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AVALIACAO DO ESPERMOGRAMA DE CAES SUBMETIDOS A ADMINISTRAGAO
DE CISPLATINA.

RESUMO - A correta orientagcédo do Médico Veterinario, aos proprietarios de
caes, usados com finalidades reprodutivas, submetidas a quimioterapia com cisplatina,
€ importante na medida que este agente citostatico age nas células em constante
divisdo, podendo ser citotoxicos para as células germinativas testiculares. O obijetivo
desse trabalho foi avaliar a qualidade espermatica através do espermograma de caes
que receberam cisplatina em diferentes momentos de analise espermatica. A dose
utilizada foi de 70 mg/m?, em intervalos de 21 dias, totalizando 4 infusées. Os cées
foram divididos em dois grupos de 4 animais cada, sendo que um dos grupos recebeu a
quimioterapia e o protocolo de diurese para protegao renal, ja o grupo controle nao
recebeu a cisplatina, estando sujeito apenas aos fatores ambientais. Os resultados
obtidos demonstraram que a cisplatina influenciou na qualidade espermatica de caes,
pois elevou as patologias maiores e totais acima do aceitavel para caes aptos a
reproducdo. Portanto, infere-se que este citostatico possa acarretar alteracées

morfofuncionais nos tubulos seminiferos e conduto epididimario.

Palavras-Chave: Sémen, espermograma, cisplatina, cao
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SPERM ANALISYS IN DOGS UNDERGONE CISPLATIN ADMINISTRATION.

SUMMARY - The correct veterinary's orientation for male dogs™ owners used for
reproduction goals, undergone cisplatin administration, is important because of this
cistostatic act in cell with frequently proliferation, and could to cause germ cell injury.
The objections of this experiment was to analysis the sperm quality through dogs’
spermogram that received cisplatin’s infusions. The dose used was 70 mg/m? in 21 days
periods, with 4 infusion in total. The dogs were divided in 2 groups with 4 animal each
one. One of the groups received all the diuresys protocol (to protect the kidney) and the
citostatic. And the other control group just didn't receive the cisplatin infusion to know
the real action of cisplatin effects without environmental stresses. The results show that
cisplatin influence at the sperm quality in the dogs, because it elevated the major and
total defects above that would be acceptable for competent dog to reproduct. It could

deduct that cisplatin cause phisiologic alteration in the testis and epididymis.

Key-words: Semen, sperm analysis, cisplatin, dog



1. INTRODUCAO

Na Medicina Veterinaria até a alguns anos atras o tratamento do céncer
restringia-se basicamente na utilizacdo da cirurgia. Com a evolugdo da oncologia
clinica, o tratamento cirurgico deixou de ser a unica opgao para os pacientes portadores
de neoplasias. A cisplatina, quimioterapico selecionado para o estudo em questao, é
um farmaco utilizado na Medicina Veterinaria como adjuvante ao tratamento de
osteossarcomas, linfomas e alguns carcinomas. Em seres humanos, a utilizacao deste
farmaco provoca diminuicdo da espermatogénese, azoospermia e muitas vezes
infertilidade permanente. Além de comprometer a fungcdo gonadal e a fertilidade, a
cisplatina é fetotoxica e teratogénica. No entanto, as alteragbes reprodutivas
provocadas por este quimioterapico ndo sao bem esclarecidas. Ja na Medicina
Veterinaria sdo escassos os estudos sobre a atuagao dos farmacos antineoplasicos no
sistema reprodutivo, mais raro ainda sao as pesquisas especificas com a cisplatina.

Em seres humanos nado sado somente as alteragdes organicas como oligo e
azoospermia que influenciam na fertilidade, mas também a diminuicdo da libido
ocasionada por multiplos fatores; como a fadiga, ansiedade relacionada com a doencga
e o tratamento, além das alteragées da auto-imagem.

O presente trabalho objetivou avaliar a morfologia espermatica de caes e
confrontar dois métodos de avaliacdo (métodos de lamina corada e camara umida),
submetidos a quimioterapia antiblastica com o uso de cisplatina e realizando analise
sequencial dos ejaculados. Com isso, mensurando a possivel elevagdo das
porcentagens patologicas seminais (defeito maior, menor e total), discriminando

qualitativamente e quantitativamente cada patologia aumentada.



2. REVISAO DE LITERATURA

A cisplatina € um sal metalico que possui uma molécula de platina, e apesar de
nao ser um agente alquilante verdadeiro, o seu mecanismo de agao € similar a outros
farmacos deste grupo, ou seja, provoca inibicdo competitiva da sintese de DNA
(ANDRADE, 2002). Tem a capacidade de se intercalar no interior e entre as fitas do
DNA causando a ionizacado de atomos de cloro, inibindo a replicagdo, transcrigcao,
traducao e reparacdo do DNA, consequentemente inativando-o. O mecanismo de agao
deste quimioterapico nas células somaticas do testiculo (Leydig e Sertoli) tem sido
estudado, porém ainda permanece sem explicagcdo. A destruicdo da barreira hemato-
testicular e o decréscimo da secrecao de inibina-B e transferrina pelas células de Sertoli
apos os efeitos citotoxicos da cisplatina, tem sido relatada. Porém, estes estudos, tém
sido realizados ap0s recente exposigao a cisplatina e ndo evidenciam uma insuficiéncia
funcional a longo prazo (DAGLI et al., 2002; SAWHNEY et al., 2005).

