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1-INTRODUCAO

A espermatogénese nos mamiferos é o processo através do qual
as espermatogOnias originam os espermatozoides. Ocorre no interior dos
tubulos seminiferos, responsaveis pela produgio de gametas, e do ducto
epididimario, que colabora no processo de maturagio dos espermatozoides. A
espermatogénese constitui-se numa seqiiéncia de eventos que envolvemn uma
série de modificagdes nucleares e citoplasmaticas, resultando em células
hapldides altamente moéveis e adaptadas para sobreviver por longos periodos
fora do corpo (PLOEN, 1971; NISHIMUNE et al., 1978; RUSSEL et al.,
1990; BANKS, 1992; RUSSEL & GRISWOLD, 1993).

A espermatogénese pode ser dividida em trés fases: 1)

proliferativa, de multiplicagio ou mitética, 2) meiética ou

__espermatocitogénica, e  3)metamorfica, de  diferenciacio. . ou. . ..

espermiogénica. Nem todos os tibulos seminiferos estio no mesmo periodo
de atividade, bem como nem todas as regides do mesmo tibulo apresentam
células com 0 mesmo grau de diferenciagdo. Embora existam diferengas entre
as espécies, descreve-se que o processo espermatogénico ocorre em ondas
helicoidais que progridem pelos tubulos seminiferos, rumo aos tubulos retos

(RUSSEL et al., 1990; BANKS, 1992; RUSSEL & GRISWOLD, 1993).



Fase proliferativa, de multiplicacio ou mitética

Esta fase se caracteriza pelo aumento do numero de
espermatogonias, através de divisdes mitdticas sucessivas deste tipo celular, o
que faz com que numerosas espermatogbnias oriundas destas divisdes sofram
" modificagdes que resultem em espermatozoides derivados todos de uma unica
célula. As espermatogdnias sdo encontradas nos tibulos seminiferos proximas
a membrana basal, seja isoladamente ou em grupos, € normaimente ndo
formam uma camada basal completa, sendo sua identifica¢do as vezes dificil.
Nem todas as espermatogbnias se diferenciam ao mesmo tempo, algumas
ficando retidas na forma de células fonte para uma diferenciagdo futura
(NISHIMUNE et al., 1978; RUSSEL et al., 1990; BANKS, 1992).

Na realidade, as espermatogdnias representam muitas geragdes

de células. Estas incluem as células fonte ou A, as células intermediarias e as

células B, que entrardo em divisdo meidtica . Estes tipos celulares podem ser
divididos em subtipos e mesmo ter outras denominacgdes, de acordo com a
espécie ¢ os diversos autores (NISHIMUNE et al., 1978; RUSSEL et al.,
1990; BANKS, 1992).

A citocinese Incompleta € uma caracteristica do processo
mitdtico que resulta na espermatogdnia B e a verdadeira célula fonte mantém-
se isolada. (PLOEN, 1971; NISHIMUNE et al., 1978; RUSSEL et al., 1990;

BANKS, 1992; RUSSEL & GRISWOLD, 1993).



Fase meiética ou espermatocitogénica

As espermatogbnias B dividem-se para formar uma célula que
quase imediatamente entra em meiose, transformando-se no denominado
espermatocito primario. Estas células tém uma existéncia longa, tendo em
geral facil identificagdo. Embora por curto espaco de tempo apresentem um
niicleo contendo uma fina trama de cromatina, os espermatocitos primarios
geralmente sdo observados na primeira divisdo da meiose. Eles também tém
uma longa préfase pré-meiética (NISHIMUNE et al., 1978; RUSSEL et al.,
1990; BANKS, 1992).

O final da primeira divisio meidtica marca a formagdo dos
espermatocitos secundarios. Estas células sdo hapléides, menores que os
espermatdcitos primarios e dificeis de encontrar, uma vez que elas entram na

segunda divisdo meidtica quase que imediatamente, originando as

_espermatides. O periodo de vida do espermatécito secundario geralmente. - -

varia de alguns minutos a uma hora (NISHIMUNE et al., 1978; RUSSEL et
al., 1990; BANKS, 1992).. Assim como na fase mitética, nesta fase a
citocinese € incompleta e as células permanecem unidas POr numerosas
pontes citoplasmaticas (PLOEN, 1971; RUSSEL et al., 1990; BANKS, 1992:

RUSSEL & GRISWOLD, 1993).



Fase metamorfica, de diferenciacio ou espermiogénica

Em coelhos e na maioria dos mamiferos, ocorre nesta fase a
transformagdo da espermatide, originada ao final da fase anterior, em
espermatozoéide (espermiogénese). A medida que esta fase se processa, as
espermatides se movem inicialmente em direcdo centrifuga (rumo a
membrana basal), depois em diregfio centripeta no sentido do tume do tibulo
seminifero (PLOEN, 1971; RUSSEL et al., 1990; BANKS, 1992; RUSSEL
& GRISWOLD, 1993).

As principais estruturas envolvidas no processo espermiogénico
sdo o nucleo, o aparelho de Golgi e os centriolos. Pequenos granulos
proacrossdmicos aparecem nas vesiculas do aparelho de Golgi. As vesiculas
do aparelho de Golgi coalescem para formar uma vesicula grande (vesicula
acrossOmica) € no seu interior se localiza o acrossomo, resultante da
coalescéncia dos granulos proacrossdmicos. A vesicula acrossdmica migra
para a proximidade do nucleo, entra em contato com o envoltorio nuclear,
aumenta de tamanho, se estende sobre metade do nicleo e colapsa para
formar o capuz cefalico . Ao mesmo tempo, os centriolos migram para a
periferia da célula numa posigdo oposta ao acrossomo, juntamente com o
aparelho de Golgi residual. O acrossomo se torna indistinguivel do capuz

cefalico. O nicleo se torna denso e comega a se alongar (PLOEN, 1971;
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RUSSEL et al,, 1990; BANKS, 1992; RUSSEL & GRISWOLD, 1993),
As proteinas nucleares basicas denominadas histonas sdio gradativamente
substituidas por proteinas chamadas de transi¢io e posteriormente estas sdo
substituidas por proteinas queratinosas altamente basicas, ricas em arginina e
“cisteina denominadas de protaminas, ao mesmo tempo em que ocorre a
compactacdo da cromatina, nfo vista em células somaticas (ZIRKIN, 1970;
MARUSHIGE & MARUSHIGE, 1974, 1978; BALHORN, 1982; ZIRKIN et
al., 1982; ROUX et al., 1988; RUSSEL et al., 1990; COURTENS et al.,
1994, 1995).
Os centriolos e o flagelo em desenvolvimento ja localizados em
posi¢do oposta a0 acrossomo, migram para o envoltorio nuclear, entrando em
contato com ele. Uma ldmina caudal, denominada manchete, se desenvolve

do capuz cefalico formada por microtibulos. Ao mesmo tempo, a

e esp.eﬂnétide 5€. along&. Um anel pequeno. e denso.se.condensa. em- volta-do. oo

centriolo proximal ligado a 14mina interna da membrana citoplasmatica e
desce pelo flagelo. Concomitantemente, as mitocondrias se posicionam num
| padréo helicoidal entre o centriolo proximal € o anel. Nove fibras protéicas
longitudinais se desenvolvem entre os pares de microtibulos flagelares e as
mitocondrias. Esta estrutura forma a pega intermediaria do espermatozoéide
(PLOEN, 1971; RUSSEL et al, 1990; BANKS, 1992; RUSSEL &

GRISWOLD, 1993).
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A pega principal da cauda do espermatozéide é composta de um

“core” flagelar formado por microtibulos (axonema), fibras densas e uma
bainha fibrosa protéica. Os microtibulos irregularmente arranjados proximo
da extremidade da cauda formam a pega terminal. Conforme a formacdo
dessas estruturas prossegue, o citoplasma remanescente é deslocado
distalmente ao longo da cauda, sendo finalmente perdido como corpo
residual, fendémeno este que pode ocorrer ainda nos tibulos seminiferos ou
somente no epididimo. O final desta fase ¢ marcado pela liberagio do
espermatozoide no lume do tbulo seminifero, fendmeno este conhecido
como espermiagdo (PLOEN, 1971; RUSSEL et al., 1990; BANKS, 1992:

RUSSEL & GRISWOLD, 1993).

. As células de Sertoli -

As fases da espermatogénese anteriormente referidas ocorrem no
interior dos tibulos seminiferos com os gametas em desenvolvimento sendo
sustentados e nutridos pelas células de Sertoli. Estas sdo células colunares
altas ou piramidais, cujo citoplasma ¢ margens celulares sio de dificil
observagdo com o microscopio de luz. Os gametas em desenvolvimento estio
1mersos em invaginagdes do citoplasma das células de Sertoli, as quais podem

se fechar totalmente sobre as células espermatogénicas. As células de Sertoli
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s&0 as tnicas células dos tibulos seminiferos que se estendem desde a ldmina
basal até o lume do tibulo. O nucleo oval, geralmente esta posicionado na
regido basal da célula, é vesicular e tem um nucléolo evidente. Pode ser
observada uma dobra caracteristica na membrana nuclear. O reticulo
endoplasmatico liso se estende ao longo da borda basal da célula e o aparelho
de Golgi € bem desenvolvido. Lisossomos em vérios estagios de atividade
sdo evidentes.

As regides basais das membranas laterais das células de Sertoli
estdo unidas por juncdes de oclusdo. As jungdes dividem os tibulos
seminiferos em duas regides denominadas de compartimentos basal e apical.
O compartimento basal, localizado na periferia do tibulo, é onde se situam as
espermatogonias e o compartimento apical ou adluminal, localizado entre as

juncdes de oclusdo e a borda apical, contém os gametas em desenvolvimento.

-As jungdes de oclusdo formam uma eficiente barreira testicular (RUSSEL-et-

al., 1990; BANKS, 1992; RUSSEL & GRISWOLD, 1993).

As celulas de Sertoli proporcionam suporte fisico, protecéo e,
provavelmente, nutricio para os gametas em desenvolvimento. Podem
colaborar ativamente para o movimento centripeto, o desenvolvimento e a
liberagdo dos gametas, uma vez que as suas alteragdes morfologicas estdo
correlacionadas a eventos do ciclo espermatogénico. A intimidade da relagfo

implica que a célula de Sertoli ¢ um regulador metabdlico. Além disso, parte
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do citoplasma dos gametas em desenvolvimento, assim como os gametas
danificados, podem ser fagocitados pelas células de Sertoli. Estas células
também secretam estrogenos, inibina e ABP (androgen binding protein), entre
outras substdncias (NISHIMUNE et al, 1978, RUSSEL et al., 1990;
BANKS, 1992; RUSSEL & GRISWOLD, 1993). As células germinativas do
compartimento apical estdo intimamente ligadas as células de Sertoli por meio
de uma estrutura complexa denominada de especializagiio ectoplasmica, onde
podem ser observadas jungdes comunicantes (jungdes  “gap”)

(BROKELMANN, 1963; RUSSEL & GRISWOLD, 1993).

Acio da temperatura sobre a espermatogénese

O efeito da temperatura sobre a espermatogénese ¢ sobre as
caracteristicas morfo-funcionais dos espermatozodides dos mamiferos ¢ ha
muito tempo assunto de interesse dos pesquisadores (MOORE, 1924:
MOORE & OSLUND, 1924; MIES Fo., 1956; HAFEZ, 1959; AUSTIN et
al., 1961; SAHNI & ROY, 1967 e 1969; BARNARBE, 1970; PLOEN, 1972:
PLOEN, 1973a, b; MUCCIOLO et al, 1974, BEDFORD, 1978:
PRABHAKAR et al., 1990; RAO & RAO, 1990, 1991; LOUGHLIN et al.,
1991; BARTH, 1993; VOGLER et al., 1993; FAUSTO et al., 1994).

Na maioria dos mamiferos os testiculos se formam na cavidade

abdominal e através do canal inguinal migram para o escroto. No escroto os
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testiculos sfo mantidos alguns graus abaixo da temperatura corpérea. O
aumento da temperatura testicular pode levar a uma degeneracéio atrofica do
epitélio germinativo dos tabulos seminiferos, podendo restar apenas
espermatogonias €, em casos extremos como o criptorquidismo, somente
células de Sertoli (PLOEN, 1972).
Na zootecnia € freqiiente a utilizagdo de ragas de animais
(bovinos, ovinos, coelhos, entre outros) de clima frio em regides tropicais,
ragas essas que muitas vezes possuem um mecanismo ineficiente de regulagdo
térmica nos testiculos € que com freqiléncia apresentam processos
degenerativos testiculares. Mesmo em seres humanos o uso de vestuarios
inadequados ou processos patologicos, como a varicocele, podem aumentar a
temperatura testicular e levar a processos degenerativos do testiculo (MIES

Fo., 1956; HAFEZ, 1959; SAHNI & ROY, 1967, 1969; MUCCIOLO et al.,

_1974; PRABHAKAR et al., 1990; RAO & RAO, 1990 e 1991; SOFIKITIS

& MIYAGAWA, 1992; SOFIKITIS et al., 1992). No entanto, é importante
salientar que mesmo em animais férteis mantidos no clima temperado
original, sobretudo em coelhos, € possivel encontrar-se algumas
caracteristicas tidas geralmente como proprias da degeneracgdo testicular, tais
como: espermatides gigantes multinucleadas, hipoespermatogénese focal,
necrose de espermatogdnias, vacdolos citoplasmaticos e, menos

frequientemente, dilatagdo dos tubulos seminiferos (MORTON et al., 1986).
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Alguns pesquisadores, levando em conta a importincia e a
frequéncia da degeneragfo testicular por aumento da temperatura testicular,
procuraram reproduzi-la experimentalmente para methor poder estudar suas
causas € possiveis tratamentos, assim como para encontrar maneiras mais
eficazes e rapidas de detectar esta patologia e com isso evitar maiores perdas
em criagdes comerciais (MOORE,1924; MOORE & OSLUND, 1924;
AUSTIN et al., 1961; BARNABE, 1970; PLOEN, 1972; PLOEN, 1973a e b:
MUCCIOLO et al., 1974; NISHIMUNE et al., 1978; PRABHAKAR, 1990
RAO & RAO, 1990; BARTH, 1993; VOGLER et al., 1993; FAUSTO et al.,
1994).

Existem varios métodos para se produzir experimentalmente o
aumento da temperatura intra-testicular, tais como: permanéncia em cAmaras
climaticas (FAUSTO et al., 1994), aplicagdo de agua aquecida sobre o escroto
(WAITES & ORTAVANT, 1968; BRADEN & MATTNER, 1970).
utilizagfo de material (bolsa) isolante térmico sobre o escroto do tipo pendular
(insulagdo escrotal)(AUSTIN et al., 1961; MUCCIOLO, 1972; MUCCIOLO
et al., 1974; PRABHAKAR et al, 1990; RAO & RAO, 1990; BARTH,
1993, VOGLER et al., 1993), aplicagio sobre o escroto de substincias
irritantes que provoquem processo inflamatério local (BARNARE, 1970) e
criptorquidismo experimental (MOORE, 1924; MOORE & OSLUND, 1924:

NELSON, 1951; PLOEN, 1972; PLOEN, 1973a, b; KERR et al., 1979).
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Independente do método usado para se obter o aumento de
temperatura testicular, os efeitos sobre a espermatogénese e sobre a qualidade
do sémen sdo semelhantes. Normalmente, ocorre a degeneracio atrofica
progressiva do epitélio germinativo dos tibulos seminiferos, levando a
ejaculagdo de sémen com motilidade e concentragio diminuidas, com um
elevado indice de at¢ 100% de anormalidades morfolégicas, chegando até
mesmo a aspermia (WAITES & ORTAVANT, 1968; BRADEN &
MATTNER, 1970, MUCCIOLO, 1972; MUCCIOLO et al, 1974;
NISHIMUNE et al., 1978; RAO & RAO, 1990; LOUGHLIN et al., 1991;
BARTH, 1993, VOGLER et al., 1993).

Contudo, o efeito da elevagfio de temperatura testicular sobre a
producdo de anomalias no complexo DNA-proteina dos espermatozoéides ¢é
pouco conhecido. Estas anomalias, em espermatozoides de mamiferos e em
especial no touro e no homem vém sendo sugeridas como importante causa de
subfertihidade (CHAMBERLAIN & WALKER, 1965; GLEDHILL, 1966,
1970; GLEDHILL, et al., 1966, EVENSON et al., 1980; MELLO, 1977 e
1982; ZIRKIN et al., 1982; BRITTO & MELLO, 1988b; BELETTI, 1992;
DOBRINSKI & BARTH, 1993; COSTA & BELETTL 1995, 1997

BELETTI & MELLO, 1996; COSTA et al.,1996).
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A determinacio de complexos DNA-proteina anémalos

Foi através da reacdio de Feulgen que GLEDHILL (1966)
diferenciou pela primeira vez espermatozdides com complexo DNA-proteina
andmalo em touros subférteis. Inicialmente a maior intensidade de coloragio
Feulgen positiva nas cabegas destes espermatozéides foi interpretada como
representando um maior conteido de DNA presente nessas células. No
entanto, com a investiga¢do dos conteudos de DNA nesses espermatozoides
através de microespectrofotometria de ultravioleta verificou-se nio diferirem
eles dos conteados de DNA de espermatozoides normais de outros espécimes.
A diferenga na resposta 4 reagdio de Feulgen foi entdo atribuida a uma
alteragdo na cinética hidrolitica do DNA, devido a alteragdes no complexo
DNA -proteina, tornando-o mais frouxo e mais sensivel a hidrolise.

