027 75 36,67 12 7,83 1642 578 2,3 146 3,6
5 6930 11200 16,2 47,7 1039 6 20,95 126 7,5 13,92 452 2 147 3,7
c 6 4410 7300 13 384 1041 8 1571 147 941 2087 514 16 145 3,7
7 6360 6000 14,9 437 1041 8 2095 0,93 12,1 1391 599 22 146 38
8 7620 12200 18,3 53,5 1041 7 31,43 0,87 7,77 1251 523 2 144 3,7
Ca HEMOGRAMA URINALISE BIOQUIMICA ELETROLITOS
%S "He Le Hb Ht Dens pH TGP Crea. Prot. Ca P Mg Na K
1 5780 11800 13,1 389 1018 65 419 144 734 122 618 2 135 48
T 2 6590 8900 152 442 1009 8 474 154 929 1465 4,38 18 136 3,7
3 7170 7300 16,9 484 1018 7,5 68,09 0,96 8,42 11,58 4,23 18 140 4,9
M1 4 6230 8900 14,5 434 1019 7 36,67 1,49 834 969 504 21 142 51
5 6520 9800 155 454 1031 85 4714 122 75 99 421 17 176 4
c 6 4440 13100 13,2 394 1042 8 40,95 138 9,76 10,7 54 18 155 4,1
7 6590 5700 158 46 1030 8 52,33 1,17 11,4 1323 571 19 137 3,9
8 7530 12100 18,2 52,6 1043 8 419 117 742 1522 541 18 132 4
Ca HEMOGRAMA URINALISE BIOQUIMICA ELETROLITOS
€S Te Le Hb Ht Dens pH TGP Crea. Prot. Ca P Mg Na K
1 5460 11300 124 36,7 1017 8 36,7 1,85 7,57 1041 6,18 2,1 135 3,9
T 2 6050 10900 13,9 40,8 1020 7,5 366 197 855 10,14 619 2 136 38
3 6710 5500 164 499 1020 7,5 7857 185 8,81 1046 564 2 133 43
M2 4 5560 9900 135 37 1007 75 419 169 825 969 533 24 140 3,7
5 6430 10700 156 446 1048 6 36,65 152 7,87 934 7,33 25 142 42
C 6 3770 12500 11,9 234 1036 6 3143 118 91 174 6,11 19 134 44
7 5840 6700 14,7 40,8 1045 6 36,77 146 104 979 483 19 134 43
8 6710 3800 16,8 465 1043 6 20,95 14 74 96 654 18 131 43
5 HEMOGRAMA URINALISE BIOQUIMICA ELETROLITOS
aes He Le Hb Ht Dens pH TGP Crea. Prot. Ca P Mg Na K
M3 T 1 5470 1500 12,2 355 1016 8 36,68 2,17 7,54 1151 498 2 139 37
2 6320 7500 13,7 41,1 1025 85 471 165 746 124 335 21 137 37
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Tabela 2A. Valores médios das patologias espermaticas do método de lamina corada

(método de Karras modificado por Papa et al. (1988).

Momentos
Grupos 1 2 3 4 5 6
Defeito de acrossomo
T 05 2,25 3,25 2 4,71 5,75 14,875
C 0,375 1 3,062 2,375 1 1,375 1,375
Cabeca piriforme
T 0,125 2,25 0,625 1,125 3 3,875 6,125
C 0,5 1,25 1,8125 2,375 1,375 3,625 3,375
Cabeca subdesenvolvida
T 0 0,375 0,125 0 0,25 2,25 1,125
C 0,25 0,625 0,375 0,125 0,75 0,375 0,375
Cabeca estreita na base
T 0 0,125 0,375 0,25 0,25 0,125 0,875
C 0 0,125 0,25 0,5 0 0,375 0,125
Cabec¢a com contorno anormal
T 0,25 0,25 1,25 1 0,875 1 5
C 0,75 0,75 0,75 0,5 1,5 0,75 1
“Pouch formation”
T 0 0 0 0 0,375 0 0
C 0 0 0 0,125 0 0,25 0,25
“Knobbed”
T 0,00 1,25 0,25 0 0 1,50 1,50
C 0,00 0,25 0 0,25 0,25 0 0,25
GCP
T 0 0,125 0,375 1 2,5 13 8,375
C 0,625 0,75 0,3125 2,125 3,5 8,875 5,375
Formas teratologicas
T 0 0 0 0,125 0,125 0,125 0,875
C 0 0 0 0 0,125 0 0,125
Pl alterada
T 0,375 0,375 0 1,25 4,625 12,75 4,375
C 0,125 0,875 1,875 1,5 2 0,75 1,125