Os efeitos colaterais associados a administracdo de cisplatina s&o representados
principalmente pela nefrotoxicidade (GORMAN, 1995; MORRISON, 1998), possuindo
também citotoxicidade hematoldgica, gastrintestinal, pulmonar (nos felideos) e além
destas, sao relatadas outras alteragbes como anafilaxia, neuropatia periférica,
ototoxicidade, neurite 6tica e diminuigdo de magnésio, sodio, fésforo e calcio (RODASKI
& DE NARDI, 2004; MOORE, A. S. & OGILVIE G. K, 2001).

Este farmaco pode ser usado com grande aplicabilidade na terapia antiblastica,
comumente utilizado no tratamento de osteossarcomas, mostrando também atividade
contra linfomas caninos e alguns carcinomas. E ainda, pode ser empregado mais
especificamente em carcinomas de células escamosas da cavidade oral e da derme,
carcinomas de células de transicdo da bexiga urinaria e prostata, adenocarcinoma
nasal, carcinoma pulmonar e nos mesoteliomas (DAGLI et al.,, 2002; RODASKI & DE
NARDI, 2004).

A quimioterapia antiblastica adjuvante, com a cisplatina, é utilizada para

combater as micrometastases em potencial associadas aos osteossarcomas de caes



proporcionando aumento da sobrevida, segundo MCGLENNON (1995), STRAW (1996)
e WATERS E COOLEY (1998).

Na medicina, a cisplatina € usada largamente com extraordinaria eficacia na
terapéutica do cancer testicular, mesmo sendo constatado seus efeitos colaterais como
azoospermia (COLPI, G.M. et al. 2003; HOWELL & SHALET, 2005), além de ser
fetotoxico, teratogénico e gonadotdxico (CASTANHO et al., 2000; DAVID FILHO & EYL,
2000).

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

Anormalidades testiculares, ocasionadas pela quimioterapia com cisplatina e
carboplatina, sendo este um composto derivado da platina com efeitos citotdxicos mais
brandos, foi delineado em 170 homens com cancer testicular. Foi observado que
apenas 64% dos pacientes que eram normospérmicos antes do tratamento retornaram
a esta condicdo 30 meses apds o término das quimioterapias, e que os pacientes
tratados com carboplatina retornaram mais rapidamente a normospermia (HOWELL &
SHALET, 2005).

Estudos em ratos (C57/BI/6J) realizados por SEAMAN (2003), SAWHNEY (2005)
e ZHAN (2001) indicaram que a cisplatina induziu elevadas taxas de apoptose nas
células germinativas, causando degeneragao do epitélio seminifero. Pode-se observar
que a dose de 1 mg/kg causou apenas deplegdo temporaria das células germinativas.
Com aumento de cinco vezes a dose inicial, observou-se atrofia generalizada do
epitélio, bem como vacuolizagao citoplasmatica e perda da diferenciacdo das células
germinativas, ocasionando uma diminuicdo da espermatogénese. ADLER & TARRAS
(1990) relataram que a cisplatina ocasionou efeitos clastogénicos na meiose das
células espermaticas de ratos F1 (101/E1 x C3H/E1). Segundo CHERRY et al. (2004) o
tratamento com o mesmo farmaco nesta espécie, ocasionou diminui¢do no tamanho e

parénquima dos testiculos.



Na Medicina Veterinaria, ROSENTHAL (1981) descreveu que a administragao de
sulfato de vincristina, em cdes com tumor venéreo transmissivel, suprimiu
temporariamente a espermatogénese. Ja nos experimentos realizados por DALECK et
al. (1995), foi observado que a aplicagdo do mesmo farmaco determinou degeneracgao
testicular de grau leve a moderado.

A mensuracdo da qualidade do sémen compreende as caracteristicas
macroscoépicas € microscopicas. Para colheita do ejaculado canino podem ser usados
dois métodos. O primeiro, consiste na massagem do pénis (masturbacado), foi o
empregado por Spallanzani em suas experiéncias e continua sendo preferido por
alguns autores que afirmam obter sémen de melhor qualidade. O segundo método é o
que utiliza a vagina artificial. Para um bom desempenho no trabalho, é indispensavel
um periodo de adaptacdao do animal, condicionando-o. Algumas vezes, faz-se
necessaria a presenca de uma fémea em estro ou um “swab” vaginal, para que o
macho possa cheira-lo (BOUCHER et al. 1958).

O ejaculado canino é dividido em trés fragdes diferenciadas. A primeira € a
fragado pré-espermatica, de origem prostatica, possui aspecto aquoso e transparente,
com volume variando de 0,5 a 5 mL. A segunda fragao € rica em espermatozoides, com
coloragao variando de branco leitoso a translucido, dependendo da concentracao, e o
volume varia entre 1 a 4 mL (JOHNSTON et al., 2001). A terceira fracdo € também de
origem prostatica, com aspecto aquoso e transparente e volume entre 2,5 a 80 mL, e
tem funcédo de facilitar o transporte espermatico pela cérvix e aumentar o volume do
ejaculado (ENGLAND & ALEN, 1992).

O ciclo espermatico de caes tem duragao aproximada de 62 dias e 0 numero
total de espermatozéides do ejaculado canino varia de 300 milhdes a 2 bilhodes,
dependendo da raga, idade e frequéncia de colheita (JOHNSTON et al., 2001).

A avaliagao da motilidade espermatica deve ser realizada imediatamente apds a
colheita ou descongelagao do sémen, com auxilio de microscopia optica (SEAGER &
FLETCHER, 1972), em microscopio de contraste de fase ou em analisador
computadorizado (HTR-IVOS ANALYSER, Hamilton Thorn Research). A vantagem do

analisador esta na avaliagdo da caracteristica do movimento espermatico, se



progressivo, retrégrado, velocidade espermatica, velocidade em linha reta, curvilinea e
linearidade dos espermatozéides (IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001).