Em 1977, MELLO desenvolveu um método, denominado de

............. metacromasia . induzida, que . permitia - identificar ~algumas - alteragdes -no

complexo DNA-proteina em espermatozoides de touro. Este método consta
de um tratamento acido (HC14 N a 25 °C, 15 a 20 min.) seguido de coloragdo
com azul de toluidina (AT). Os espermatozdides normais se corariam em
verde, mas aqueles com anomalias no complexo DNA-proteina se corariam
em violeta (metacromasia). Utilizando este método, MELLO (1982) observou
que a freqiéncia de espermatozéides com complexo DNA-proteina anémalo

em touros com problemas de fertilidade era 12 a 20 vezes maior que a de
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touros altamente férteis. EVENSON e colaboradores (1980) utilizando leve
desnaturag@o térmica, posterior coloragiio com "acridine orange” e analise em
citofotometro de fluxo também observaram que touros subférteis
apresentavam uma maior freqii€ncia (76%) de espermatozoéides sensiveis a
desnaturag@io térmica do DNA (complexos DNA-proteina anormais, mais
frouxos) quando comparados a animais altamente férteis (17%).

Mais tarde foi também determinado no sémen de touros que,
enquanto uma alta incidéncia de metacromasia induzida em espermatozoides
poderia aparecer acompanhada pela ocorréncia de outras patologias (ex:
resposta Feulgen-DNA em touros “pé-duro”), altos percentuais de defeitos de
cabega ndo eram sempre acompanhados pelo fenémeno de metacromasia
(touros “pe-duro” e de rebanho de elite) BRITTO & MELLO, 1988a, b;
BRITTO et al., 1988). Concluiu-se, entfio, que nem sempre os defeitos nas
cabecas dos espermatozoéides s3o - necessariamente - acompanhados por
alteragdes quimicas que envolvem a interagfio da proteina nuclear basica com
0 DNA (BRITTO et al., 1988)

Uma confirmagdo desta idéia ocorreu quando BELETTI &
MELLO (1996), estudando touros que apresentavam alta porcentagem de
espermatozoides com patologia de cabega do tipo "pouch formation” (touros
subferteis), observaram que alguns destes animais apresentavam a freqgiiéncia

de espermatozdides com complexo DNA-proteina andmalo semelthante a de
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touros altamente férteis. Assim, embora o achado de niveis mais elevados de
metacromasia induzida se associe a subfertilidade, nem toda situacdo de
subfertilidade ¢ caracterizada pela presenca de niicleos com essa propriedade
citoquimica.

A influéncia da temperatura testicular sobre o complexo DNA-
proteina dos espermatozéides de touro foi estudada e comunicada em
Congresso do Colégio Brasileiro de Reprodugéo Animal por BARTH (1993).
Este autor procedeu a insulagdo escrotal de oito animais por quatro dias e
posterior acompanhamento do grau de colorabilidade da cromatina dos
espermatozdides ejaculados submetidos a Reagéio de Feulgen. Ele relatou um
aumento significativo de espermatozoides com colorabilidade de DNA
an6mala (muito corado) em apenas um dos touros, e que atingiu um pico de
incidéncia por volta do 28° dia apés o inicio da insulagdo, havendo total

... recuperagdo da normalidade por. voltado 40%dia.. ..o
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2-OBJETIVOS

Tendo em vista que o aumento da temperatura testicular afeta a
espermatogénese em mamiferos e que efeitos de tal elevagdo sobre os
complexos DNA-poteina néo foram ainda estudados em profundidade nesses
animais, no presente trabalho, buscou-se investigar apos trés dias de
criptorquidismo experimental:

1-a frequéncia de alteragdes em complexos DNA-proteina em
espermatozoides de coelho pelo método de metacromasia induzida e
apdos a reacdo de Feulgen;

2- outros pardmetros que sfo praticas de rotina na analise de
espermograma  (vigor, motilidade, concentragdio, alteragdes

morfolégicas) para 0 mesmo material;

3- alteracGes estruturais e ultra-estruturais em testiculos dos mesmos

animais.
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3-MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 42 coelhos (Oryctolagus cuniculus), sem raca

definida (SRD), provenientes de pequenas cuniculturas comerciais, onde
~ eram utilizados como reprodutores com alta taxa de concepgdio. Todos os
animais foram submetidos a exames clinicos, incluindo-se o parasitologico,
para determinar se havia necessidade de administragio de algum tipo de
tratamento pré-experimental, sendo este realizado quando necessario
(vermifugacfio com mebendazole e quarentena). Os coelhos foram mantidos
em gaiolas individuais apropriadas para cunicultura, recebendo racfo

balanceada para reprodutor e agua “ad libitum”.

Numa primeira fase do experimento foram coletadas duas

................... amosiras. de sémen. em.dias. alternados. (dlaS -2 e 0) -de-todos-os-anim a..l's.’ . pelo e

método da vagina artificial (MIES Fo., 1975; HAFEZ, 1988), sendo
realizadas andlises de:

- Motilidade: porcentagem de espermatozoides moveis, estimada através de
visualizagdo entre 14mina e laminula pré-aquecidas, no maximo 30 segundos
apos a coleta, e registrada em intervalos de 10 em 10% (MUCCIOLO et al.,

1974; HAFEZ, 1988);
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- Vigor: intensidade de deslocamento da célula, pardmetro avaliado
Juntamente com a motilidade e registrado em uma escala de 0 a 5 (HAFEZ,
1988; SILVA et al., 1992);
- Concentracdo: Diluicdo de 50l de sémen em 4 ml de citrato de sodio a
2,67% e através de espectofrotometria em comprimento de onda de 550 nm,
determinag@io da absorbdncia, que comparada com uma curva padrio foi
convertida em espermatozoides por ml (HAFEZ, 1988; SILVA et al., 1992).
- Porcentagem de espermatozéides morfologicamente anormais;
determinado por contagem aleatoria de 200 células em microscopio de
contraste de fase com aumento de 1000x, diferenciando-se anormalidades de
cabeca ¢ cauda (MUCCIOLO et al., 1974; HAFEZ, 1988; BARTH, 1993;
VOGLER et al., 1993; FAUSTO et al., 1994).
- Porcentagem de espermatozéides com complexo DNA-proteina
anémalo: determinada por contagem aleat6ria de 1000 células em esfregacos
tratados pelo método da “metacromasia induzida” (MELLO, 1977; MELLO,
1982; BRITTO & MELLO, 1988b; BELETTI & MELLO, 1996). O método
consistiu em fixar o esfregaco de sémen em etanol absoluto/acido acético
glacial 3:1 (v/v) por 1 minuto e posteriormente imergi-lo em etaﬁol a 70% por
3 minutos. Apds esta etapa foi realizada hidrélise acida em HCI 4 N a 25°C
por 15 minutos seguida de coloragéo com azul de toluidina (AT) em tampéo

Mcllvaine a pH 4. Com esta metodologia os espermatozoides normais
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coraram-s¢ em verde, mas aqueles com anomalias no complexo DNA-
proteina coraram-se de azul a violeta (MELLO, 1982). BELETTI & MELLO
(1996) observaram alguma diferenca na resposta deste método quando
utilizaram AT a pH 5 para examinar sémen de touro. Por isso procedeu-se
neste trabalho a coloragfio em solugdes preparadas nos dois pH. Também foi
utilizado o método de Feulgen para analisar-se altera¢des no complexo DNA-
proteina dos espermatozéides (GLEDHILL, 1966; MELLO & ZANARDI,
1976; BARTH, 1993).

ApoOs a analise destas duas amostras coletadas de cada animal,
dois antmais sofreram uma cirurgia de orquiectomia bilateral apos anestesia
malatéria com halotano. Os testiculos esquerdos de cada animal foram
cortados no sentido longitudinal, retirando-se pequenos fragmentos que foram
a seguir fixados em etanol-acido acético (3:1) por 10 minutos e etanol a 70%
por 24 horas. Também foram coletados fragmentos de epididimo (cabega,
corpo ¢ cauda). A seguir foram feitas preparacdes histologicas por corte dos
blocos parafinados e coloragio por hematoxilina/eosina e azul de
toluidina a pH 4/eosina.

Os testiculos e epididimos direitos destes animais foram fixados
em glutaraldeido a 5%, tamponado em solugfio de cacodilato de sédio a 0,05
M (pH 7,3-7,4), por perfusdo arterial. Para isto foi canulada a artéria aorta

abdominal, imediatamente antes da origem das artérias testiculares. O coto da
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artéria testicular esquerda do testiculo ja removido foi pingado, assim como a
artéria aorta abdominal logo apos a origem das artérias testiculares, forcando
a penetragdo da solugdio fixadora apenas para o testiculo direito (Fig. 1). O
refluxo do fixador foi acompanhado através de incisdo na veia testicular
- direita, sendo cessada a aplicagdo quando refluiu solugdo fixadora limpida.
Posteriormente, foram retirados o testiculo e epididimo direito e cubos de 1
mm’ ou menos foram coletados e colocados na solugdo fixadora utilizada
para perfusdo por mais 1 hora. Em seguida, o material foi lavado em tampio
cacodilato (0,05M, pH 7,4) duas vezes por 10 minutos e entfio poés-fixado por
12 horas em tetroxido de 6smio a 1% e 1 hora em tetréxido de ésmio a 1%
mais ferrocianeto de potassio a 1,25%. Finalmente os cubos foram incluidos
em resina Epon para posteriormente serem cortados em ultramicrétomo para
obtengdo de cortes ultrafinos (SPRANDO, 1990). Os cortes foram corados
com acetato de uranila e citrato de chumbo para serem observados em

microscopio eletrdnico Zeiss EM-109 modo de operacéo 50 KV.
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Figura 1: Esquema mostrando
a localizagio das  pingas
hemostdticas (verde) e da cfnula
(azul claro) durante a fixacdo do
testiculo direito. As artérias estio
em vermelho, as velas em azul
0s testiculos em roxo

Apés esta fase, 32 coelhos foram submetidos a anestesia

inalatéria com halotano, por ser um farmaco de rapida eliminagfio = que

possibilita rapida recuperacfio. Estes animais sofreram uma pequena

infervengdo cimwgica para se obler a elevacio da lemperalura testicular

(criptorquidisimo experimental). A intervenciio consistiu no deslocamento da

ambos 0s testiculos para dentro da cavidade abdominal, invertendo-se o

escroto para o inlerior do anel inguinal e suturando-se com fio de algodio o3

bordos dos angis atravis de um vinico ponto percutineo tipo "bolsa de fumo”,

o que impede o reforno do escrolo para a posigHo anatomicamente normal

(Figs. 2, 3 ¢ 4). Bsta cirurgia foi realizada no mesmo dia da segunda coleta de

sémen preé-tralamento {(dia 0). Passados trés dias da intervengfio (dia 3), o



ponto fot retirado, permitindo o retorno do escroto ¢ testiculos a posicao

normal

Fig. 3 Fseroto do coclho 6 mmvertido, com os testiculos na cavida
"bolsi de fumae” sendo realizado.

de abdominal ¢ o ponto



Fig 4: Escroto do coelho 6 invertido, com os testiculos na cavidade abdominal e o ponto

"botsa de fumo™ ja realizado

il
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Como controles, quatro animais foram simplesmente
anestesiados e ndo sofreram intervengdo cirirgica (controle 1) e quatro
animais sequer passaram por estes procedimentos (controle 2).

Apés a aplicagdo deste método, foram coletadas amostras de
sémen nas segundas, quartas e sextas-feiras. Tais amostras foram submetidas
as mesmas andlises da primeira fase do experimento.

Durante o transcorrer do experimento 24 coethos foram
orquiectomizados dois a dois com intervalos de cinco dias, sendo que os dois
primeiros sofreram esta cirurgia logo apos os trés dias de retencdo testicular
(Tabela I). Ao final do experimento todos os animais restantes foram
orquiectomizados. Os testiculos e epididimos destes animais foram coletados,
fixados, processados e analisados pelas mesmas técnicas utilizadas na
primeira fase do experimento. Testiculos e epididimos de alguns destes
-animais foram fixados por perfusdio também para a microscopia de luz, sendo

utilizados as mesmas solugdes e tempos da fixagdo por imersdo.
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Tabela I: Cronograma de realizagdo das orquiectomias

Dia da orquiectomia N® de coelhos orquiectomizados

0 (zero = 1nicio do criptorquidismo) 2 animais nio tratados

3 (final do criptorquidismo), 8, 13,

18, 23, 28, 33, 38, 43, 48, 53, 58 2 animais tratados/dia

64 8 animais tratados, 4 animais nio
tratados do grupo controle 1 e 4
animais ndo tratados do grupo

controle 2
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4-RESULTADOS

4.1. Parimetros de avaliacio da qualidade do sémen

As imagens consideradas como de anomalias nos complexos
DNA-proteina detectadas pelo método de metacromasia induzida e reagdo de
Feulgen em espermatozéides de coetho so mostradas nas Figs. 5 e 6.

Os dados referentes aos varios parimetros obtidos para as
amostras de sémen coletadas durante o experimento estdo descritos por
animal no anexo I (tabelas 10 a 51).

Com excegdo de dois animais (37 ¢ 38, Anexo I, Tabelas 14 e
15) o grupo controle ndo apresentou variagdo durante o experimento quanto
as caracteristicas estudadas. As alteragdes encontradas nos animais 37 ¢ 38
foram semelhantes as encontradas nos animais tratados, porém de menor

intensidade.




Fig. 5: Esfregaco de sémen do coelho 21 s.ubnietido a0 rﬁétbdo da metacromasia induzida
(AT pH 4), mostrando espermatozdides com complexo DNA-proteina andmalos (setas).
750x.

* : 3§§ 1% HESEEAS e s ; P A SR AT A .
Fig. 6. Esfregago de sémen do coeltho 21 submetido ao método de Feulgen mostrando
espermatozoide com complexo DNA-proteina anémalo (seta). 750x.
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Quanto aos animais experimentais, de maneira geral houve
alteracdo nos pardmetros seminais analisados, apés o tratamento. Para a
maioria dos coelhos experimentais foram reveladas alteragdes quanto as
caracteristicas de vigor, motilidade e concentragdio de espermatozdides do
sémen, bem como em patologias de cabega e cauda, porém ndo quanto a
anomalias em complexos DNA-proteina avaliados com a metodologia
utilizada, a partir de 3 a 5 dias apés o final do criptorquidismo (Anexo I,
Tabelas 22 a 51).

As alteragbes mencionadas se acentuaram com o avango do
tempo apls mterrup¢lo do criptorquidismo (Anexo I, Tabelas 24 a 51),
chegando-se a valores muito baixos de vigor, motilidade ¢ concentracfio de
espermatozoides no sémen, bem como muito altos em patologias de cabeca e

cauda ja com 10 dias pos-criptorquidismo (Anexo I, Tabelas 24, 36-31). Em

-.alguns casos acentuaram-se mais ainda apés esse tempo (Tabelas 28, 29, 31~

51).

Dezesseis ammais chegaram a apresentar um periodo de
aspermia (Anexo I, Tabelas 28, 30, 32, 33, 37-42, 44-46, 48, 50 e 51). Este
periodo estendeu-se por até 33 dias (Anexo I, Tabela 45), porém geralmente
sua extensdo foi mais curta. Quando o nimero de coletas de sémen foi maior,

constatou-se na maioria dos casos, porém nfo em sua totalidade, que a
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aspermia era seguida por periodo de recuperagfio (Anexo I, Tabelas 30, 32,
38, 40-42, 44-46, 48, 50 e 51).

Dentre os 12 animais nos quais se procedeu coleta de sémen 49
dias ou mais apos interrupg¢fio do criptorquidismo, em dois casos ocorreram
duas fases de aspermia (Anexo I, Tabelas 40 e 46).

Quanto as anomalias dos complexos DNA-proteina, constatou-se
aumento de seus valores a partir de 10 dias apos interrupcdo do
criptorquidismo na maioria dos animais (Anexo I, Tabelas 26, 29, 31-43, 49-
51), porém em alguns casos esse aumento s6 se verificou mais tarde (Anexo I,
Tabelas 27, 28, 30, 44, 46-48). Os valores mais elevados dessas anomalias
foram encontradas no coelho n° 34, onde as alteragdes com o tratamento
atingiram 20 vezes os valores exibidos no seu tempo zero (Anexo 1, Tabela

51).