CFD



T 1,875 1 2,125 3,125 2,5 8,125 15,25

C 2,625 1,875 2,3125 2,5 3,875 4 1,125
CDG

T 0,125 0,625 1,125 0,375 0,25 5,25 2,125

C 0,875 1,375 0,825 0,625 0,5 0 0
CEC

T 0 0 0 0 0,25 2,125 2

C 0 0 0 0 0 0,125 0,125

Formas duplas

T 0,5 0,25 0 0,25 0,25 1 1

C 0 0,5 0,25 0 1,25 0,25 0
Cauda abaxial

T 0 0 0,625 0,125 1,25 0,375 1

C 0 0,5 0,375 0,125 0,25 0,125 1,125

Tabela 3A . Valores médios da andlise espermética dos cdes dos grupos T e C

durante os sete momentos avaliados.

Momentos
Grupos 1 2 3 4 5 6 7
Motilidade espermatica
T 86,25 88,75 90 90 73,75 76,25 81,25
C 68,75 87,50 81,25 83,75 80 88,75 91,25
Vigor
T 3,25 4 4 4 3 3 3
C 35 4,25 4 3,25 3 3,75 3,75
Concentracdo espermatica
T 42,80 34,52 46,65 38,17 12,45 10,79 19,10
C 32,17 29,74 39,32 15,23 11,97 23,72 13,71
Turbilhonamento
T 1,5 1,3 1,75 2,5 1,63 0,25 0,5
C 1,75 2,75 2,88 1,75 1,75 3 3

Tabela 1 — Motilidade espermatica (média + desvio padrdo) dos animais dos grupos

tratado e controle nos 5 momentos de colheita e analise do sémen.



GRUPOS MO M1 M2 M3 M4
TRATADO 90,00 +4,08 | 90,00 +4,08 | 73,75+125 | 76,25+ 7,50 | 81,25+ 8,54
CONTROLE 81,25+24,2 | 83,75+11,0 | 80,00+8,16 | 88,75+6,29 | 91,25+ 2,50

Tabela 2 — Vigor espermatico (média = desvio padrdo) dos animais dos grupos

tratado e controle nos 5 momentos de colheita e analise do sémen.

GRUPOS MO M1 M2 M3 M4
TRATADO 4,00+0,82 |4,00+0,82 |3,00+0,00 3,00+0,82 | 3,00+ 0,00
CONTROLE [400+141 |325+126 |300+0,82 |3,75+050 |3,75+0,50

Tabela 3 — Concentracdo espermatica (x 10°) (média + desvio padréo) dos animais

dos grupos tratado e controle nos 5 momentos de colheita e analise do sémen.

GRUPOS MO M1 M2 M3 M4
TRATADO 46,65+25,31 | 38,17+21,46 | 12,45+8,57 |10,79+540 | 19,10+5,07
CONTROLE 39,30+31,64 | 15,23+12,58 | 12,97+13,74 | 23,72+15,60 | 13,71+ 9,56

Tabela 4 — Turbilhonamento (média + desvio padrdo) dos animais dos grupos tratado

e controle nos 5 momentos de colheita e analise do sémen.

GRUPOS MO M1 M2 M3 M4
TRATADO 1,75+150 |25+1,00 1,63 +1,70 025+ 0,50 0,50+ 0,58
CONTROLE 288+131 |175+09 |175+150 |3,00+0,82 |3,00+0,82

Tabela 5 — Morfologia Espermética — Defeito maior (média + desvio padrdo) dos
animais dos grupos tratado e controle nos 5 momentos de colheita e analise do

sémen.

GRUPOS MO M1 M2 M3 M4
TRATADO 456+239 |[512+473 |10,06+3,19 |29,25+34,76 | 31,06+13,99
CONTROLE 5,90 +10,57 |6,93+6,60 |7,25+8,26 |10,37+17,41 | 7,25+9,59




Tabela 6 — Morfologia Espermatica — Defeito menor (média + desvio padrdo) dos
animais dos grupos tratado e controle nos 5 momentos de colheita e analise do
sémen.

GRUPOS MO M1 M2 M3 M4

TRATADO 2,50 £0,91 2,62+188 |4,12+317 7,12+5,82 3,62+1,65

CONTROLE 3,68 £5,89 16,37+16,27 | 7,5+5,70 5,12+4,04 4,87+3,83

Tabela 7 — Morfologia Espermatica — Defeito total (média + desvio padrdo) dos
animais dos grupos tratado e controle nos 5 momentos de colheita e andlise do

sémen

GRUPOS MO M1 M2 M3 M4
TRATADO 11,62 £3,27 | 12,87 £ 5,58 | 24,25 +3,20 | 65,6+31,07 | 65,7+14,42
CONTROLE 15,5+10,35 | 30,25+17,16 | 22 +12,89 25,8+21,32 | 19,3+13,35
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