Em seguida, deve-se avaliar o vigor espermatico que é a qualidade da
motilidade, exibida pelos espermatozoéides mdveis. Para isso, utilizam-se classificagoes
que variam conforme o autor, com escalas que vao de 0 a 5 (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

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

A avaliacdo da morfologia espermatica € um outro parametro importante. Até o
momento, ndo foi descrita evidéncia de uma relagado entre morfologia espermatica e
fertilidade no cado. Ha poucos trabalhos que descrevem uma possivel relacdo, porém
com resultados conflitantes (OETTLE & SOLEY, 1985; PLUMMER et al., 1987). Oetlé
(1993) relatou que, a medida que o percentual de espermatozoides anormais aumenta,
a fertilidade é reduzida, sendo observado que quando a propor¢ao de espermatozoides
morfologicamente normais esta abaixo de 60%, a fertilidade € adversamente afetada.

Diversas classificagbes foram propostas para a morfologia espermatica. Seager
(1986) sugere a classificacdo das alteracbes morfoldégicas espermaticas como:
primarias, quando relacionadas a problemas oriundos da producao espermatica no
testiculo; secundarias, quando relacionados aos problemas causados durante a
maturagdo espermatica no epididimo, ou oriundas dos processos de manipulagdo do
sémen, como diluicdo, resfriamento, congelagdo ou descongelagdo. Oetlé (1993)
sugere a classificagdo de acordo com os danos que as alteragcbes causam a fungao
espermatica, nomeando tais alteracbes como defeitos maiores ou menores. Ja outros
autores preferem classificar as alteragdes de acordo com a regiao espermatica afetada,

sendo eles defeitos de cabega, pecga intermediaria ou cauda (SILVA et al., 2003).



Segundo o Manual para Exame Andrologico e Avaliagdo de Sémen Animal, do
CBRA - Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (1998), a propor¢do de defeitos
maiores € menores no sémen de cdo deve ser no maximo de 20%, sendo que o total de
defeitos maiores ndo deve ser superior a 10%.

Para possibilitar a avaliacdo da morfologia espermatica, pode-se fazer uso de
diversos corantes, tais como Eosina-Nigrosina (DOTT & FOSTER, 1972), Spermac®
(OETTLE, 1993), Rosa Bengala (RODRIGUES, 1997), Giemsa (CARDOSO et al,,
2003), Hematoxilina-Eosina (SILVA et al., 2003) Karras modificado por Papa et al. em
1988 (MARTINS, 2005). Entretanto, € necessario enfatizar que nem todos os estagios
do dano acrossomal podem ser identificados através da microscopia de contraste de
fase (RODRIGUES, 1997), sendo sugerido o emprego de outras técnicas mais

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



3. MATERIAL E METODO

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados oito caes machos, considerados inicialmente higidos, com idade
variando entre um e trés anos, peso médio de 15 kg, sem raga definida, fornecidos pelo
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Campus de Jaboticabal — Unesp.

Uma vez selecionados, os animais foram vacinados', vermifugados?, banhados e
alojados em canis individuais sob condigcdes adequadas de higiene, junto ao supra-
referido Hospital Veterinario. Receberam um unico tipo de ragao industrializada e agua
ad libitum. Foram familiarizados ao local de estadia e experimento por um periodo de
dois meses antes do inicio do mesmo, a fim de se adaptarem ao ambiente e manejo.
Os animais foram submetidos a exame fisico, hemograma, provas bioquimicas (alanino-
aspartatotranferase, creatinina e proteina total) e urinalise. Apds a realizagao de analise
criteriosa de todos os resultados obtidos nas avaliagbes citadas anteriormente, os
animais higidos foram submetidos a avaliacdo seminal antes de iniciar o experimento,
através de analises macroscopicas (volume, aspecto, odor) e microscopicas (motilidade
espermatica, vigor, concentragdo e morfologia espermatica).

Os animais eram submetidos a pesagens da massa corporea, sempre antes das
quimioterapias, sendo que houve uma discreta diminuigao deste valor no grupo tratado
com cisplatina G1 (media de 1,1 Kg) ao longo de todo o experimento. Os dados da

biometria dos testiculos serdo analisados e publicados posteriormente.
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3.2 Grupo Experimental

Os caes foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais de
quatro animais cada. O primeiro grupo denominado de G1 recebeu o protocolo de
diurese salina e a infusdo de cisplatina® na dose de 70 mg/m?, metoclopramida® (2
mg/Kg pela via intravenosa, 20 minutos antes da quimioterapia) e furosemida® (2
mg/Kg, pela via intravenosa, 5 minutos apos a administragdo de metoclopramida); o
segundo grupo denominado de G2 (grupo controle), recebeu 0 mesmo tratamento que
o grupo G1, porém sem a cisplatina3.

Foram avaliados sete momentos (1 a 7), referentes ao momento de colheita e
analise do ejaculado, sendo que cada grupo foi avaliado dentro dos momentos. Do
momento 1 ao momento 3 as analises de sémen foram realizadas sem dar inicio a
quimioterapia, visando estabelecer um padrao dos ejaculados dos animais. Somente
apos o terceiro momento, deu-se inicio a quimioterapia antiblastica.

Em ambos os grupos, os animais foram contidos em mesas de atendimento para a

realizacao de fluidoterapia e quimioterapia (Figura 1).



Figura 1. llustracdo fotografica de cdo contido na

mesa recebendo a quimioterapia e o protocolo de

diurese: Observar a sondagem uretral (A).

Apo6s anti-sepsia local, a veia cefdlica foi canulada com cateter n°. 20, para
realizacao de fluidoterapia prévia (2 horas antes da administragdo da cisplatina®), com
solucao fisiologica a 0,9% na dose de 25mL/kg/h.