~..A .. recuperac¢do. .. dos.. niveis. . dos .. parAmetros.estudados,

considerando-se o tempo zero para todos os casos, € 0 tempo de 54 dias apos
interrup¢do do criptorquidismo, foi obtida em apenas um coelho (n® 26), no
que se refere a vigor, motilidade e patologias de cabeca e cauda dos
espermatozoides, porém nfo em concentragdo espermatica e anomalias do
complexo DNA-proteina (Anexo I, Tabela 43). Dos 8 coethos analisados até

61 dias pos-criptorquidismo, apenas 4 exibiram retorno a normalidade
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espermatica, com exce¢do de concentragio espermatica (Anexo I, Tabelas 46
a 49)

As tabelas 2 a 9 mostram a variagdo, dia a dia, da média e desvio
padrdo nos grupos para cada caracteristica estudada. Indicam também as
situa¢des para as quais a média aritmética nio & representativa, dada a alta
variabilidade dos resultados. Preferiu-se entdo a utilizagdo dos valores de
medianas para a representacio em grafico do que acontecia para cada
pardmetro com o avango do tempo ap6s interrupcdo do criptorquidismo,
lembrando que a amostragem para cada dia ndo era a mesma no caso dos
animais experimentais (Graficos 1 a VII). Os graficos demonstram de

maneira geral as diferengas para os varios pardmetros ao longo do periodo

experimental.



30

Tabela 2: Variagdo da média aritmética, desvio padrio e mediana do vigor
dos espermatozoides

Dia Experimentais _ Controle 1 __ Controle 2
X 8§ nmd X § nomd X S nmd
-2 47 056 32 5 50 00 4 5 42 05 4 4
0 47 04 32 5 50 00 4 5§ 50 00 4 5
3 44 07 32 5 45 06 4 45 45 06 4 45
6 43 0,5 30 4 47 05 4 5 50 00 4 5
8 3906 30 4 47 05 4 5 50 0,0 4 5
10 3406 28 3 42 05 4 5 47 05 4 5
13 2906 28 3 45 06 4 45 45 06 4 45
15 2410 26 2 42 10 4 45 42 05 4 4
17 2007 26 2 42 10 4 45 45 06 4 45
20 *1,9 1,0 23 2 36 1,0 4 4 45 06 4 45
22 1,6 0,7 21 1 35 10 4 4 47 05 4 5
24 *14 09 19 1 32 1,0 4 35 47 05 4 5
27 *16 11 18 15 35 13 4 35 47 05 4 5
29 1,4 0,7 11 1 *32 21 4 35 42 05 4 4
31 1204 10 1 32 15 4 3 45 06 4 45
34 1103 8 1 35 1,7 4 35 50 00 4 5
36 *1,106 8 1 35 1,7 4 35 47 05 4 5
38 1,2 0,7 9 1 35 1,7 4 35 47 05 4 5
41 1,305 7 1 40 08 4 4 47 05 4 5
43 1405 7 A1 40 11 4 4 45 06 4 45
45 1708 6 15 40 08 4 4 50 0,0 4 5
48 2208 6 2 37 056 4 4 47 05 4 5
_________________ 502,21,0824,59,644,5 4]*,7 0’5 4 5
52 2109 10 2 47 05 4 5 45 06 4 45
55 3208 9 3 47 05 4 5 47 05 4 5
57 3409 9 3 45 06 4 45 45 06 4 45
59 35613 8 4 45 06 4 45 47 05 4 5
62 4106 8 4 45 06 4 45 50 0,0 4 5
64 46 05 8 5 47 05 4 5 50 00 4 5

Dia 0 (zero): nicio do criptorquidismo para os coelhos experimentais
Dia 3: final do criptorquidismo para os coelhos experimentais
*: situacdo em que a média aritmeética ndo € representativa
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Tabela 3: Variagio da média aritmética, desvio padrdo e mediana da
porcentagem de espermatozoides moveis

Dia  Experimentais _ Controle 1 _ Controle 2
X S n md X § nmd X § n md
-2 888 88 32 90 95,0 58 4 95 925 96 4 95
0 89187 32 90 950 58 4 95 0950 58 4 95
3 831123 32 90 925 50 4 90 925 96 4 95
6 830 84 30 80 875 50 4 90 975 50 4 100
8 77,0 11,2 30 80 875 50 4 90 925 96 4 95
10 68,6 14,3 28 70 875 50 4 90 925 96 4 95
13 59,3 11,8 28 60 850 1004 90 875 96 4 85
15 504 20,5 26 50 875 1894 95 90,0 82 4 90
17 44,6 17,3 26 40 875 1264 90 90,0 82 4 90
20 *383 20,0 23 30 775 1894 85 875 50 4 90
22 *333 198 21 30 800 1414 8 900 82 4 95
24 *295 17819 30 775 1504 80 875 50 4 90
27 *31,7 22318 30 775 1894 85 900 00 4 90
29 310130 11 30 775 1504 80 875 50 4 90
31 270 95 10 30 775 1504 80 875 96 4 85
34 262106 8 25 725 2364 80 925 50 4 90
36 *28,7 155 8 30 750 2384 75 925 50 4 90
38 *322 192 9 30 825 17,14 85 90,0 82 4 90
41 271 49 7 30 825 96 4 8 900 82 4 90
43 30,0 129 7 30 850129 4 8 925 96 4 95
45 350 122 6 30 85010,0 4 80 925 96 4 95
50 490168 8 50 850 58 4 8 925 50 4 90
52 494 155 10 50 850 58 4 85 875 50 4 90
95 644 159 9 70 950 58 4 95 875 50 4 90
57 700 166 9 70 90,0 82 4 90 875 96 4 85
59 650227 8 70 90,0 00 4 90 900 00 4 90
62 750119 8 75 925 50 4 90 90,0 82 4 90
64 83,7 92 8 90 90,0 00 4 90 900 82 4 90

Dia 0 (zero): inicio do criptorquidismo para os coelhos experimentais
Dia 3: final do criptorquidismo para os coelhos experimentais
*: situagfio em que a média aritmética ndio ¢ representativa
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Tabela 4: Variacdo da média aritmética, desvio padrio e mediana da

concentracio de espermatozoides (x10° espermatozoides/ml
p P

Dia  _ Experimentais _ Controle 1 _ Controle 2
X S n md X S n md X S n md
-2 360,8 54,1 32 35625 350,2 51,56 4 351 400,5 41,3 43965
0 3559 464 32 3525 3747 31,3 4 367 3820 64,3 4 394
3 3191 58,9 32 313 352,0 38,8 4 3455 3897 485 4 381
6 2615 80,6 30 250 337,7 494 4 3365 372,7 31,3 4 383
8 219,56 76,0 30 210,5 3257 66,2 4 294 3665 459 4 386
10 158,0 56,3 28 154 323,2 441 4 3075 349,0 47,7 4 354
13 131,2 486 28 1225 2817 480 4 2625 3417 36,7 4 336
15 100,8 41,7 26 92 265,7 384 4 2785 3575 39,1 4 359
17 *76,8 38,8 26 58,5 269,56 154 4 270 336,7 51,9 4 3265
20 *54,6 344 24 365 258,0 38,2 4 252 340,7 68,8 4 3275
22 *37,4 296 24 27 263,56 63,2 4 291 3277 43,0 4 318
24 *29,7 224 22 23 237,7 69,0 4 252 3255 23,7 4 3255
27 *276 232 22 20 2245 1075 4 227 3250 24,9 4 324
29 *18,1 21,5 20 12 227,0 1011 4 218 32982 6,2 4 3285
31 *0,7 12,8 20 45 220,2 89,5 4 2135 3202 218 4 3215
34 *9,7 11,7 18 0 *236,7 130,0 42275 3255 229 4 325
36 *8,7 124 18 0 218,7 1054 42325 3185 322 4 311
38 *9,0 10,7 18 5 2427 105,8 4246,5 3155 12,2 4 3145
41 *8,3 108 16 0 256,2 91,9 4 2625 3097 10,2 4 310
43 *9,1 123 16 0 2472 80,8 4 264 320,5 129 4 3185
45 *11,3 145 14 0 260,0 549 4 284 3257 453 4 3455
________________ 48 83 115 14 0 2762 553 4 2005 3470 307 4 3525
50 *14,7 141 12 14 2872 36,9 4 305 336,2 43,4 4 337
52 *16,1 11,8 12 13 306,5 366 4 309 3122 50,9 4 3085
55 *23,9 146 10 20 2996 745 4 329 3290 56,7 4 331
57 *37,5 28,7 10 30,5 291,7 281 4 2975 3065 48,1 4 311
59 *66,5 54,9 8 56,5 2810 185 4 288 306,2 84,6 4 335
62 *1016 73,6 8 1015 318,7 446 4 288 330,2 498 4 3225
64 *168,9 1205 8 220 3326 281 4 338 3387 46,1 4 3525

Dia 0 (zero): inicio do criptorquidismo para os coelhos experimentais
Dia 3: final do criptorquidismo para os coelhos experimentais

*: situagdo em que a média aritmética ndo é representativa
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Grafico lll: Representacdo com base
nos valores das medianas da
concentracao de espermatozoides
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Tabela 5: Variagdo da média aritmética, desvio padrio e mediana da

porcentagem de espermatozoides com anomalias no complexo
DNA-proteina identificados pelo método da metacromasia

induzida com AT pH 4

Dia  _Experimentais _ Controle 1 _ Controle 2

X S n md X S nmd X 8§ n md
-2 14 06 32 13 1.3 03 4 14 0,8 03 4 0,95
0 1,3 0432 125 14 02 4135 09 04 4 1,05
3 12 0332 115 13 03 4 15 09 04 4 1
6 13 04 30 1,2 12 03 4135 09 03 4 1
8 1.5 0530 145 13 04 4135 09 04 4 1
10 14 0528 1256 15 02 415 098 03 4 095
13 18 0628 155 14 03 4 14 09 04 4 105
15 *21 13 26 1.8 13 02 4125 08 04 4 09
17 *26 2,1 26 2 1,2 03 4 1.3 1,0 04 4 1,15
20 *3,2 3,5 23 21 1,1 05 4 1,25 1,0 03 4 1,05
22 *356 36 21 24 13 01 413 1,0 02 4 1,05
24 *41 41 19 25 14 05 4 14 10 04 4 1,15
27 *41 38 18 305 14 05 415 09 03 4 1
29 *36 20 11 29 16 06 4 175 1.0 05 4 1,1
31 *44 26 10 395 18 0,7 4175 09 05 4 11
34 *72 60 8 555 19 08 4 19 09 03 4 1
36 *77 59 8 545 22 09 4215 09 03 4 1
38 *77 50 ¢ 72 *19 10 418 1,0 03 4 1.1
41 '69 42 7 53 *21 11 4175 10 04 4 1,15
43 *61 43 7 41 *1,7 10 4145 09 02 4 0,95
48 57 27 6 545 15 08 4 15 1,0 02 4 1
50 *43 25 8 3,1 1,5 06 4 17 09 03 4 1,05
52 34 17 10 275 14 05 4 1,35 1,0 03 4 1,05
5 29 13 9 28 1.4 04 4 1,55 1.0 04 4 1.2
57 *30 16 9 26 1,56 04 415 1,1 0,3 4 11
5 24 09 8 23 13 03 4135 09 03 4 1
62 19 09 8 2 14 02 413 10 03 4 1.2
64 19 06 8 2 1,3 0,3 414 1,002 4 105

Dia 0 (zero): inicio do criptorquidismo para os coelhos experimentais
Dia 3: final do criptorquidismo para os coelhos experimentais
*: situagdo em que a média aritmética ndo é representativa
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Grafico 1V: Representacdo com base nos valores
das medianas da porcentagem de
espermatozoides portadores de anomalias no
complexo DNA-proteina, identificados pelo
método da metacromasia induzida com AT pH4
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Tabela 6: Variago da média aritmética, desvio padrio e mediana da
porcentagem de espermatozoides com anomalias no complexo
DNA-proteina identificados pelo método da metacromasia

induzida com AT pH 35
Dia _Experimentais __ Controle 1 _ Controle 2
X S n md X § n md X S n md
2 13 05 3212 14 03 4 14 09 04 4 105
0 13 04 3213 1,3 02 4 125 09 03 4 0,95
3 1,3 04 3213 15 02 4 145 09 03 4 1
6 13 04 30 1.2 1,3 02 4 135 10 03 4 09
8 1,3 04 30 1,2 1,3 02 4 135 09 04 4 11
10 16 05 28 15 14 03 4 145 09 04 4 105
13 1,7 06 28 1,6 16 01 4 16 1.0 0,3 4 115
15 *2,1 11 26 1,7 1.6 01 4 16 09 04 4 105
17 *2,6 1,9 26 2.2 14 02 4 15 09 04 4 095
20 *3,2 33 23 2 14 02 4 145 10 04 4 1.2
22 *36 38 2124 1,5 03 4 145 09 03 4 1
24 *41 40 19 238 1,56 04 4 155 1,0 03 4 1,15
27 *40 39 18 29 16 04 4 165 09 03 4 1,1
29 *36 19 113 1,7 06 4 17 0S8 02 4 105
31 *44 27 10415 19 08 4 19 1,0 04 4 12
34 *72 57 8 57 20 08 4 18 09 01 4 1
36 *7,7 55 8 595 20 09 4 19 0,8 0,3 4 0,85
38 *78 50 968 *19 11 4 175 09 03 4 1,05
41 *72 38 7 68 *19 10 4 165 09 02 4 1
43 *"64 40 7 61 *21 13 4 175 08 0,3 4 0,95
..................... 455,92,869,6 1’? G,S 4 1’5 0,9 073 A
48 5655 27 6 515 16 05 4 145 09 0,2 4 1,05
50 *43 25 8 3.2 16 05 4 155 02 02 4 1,05
52 3,56 1,7 10 2,8 15 04 4 15 10 0,3 4 11
5 3,1 13 9 27 1,6 0,2 4 16 0,9 04 4 1,05
57 30 13 9 28 15 02 4 145 09 04 4 1
50 25 08 8 25 14 02 4 135 10 04 4 1,05
62 2,1 06 8 225 14 02 4 13 1,0 0,3 4 1,05
64 19 05 8 2 14 02 4 14 10 0,3 4 1,15

Dia 0 (zero): inicio do criptorquidismo para os coelhos experimentais
Dia 3: final do criptorquidismo para os coelhos experimentais
*: situag@o em que a média aritmética ndo € representativa
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Grafico V: Representacdo com base nos valores
das medianas da porcentagem de
espermatozoides portadores de anomalias no
complexo DNA-proteina, identificados pelo
método da metacromasia induzida com AT pH5
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Tabela 7. Variagdo da média aritmética, desvio padriio e mediana da

porcentagem de espermatozdides com anomalias no complexo
DNA-proteina, identificados pelo método de Feulgen

Dia  _Experimentais _ Controie 1 _ Controle 2

X 8§ nmd X S n md X 8§ nmd
2 15 06 32 14 14 03 4 145 10 03 4 11
0 14 05 32 135 13 05 4 115 09 03 4 1,05
3 14 02 32 14 14 03 4 135 09 04 4 1,05
6 14 04 30 14 14 0,1 4 14 1,1 0,3 4 115
8 15 04 30 15 13 03 4 13 09 03 4 1,05
10 16 04 28 16 14 03 4 145 10 03 4 11
13 18 06 28 165 14 02 4 14 09 03 4 11
1% 21 1,1 26 1,8 13 0,2 4 135 09 03 4 1
17 *26 1,8 26 21 14 0,3 4 14 09 03 4 1,05
200 *3,1 33 23 2 156 02 4 145 10 04 4 11
22 *36 36 21 24 15 04 4 15 1,0 04 4 1,15
24 *42 40 19 27 15 04 4 145 10 04 4 12
27 *40 3,7 18 29 16 03 4 16 1.0 04 4 115
29 *3,7 19 11 33 18 06 4 165 10 04 4 12
31 *44 25 10 415 18 08 4 16 1,0 04 4 1,15
34 *72 56 8 58 19 08 4 1,75 08 03 4 095
36 *79 58 8 595 *1910 4 18 09 04 4 1
38 *79 49 9 74 *2112 4 18 09 02 4 1
41 *76 39 7 7.8 20 10 4 17 09 02 4 1
43 *64 39 7 6,1 19 09 4 16 09 03 4 1
48 b6 24 6 55 16 06 4 145 09 02 4 1
50 *43 24 8 345 16 06 4 15 1.0 04 4 12
52 *3,56 1,8 10 29 15 05 4 15 09 03 4 1,05
55 3,2 13 9 27 1,56 05 4 145 10 0,3 4 11
57 30 14 9 286 165 03 4 145 10 0,3 4 1,05
59 26 09 8 245 14 04 4 13 1,0 0,3 4 11
62 23 07 8 24 1,3 02 4 135 09 02 4 1
64 21 05 8 235 14 05 4 14 1,0 02 4 115

-

Dia 0 (zero): inicio do criptorquidismo para os coethos experimentais
Dia 3: final do criptorquidismo para os coelhos experimentais
*: situagdo em que a média aritmética ndo € representativa
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‘Grafico VI: Representagdo com base nos valores da
- medianas da porcentagem de espermatozdides
portadores de anomalias no complexo DNA-proteina
' identificados pelo método de Feulgen