A cisplatina®, na dose de 70mg/m?, foi diluida em solugéo fisioldgica a 0,9%, e
administrada durante 20 minutos, seguido de mais uma hora de fluidoterapia. As
infusdes da cisplatina foram efetuadas a cada 21 dias perfazendo um total de quatro
aplicagbes, sendo que um dia antes da administracdo do quimioterapico eram
realizados exames laboratoriais (hemograma, provas bioquimicas e eletroliticas)
(Apéndice 1). As colheitas de sémen e analises dos ejaculados foram realizadas trés
dias antes de cada quimioterapia, perfazendo, sempre, um intervalo de 21 dias entre as

analises.

3Cisplatex- Eurofarma Laboratério Ltda-Campo Belo-SP



10

3.3 Colheita de Sémen

Os animais foram treinados para colheita de sémen em ambiente tranquilo,
seguindo a técnica preconizada por MACPHERSON & PENNER (1967), ou seja, pelo
método da estimulagao digital (m&o enluvada), frente a uma fémea em estro. O pénis foi
limpo com gaze ou compressa seca, para evitar contaminagao.

A seguir, o bulbo peniano foi fixado manipulando-o através de contragbes
ritmicas manuais para que ocorresse a ejaculacao (Figura 2). Para a colheita utilizou-se
um funil devidamente limpo, adaptado a tubo Falcon graduado em 15 mL previamente
aquecido em banho Maria a 37 °C (Figura 3). A primeira fragcdo foi descartada, sendo
que a segunda e terceira fragdes espermaticas foram colhidas juntas. As colheitas
foram realizadas a cada 21 dias, em 7 momentos diferentes (onde cada momento
representa um dia inteiro de colheita de sémen de todos animais), perfazendo um total

de 56 colheitas de sémen durante todo o experimento.

:
E?

Figura 3. llustragcédo fotografica do

Figura 2. llustragdo fotografica funil coletor acoplado em tubo de
da colheita de sémen de céo: ensaio de plastico calibrado:
método da estimulag&o digital. observar ejaculado no interior do

tubo.
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3.4 Analise do Ejaculado

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

analisado macroscopicamente e microscopicamente.

3.4.1 Anadlise macroscopica

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

coloracao (aspecto) foi avaliada visualmente e odor subjetivamente.

3.4.2 Analise microscépica

3.4.2.1. Motilidade espermatica

Uma gota de sémen fresco foi colocada entre lamina e laminula, pré-aquecidas
a 37°C, e observada em microscopio de contraste de fase (Zeiss, Alemanha) com
aumento de 10X. A porcentagem de células com movimentos progressivos, variou de 0

(todas as células imoveis) a 100 (todas as células em movimento).

3.4.2.2. Vigor

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

movimento) a 5 (movimento retilineo).
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3.4.2.3. Concentracao espermatica

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

numero de células contadas foi expresso em espermatozodides por mL.

3.4.2.4. Morfologia espermatica

Depois de confeccionados os esfregacos de sémen em lamina de vidro, foram
fixados em formol salina durante 10 minutos em banho-Maria, a 37°C, secos em
temperatura ambiente, e armazenados. Posteriormente, as laminas foram coradas pelo
método de KARRAS modificado por PAPA et al. (1988) (MARTINS, 2005). Realizou-se
a contagem diferencial de 200 células em microscopio de contraste de fase (Zeiss,
Alemanha), com objetiva de imersao (100X). As alteragdes morfoldégicas foram
classificadas em defeitos maiores e menores, segundo o Manual para Exame
Androldgico e Avaliagdo de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal
(1998). No Método de caémara umida, o sémen foi colocado “a fresco” em tubo
eppendorf contendo formol salina tamponado até turvar a solugcdo, ficando assim
conservados os espermatozoides para posterior avaliacdo. Realizou-se a contagem
diferencial de 200 células em microscopio de contraste de fase, com objetiva de
imersao (100X), com o prévio instilar de uma gota da solugao fixada entre a lamina e a
laminula. Os defeitos analisados no método de ladmina corada foram os mesmos

analisados no método da camara umida; e foram divididos em:

» Defeitos maiores: Acrossomo; Patologia de cabeca (subdesenvolvida, isolada

patologica, estreita na base, piriforme, pequena anormal, contorno anormal,
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‘Pouch formation” e “knobbed”); Gota citoplasmatica proximal; Formas
teratolégicas; Defeitos de peca intermediaria; Patologia de cauda (fortemente

dobrada, dobrada com gota e enrolada na cabecga) e Formas duplas.

» Defeitos menores: Patologia da cabega (delgada, gigante, curta, larga,
pequena normal e isolada normal); Patologia da cauda e implantacao (retro e

abaxial, obliquo, dobrada ou enrolada) e Gota citoplasmatica distal.

3.5 Analise Estatistica

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

programa computacional GENES (CRUZ, 2001). Os dados foram transformados em

Al yt 0,5
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4. RESULTADOS

As colheitas de sémen ao longo do experimento foram realizadas sem
dificuldade, pois os animais ja se apresentavam condicionados e adaptados aos locais
de colheita, sendo realizadas sempre em ambientes tranquilos.

No decorrer do experimento alguns fatores intercorrentes foram importantes,
como o estresse notadamente marcado durante a diurese salina. Os animais eram
contidos fisicamente em uma mesa durante horas, era necessario a sondagem uretral
para melhorar a perfusado renal, em decorréncia do potencial nefrotéxico da cisplatina. A
cateterizacao uretral, além de ser um fator de estresse, contribuia para um quadro de
discreta cistite crbnica. Notadamente apos o término da diurese salina os animais
apresentavam-se prostrados. O grupo que recebeu a quimioterapia manifestava
episddios esporadicos de emese, diarréia e inapeténcia por um periodo maximo de até
48 horas. No entanto, ao longo das quimioterapias, o grupo tratado (G1) foi
apresentando diminuicao da manifestacao dos efeitos colaterais.

Os resultados da patologia espermatica, do referido experimento, apresentados
a seguir serao apenas das analises que diferiram estatisticamente. Diferentemente das
patologias espermaticas as avaliagdes de motilidade, vigor, volume e concentragao
serao comentados, embora ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos

nos sete momentos de analise.

4.1 Método da Lamina Corada

4.1.1 Defeito Maior

Os resultados da morfologia espermatica, método da |amina corada, coloragéo
de KARRAS modificado por PAPA et al. (1988), apresentaram como defeito maior, as

seguintes alteragodes:
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4.1.1.1 Acrossomo com Defeito: Os valores médios percentuais obtidos para
acrossomo com defeito (Figura 5) entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estao expressos na Figura 4.

ACROSSOMO COM DEFEITO- LAMINA
CORADA —o—G1
o
2 k20
w O 15 s | —=—GC2
o9y
° ‘D Q 10 n
X 0 5 "
EZ 0 et = a
< 8 0- inicio da
1 2 @ 4 5 6 7 quimiote_
MOMENTOS DE COLHETA E rapia no
ANALISE DE SEMEN G1

Figura 4. Evolugdo dos valores médios
percentuais de acrossomo com defeito nos
diferentes momentos de colheita e analise do
sémen. Observar o aumento desta patologia no
grupo G1 a partir do quinto momento, através

do método de ldmina corada.
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A avaliagdo dos dados indica que houve diferenca significativa (P<0,05) entre

0s grupos a partir do momento 5 e principalmente no momento 7.

Figura 5. llustracédo fotografica de Figura 6. llustracdo fotografica de
lamina corada: observar l&mina corada: observar
espermatozéide com cabeca espermatozéide com cabeca de
piriforme (A) e espermatozoide contorno anormal (A) e 0 mesmo
sem acrossomo- destacado (B). espermatozéide com insergdo de
Aumento: 100 vezes. Coloragao: cauda abaxial (B). Aumento: 100
KARRAS modificado por PAPA et vezes. Coloragao: KARRAS
al. (1988). modificado por PAPA et al. (1988).

4.1.1.2 Cabeca Piriforme: Os valores médios percentuais obtidos para cabeca
piriforme (Figura 5) avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos
de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o tratamento com

cisplatina no grupo G1, estao expressos na Figura 7.
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CABECA PIRIFORME-LAMINA CORADA
—o—G1
SO, 8
& w
g3 o
o 8 4 —a— G2
BE 2
°\° o O I T T T T T T inico da
1 2@ 4 5 6 7 O quimioterapia
MOMENTOS DE COLHEITA E no G1
ANALISE DE SEMEN

Figura 7. Evolu¢do dos valores médios
percentuais da patologia de cabega piriforme nos
diferentes momentos de colheita e analise do
sémen. Observar o aumento desta patologia
através do método de lamina corada no grupo

G1 a partir do momento 4.

Na observacédo dos dados verifica-se diferencga significativa (P<0,05) no grupo

G1 nos momentos 5,6 e 7.



Figura 8. llustracdo fotografica de

l&mina corada: observar
espermatozéide com cabeca
subdesenvolvida (A) e o mesmo
espermatozéide com GCP(B).
Aumento: 100 vezes. Coloracgao:
KARRAS modificado por PAPA et
al. (1988).

4.1.1.3 Cabec¢a Subdesenvolvida: Os valores médios percentuais obtidos para
cabeca subdesenvolvida (Figura 8) avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos

diferentes momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apos

Figura 9. llustracdo fotografica de
l&mina corada: observar
espermatozéide com cabeca
estreita na base (A). Aumento:
100 vezes. Coloracao: KARRAS
modificado por PAPA et al.
(1988).

o tratamento com cisplatina no grupo G1, estdo expressos na Figura 10.
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CABEGA SUBDESENVOLVIDA- LAMINA
CORADA . G1
5 4
5 o
P4
<< .S —a—G2
(&) [m)
w g S 1 / \
= 2 o —M'_'
T ® 1 24 5 6 7 inico da
MOMENTOS DE COLHEITA E quimiotera
ANALISE DE SEMEN pia no G1

Figura 10. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de cabeca
subdesenvolvida nos diferentes momentos de
colheita e analise do sémen. Observar o aumento
desta patologia através do método de Ilamina
corada no grupo G1 a partir do momento 5 e

decréscimo a partir do momento 6.

A avaliacao dos dados indica que houve diferencga significativa (P<0,05) entre os

grupos no momento 6 .

4.1.1.4 Cabeca Estreita na Base: Os valores médios percentuais obtidos para
cabeca estreita na base (Figura 9) avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos
diferentes momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apos

o tratamento com cisplatina no grupo G1, estdo expressos na Figura 11.
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CABEGA ESTREITA NA BASE-LAMINA

CORADA
Zl’“‘zt ——G1
B, 19
<EH 1
TR, Vd
weaom 05 ﬁ! m )
D",', 0
2w

12@4567

MOMENTOS DE COLHEITA O inicio da
E ANALISE DE SEMEN quimioterapia
no G1

Figura 11. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de cabeca estreita na
base nos diferentes momentos de colheita e
anadlise do sémen. Observar o aumento desta
patologia através do método de lamina corada no

grupo G1 a partir do momento 6.