DNP (%)

10 |
|
|
3
6; - : : .
gmAnimais tratados
| —Controle
| —Controle 2
4 | |

-




42

Tabela 8: Varia¢do da média aritmética, desvio padrdo e da mediana da
porcentagem de espermatozéides com anomalias morfologicas de

cabeca

Dia _Experimentais _ Controle 1 __ Controle 2

X S n md X 8§ n md X 8§ n md
2 42 13 32 4 39 0,8 4 3,75 3,1 08 4 3,25
0 35 11 32 35 41 056 4 425 35 09 4 35
3 39 11 33 35 37 10 4 35 36 08 4 375
6 43 14 30 4 3,7 0,3 4 3,75 35 04 4 35
8 50 15 30 475 35 09 4 35 35 0,7 4 3,25
10 57 21 28 5 45 06 4 45 32 1,2 4 325
13 6,1 22 28 6 39 12 4 375 35 0,7 4 375
1 6,5 20 26 65 40 15 4 375 31 06 4 3
17 7,5 3,1 26 675 4,2 18 4 425 35 04 4 35
20 81 3,7 23 7 41 1,2 4 3,5 32 06 4 325
22 *99 51 21 9 47 17 4 45 3,7 06 4 375
24 *1256,8 19105 6,0 29 4 55 356 1,1 4 3,25
27 *13,2 81 18 9 *56 41 4 5 35 0,7 4 375
29 128 6,3 11 125 *59 45 4 5 35 04 4 35
31 *"12866 10 65 *59 33 4 475 35 10 4 3
34 12,7 49 8 11 6,1 27 4 525 37 08 4 3,75
36 11,943 8 111 6,0 3,2 4 525 31 05 4 325
38 10,030 9 10 6,5 39 4 55 3,7 1,2 4 375
41 99 28 7 10 6,1 03 4 525 39 05 4 375
43 88 26 7 85 *5,7 32 4 45 39 06 4 4
45 77 13 6 7 51 24 4 5 35 0,7 4 3,25
48 71 11 6 7 45 12 4 475 3,7 06 4 3,75
50 57 13 8 575 47 20 4 425 36 05 4 375
52 52 11 10 5 46 06 4 45 36 10 4 3,75
55 50 06 9 5 46 06 4 45 37 05 4 4
5 51 10 9 5 49 08 4 475 39 06 4 4
50 48 16 8 5§ 39 05 4 375 32 09 4 3
62 51 07 8 55 39 07 4 4 36 02 4 35
64 49 12 8 5 41 05 4 425 3,7 09 4 375

Dia 0 (zero): inicio do criptorquidismo para os coelhos experimentais

Dia 3: final do criptorquidismo para os coethos experimentais

*: situacdio em que a média aritmética ndo € representativa
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?Graflco VIil: Representacido com base nos valores
das medianas da porcentagem de espermatozoéides
 portadores de anomalias morfologicas de cauda
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Tabela 9. Variacdo da média aritmética, desvio padrio e mediana da
porcentagem de espermatozéides com anomalias morfologicas de
cauda

Dia  _Experimentais _ Controle 1 _ Controle 2

X S n md X S n md X S n md
2 42 14 32 4 40 14 4 45 40 0,7 4 3,75
0 42 14 32 4 46 10 4 45 3,7 06 4 3,75
3 48 15 32 45 45 19 4 425 41 0,8 4 4,25
6 62 30 30 55 42 23 4 475 44 06 4 45
8 *87 6566 30 7 *3,7 22 4 475 39 11 4 35
10 *1,2 79 28 825 52 22 4 475 39 06 4 4
13 *145 86 28 1225 57 26 4 65 40 04 4 4
15 *171 9,1 26 1425 55 18 4 6 37 09 4 3,75
17 *20,5 10,3 26 18 5,2 35 4 475 42 06 4 425
20 228 95 23 22 65 33 4 6 45 1,1 4 475
22 218 82 21 19 *6,7 36 4 625 39 06 4 4
24 *19,8 100 19 185 74 35 4 8 40 04 4 4
27 16,1 7,7 18 1325 74 37 4 6,75 40 08 4 4
29 126 63 11 95 6,9 32 4 55 42 05 4 4
31 *2,0 66 10 85 6,0 29 4 55 41 05 4 425
34 *118 60 8 85 45 11 4 475 40 0,7 4 375
36 *10,1 53 8 7,5 47 15 4 55 45 11 4 475
38 *04 54 9 8 50 1,7 4 575 42 09 4 4
41 ™95 49 7 75 41 11 4 4 3,7 06 4 3,75
43 89 44 7 65 41 19 4 425 36 0,7 4 35
45 *7,7 40 6 575 45 07 4 475 39 05 4 3,75
48 66 27 6 55 40 13 4 45 3,7 09 4 35
50 58 18 8 475 36 15 4 4 42 06 4 4,25
52 55 15 10 525 45 09 4 45 41 02 4 4
56 63 24 9 55 36 05 4 375 3,7 1,3 4 35
57 56 16 9 55 45 08 4 45 40 04 4 4
50 57 15 8 575 45 11 4 425 47 09 4 45
62 49 09 8 475 36 09 4 4 44 05 4 425
64 47 18 8 5 42 09 4 45 46 06 4 45

-

Dia 0 (zero): inicio do criptorquidismo para os coelhos experimentais

Dia 3: final do criptorquidismo para os coelhos experimentais
*: situagdo em que a média aritmética ndo € representativa
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Grafico VII: Representagdo com base nos

valores das medianas da porcentagem de

espermatozodides portadores de anomalias
morfologicas de cabeca

%

12
10 |

8 - == Animais tratados
. —Controle 1
= Controle 2

0 ; ! : | : , }, ;
100 10 20 30 40 50 680 70

[as



46

4.2. Estrutura e ulfraestrutura

Quanto aos aspectos morfologicos evidenciados em cortes
histolégicos corados com hematoxilina/eosina, os resultados acham-se
salientados nas figuras 7 a 15. Verificou-se que logo apés o aumento
transitorio da temperatura testicular (dia 3), o epitélio germinativo da maioria
dos tibulos seminiferos ja se apresentava em degeneracio, incompleto, com a
presenca de células gigantes multinucleadas e mononucleadas (Fig.10) e de
células arredondadas com restos de nucleos ou anucleadas (Fig.9). Muitos
tabulos seminiferos possuiam apenas as espermatogdnias aparentemente
integras, estando as demais células germinativas degeneradas ou ausentes
(Fig.9 e 10). Nesta fase o epididimo apresentou-se sem contetudo espermatico
no lume ou com alguns poucos espermatozoides aparentemente normais,
principalmente na cauda do epididimo.

Por volta do 8° dia (5° dia ap6s interrupgdo do criptorquidismo) 0
epitélio germinativo apresentava-se semelhante ao 32 ¢ o epididimo continha
células germinativas com morfologia aparentemente normal ou totalmente
alterada (Fig. 11). A partir do 18° dia o epitélio germinativo ja demonstrava
sinais de regeneragfo e no 28° dia apresentou tendéncia a se normalizar (Fig.

12)
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Fig. 7: Corte do testiculo do coclho 2 ¢ {sela preta:
cabega de espermatozoide; scla branca: corplsculo residual; B espermatogénia; ¢l

espermatoctto 1 e espermatide. Hematoxilina/cosina, 240x.

P ‘OIA oL

Fig. 8 Corte do epididimo do cocetho

t castrado no dia O com aspect
sepermatozotdes (¢). Hematoxilina/eosina. 300x.
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Fig. 9: Corte do testiculo do coelho 3 castrado no dia 3 apresentando o epitélio
germinativo degenerado com células multinucleadas (seta preta) residuos de citoplasma

{seta branca) e células com nicleos degenerados (¢). Hematoxilina/eosina. 300x

™~

Fig. 10: Corte do testiculo do coelho 7 castrado no dia 13 apresentando o epitélio
germinativo degenerado com célula gigante mononucleada (seta). Hematoxilina/eosina.
300x



Fig. 11: Corte do epididimo do coelho 7 castrado no dia 13 apresentando células
germinativas degeneradas (seta). Hematoxilina/eosina. 300x

Fig. 12: Corte do testiculo do coetho 13 castrado no dia 28 apresentando epitélio
germinativo tendendo a normalidade, mas incompleto. Hematoxilina/eosina. 300x.
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No 33° dia houve uma tendéncia 4 normalizacdo do epitélio
germinativo em quase todos os animais (Fig. 13), mas um animal ainda
apresentava muitos sinais de degeneragfio. O epididimo nesta fase apresentava
algumas células do epitélio germinativo e pouquissimos espermatozoides
(Fig.14).

Ao final do experimento os testiculos da maioria dos animais
apresentavam epitelio germinauvo aparentemente norrﬁal: porém alguns
animais ainda apresentavam células degeneradas, apesar de ja possuirem uma
quantidade razoavel de espermatozéides e espermatides em estagios finais
(Fig. 15). Nesta fase o conteido dos epididimos variou muito para cada
animal, apresentando-se repleto de espermatozdides em alguns casos e
pouquissimos espermatozoides acompanhados de muitas células degeneradas

em outros.

Os cortes histologicos corados com azul de toluidina pH4/eosina

ndo possibilitaram observagdes de outras alteracdes além das ja observadas
em HE. No entanto, foi possivel observar a diferenca entre os corpusculos
résiduais, que se mostraram altamente baséfilos, e as anteriormente
denominadas células arredondadas anucleadas, vistas como grandes massas

acidofilas (Fig. 16 e 17).



Fig 13: Corte do testiculo do coelho 15 orquiectomizado no dia 33 apresentando epitélio
germinativo tendendo a normalidade, ja com presenga de espermatides em estagio final
de maturacao (seta). Hematoxilina/eosina. 240x.

Fig. 14: Corte do eptdidimo do coelho 16 orquiectomizado no dia 33, apresentando alguns
poucos espermatozoides (setas preta) entre células germinativas descamadas e
corpusculos residuais. Hematoxilina/eosina. 300x.

e
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Fig 15: Corte do testiculo do coelho 33 orquiectomizado no dia 64 apresentando epitélio
germinativo tendendo a normalidade, com presenga de células degeneradas (seta),
Hematoxilina/ecosina. 240x

Fig. 16: Corte do testiculo do coelho 2 orquiectomizado no dia O com aspecto normal e os
corpusculos residuais basotilos. Azul de toluidina/eosina. 240x
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germinativo degenerado com residuos de citoplasma (seta). Azul de toluidina‘eosina

300x.
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A microscopia eletrénica de transmissio (MET) mostrou uma
degeneragdo semelhante & descrita para as células observadas em microscopia
Optica, no entanto, ndo foram observadas células gigantes mononucleadas,
mas sim apenas multinucleadas (Fig. 18).

Analisando as eletromicrografias, ficou claro que a principal
consequéncia do criptorquidismo experimental por trés dias foi o
desaparecimento das jung¢des entre células de Sertoli e células germinativas
(especializagio ectoplasmica), levando a uma liberacdo destas tiltimas na luz
do tubulo seminifero (Fig. 19). Contudo, as z6nulas de oclusdo entre células
de Sertoli continuaram integras e as espermatogbnias ndo foram
aparentemente afetadas ao longo de todo o experimento (Figs. 20 e 21). As
células germinativas soltas geralmente apresentaram sinais evidentes de
degeneragdo, variando de vacuolizagdo do citoplasma até rompimento de
~organelas de maneira geral (Figs. 22 ¢ 23),

Os  espermatozéides dos animais tratados geralmente
apresentaram nucleos altamente deformados com varios padroes de
compactacdo de cromatina.(Fig 23). Os espermatozoides com morfologia
aparentemente normal, geralmente nio apreéentaram alteracOes perceptiveis
na cromatina quando observados em MET, no entanto espermatozdides
morfolégicamente an6malos apresentaram-se frequentemente com alteracdes

na compactacdo da cromatina (Fig.25).
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As células multinucleadas geralmente possuiam caracteristicas
de espermatides como por exemplo acimulo de mitocondrias em um polo
celular. resquicios do acrossomo em formagdo (Fig. 19) e mesmo varias
caudas em formagdo em uma mesma espermatide (Fig. 24). Foram também
observadas estruturas que aparentemente eram células gigantes porém em alto

grau de degeneracdo (Fig. 26).

Fig. 18 Eletromicrografia do testiculo do coelho 4 castrado logo apds o tratamento
mostrando espermatide em degeneraglo com trés nicleos (n) e resquicio de ponte
citoplasmatica {seta). 8600x.



Fig. 19: Fletromicrografia do testiculo 0 apos o {ratamento
mostrando células do compartimento apical do tubulo seminifero soltando-se (e-
espermatide, E= espermatocito 1). 8400x.
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Fig. 20: Eletromicrografia do testiculo do coelho 8 castrado 10 dias apos o tratamento
mostrando apenas as células do compartimento basal do tdbulo seminifero (E =
espermatogdnia, S = Célula de Sertoli). 7800,
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Fig. 21: Eletromicrografia do testiculo do coelho 8 castrado 10 dias apos o tratamento
mostrando que as jungdes entre células de Sertoli (seta) permaneceram aparentemente
integras. 260.000x.
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Fig. 22: Eletromicrografia do testiculo do coelho 4 castrado logo apds o tratamento

mostrando células repletas de vacuolos (v) e com organelas degeneradas.23.200x
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Fig. 23: Eletromicrografia do coe
mostrando espermatides com nucleos (n} de varias formas e padrdes de compactacao de
cromatina. 61.300x.

Fig. 24: Eletromicrografia do testiculo do coelho 6 castrado 5 dias apos o tratamento
mostrando corte transversal da regido da cauda do espermatozoide evidenciando tres
axonemas em uma mesma célula. 50.400x
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Fig. 25: Eletromicrografia do epididimo do coelho 30 castrad

AN A : . we
a0 final do experimento,

mostrando grande quantidade de espermatozéides com cromatina condensada (¢} ¢ um

espermatozoide morfologicamente anormal e cromatida mais frouxa (a). 21.500x.
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Fig. 26: Eletromicrografia 6 castrado 5 dias apos

varios nucleos (n). 9700x.
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Os amimais tanto controles como experimentais exibiam no
tempo zero valores considerados normais em termos de vigor, motilidade e
concentracdo do sémen segundo MIES Fo. (1975), HAFEZ (1988), SILVA ¢
colaboradores (1992) e FAUSTO e colaboradores (1994). Quanto aos dados
para anomalias dos complexos DNA-proteina no tempo zero sio
simplesmente admitidos como padréio controle, por nfio existirem registros
comparativos.

Os dados do presente trabalho indicam que o criptorquidismo
experimental por 3 dias induz altera¢des na qualidade do sémen em coelhos.
Estas alteragdes referem-se a decréscimos no vigor, motilidade e
concentragdo de espermatozoides e aumentos em patologias de cabeca e

cauda e em anomalias nos complexos DNA-proteina dos espermatozoides.

~ Foram constatadas variagdes individuais ao longo do tempono

que se refere a resposta a elevaco da temperatura testicular. Nos controles
alguma vanabilidade nos valores dos parfmetros pdde ser verificada em dois
animais, porém em menor intensidade. Estes dados foram apresentados para
demonstrar que alguma outra condi¢io de “stress” ndo detectdvel na ocasifio

do experimento pode também interferir nos resultados.
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As primeiras alteracdes verificadas, 3 a 5 dias ap6s reversdo do
criptorquidismo em coelhos, envolvem os pardmetros seminais acima
mencionados, a exce¢fo das anomalias nos complexos DNA-proteina. Estas
alteragdes passam a ser encontradas somente 10 ou mais dias apos o periodo
de criptorquidismo, ndo sendo muito elevadas em alguns animais, mas
podendo atingir até 20 vezes os valores detectaveis antes do procedimento
experimental.

No presente estudo foi demonstrado que parte dos animais
podem apresentar um periodo de aspermia, de extensfio variavel de até 33
dias, seguido por recuperagéo, detectavel quando o periodo de observagio ¢
mais longo.

Para um tempo de observagdo de até 61 dias apos interrupgéo do
criptorquidismo, alguns dos pardmetros seminais em coelhos retornam aos

seus respectivos valores considerados normais, o que nfio acontece com a

concentrago espermatica. Provavelmente, apos um periodo de recuperagio
maior do que o estudado, a concentra¢do deve retornar a valores normais,
visto que aparentemente as espermatogonias nfo foram afetadas.
MUCCIOLO e colaboradores (1974), efetuando o mesmo tipo
de estudo experimental em carneiros, obtiveram um quadro de baixissima

concentra¢do espermatica logo no 10° dia apos insulagfio escrotal de 4 dias e
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infcio da recuperago por volta do 20° dia. Da mesma maneira a motilidade
dos espermatozoides chegou a zero no 10° dia, iniciando sua recuperagio por
volta do 18° dia. Ja BARTH (1993), apds 4 dias de insulagdo escrotal em
touros, ndo chegou a obter uma redugéo tdo significativa da concentragio de
espermétozéides, 0 mesmo tendo ocorrido no experimento de VOGLER e
colaboradores (1993), apos insula¢do escrotal de 48 horas na mesma especie.
Estes dados demonstram que, pelo menos quanto aos pardmetros motilidade e
concentracdo de espermatozoides e em termos de recuperagio do “stress”, os
coelhos sdo mais lentos do que camneiros e touros.