Foi observado diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos dentro do

momento 7 .

4.1.1.5 Cabeca com Contorno Anormal (CCA): Os valores médios percentuais
obtidos para CCA (Figura 6) avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estao expressos na figura 12.



21

CABEGA COM CONTORNO ANORMAL-
LAMINA CORADA
——G1
S 6
O 4 e
g 2 _!,4:.74>-(—-/——I —=—G2
X o =TT
1 2@4 5 6 7
MOMENTOS DE COLHEITA inicio da
E ANALISE DE SEMEN gglggoterapla

Figura 12. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de CCA nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen.
Observar o aumento desta patologia através do
método de lamina corada no grupo G1 a partir do

momento 5.

Foi verificado diferencga significativa (P<0,05) entre os grupos no momento6e 7 .

4.1.1.6 “Pouch Formation”: Os valores médios percentuais obtidos para “pouch
formation” avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de
colheita e andlise do sémen, realizadas antes, durante e apds o tratamento com

cisplatina no grupo G1, estao expressos na figura 13.
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"POUCH FORMATION"-LAMINA CORADA

——G1

o —_
o O =~ O
|

: -8 G2
12@4567

MOMENTOS DE COLHEITA O inicio da

A . quimioterapia
E ANALISE DE SEMEN no G1

% DE "POUCH
FORMATION"

Figura 13. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de “pouch formation” nos
diferentes momentos de colheita e analise do
sémen. Observar o aumento desta patologia
através do método de lamina corada no grupo G1

no momento 5.

Notou-se diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 5.

4.1.1.7 Gota Citoplasmatica Proximal (GCP): Os valores médios percentuais
obtidos para GCP (Figura 8) avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estao expressos na figura 14.



23

GCP-LAMINA CORADA

u s VN
w
o 5 -8 G2
2 —
0 T T T T T
1 2 @ 4 5 6 7
MOMENTOS DE COLHEITA O inicio da

o . quimioterapia
E ANALISE DE SEMEN no G1

Figura 14. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de GCP nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen.
Observar o aumento desta patologia através do
método de Iamina corada no grupo G1 e G2 a partir
do momento 5 e decrescendo a partir do momento
6.

Os dados demonstraram diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos no

momento 6 e 7.

4.1.1.8 Formas Teratolégicas: Os valores médios percentuais obtidos para os
espermatozdides com formas teratoldgicas avaliados entre os dois grupos (G1 e G2)
nos diferentes momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e

apo6s o tratamento com cisplatina no grupo G1, estdo expressos na figura 15.
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FORMAS TERATOLOGICAS- LAMINA
CORADA

——G1
2 -
= 8 15
S o) @ 1 > —=—G2
W E O 05
oK 0 —.—v—.—v—.#
X+ 1 2@4 5 6 7 inicio da
quimioterapia
MOMENTOS DE COLHEITAE no G1

ANALISE DE SEMEN

Figura 15. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de formas teratolégicas
nos diferentes momentos de colheita e analise do
sémen. Observar o aumento desta patologia
através do método de lamina corada no grupo G1 a

partir do momento 6.

O estudo dos dados indica que houve diferencga significativa (P<0,05) entre os

grupos no momento 7.

4.1.1.9 Peca Intermediaria (Pl) Alterada: Os valores médios percentuais
obtidos para Pl (Figura 17) avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estao expressos na figura 16.



PEGA INTERMEDIARIA ALTERADA- LAMINA

CORADA
< ——G1
aa 15
w é 10 A
o /
sk 0 ¥ —a—G2
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<
1 2 @ 4 5 6 7
MOMENTOS DE COLHEITA inigiq da _
E ANALISE DE SEMEN quimioterapia
no G1

Figura 16. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de Pl nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen.
Observar o aumento desta patologia através do
método de lamina corada no grupo G1 a partir do

momento 5 e decréscimo a partir do momento 6.

Notou-se diferencga significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 6 .
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Figura 17. llustragdo fotografica
de lamina corada: observar
espermatozoéide com PI alterada
(A) e espermatozoide com
cauda fortemente dobrada (B).
Aumento: 100 vezes. Coloracgao:
KARRAS modificado por PAPA
et al. (1988).

Figura 18. llustragdo fotografica

de lamina corada: observar
espermatozéide com cauda
enrolada na cabegca (A) e
espermatozéide com cauda
dobrada em gota (B).
Aumento: 100 vezes. Coloracgao:
KARRAS modificado por PAPA
et al. (1988).
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4.1.1.10 Cauda Fortemente Dobrada (CFD): Os valores médios percentuais
obtidos para CFD (Figura 17) avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apos o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estdo expressos na figura 19.
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CAUDA FORTEMENTE DOBRADA- LAMINA

CORADA
——G1
0 20
(3
w 10 Y = G2
Q M
X 0

1 2@ 4 5 6 7 o
O inicio da

MOMENTOS DE COLHEITA quimioterapia

E ANALISE DE SEMEN no G1

Figura 19. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de CFD nos diferentes
momentos de colheita e anadlise de sémen.
Observar o aumento desta patologia através do
método de lamina corada no grupo G1 a partir do

momento 5.

A avaliagao dos dados indica que houve diferenga significativa (P<0,05) entre os

grupos no momento 7.

4.1.1.11 Cauda Dobrada com Gota (CDG): Os valores médios percentuais
obtidos para CDG (Figura 18) avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apés o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estao expressos na figura 20.
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CAUDA DOBRADA COM GOTA- LAMINA

CORADA o
Q g

[a]

O 4 A\ = G2
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1 2@4 5 6 7 inicio da
MOMENTOS DE COLHEITA O gg'rg;merap'a
E ANALISE DE SEMEN

Figura 20. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de CDG nos diferentes
momentos de colheita e analise de sémen.
Observar o aumento desta patologia através do
método de lamina corada no grupo G1 a partir do

momento 5 e decréscimo a partir do momento 6.

O estudo dos dados indica que houve diferenga significativa (P<0,05) entre os

grupos no momento 6.

4.1.1.12 Cauda Enrolada na Cabeca: Os valores médios percentuais obtidos
para CEC (Figura 18) avaliados entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estao expressos na figura 21.
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CAUDA ENROLADA NA CABEGA- LAMINA
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E ANALISE DE SEMEN

Figura 21. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de CEC nos diferentes
momentos de colheita e analise de sémen.
Observar o aumento desta patologia através do
método de lamina corada no grupo G1 a partir do

momento 5.

A observacdo dos dados demonstra diferenca significativa (P<0,05) entre os

grupos no momento 6 e 7.

4.2 Método da Camara Umida

Para as analises morfolégicas do sémen, as patologias foram dividas em defeito

maior € menor.

4.2.1 Defeito Maior

Os resultados da morfologia espermatica, método da camara umida,

apresentaram como defeito maior, as seguintes alteragdes:
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4.2.1.1 Acrossomo com Defeito: Os valores médios percentuais obtidos para
acrossomo com defeito entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de
colheita e andlise do sémen, realizadas antes, durante e apds o tratamento com

cisplatina no grupo G1, estdo expressos na Figura 22.

ACROSSOMO COM DEFEITO-CAMARA

UMIDA

o O ——G1

= ':6
w 3 E4
o w g

7]
=002 A

23%"

o 4 2 @4 5 6 7
O inicio da
MOMEN’TOS DE CQLHEITA E quimioterapia
ANALISE DE SEMEN no G1

Figura 22. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de acrossomo com defeito
nos diferentes momentos de colheita e analise de
sémen. Observar o aumento desta patologia no
método da camara umida no grupo G1 a partir do

momento 4 e decréscimo a partir do momento 6.

Foi verificado diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 5,6 e 7.

4.2.1.2 Cabeca Piriforme: Os valores médios percentuais obtidos para cabeca
piriforme entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de colheita e analise
do sémen, realizadas antes, durante e apds o tratamento com cisplatina no grupo G1,

estdo expressos na Figura 23.
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CABECA PIRIFORME-CAMARA UMIDA
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Figura 23. Evolugdo dos valores meédios
percentuais da patologia de cabeca piriforme nos
diferentes momentos de colheita e andlise de
sémen. Observar o aumento da patologia no
método da camara umida no grupo G2 a partir do
momento 3 e um aumento do grupo G1 a partir do
momento 5 e posterior decréscimo apos o

momento 6.

A avaliagao dos dados indica que houve diferenga significativa (P<0,05) entre os

grupos no momento 4,6 e 7.

4.2.1.3 Cabec¢a Subdesenvolvida: Os valores médios percentuais obtidos para
cabecga subdesenvolvida entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de
colheita e andlise do sémen, realizadas antes, durante e apds o tratamento com

cisplatina no grupo G1, estdo expressos na Figura 24.



32

CABECA SUBDESENVOLVIDA-CAMARA UMIDA
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Figura 24. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de cabecga
subdesenvolvida nos diferentes momentos de
colheita e andlise de sémen. Observar o
aumento desta patologia no método da camara
umida no grupo G1 a partir do momento 5 e

decréscimo a partir do momento 6.

Foi observado diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 6.

4.2.1.4 Cabeca Estreita na Base: Os valores médios percentuais obtidos para
CEB entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de colheita e analise do
sémen, realizadas antes, durante e apos o tratamento com cisplatina no grupo G1,

estdo expressos na Figura 25.



33

CABEGA ESTREITA NA BASE- CAMARA UMIDA
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Figura 25. Evolugao dos valores médios percentuais
da patologia cabeca estreito na base nos diferentes
momentos de colheita e andlise de sémen. Observar
o aumento desta patologia no método da camara
umida no grupo G1 a partir do momento 3 e
subsequente decréscimo a partir do momento 4 e
novamente, aumento a partir do momento 5 e

decréscimo a partir do momento 6.

Foi verificado diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 4 , 6 e

4.2.1.5 Cabega com Contorno Anormal: Os valores médios percentuais obtidos
para CCA entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de colheita e
analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o tratamento com cisplatina no

grupo G1, estdo expressos na Figura 26.
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CABEGA COM CONTORNO ANORMAL-
CAMARA UMIDA
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Figura 26. Evolucdo dos valores médios
percentuais da patologia CCA nos diferentes
momentos de colheita e andlise de sémen.
Observar o aumento desta patologia no método
da cadmara umida no grupo G1 a partir do

momento 5 e decréscimo a partir do momento 6.

Na observagdo dos dados verifica-se diferenca significativa (P<0,05) entre os

grupos nos momentos 4 € 6 .

4.2.1.6 “Knobbed”: Os valores médios percentuais obtidos para a patologia de
“knobbed” (Figura 29) entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de
colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apdés o tratamento com

cisplatina no grupo G1, estdo expressos na Figura 27.
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Figura 27. Evolugdo dos valores médios de
“knobbed” nos diferentes momentos de analise de
sémen. Observar o aumento desta, no método da

camara umida no grupo G1 a partir do momento 5.

Foi notado diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 7.

Figura 28. llustragdo fotografica Figura 29. llustragéo fotografica
de Cémara um|da Observar no de Cémara L’Jm|da Observar CFD
mesmo espermatozdide com (A). Aumento: 100 vezes.