Quanto a freqiiéncia das patologias de cabega e cauda, foram
elas rapidamente afetadas com o criptorquidismo experimental em coelhos,
sendo atingidos ap6s o “stress” valores maximos em 21-28 dias e 17 dias,
respectivamente, onde o aumento na taxa de patologias de cauda foi muito
interrupgdo do criptorquidismo os valores de ambas patologias ja haviam se
normalizado. Estes dados também diferiram em comparaciio a descricdes
para bovinos (BARTH, 1993; VOGLER et al., 1993). Nestes, a insulagio
escrotal por 4 dias, ¢ relatada como indutora de aumento de patologias de
cauda que se iniciaria logo apds a insulagdo, atingindo pico em 12 dias. O

aumento na taxa de patologias de cabeca se iniciariam no 12° dia ap6s o



63

inicio do tratamento e com pico méximo no 22° dia, sendo que no 37° dia
estariam praticamente normalizadas (BARTH, 1993).

VOGLER e colaboradores (1993) também analisando sémen de
bovinos submetidos as mesmas condi¢des constataram o inicio de aumento
de patologias de cabeca e¢ cauda somente no 9° dia apés o inicio do
tratamento, sendo que as patologias de cabega atingiriam o pico no 18% dia e
as de cauda no 24° dia. Por volta do 34° dia ambas as patologias ja possuiam
uma tendéncia a se normalizar

Embora apresentem pequenas diferencas entre si, os dados tanto
de BARTH (1993) como de VOGLER e colaboradores (1993) salientam
maior incidéncia de patologias de cabeca em relagdo as de cauda,
diferentemente dos dados obtidos neste trabalho.

FAUSTO et al. (1994) submetendo coelhos a “stress” térmico
~continuo por 2 meses, obtiveram um aumento maximo de patologias
morfologicas de cabega e cauda apds 4 semanas de tratamento, sendo que a
incidéncia de patologias de cauda foi maior do que a de patologias de cabeca,
assim como neste trabatho.

Pode-se assim concluir que frente a elevacfio da temperatura

testicular predominam em espermatozoides de coelhos as patologias de
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cauda, enquanto em espermatozoéides de touro predominam as patologias de
cabeca.

Com respeito as alteragBes em anomalias no complexo DNA-
proteina de espermatozéides de coelho induzidas pelo “stress” térmico é
importante salientar que nem todos os animais apresentaram uma grande
elevacdo na taxa destas anomalias apos o tratamento ¢ ao final do
expertmento os niveis normais haviam sido recuperados. A insulagfio escrotal
em touros tem também revelado uma variagfo significativa deste tipo de
patologia, quando, de 4 animais apenas um exibiu aumento da taxa a partir
do 16° dia ap6s o inicio do tratamento, atingiu a ocorréncia maxima no 24°
dia, vindo a se normalizar ao final de 30 dias ap6s o inicio do tratamento
(BARTH, 1993). Nesse caso a metodologia utilizada foi a observacio visual
da resposta a reagdo de Feulgen

No presente trabalho as respostas para as trés metodologias

utilizadas para a andlise de anomalias no complexo DNA-proteina foram
muito semelhantes, ndo tendo sido notadas diferengas como as descritas por
BELETTI & MELLO (1996) para a resposta metacromatica quando se
utihizam solugdes de AT a pH 4,0 e 5,0. Isto indica que os métodos estdo
revelando maior frouxiddo do complexo DNA-proteina, havendo maior

acessibilidade dos grupos fosfatos do DNA a ligacio com moléculas de AT
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no método da “metacromasia induzida” (MELLO, 1982, 1997), bem como
facilitando a cinética hidrolitica revelada com a reagfio de Feulgen (MELLO
& VIDAL, 1978; MELLO, 1997).

O aparecimento de um “dente” entre 0 27% e o 29° dias nos
graficos IV a VI, referentes as anomalias do complexo DNA-proteina, foi
devido a aspermia do coelho n® 29 nesse intervalo. O mesmo animal vinha
apresentando altas taxas de tal anomalia e no periodo em questiio a falta de
dados influenciou o perfil do grafico do grupo experimental.

A elevagio na taxa de espermatozdides com anomalias no
complexo DNA-proteina na maioria dos animais tratados, demonstra que a
elevacdo da temperatura testicular obtida por criptorquidismo experimental
pode influenciar na formacdo do complexo normal. O aumento da taxa de

espermatozoides com complexo DNA-proteina andmalos poderia ser

explicado por alteracdes na estrutura tridimensional da protamina provocadas
pelo aumento da temperatura e que dificultaria a complexagdo desta proteina
com o DNA. Contudo, também foi observada uma leve alteracdio na taxa
desta anomalia em alguns animais do grupo controle 1, o que pode significar
que outras causas de degeneracdio testicular (“stress”), poderiam também

influenciar a formacio do complexo DNA-proteina. De fato, essas anomalias
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podem ser encontradas mesmo em touros de rebanho de elite como
previamente relatado (BRITTO & MELLO, 1988b; BRITTO et al., 1988).

Os dados de estrutura e ulfra-estrutura levantados para os
mesmos coelhos analisados quanto & qualidade espermatica mostraram-se em
concordancia com os resultados obtidos para os parimetros seminais. Foi
evidenciada uma alta degeneragdo do epitélio germinativo, porém
aparentemente ndo afetando o compartimento basal onde se localizam as
espermatogdnias. No compartimento apical, em muitos casos, foi observado
0 desaparecimento total de espermatocitos, espermatides e espermatozoides,
explicando portanto a diminuigdo na concentragio espermatica e mesmo
aspermias detectadas. Em outros trabalhos para a mesma espécie ou espécies
diferentes ha relatos de degeneragdo semelhante, porém ndo de tio alta
intensidade (PLOEN, 1972, 1973a e b, MUCCIOLO et al., 1974). O alto

grau de degeneracio celular nfo permitiu andlise semelhante i realizada por

PLOEN (1972, 1973a e b) que utilizou o criptorquidismo experimental por
24 ¢ 48 horas ¢ obteve uma degeneracfio muito mais branda.

Células gigantes multinucleadas como as encontradas no
presente estudo também foram observadas em trabalhos semelhantes
(NELSON, 1951; PLOEN, 1972, 1973a ¢ b; MUCCIOLO et al, 1974

BILLIS, 1978; RUSSELL et al., 1990, LOUGHLIN et al., 1991) e em outros
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tipos de degeneragdo testicular (RUSSO & METZ, 1974;: RUSSELL et al.,
1990; PRABHAKAR et al., 1990; KUMAR & SUSHEELA, 1994). As
caracteristicas observadas, como a presenga do capucho cefalico, confirmam
que estas células sdo na realidade espermatides que se soltaram das células de
Sertoli, ocorrendo confluéncia dos citoplasmas destas células, que ja se
comunicavam através de pontes citoplasmaticas.

Baseado nestas observagdes pode-se admitir que a elevagio da
temperatura testicular por trés dias provocou o desaparecimento das juncdes
entre células de Sertoli e células germinativas, levando a liberagdo destas
ultimas no lume do tibulo seminifero, com a conseqiiente degeneracdo
celular, mostrando ser a interagdo células de Sertoli e células germinativas
essenciais para uma espermatogénese perfeita (RUSSEL et al., 1990:

RUSSEL & GRISWOLD, 1993). KERR e colaboradores (1979) e BERGH

(1981 e 1983) observaram uma intensa diminuicdo da secrecdo de ABP.e .. .

inibina pelas células de Sertoli apés criptorquidismo, o que leva a uma
alteragdo do microambiente do tubulo seminifero, podendo ser mais uma
causa das alteragdes observadas nas células germinativas Estas alteragdes
explicariam a elevagio da taxa de espermatozéides com anomalias

morfologicas e mesmo de motilidade observada nas analises do sémen.
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6-CONCLUSOES

1-A elevagho da temperatura testicular em coelhos, pelo método de
criptorquidismo experimental por 3 dias, afeta a qualidade do sémen.
Dentre as alteragdes induzidas detectam-se decréscimo em vigor,
motilidade e concentracio ¢ aumentos em patologias de cabeca e cauda e
em anomalias nos complexos DNA -proteina dos espermatozdides.

2- VariagGes individuais ao longo do tempo podem ocorrer, seja nos animais
submetidos a elevagho da temperatura testicular, seja nos proprios
controles, nestes ultimos em menor intensidade.

3- A elevagdo da temperatura testicular por trés dias leva a uma degeneragdo
testicular geralmente grave, porém reversivel.

4~ Parte dos animais pode vir a apresentar um a dois periodos de aspermia, de

_.extensdo variavel de até 33 dias, seguido por recuperacio .

5- Considerando-se um tempo de observagdo de 61 dias ap6s interrupcio do
criptorquidismo os pardmetros seminais, a exce¢do da concentragio
espermatica, retornam aos seus feSpectiVos valores normas.

6- O aumento de anomalias nos complexos DNA-proteina ¢ um fendmeno

relativamente tardio, cessado o “stress”. No ¢ intenso em alguns animais,
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mas pode atingir 20 vezes os valores detectaveis antes do criptorquidismo,
sendo, no entanto, revertido ao longo do tempo.

7-Na avaliagdo de anomalias de complexos DNA-proteina em
espermatozdides de coethos os métodos de “metacromasia induzida”,
usando-se solugio de azul de toluidina a pH 4,0 ou pH 5,0, e a reacdo de

Feulgen fornecem respostas semelhantes.
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7-ABSTRACT

The effect of increase in testis temperature on spermatozoal
DNA-protein complexes and other characteristics was studied in rabbits
. subjected to three days of experimental cryptorchidism and accompanied
along several periods, afier ceased the stress. A decrease in strength, motility
and concentration as well as an increase in head and tail pathologies and
DNA-protein anomalies revealed by “induced metachromasy” and Feulgen
reaction were observed in the sperm cells. Individual variation in these
parameters as an answer to treatment was observed. This was also found to
occur in controls, though with a much lower intensity. Light and transmission
electron microscopy of the testis and epididymis of part of the experimentals
indicated an intense testicular degeneration, though reversible. Apparently the

“zonula occludens™ of the Sertoli cells and the basal compartment of the

seminiferous tubules were not affected. After 61 days ceased the
cryptorchidism the seminal parameters, with the exception of the spermatic
concentration, returned to normal values. The increase in DNA-protein
anomalies with cryptorchidism occurred relatively late and was not very
intense once ceased the stress. However it has reached a value up to 20 times

the normal values in one isolated case.
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8-RESUMO

A influéncia da elevacdo da temperatura testicular sobre o
complexo DNA-proteina em espermatozoides e outras caracteristicas que
definem a qualidade do s€émen foi pesquisada em coelhos submetidos por trés
dias ao criptorquidismo experimental e acompanhada por diversos periodos,
cessado o “stress”. Constataram-se com relagdo aos espermatozoides,
decréscimo em vigor, motilidade e concentracdio, bem como aumentos em
patologias de cabeca e cauda e em anomalias nos complexos DNA -proteina,
reveladas pelo método de “metacromasia induzida e pela reagiio de Feulgen.
Foram encontradas variagdes individuais de resposta ao tratamento, mas
também em controles, embora nestes com menor intensidade. Observacdes de
testiculos e epididimos de parte dos coelhos experimentais com microscopio

de luz e microscopio eletrénico de transmissdo indicaram uma degeneracdo

testicular intensa, porém reversivel, onde aparentemente as zénulas de oclusio
entre c€lulas de Sertoli e o compartimento basal dos tibulos seminiferos nfio
foram afetados. Para um tempo de observaciio de 61 dias cessado o
criptorquidismo, os pardmetros seminais a exce¢do da concentragio
espermatica, retornaram aos seus respectivos valores normais. O aumento de

anomalias nos complexos DNA-proteina com o criptorquidismo revelou-se
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relativamente tardio, cessado o “stress”, e nfo muito intenso, embora tenha

atingido até um valor de 20 vezes o normal em caso isolado.
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10-ANEXO 1

Variacg#o individual das caracteristicas do sémen dos coelhos.

Tabela 10: Caracteristicas do sémen do coelho 1(controle inicial)

DIA  VIGOR MOTIL] CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE  PAT.DE
-DADE TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%) (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS5 FEULGEN (%) (%)
-2 5 100 314 2.0 1.0 2.3 45 35
0 5 80 352 1.4 1.9 1.9 2.5 1.5

Tabela 11: Caracteristicas do sémen do coelho 2 (controle inicial)

DIA  VIGOR MOTILI CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
-DADE TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%) (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 305 1.2 1.2 1.1 3.5 3.3
0 S 90 314 1.4 11 1.5 35 4.0

AT: Azul de Toluidina

~Dia 0 (zero): corresponde ao nicio do tratamento nos anirmais experimentais
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Tabela 12: Caracteristicas do sémen do coelho 35 (controle 1, somente
anestesiado e ndo submetido ao tratamento)

DIA VIGOR MOTILI- CONC}“EN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT DE
DADE TRACAO (%) CABECA CAUDA
{%) {x10° esp./ml) AT pH 4 ATpHS FEULGEN {%%) (%)
2 5 90 2904 1.5 1.3 1.6 4.0 5.0
0 5 90 350 1.3 1.2 1.3 4.5 6.0
3 4 90 312 1.5 1.4 1.5 4.0 7.0
6 4 80 280 1.4 1.5 1.5 35 6.5
8 5 90 294 1.6 1.4 1.5 4.0 4.5
10 5 90 290 1.8 1.8 1.6 5.0 45
13 5 90 252 1.5 1.8 1.5 2.5 6.0
15 5 100 264 1.1 1.5 1.4 4.0 55
17 5 100 280 1.2 1.4 1.4 4.5 4.5
20 4 90 310 1.1 1.4 1.4 3.5 4.0
22 4 90 302 1.2 1.2 1.4 4.0 4.0
24 4 90 294 1.2 1.3 1.2 5.0 6.0
27 4 90 346 1.3 1.3 1.4 2.5 6.5
29 5 90 340 1.5 1.2 1.4 4.0 4.5
31 4 90 312 1.2 1.4 1.3 3.5 6.0
34 5 90 377 1.5 14 1.4 4.5 5.0
36 5 90 302 1.8 1.5 1.4 5.0 55
38 5 90 290 1.5 1.2 1.3 5.0 5.5
41 4 90 302 1.6 1.2 1.4 55 3.5
43 5 100 290 1.1 1.5 1.2 4.5 55
4 5 160 294 10 10 13 60 .50 .
48 4 90 312 1.2 1.2 1.2 55 435
50 5 90 307 1.5 1.4 1.4 5.0 3.5
52 5 90 297 1.2 1.4 1.3 4.5 4.0
55 3 100 315 1.4 1.7 1.4 4.3 3.5
57 5 100 292 1.0 1.5 1.2 5.0 4.5
59 5 90 254 0.9 1.2 1.1 3.5 4.0
62 4 990 283 1.2 1.3 1.2 4.5 4.0
64 5 90 297 1.5 1.4 1.3 4.5 4.5

Dia 0 (zero): data do procedimento de anestesia
AT: azul de toluidina
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Tabela 13: Caracteristicas do sémen do coelho 36 (controle 1, somente
anestesiado e ndo submetido ao tratamento)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
DADE TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 100 381 0.9 1.0 1.3 3.5 2.0
0 5 100 350 1.1 1.0 1.0 3.5 3.5
3 5 100 348 0.8 1.3 1.1 3.0 2.5
6 5 90 350 0.7 1.0 1.3 4.0 1.0
8 4 80 290 0.9 1.0 1.1 2.5 0.5
10 4 90 312 1.4 11 1.3 4.0 2.5
13 5 90 352 1.1 1.5 1.2 4.0 2.0
15 5 100 294 1.1 1.4 1.3 2.5 3.0
17 4 90 285 0.9 1.2 1.0 2.0 1.5
20 4 90 252 0.5 1.1 1.3 3.5 35
22 4 90 302 1.2 1.2 1.0 3.0 1.5
24 4 S0 294 0.8 1.1 1.3 3.0 3.0
27 5 90 271 0.7 12 1.3 2.0 3.5
29 5 90 284 0.8 1.2 1.2 1.5 2.5
31 5 90 282 1.2 1.0 1.0 3.5 3.0
34 5 %0 317 1.0 1.3 1.3 4.0 3.0
36 5 100 312 1.1 1.1 1.0 3.0 2.5
38 5 100 361 0.8 0.9 1.1 3.0 2.5
4] 5 90 355 1.2 1.2 1.2 4.0 3.0
43 5 90 323 0.8 0.9 1.2 35 2.0
45 4 80 284 0.9 1.2 1.1 2.5 3.5
48 4 90 305 0.7 1.3 1.1 3.0 2.0
50 5 90 307 0.7 1.1 1.0 3.0 1.5
52 5 90 347 1.0 1.0 1.0 4.5 3.5
55 5 100 350 0.8 13 1.1 4.0 3.0
57 4 90 319 1.5 1.3 1.4 4.5 3.5
59 4 90 284 1.2 1.2 1.0 35 3.5
62 4 90 303 1.2 1.2 1.1 3.5 2.0
64 5 90 357 1.0 1.3 1.3 4.0 3.0

Dia 0 (zero): data do procedimento de anestesia
AT: azul de toluidina
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Tabela 14: Caracteristicas do sémen do coeltho 37 (controle 1, somente
anestesiado e ndo submetido ao tratamento)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE

DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA

(%) _ (x10°esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 321 1.6 1.7 1.7 5.0 5.0
0 5 90 384 1.7 1.6 2.0 4.5 4.5
3 5 90 343 1.5 1.7 1.8 50 4.5
6 5 90 323 1.4 1.5 1.5 4.0 4.5
8 5 S0 294 16 1.6 1.7 4.5 50
10 4 80 303 1.6 1.6 1.8 5.0 7.0
13 4 70 250 1.7 1.7 1.7 5.5 8.0
15 3 60 212 1.6 1.7 1.6 6.0 7.0
17 3 70 253 1.4 1.6 1.7 6.5 5.0
20 2 50 218 1.4 1.5 1.7 6.0 8.0
22 2 60 170 14 1.7 1.9 7.0 9.0
24 2 60 153 1.6 1.8 2.0 10.0 10.0
27 2 50 98 1.7 1.9 1.9 10.5 7.0
29 1 60 132 2.0 2.4 2.6 12.0 6.5
31 2 60 145 2.4 2.7 2.9 10.5 5.0
34 2 40 138 2.9 2.9 3.0 10.0 4.5
36 2 50 163 3.3 3.1 3.2 10.5 5.5
38 2 60 203 3.1 34 3.8 12.0 6.0
41 3 70 223 3.6 3.3 3.5 10.0 5.5
43 3 80 238 3.0 3.9 3.1 10.5 6.0
45 3 80 284 2.4 2.8 2.9 8.0 5.0
48 3 80 294 2.5 23 2.5 5.5 4.5
50 4 80 303 2.0 2.3 2.5 7.5 4.5
52 4 80 321 2.1 19 2.1 5.5 5.0
55 4 90 343 1.8 1.7 2.2 55 4.0
57 5 90 303 1.9 1.8 1.9 6.0 4.5
59 4 90 294 1.7 1.6 1.9 4.5 4.5
62 5 100 384 1.7 1.7 1.6 3.0 4.0
64 4 90 353 1.6 1.7 1.7 4.5 50

Dia 0 (zero): data do procedimento de anestesia
AT: azul de toluidina
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Tabela 15: Caracteristicas do sémen do coelho 38 (controle 1, somente
anestesiado e ndo submetido ao tratamento)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA  PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 100 405 1.3 L5 1.1 3.0 4,0
0 5 100 415 1.4 1.3 1.0 4.0 4.5
3 4 90 405 L5 1.5 1.2 3.0 4.0
6 5 %0 398 1.3 1.2 1.3 3.5 5.0
8 5 90 425 1.1 1.3 1.1 3.0 5.0
10 4 90 388 1.3 1.3 1.0 4.0 7.0
13 4 90 273 1.3 1.5 1.3 3.5 7.0
15 4 90 293 1.4 1.7 1.1 3.5 6.5
17 5 90 260 1.5 1.6 1.4 4.0 10.0
20 4 80 252 1.6 1.7 L5 3.5 10.5
22 4 80 280 L.5 1.8 1.6 5.0 8.5
24 3 70 210 2.0 2.0 1.6 6.0 10.5
27 3 80 183 1.9 2.0 1.8 7.5 12.5
29 3 70 152 22 2.2 1.9 6.0 10.0
31 3 70 142 23 2.4 1.9 6.0 10.0
34 3 70 115 2.3 2.3 2.1 6.0 3.5
36 3 60 98 2.5 2.3 22 5.5 5.3
38 3 80 117 2.1 2.3 23 6.0 6.0
41 4 80 145 1.9 2.1 2.0 5.0 4.5
43 3 70 138 1.8 2.0 2.0 4.5 3.0
S 80 1T 8 2.0 1.8 1.7 4.0 4.5
48 4 80 194 1.8 1.6 1.7 4.0 5.0
50 4 80 232 1.9 1.7 1.6 3.5 5.0
525 80 261 1.5 1.6 1.7 4.0 5.5
55 5 90 190 1.7 1.5 1.5 4.5 4.0
57 4 80 253 1.5 1.4 L.5 4.0 5.5
59 5 90 292 1.5 1.5 1.5 4.0 6.0
62 5 90 305 1.4 1.3 I.5 4.5 4.5
64 5 90 323 1.3 1.4 1.5 3.5 4.5

Dia 0 (zero): data do procedimento de anestesia
AT: azul de toluidina



Tabela 16: Caracteristicas do sémen do coelho 39 (controle 2)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%) _(x10%esp/ml) ATpH4 ATpHS5 FEULGEN (%) (%)
2 4 100 355 1.0 1.2 1.1 4.0 3.5
0 5 100 305 1.2 1.0 1.1 4.5 3.0
3 4 100 343 1.2 1.0 1.2 4.0 3.0
6 5 100 382 1.0 1.2 1.4 3.0 5.0
8 5 100 396 0.9 1.1 1.1 3.5 5.5
10 5 100 402 0.9 1.1 1.2 4.0 4.5
13 5 100 390 1.2 1.3 1.1 4.0 4.5
15 4 90 382 0.8 1.0 1.2 3.0 3.0
17 4 90 305 1.1 0.9 1.1 4.0 5.0
20 35 90 350 1.2 1.2 1.2 4.0 55
22 4 90 312 1.0 1.0 1.3 4.5 4.5
24 4 90 305 13 1.2 13 5.0 4.0
27 4 %0 298 1.0 1.1 1.2 4.0 4.0
29 4 90 324 1.2 1.1 1.2 4.0 4.0
31 5 100 338 1.0 1.2 1.2 3.0 3.5
34 5 100 324 1.1 1.0 1.1 4.5 35
36 5 100 364 1.0 0.8 1.0 3.5 5.5
38 5 100 305 1.2 1.0 1.0 5.0 55
41 5 90 298 1.3 1.1 1.2 4.5 4.5
43 5 100 338 g1 1.0 1.1 4.0 4.0
45 5 100 346 LT 12 45 45
g g ey 1211 1o 43 55
50 5 90 324 1.0 1.1 1.3 4.0 4.5
52 4 80 312 1.0 1.0 1.2 3.0 4.0
55 5 90 364 1.1 1.0 1.2 4.0 3.0
57 5 100 338 1.4 1.1 1.3 4.5 3.5
59 5 90 365 1.0 1.2 1.1 3.0 4.5
62 5 100 398 1.2 1.0 1.1 3.5 4.0
64 5 100 354 1.2 1.2 1.1 3.0 4.5

Dia 0 (zero): corresponde ao inicio do tratamento nos animais experimentais
AT: azul de toluidina
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Tabela 17: Caracteristicas do sémen do coelho 40 (controle 2)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 100 405 0.9 1.0 1.2 3.0 5.0
0 5 100 435 1.1 0.9 1.0 3.0 4.0
3 5 100 454 0.8 1.0 1.0 3.5 5.0
6 5 100 398 1.0 1.1 1.1 35 4.5
8 S 100 384 1.2 1.2 1.0 3.0 3.5
10 5 100 354 1.1 1.0 1.0 2.0 3.0
13 5 90 324 1.1 1.0 1.1 2.5 35
15 3 100 336 1.1 1.1 1.0 3.0 3.0
17 5 100 348 1.3 1.3 1.0 3.0 4.5
20 4 90 305 1.0 1.2 1.0 3.0 5.0
22 5 90 324 1.2 1.1 1.1 3.5 4.0
24 5 90 346 1.1 1.1 1.1 2.5 4.5
27 5 80 354 1.0 1.1 1.2 4.0 4.0
29 5 90 336 1.5 1.0 1.2 3.5 4.0
31 4 90 298 1.2 1.2 I.1 3.0 4.5
34 5 90 354 1.0 1.0 0.9 3.0 4.0
36 5 90 310 1.2 1.2 1.3 35 3.0
38 5 90 328 1.0 1.2 1.0 3.0 3.5
41 5 100 315 1.2 1.1 1.0 35 35
43 4 90 307 1.0 I.1 1.0 4.5 3.0
45 5 100 354 1.2 1.0 1.2 3.0 3.5
48 5 100 348 I.1 1.1 1.0 4.0 3.0
50 5 100 350 1.1 1.0 1.2 3.0 3.5
52 4 90 378 1.4 1.2 1.1 2.5 4.0
55 5 G0 388 1.3 1.2 1.1 3.0 2.5
57 5 90 354 1.1 0.9 1.0 3.0 4.5
59 5 90 368 1.0 0.9 1.3 2.5 4.5
62 5 90 325 1.2 1.1 1.0 4.0 4.0
64 S 90 378 0.9 1.1 1.2 4.5 4.5

Dia 0 (zero): corresponde ao inicio do tratamento nos animais experimentais
AT: azul de toluidina
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Tabela 18: Caracteristicas do sémen do coelho 41 (controle 2)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE TRACAO {%) CABECA CAUDA
(%) __(x10%esp/m) ATpH4 AT pHS FEULGEN (%) (%)
-2 4 80 454 1.2 1.1 1.1 3.5 4.0
0] 5 90 435 1.0 1.1 I.1 4.0 4.5
3 4 80 398 1.2 1.2 1.1 45 4.5
6 5 90 384 1.1 1.1 1.2 4.0 35
8 5 80 388 1.1 1.1 1.2 4.5 3.5
10 5 80 354 1.0 1.2 1.2 4.5 4.0
13 4 80 348 1.0 1.3 1.1 4.0 4.0
15 4 80 398 1.0 1.3 1.0 4.0 4.5
17 4 80 405 1.2 1.0 1.2 3.5 4.0
20 4 80 433 1.1 1.3 1.3 3.5 4.5
22 5 80 388 1.1 1.0 1.2 3.0 4.0
24 5 80 346 1.2 1.2 1.3 3.0 4.0
27 5 90 336 1.2 1.1 1.1 3.5 5.0
29 4 80 324 1.0 1.1 1.3 3.0 5.0
31 5 80 305 1.3 1.2 1.2 5.0 4.0
34 5 90 298 1.0 1.0 1.0 4.5 5.0
36 5 90 312 1.0 0.9 1.0 3.0 4.5
38 4 80 324 1.2 1.1 1.0 4.5 4.0
41 4 80 305 1.1 0.9 1.0 4.0 4.0
43 4 80 318 0.9 0.9 1.0 3.0 4.5
45 5 80 345 1.1 1.0 1.2 35 40
48 5 80 378 0.9 1.0 1.0 3.0 3.5
50 5 90 387 1.2 1.1 1.2 4.0 5.0
52 5 90 305 1.1 1.2 1.0 4.5 4.0
55 5 80 298 1.4 1.1 1.1 4.0 55
57 4 80 284 1.1 1.2 1.1 4.0 4.0
59 5 90 287 1.2 1.3 1.1 4.5 6.0
62 5 80 278 1.2 1.3 1.0 3.5 4.5
64 S 80 272 1.2 1.2 1.2 4.5 5.5

Dia 0 (zero): corresponde ao inicio do tratamento nos animais experimentais
AT: azul de toluidina
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Tabela 19: Caracteristicas do sémen do coelho 42 (controle 2)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%) (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS5 FEULGEN (%) (%)
-2 4 90 388 0.5 0.4 0.6 2.0 35
0 5 00 354 0.4 0.5 0.5 2.5 3.5
3 5 90 364 0.3 0.5 0.4 2.5 4.0
6 5 100 327 04 0.6 0.6 3.5 4.5
8 5 90 298 0.4 0.4 0.5 3.0 3.0
10 4 90 286 0.5 0.4 0.5 2.5 4.0
13 4 80 305 04 0.6 0.5 35 4.0
15 4 90 314 0.3 0.3 0.4 2.5 4.5
17 5 90 289 0.5 04 0.5 3.5 3.5
20 5 90 275 0.6 0.5 0.4 2.5 3.0
22 5 160 287 0.7 0.4 0.5 4.0 3.0
24 5 90 305 0.4 0.5 0.5 3.5 335
27 5 90 312 0.5 0.5 0.4 2.5 3.0
29 4 90 333 04 0.6 0.5 3.5 4.0
31 4 80 340 0.2 0.4 0.3 3.0 4.5
34 5 90 326 0.4 0.7 0.4 3.0 3.5
36 4 90 288 0.5 04 0.4 2.5 5.0
38 5 90 305 0.5 0.5 0.5 2.5 4.0
41 5 90 321 04 0.7 0.6 3.5 3.0
43 5 100 319 0.6 0.4 0.4 4.0 3.0
45 5 90 258 0.4 0.5 0.5 3.0 3.5
48 5 90 305 0.8 0.6 0.6 3.5 35
50 4 90 284 0.5 0.6 0.5 35 4.0
52 5 90 254 0.6 0.5 0.5 4.5 4.5
55 4 90 266 04 0.4 0.6 4.0 4.0
57 4 80 250 0.7 04 0.6 4.0 4.0
59 4 90 305 0.5 0.5 0.5 3.0 4.0
62 5 90 320 0.6 0.5 0.6 35 5.0
64 5 90 351 0.8 0.6 0.7 3.0 4.0

Dia 0 (zero): corresponde ao inicio do tratamento nos animais experimentais
AT: azul de toluidina.



97

Tabela 20: Caracteristicas do sémen do coelho 3 (experimental)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10° esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 100 393 1.7 2.2 2.1 4.5 3
0 5 100 353 1.5 1.5 1.8 2.5 8
3 5 80 330 1.3 1.8 - 1.8 3.5 7.5

Tabela 21: Caracteristicas do sémen do coelho 4 (experimental)

DiA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE

DADE TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 ) 90 405 1.2 1.3 1.2 3.5 4.0
0 4 80 358 1.5 1.3 1.3 3.5 4.0
3 5 90 398 1.4 14 1.5 4.0 4.0

Tabela 22: Caracteristicas do sémen do coelho 5 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE TRAGCAO (%) CABECA CAUDA
(%) (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
2.4 8 259 .04 12 24 65 85

0 5 100 329 0.9 2.1 1.8 4.5 4

3 5 90 338 0.8 1.7 1.8 6.5 7.0

6 5 100 319 1.3 1.2 1.4 7.0 7.5

8 5 100 230 2.2 1.2 1.5 6.0 15.5

" Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo =
Dia 3: final do criptorquidismo
AT: azul de toluidina
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DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA

() (x10°esp/ml) ATpH4 ATpH5 FEULGEN (%) (%)

) 5 90 329 1.5 14 1.8 5.5 4.0

0 5 90 305 1.6 1.4 1.5 5.0 4.5

3 5 90 319 1.5 1.6 1.6 4.0 5.0

6 4 90 338 1.3 1.4 1.5 4.5 6.5

8 4 80 305 1.8 1.5 2.0 4.5 7.5

Tabela 24: Caracteristicas do sémen do coelho 7 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE

DADE  TRACAQO (%) CABECA CAUDA

(%) __(x10°esp/ml) ATpH4 AT pHS5 FEULGEN (%) (%)

-2 4 80 353 0.9 0.6 1.0 3.5 4.5

0 4 80 314 0.8 0.8 1.1 5.0 35

3 4 80 335 1.1 0.9 1.1 4.0 4.5

6 4 70 244 1.2 0.9 1.0 5.0 4.5

8 4 70 139 1.2 1.2 1.2 5.5 6.5

10 3 60 118 1.1 1.2 1.2 7.0 7.0

13 3 50 98 1.2 1.0 1.2 6.5 12.5

Tabela 25: Caracteristicas do sémen do coelho 8 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
(%)  (x10° esp/mi) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)

-2 3 60 377 1.9 2.2 1.7 8.5 6.5

0 4 70 375 0.9 0.7 1.2 2.0 3.0

3 4 80 222 1.2 1.2 1.2 5.0 55

6 5 9 299 1309 13 70 75

8 3 50 231 19 12 15 8.0 8.5

10 4 80 124 1.4 2.3 1.7 8.5 10.0

13 3 70 158 2.4 1.6 1.8 7.5 15.0

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina.
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Tabela 26: Caracteristicas do sémen do coelho 9 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 4 70 310 2.1 1.3 2.1 3.0 5.5
0 5 90 300 1.9 2.0 2.0 4.0 3.5
3 5 90 292 1.4 1.8 2.0 6.5 4.5
6 5 90 318 1.2 1.1 1.5 5.0 4.0
8 4 80 238 2.5 1.2 1.9 7.5 6.0
10 3 70 124 1.7 2.7 2.1 8.0 8.0
13 2 50 85 3.2 2.2 2.6 1.5 8.5
135 3 70 54 2.8 2.4 2.6 7.0 8.5
17 2 50 44 29 2.8 2.7 7.0 9.5
Tabela 27: Caracteristicas do sémen do coelho 10 (experimental)
DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS5 FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 322 1.8 1.6 2.0 4.5 4.0
0 5 160 354 1.5 1.6 1.8 5.5 4.0
3 4 80 304 1.7 1.7 1.7 5.0 5.0
6 5 90 204 1.6 1.8 1.7 3.5 5.5
8 4 80 206 1.5 1.6 1.6 4.5 6.5
10 4 80 121 1.8 1.7 1.8 45 8.0
13 3 70 133 1.8 2.0 2.0 5.0 9.5
15 2 60 92 2.0 2.2 2.2 5.5 14.5
17 2 40 84 2.2 2.2 2.3 6.5 20.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo

Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina
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DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE  PAT. DE

DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)

-2 5 90 390 1.2 1.8 1.8 3.5 4

0 5 90 420 1.6 0.9 1.6 4.5 7.0

3 5 80 419 0.8 1.0 1.4 4.0 6.0

6 5 80 377 1.1 1.4 1.4 55 7.0

8 4 70 305 1.8 1.4 1.6 7.0 7.0

10 4 70 233 0.9 1.9 1.6 6.0 22.5

13 3 60 207 1.5 1.5 1.6 7.0 20.0

15 2 40 131 1.8 2.0 1.9 8.0 21.0

17 2 50 147 3.0 2.8 2.5 7.5 22.5

20 4 70 78 2.0 2.4 2.5 7.0 19.0

22 ASP

Tabela 29: Caracteristicas do sémen do coelho 12 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA

(%) _ (x10°esp/ml) ATpH4 ATpH5 FEULGEN (%) (%)

-2 5 90 456 1.4 1.2 1.4 2.0 3.5

0 4 90 420 1.3 1.4 1.4 3.5 5.5

3 4 80 398 1.4 1.5 1.5 3.5 4.5

6 4 80 377 1.5 1.4 1.4 4.0 5.0

8 4 80 305 1.2 1.4 1.3 4.5 7.0

10 3 70 207 1.5 1.5 1.6 4.5 8.5

13 3 60 147 1.8 1.8 1.7 6.0 12.5

15 3 60 198 2.0 2.2 2.0 8.0 14.5

17 2 50 154 24 2.5 2.5 8.5 20.0

20 2 40 124 2.8 2.8 2.9 8.5 22.0

22 1 20 98 3.0 2.9 3.1 8.0 21.5

Dia 0 (zero): inicio do criptorquidismo

Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de tolumidina

ASP: aspermia
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Tabela 30: Caracteristicas do sémen do coetho 13 (experimental)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE TRACAQ (%) CABECA CAUDA

(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpH5 FEULGEN (%) (%)
-2 4 70 370 2.3 2.6 3.0 5.0 8.0
0 4 70 335 1.5 1.6 2.1 5.0 8.5
3 3 60 209 1.0 1.3 1.9 6.0 10.0
6 4 70 122 I.1 1.0 1.5 6.5 12.0
8 3 50 282 1.8 0.8 1.8 5.5 15.0
10 3 30 189 0.8 1.2 1.5 6.0 21.0
13 2 70 68 2.8 1.8 2.2 1.5 20.5
15 2 70 90 2.4 1.6 2.2 6.5 315
17 2 70 63 2.0 2.8 2.6 8.0 22.0
20 3 60 98 24 2.6 2.6 7.0 18.5
22 ASP
24 ASP
27 4 70 47 3.5 3.0 33 1.5 12.5

Tabela 31: Caracteristicas do sémen do coelho 14 {experimental)

DIA~  VIGOR MOTILI. CONCEN- ANOMALJAS DNAPROTEINA _ PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS5 FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 345 0.9 0.7 1.0 3.5 4.0
0 5 100 378 0.8 1.0 0.9 2.0 4.0
3 5 90 308 0.6 0.8 0.9 3.5 4.0
6 5 90 298 0.9 0.8 0.8 3.5 4.5
............ & A4 80 ..254 12 10} QBB
10 3 70 202 1.1 1.2 1.1 4.5 7.5
13 3 60 122 1.5 1.4 1.2 6.0 8.0
15 2 20 58 1.6 1.5 1.3 7.0 10.0
17 1 10 46 1.8 1.6 1.4 8.5 14.5
20 .0 00 54 21 19 18 .85 125
22 1 10 48 1.4 1.6 1.7 10.0 12.0
24 2 30 38 2.2 2.0 2.2 12.0 8.0
27 2 40 34 2.5 2.3 2.3 11.5 9.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: aspermia
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Tabela 32: Caracteristicas do sémen do coelho 15 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)

-2 5 90 435 1.7 1.0 1.2 3.0 40

0 5 90 383 1.8 2.0 1.8 30 2.0

3 2 40 400 14 1.6 1.8 4.0 3.0

6 5 80 159 1.0 0.8 1.5 5.0 35

8 3 60 102 1.7 1.2 1.8 4.5 7.0

10 3 S0 103 0.8 1.2 1.8 45 8.5

13 3 70 148 1.6 1.8 1.7 5.0 21.0

15 2 50 175 2.8 2.4 2.5 1.5 18.5

17 3 70 98 24 32 2.8 8.0 17.0

20 ASP

22 ASP

24 ASP

27 4 80 78 27 2.8 2.8 12.5 9.5

29 3 60 74 32 2.8 33 12.5 8.0

31 ASP

Dia O (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: aspermia



103

Tabela 33: Caracteristicas do sémen do coelho 16 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIJAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE

DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp./ml) ATpH4 ATpHS5 (%) (%)
FEULGEN

-2 4 950 325 1.0 09 1.0 4.0 3.5

0 5 90 345 0.9 0.9 0.8 4.0 5.0

3 4 90 305 1.1 1.1 1.0 35 4.5

6 4 80 246 1.2 1.1 1.1 4.0 5.5

8 3 70 158 1.1 1.2 1.3 4.0 6.5

10 2 60 112 1.3 1.2 13 4.0 7.5

13 2 50 102 1.3 1.3 1.3 4.5 9.0

15 2 40 98 1.4 1.5 1.5 5.0 10.5

17 1 20 54 2.0 1.9 1.8 55 15.5

20 1 20 32 1.9 2.0 2.0 7.0 255

22 1 10 27 2.4 23 24 7.5 235

24 0 00 12 2.5 27 2.7 8.5 20.0

27 0 00 12 3.0 29 2.8 8.0 215

29 ASP.

31 ASP.

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: aspermia
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Tabela 34: Caracteristicas do sémen do coelho 17 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%) __ (x10%esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 100 358 0.5 0.6 0.5 2.0 3.5
0 5 90 364 0.6 0.7 0.6 1.5 3.5
3 5 90 298 0.4 0.7 0.6 2.5 3.0
6 5 90 254 0.8 0.8 0.7 2.0 3.5
8 4 90 188 0.7 0.7 0.8 2.0 4.0
10 4 90 172 1.0 0.8 0.9 2.5 4.5
13 3 70 124 0.9 0.9 0.9 3.0 6.0
15 3 70 08 1.4 1.0 1.1 3.5 6.0
17 2 60 105 1.5 1.4 1.5 4.0 6.5
20 2 70 98 1.6 1.4 1.5 4.0 6.0
22 3 70 82 1.5 1.5 1.6 4.5 8.0
24 2 50 68 2.5 1.9 2.1 5.5 7.0
27 2 40 54 2.6 2.4 2.5 6.0 6.5
29 1 30 34 2.8 2.5 2.6 6.0 7.0
31 2 40 28 2.9 2.7 2.7 6.5 6.3
34 1 40 22 3.0 2.9 2.9 6.0 5.5
36 2 50 20 3.0 2.8 2.9 6.0 45
38 2 60 14 2.5 2.7 2.5 4.5 5.0

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo
AT: azul de toluidina
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Tabela 35: Caracteristicas do sémen do coelho 18 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%) _ (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 458 1.4 1.3 1.2 35 4.0
0 5 100 425 1.2 1.3 1.3 3.0 3.0
3 5 90 436 1.4 1.3 14 3.5 3.0
6 4 80 405 1.5 1.3 1.4 3.5 4.5
8 4 90 305 1.5 1.5 1.4 35 6.0
10 4 80 218 2.0 1.8 2.0 4.0 7.0
13 4 80 154 1.9 2.0 2.0 3.5 8.0
15 3 70 105 2.4 2.3 2.4 4.5 8.5
17 2 60 112 2.5 2.5 2.6 6.0 10.5
20 3 60 98 3.0 2.9 2.8 5.5 15.5
22 2 50 58 34 34 3.6 6.5 13.0
24 2 40 64 39 3.7 4.1 6.0 13.5
27 1 40 49 4.9 4.5 4.5 7.0 10.5
29 1 30 38 4.0 4.4 4.4 7.5 9.0
31 1 30 25 4.4 4.5 4.5 8.0 8.0
34 2 40 33 5.0 4.9 4.9 10.0 7.5
36 2 40 45 5.1 5.2 52 8.0 6.0
38 2 60 33 5.2 53 5.2 7.5 6.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo
AT: azul de toluidina
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Tabela 36: Caracteristicas do sémen do coelho 19 (experimental)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA

(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS5 FEULGEN (%) (%)
-2 5 100 352 1.0 0.9 0.8 4.0 3.5
0 5 100 314 1.1 1.0 0.9 4.0 4.5
3 5 g0 312 1.1 1.0 1.0 35 5.5
6 4 90 324 1.0 1.1 0.9 3.5 5.5
8 4 80 250 1.0 1.0 1.1 4.0 7.5
10 4 80 198 1.1 1.0 1.1 4.0 7.0
13 3 80 177 1.5 1.2 1.1 5.5 10.5
15 3 80 122 1.4 1.5 1.3 6.5 11.5
17 3 80 134 1.2 1.4 1.3 7.5 12.5
20 3 60 105 1.5 1.6 1.5 8.0 10.5
22 3 70 98 1.6 1.7 1.6 8.0 15.0
24 2 50 68 1.7 2.0 1.8 9.0 10.0
27 2 50 74 1.6 1.8 1.9 8.0 10.5
29 2 40 52 1.8 2.0 2.0 8.5 9.5
31 1 30 33 1.9 2.0 2.1 7.5 9.0
34 1 10 24 2.2 2.2 2.3 10.0 8.0
36 1 00 14 2.5 2.5 2.4 11.5 7.5
38 i 00 10 2.0 2.5 2.4 10.0 8.0
41 1 20 18 1.9 2.1 2.2 10.5 6.0

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo
AT: azul de toluidina
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Tabela 37: Caracteristicas do sémen do coelho 20 (experimental)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE TRACAO (%) CABECA CAUDA

(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS5 FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 298 1.0 0.9 1.0 35 35
0 4 80 305 1.2 1.1 1.0 45 3.5
3 5 90 198 1.0 1.1 1.0 4.5 4.5
6 4 90 145 1.1 1.2 1.2 3.5 4.0
8 4 80 112 1.1 1.2 1.3 6.0 7.0
10 4 80 92 1.5 1.5 1.4 7.5 8.5
13 2 40 78 1.5 1.7 1.7 6.0 14.0
15 4 60 54 1.6 1.8 1.8 7.5 20.5
17 3 30 39 2.0 2.2 2.1 8.0 235.5
20 3 20 24 2.5 2.5 1.6 8.5 32.5
22 1 30 14 3.0 2.9 3.0 13.5 30.5
24 1 30 12 4.5 3.8 4.0 15.5 31.0
27 2 30 14 5.4 4.8 5.1 20.0 28.3
29 1 20 12 6.1 5.7 6.0 24.5 26.0
31 1 10 09 5.9 5.7 6.0 25.0 240
34 ASP
36 ASP
38 ASP
41 ASP
43 ASP

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia




108

Tabela 38: Caracteristicas do sémen do coetho 21 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 298 0.8 0.7 0.6 4.5 5.5
0 4 90 305 1.0 0.9 1.0 2.0 5.5
3 ") 90 288 1.0 1.0 0.9 2.5 5.5
6 4 80 204 1.2 1.0 1.1 2.0 5.0
8 5 90 158 1.1 1.2 1.1 5.5 7.5
10 4 90 174 1.2 1.2 1.2 4.5 6.5
13 4 80 106 1.5 1.4 1.3 5.5 8.5
15 4 70 92 1.4 14 1.4 7.5 10.0
17 3 50 52 1.6 1.5 1.5 6.5 12.0
20 3 50 34 1.4 1.5 1.6 8.0 18.5
22 2 50 24 1.8 1.8 2.0 8.0 18.5
24 3 50 16 1.5 2.0 1.9 8.5 17.0
27 2 40 20 1.8 2.1 2.0 7.0 16.0
29 1 20 18 2.0 2.0 2.1 12.5 16.0
31 1 20 10 2.1 2.1 22 10.5 10.0
34 ASP.
36 ASP.
38 ASP.
41 ASP.
43 ASP.
45 1 30 18 3.5 34 3.3 7.0 5.5
48 2 50 09 34 3.0 3.3 8.0 5.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA

(%) (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS5 FEULGEN (%) (%)

-2 5 90 333 0.5 0.7 0.4 3.0 4.5

0 5 100 380 0.4 0.5 0.5 3.0 4.5

3 5 100 330 0.6 0.5 0.6 35 5.5

6 5 90 254 0.7 0.8 0.7 3.0 6.5

8 4 80 215 0.9 0.9 1.0 3.5 8.5

10 4 70 156 1.2 1.1 0.9 4.5 10.0

13 3 50 123 1.3 1.2 1.2 6.5 18.5

15 2 30 92 1.8 14 1.6 7.0 25.0

17 i 20 51 2.5 2.4 2.1 6.5 31.0

20 1 10 31 3.0 29 2.8 10.5 35.5

22 1 10 24 38 3.2 3.5 12.0 32.5

24 0 00 16 3.6 3.7 3.7 24.0 33.0

27 0 00 10 4.0 4.1 3.9 31.5 34.0

29 ASP.

31 ASP.

34 ASP.

36 ASP.

38 ASP.

41 ASP.

43 ASP.

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo

Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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Tabela 40: Caracteristicas do sémen do coelho 23 (experimental)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE  TRACAQ (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10%°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)

-2 5 90 312 1.2 1.1 0.9 5.5 4.5

0 5 90 322 1.1 1.1 1.0 45 3.0

3 4 90 305 1.0 1.0 1.1 3.5 4.0

6 4 80 288 1.1 1.2 1.0 2.5 4.0

8 4 70 274 1.1 1.1 1.2 2.5 4.0

10 3 60 162 1.5 1.4 1.3 4.0 4.5

13 3 50 76 1.8 1.7 1.5 4.5 7.0

15 2 50 54 1.9 2.0 1.8 5.5 9.5

17 2 30 65 1.8 2.0 2.0 5.5 10.5

20 1 30 32 2.1 1.9 2.2 4.5 18.5

22 1 20 24 2.3 24 2.2 6.5 14.0

24 1 10 45 24 2.8 2.5 8.0 10.5

27 1 10 20 2.5 2.7 2.4 7.5 9.0

29 ASP.

31 ASP.

34 ASP.

36 ASP.

38 ASP.

41 ASP.

43 1 10 09 2.8 2.9 3.0 5.5 6.0

45 ASP.

48 ASP. o
B 50 5 o 5% i

52 1 20 14 2.1 1.9 1.8 5.0 5.0

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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Tabela 41: Caracteristicas do sémen do coelho 24 (experimental)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE

DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA

(%)  (x10°esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 4 %0 322 1.6 1.4 1.8 4.0 2.5
0 5 90 314 1.5 1.5 1.6 2.0 3.5
3 4 90 298 1.3 1.5 1.8 2.0 2.0
6 4 80 154 1.5 1.6 1.6 2.5 4.0
8 4 70 126 1.4 1.5 1.7 3.5 535
10 3 60 92 1.9 1.8 2.0 3.5 7.0
13 3 50 73 2.5 2.2 2.4 3.0 10.5
15 2 40 59 2.9 2.8 2.8 4.0 14.0
17 2 30 43 2.5 2.9 3.1 4.0 19.0
20 1 20 31 2.8 3.0 3.2 3.5 22.0
22 1 10 28 3.5 3.1 3.5 5.5 24.5
24 0 00 22 3.0 3.2 34 6.5 18.5
27 1 10 14 3.1 3.1 34 8.5 18.0
29 ASP.
31 ASP.
34 ASP.
36 ASP.
38 ASP.
41 ASP.
43 ASP.
45 ASP.
50 ASP.
52 2 30 12 2.8 2.4 2.4 5.0 5.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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Tabela 42: Caracteristicas do sémen do coelho 25 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%) _ (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 4 90 345 1.0 0.9 1.1 3.0 2.5
0 4 80 334 1.0 1.1 0.9 3.5 4.5
3 4 80 320 1.0 1.1 1.0 3.0 4.0
6 3 70 305 1.1 1.0 1.1 3.0 4.5
8 4 70 290 1.0 1.2 1.2 4.5 6.5
10 4 70 154 0.9 1.0 1.2 4.0 7.0
13 3 60 102 1.2 1.3 1.2 5.5 8.5
15 3 60 88 1.3 1.4 1.4 5.0 10.5
17 2 40 48 1.2 1.3 1.4 6.5 15.5
20 2 40 35 1.5 1.5 1.6 8.5 18.5
22 1 30 54 1.8 1.9 1.8 9.0 18.0
24 1 20 38 2.0 2.1 2.0 10.5 14.0
27 1 10 20 2.4 2.4 2.6 12.5 12.5
29 1 10 12 2.9 3.0 3.5 14.5 10.0
31 ASP.
34 ASP.
36 ASP.
38 ASP.
41 ASP.
43 ASP.
45 ASP.
A8 ASP.
50 1 40 10 2.9 34 3.1 4.0 4.5
52 1 60 24 2.9 2.8 2.8 4.5 4.5
55 2 70 38 2.8 2.7 2.7 4.5 35
57 2 10 30 29 2.8 2.6 4.5 5.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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Tabela 43: Caracteristicas do sémen do coelho 26 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA

(%)  (x10%esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 3 100 423 1.2 1.0 1.0 33 4.0
0 5 100 454 0.9 1.0 1.0 2.0 4.5
-3 5 90 398 0.8 0.9 1.1 2.5 5.0
6 4 90 384 0.9 1.1 1.0 3.0 5.5
8 5 90 320 1.1 1.0 1.2 3.5 5.5
10 4 80 289 1.0 1.2 1.1 3.5 6.5
13 4 70 220 1.2 1.2 1.4 5.5 7.0
15 4 60 198 1.2 1.3 1.3 4.5 9.0
17 3 60 154 1.5 1.5 1.8 4.0 15.0
20 3 60 102 1.4 1.6 1.6 55 19.0
22 3 70 84 1.6 1.8 1.7 7.0 18.5
24 3 60 64 2.4 2.4 2.2 6.0 12.5
27 2 50 52 3.2 2.9 3.0 7.0 14.0
29 2 40 28 3.5 3.5 3.3 6.5 9.0
31 2 30 34 3.5 3.8 3.8 8.5 8.0
34 1 30 18 3.6 4.0 4.1 9.5 7.5
36 1 20 12 3.8 4.2 4.0 10.0 6.0
38 1 30 16 3.2 3.4 3.8 9.0 7.5
41 2 30 14 3.2 32 3.4 7.0 6.0
43 2 40 24 29 32 34 55 5.5
45 3 60 38 3.0 3.0 3.1 7.0 4.5
48 3 60 14 34 3.2 3.0 6.5 5.5
50 4 80 22 2.8 2.6 2.7 4.5 6.5
52 4 70 09 2.7 2.5 2.3 5.0 6.0
55 5 90 14 2.4 2.4 2.4 5.0 5.5
57 5 90 20 2.0 2.2 2.3 4.5 4.0

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo
AT: azul de toluidina
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Tabela 44: Caracteristicas do sémen do coelho 27 (experimental)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA

(%)  (x10°esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)

-2 5 90 380 1.8 1.5 1.8 5.5 35

0 4 80 363 1.1 1.4 1.8 3.5 35

3 5 80 314 1.5 1.4 1.7 2.5 3.5

6 4 70 229 1.4 1.6 1.8 5.0 15.0

8 4 80 169 1.6 1.5 1.9 8.5 235

10 3 50 79 1.2 1.5 1.7 8.5 315

13 3 50 97 1.0 1.2 1.4 8.0 25.0

15 2 50 72 1.0 1.3 1.5 5.0 19.0

17 1 40 49 1.3 1.3 1.4 7.0 25.0

20 1 30 33 1.4 1.3 1.6 8.0 22.0

22 1 30 30 1.1 1.2 1.4 7.5 19.0

24 1 40 24 1.2 1.4 1.4 1.5 12.0

27 ASP

29 ASP

31 ASP

34 ASP

36 ASP

38 ASP

41 ASP

43 ASP

45 ASP

48 ASP

50 ASP

52 ASP

55 3 40 14 2.5 2.6 2.8 4.0 6.0

57 3 50 31 2.8 2.8 2.9 5.5 6.5

59 2 40 82 31 2.9 3.0 7.5 8.0

62 4 70 133 1.2 1.8 2.5 5.5 4.5

64 4 70 230 1.7 2.0 2.4 4.5 2.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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Tabela 45: Caracteristicas do sémen do coelho 28 {experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
DADE  TRACAO (Ya) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 100 480 2.7 2.2 1.9 5.0 1.0
0 5 90 459 2.0 2.0 2.1 5.0 3.0
3 4 60 387 1.5 1.6 1.7 4.0 3.5
6 4 70 375 1.4 1.7 1.7 5.5 7.0
8 5 90 404 1.9 1.6 1.7 4.5 7.5
10 3 50 278 1.1 1.3 1.8 5.5 9.0
13 3 50 261 1.3 1.5 1.9 5.5 12.0
15 0 0 160 14 1.6 1.5 5.0 12.5
17 1 40 20 1.1 1.5 1.4 6.0 14.0
20 2 30 14 1.5 1.7 1.6 6.0 13.5
22 1 20 18 1.3 1.6 1.5 5.5 10.0
24 ASP
27 ASP
29 ASP
31 ASP
34 ASP
36 ASP
38 ASP
41 ASP
43 ASP
45 ASP
48 . _ASP
50 ASP
52 ASP
55 ASP
57 ASP
59 2 50 10 12 1.5 1.7 4.0 6.0
62 3 60 70 0.7 1.0 1.1 4.5 5.5
64 4 70 210 0.9 1.0 1.3 5.0 5.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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Tabela 46: Caracteristicas do sémen do coelho 29 (experimental)

DIA VIGOR MOTLI- CONCI}N- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10%esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)

2 5 80 462 2.7 25 2.6 ] i3
0 5 80 459 2.7 2.3 2.4 4.5 3.5
3 4 60 217 2.0 2.3 2.1 4.5 7.0

6 5 80 225 2.8 2.5 2.5 3.5 16.0
8 4 70 205 2.8 2.4 2.6 5.0 30.5
10 3 50 154 1.5 2.0 2.3 8.5 38.0
13 2 40 203 1.8 2.0 2.4 5.0 48.0
15 0 0 84 2.3 2.5 2.4 9.0 42.0
17 1 30 42 4.1 3.4 34 11.0 440
20 1 30 33 4.4 4.0 3.9 10.5 425
22 1 30 27 5.1 4.9 4.9 120  36.0
24 1 30 14 6.8 5.9 6.5 140 345
27 ASP
29 ASP
31 1 20 11 6.7 7.0 6.5 16.5 195
34 1 20 20 8.2 7.5 7.9 16.0  20.0
36 1 40 27 136 128  14.1 140  16.0
38 2 40 26 120 125 128 11.5  11.0
41 2 30 31 5.3 6.8 7.8 6.5 4.5
43 ASP
45 ASP

48 o ASP
50 ASP
52 3 70 24 2.5 2.8 3.0 4.0 5.5
55 4 70 33 2.8 2.8 2.7 4.5 5.0
57 4 70 82 2.5 2.5 2.5 3.5 4.5
59 4 70 110 2.8 2.6 2.6 2.5 5.5
62 4 60 170 24 25 27 40 4.0
64 5 90 295 2.9 2.6 2.5 2.5 2.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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Tabela 47: Caracteristicas do sémen do coelho 30 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN-  ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp./ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 382 1.8 1.6 1.7 5.5 4.5
0 5 90 322 1.7 1.5 1.7 4.0 4.0
3 5 90 312 1.2 1.5 1.6 35 4.5
6 5 90 204 1.5 1.4 1.6 4.0 5.0
8 4 80 206 1.4 1.6 1.7 5.0 7.0
10 3 70 133 1.8 1.7 1.7 5.5 12.0
13 2 50 121 1.8 1.6 1.6 6.0 19.5
15 2 40 94 1.4 1.6 1.6 55 20.5
17 2 40 90 1.7 1.7 1.7 6.5 24.0
20 1 30 42 2.0 1.9 1.8 7.0 22.5
22 2 40 54 3.1 2.8 2.9 10.0 19.0
24 2 30 34 2.8 3.0 3.1 150 195
27 2 30 33 33 3.6 3.7 21.0 165
29 1 30 28 4.1 3.9 4.2 19.5 14.0
31 1 40 22 5.5 4.8 5.4 170 8.0
34 1 30 22 6.1 6.5 6.7 12.0 9.0
36 1 30 14 5.8 6.7 6.7 105 75
38 1 30 11 7.2 6.8 7.4 8.5 8.0
41 1 30 14 5.2 6.5 7.1 9.0 7.5
43 1 30 21 4.1 6.1 6.1 100 6.5
45 1 30 22 3.3 4.1 4.3 7.0 5.0
48 2 40 36 3.0 3.2 4.1 55 4.0
50 2 50 40 3.3 3.0 3.8 6.5 4.5
52 2 60 38 2.3 3.0 3.1 4.5 4.0
55 3 70 42 2.0 2.5 2.6 5.0 6.0
57 4 90 90 2.1 2.5 2.4 4.5 3.5
59 5 90 159 2.2 2.2 23 3.0 4.0
62 5 80 188 2.0 2.3 23 5.5 4.0
64 5 90 288 2.0 2.0 2.3 5.5 5.0

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo
AT: azul de toluidina
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Tabela 48: Caracteristicas do sémen do coelho 31 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)

-2 S 90 335 1.0 1.2 1.4 5 35
0 5 90 353 1.2 1.2 1.2 35 4.5
3 4 80 314 1.0 1.1 1.2 5.0 4.5
6 4 70 244 1.1 1.0 1.2 4.0 45
8 4 80 192 0.9 1.0 1.1 5.5 7.0
10 3 50 139 1.2 1.3 1.4 6.5 6.5
13 3 50 110 1.2 1.2 1.2 7.0 7.0
15 3 50 82 0.9 1.2 1.4 8.0 12.0
17 2 40 98 1.2 0.9 1.1 7.5 15.0
20 2 30 53 1.4 1.3 1.2 6.5 24.5
22 1 30 23 1.4 1.2 1.3 9.0 24.0
24 2 40 40 1.2 1.4 1.3 12.5 19.0
27 1 30 31 1.7 14 1.5 9.5 11.0
29 1 30 24 1.3 1.4 1.4 8.5 8.5
31 1 30 14 1.5 1.4 1.5 7.5 7.0
34 ASP
36 ASP
38 ASP
41 ASP
43 ASP
45 ASP

B T R T I ¥ i3 <0 50
52 2 30 32 1.8 1.9 1.8 4.5 5.0
55 3 40 44 1.4 1.5 1.7 6.0 55
57 3 50 51 1.6 1.6 1.6 5.5 6.0
59 2 30 102 1.7 1.8 1.8 5.5 4.5
62 4 70 177 1.2 15 1.6 4.5 5.0
64 5 90 245 1.3 1.3 1.4 5.5 5.0

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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Tabela 49: Caracteristicas do s€émen do coelho 32 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT. DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 4 90 378 1.6 2.0 1.8 55 35
0 5 100 354 1.5 1.6 1.6 4.0 4.0
3 4 90 305 1.4 1.5 1.4 3.5 4.0
6 4 90 224 1.6 1.6 1.8 4.0 6.0
8 3 80 205 1.6 2.0 2.2 5.0 7.5
10 4 80 212 2.0 2.2 2.1 5.5 12.0
13 3 60 170 2.2 2.9 2.8 6.0 20.5
15 2 50 124 2.5 3.0 2.8 5.5 23.0
17 2 40 98 2.8 3.5 3.5 6.5 29.5
20 2 40 87 3.6 3.9 3.6 7.0 30.5
22 2 30 54 3.8 4.5 4.1 10.0 290
24 1 30 48 5.8 5.4 5.8 15,0 275
27 1 20 33 7.4 6.8 6.9 25.5 26.5
29 1 30 42 83 8.1 7.9 20.5 22.0
31 1 20 28 9.8 10.1 94 21.5 20.5
34 1 20 22 85 9.8 9.4 18.0 19.0
36 1 30 12 8.8 92 9.1 17.5 17.0
38 1 20 14 7.9 8.0 8.4 14.5 12.0
41 1 30 14 7.6 8.2 7.9 15.0 10.5
43 2 30 32 7.8 7.8 7.6 120 75
45 2 30 34 7.2 7.4 7.1 10.0 6.0
48 2 40 20 7.8 7.4 7.2 8.5 4.5
52 2 50 10 52 5.1 6.0 6.0 4.0
55 3 70 14 3.4 4.0 4.1 5.5 4.5
57 4 R0 32 3.6 3.5 3.5 5.0 4.5
59 5 90 28 2.4 2.8 3.0 5.0 4.0
62 5 90 41 2.0 2.2 2.1 55 4.0
64 5 90 32 2.0 1.9 1.9 4.5 3.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo
AT: azul de toluidina
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Tabela 50: Caracteristicas do sémen do coelho 33 (experimental)

DIA  VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE
DADE  TRACAO (%) CABECA CAUDA
(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 358 1.4 1.2 1.4 5.5 4.5
0 5 90 324 1.4 1.5 1.3 2.5 4.5
3 4 90 333 1.5 1.4 1.6 4.5 4.5
6 4 80 198 1.8 1.6 2.0 55 55
8 3 70 105 2.5 2.0 2.5 6.5 8.5
10 3 60 08 2.4 2.5 2.5 12.0 15.0
13 2 50 124 2.6 2.8 3.0 15.5 20.5
15 2 50 76 6.4 5.4 5.9 13.0 350
17 2 40 52 7.8 7.9 1.6 180 495
20 1 30 34 12.1 12.4 11.8 205 435
22 1 20 14 10.1 11.9 11.5 225 455
24 1 20 12 10.2 11.0 11.1 280 425
27 ASP
29 ASP
31 ASP
34 ASP
36 ASP
38 1 20 14 14.2 13.5 13.9 120 230
41 1 20 28 12.8 12.0 12.5 11.0 18.0
43 1 30 34 10.0 10.8 9.8 8.5 15.0
45 1 30 28 7.8 8.1 7.8 6.5 14.5
48 2 40 15 7.5 7.1 6.9 7.0 10.5
50 2 50 18 6.8 6.5 6.5 6.5 9.0
52 2 50 10 7.0 6.7 6.5 55 8.5
55 3 70 22 6.2 6.2 6.0 5.0 10.5
57 3 80 17 6.9 6.2 6.4 6.5 8.0
59 4 80 31 4.0 4.1 4.4 6.0 7.0
62 4 90 22 3.2 3.0 34 6.0 55
64 4 90 41 2.1 2.4 2.8 6.5 6.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia
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Tabela 51: Caracteristicas do sémen do coelho 34 (experimental)

DIA VIGOR MOTILI- CONCEN- ANOMALJIAS DNA-PROTEINA PAT. DE PAT.DE

DADE TRACAQ (%) CABECA CAUDA

(%)  (x10°esp/ml) ATpH4 ATpHS5 FEULGEN (%) (%)
-2 5 90 305 1.2 1.2 1.1 3.5 4.5
0 4 80 314 1.2 1.0 1.1 2.5 5.5
3 5 90 268 1.0 1.2 1.2 35 5.0
6 4 80 128 1.5 1.5 1.8 4.5 7.0
8 4 80 105 1.8 2.2 1.9 5.5 8.5
10 3 70 90 2.5 2.6 2.5 8.5 14.0
13 4 70 86 2.9 32 32 7.0 20.0
15 3 70 72 58 5.6 49 9.0 26.5
17 3 70 54 10.9 9.6 8.9 15.5 33.0
20 2 50 38 15.8 14.1 14.8 16.0 30.0
22 2 50 14 16.7 17.1 15.9 25.0 25.5
24 i 30 18 18.6 18.1 17.8 255 26.0
27 1 20 12 18.0 18.9 18.1 27.0 22.5
29 ASP.
31 ASP.
34 1 20 14 20.8 19.9 19.8 20.5 18.0
36 1 20 12 19.1 18.5 18.8 18.0 16.0
38 1 30 24 15.0 15.8 14.8 12.5 12.5
41 1 30 14 12.0 11.9 12.2 10.0 14.0
43 1 20 12 13.2 12.1 12.6 11.5 15.5
45 2 30 18 10.0 9.6 10.1 8.5 10.5
48 2 40 22 9.2 9.2 8.9 7.0 0.5
50 2 50 37 8.2 79 8.0 6.0 8.0
52 2 40 20 5.1 6.0 5.3 8.0 7.5
55 3 60 18 3.0 3.1 35 5.5 10.0
57 3 50 22 2.6 3.0 2.8 6.5 8.0
59 4 70 10 2.1 24 2.2 5.0 7.0
62 4 80 12 2.8 2.4 2.6 5.5 6.5
64 5 80 10 24 2.2 2.4 5.0 7.5

Dia 0 (zero): Inicio do criptorquidismo
Dia 3: final do criptorquidismo

AT: azul de toluidina

ASP: Aspermia