“knobbed” (A) e formas duplas
(cauda dupla) (B). Aumento: 100

vezes.
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4.2.1.7 Gota Citoplasmatica Proximal (GCP): Os valores médios percentuais
obtidos para a patologia de GCP (Figura 30) entre os dois grupos (G1 e G2) nos
diferentes momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apos

o tratamento com cisplatina no grupo G1, estdo expressos na figura 30.

GCP- CAMARA UMIDA
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o . quimioterapia
E ANALISE DE SEMEN no G1

Figura 30. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de GCP nos diferentes
momentos de colheita e analise de sémen.
Observar o aumento desta patologia no método da

camara umida no grupo G1 a partir do momento 5.

Foi observada diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 6 e 7.

4.2.1.8 Formas Teratolégicas: Os valores médios percentuais obtidos para a

patologia de formas teratolégicas entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
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momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estdo expressos na Figura 31.

FORMAS TERATOLOGICAS - CAMARA UMIDA
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Figura 31. Evolugdo dos valores médios
percentuais da patologia de formas teratolégicas
nos diferentes momentos de colheita e analise de
sémen. Observar o aumento desta patologia no
método da camara umida no grupo G1 a partir do

momento 5 e decréscimo a partir do momento 6.

Observou-se que houve diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 6
e’.

4.2.1.9 Peca Intermediaria Alterada (Pl): Os valores médios percentuais
obtidos para a patologia de Pl entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos
de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o tratamento com

cisplatina no grupo G1, estdo expressos na figura 32.
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Figura 32. Evolugdo dos valores médios
percentuais de Pl alterado nos diferentes
momentos de colheita e analise de sémen.
Observar o aumento desta patologia no método da
camara umida no grupo G1 a partir do momento 5

e subsequente decréscimo a partir do momento 6.

Foi constatado que houve diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos nos

momentos 4,6 e 7.

4.2.1.10 Cauda Fortemente Dobrada (CFD): Os valores médios percentuais
obtidos para a patologia de CFD (Figura 30) entre os dois grupos (G1 e G2) nos
diferentes momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds

o tratamento com cisplatina no grupo G1, estdo expressos na figura 33.
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Figura 33. Evolugdo dos valores médios
percentuais de CFD nos diferentes momentos de
colheita e analise de sémen. Observar o aumento
desta patologia no método da camara umida no

grupo G1 a partir do momento 5.

Foi observada diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 7 .

4.2.1.11 Cauda Dobrada com Gota (CDG): Os valores médios percentuais
obtidos para a patologia de CFD entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estao expressos na figura 34.
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Figura 34. Evolugdo dos valores médios
percentuais de CDG nos diferentes momentos de
colheita e analise de sémen. Observar o aumento
desta patologia no método da camara umida no
grupo G1 a partir do momento 5 e leve decréscimo

a partir do momento 6.

Foi verificada diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos nos momentos 6 e

4.2.1.12 Cauda Enrolada na Cabeca: Os valores médios percentuais obtidos
para a patologia de CEC entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de
colheita e anadlise do sémen, realizadas antes, durante e apdés o tratamento com

cisplatina no grupo G1, estdo expressos na figura 35.
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CAUDA ENROLADA NA CABEGA- CAMARA
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Figura 35. Evolugdo dos valores médios
percentuais de CEC nos diferentes momentos de
colheita e analise de sémen. Observar o aumento
desta patologia no método da camara umida no
grupo G1 a partir do momento 5 e decréscimo a

partir do momento 6.

Verificou-se diferencga significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 6 e 7.

4.21.13 Formas Duplas: Os valores médios percentuais obtidos para a
patologia de formas duplas (Figura 27) entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes
momentos de colheita e analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o

tratamento com cisplatina no grupo G1, estao expressos na figura 36.
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Figura 36. Evolugdo dos valores médios
percentuais de espermatozoide com formas duplas
nos diferentes momentos de colheita e analise de
sémen. Observar o aumento desta patologia no
método da camara umida no grupo G1 a partir do
momento 4 e leve decréscimo a partir do momento
6.
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Foi observado diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos em todos os

momentos.

4.3 Defeito Maior, Menor e Total

O defeito total

porcentagem nos dois tipos de avaliagado morfologica espermatica.

€ a soma dos defeitos maiores e defeitos menores em
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4.3.1 Lamina Corada

4.3.1.1 Defeito Maior: Os valores médios percentuais obtidos para patologia de
defeito maior entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de colheita e
analise do sémen, realizadas antes, durante e apos o tratamento com cisplatina no

grupo G1, estdo expressos na figura 37.

DEFEITO MAIOR- LAMINA CORADA
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Figura 37. Evolugdo dos valores médios
percentuais de espermatozéide com defeito maior
nos diferentes momentos de colheita e analise de
sémen. Observar o aumento desta patologia no
método de lamina corada no grupo G1 a partir do

momento 5.

Foi observado diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos nos momentos 6

e’.
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4.3.1.2 Defeito Menor: Os valores médios percentuais obtidos para patologia de
defeito menor entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de colheita e
analise do sémen, realizadas antes, durante e ap6s o tratamento com cisplatina no

grupo G1, estdo expressos na figura 38.
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Figura 38. Evolugdo dos valores médios
percentuais de espermatozéide com defeito maior
nos diferentes momentos de colheita e analise de
sémen. Observar o aumento desta patologia no
método de lamina corada no grupo G2 a partir do
momento 3 e subseqliente decréscimo a partir do

momento 4.

Foi verificado diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 4.

4.3.1.3 Defeito Total: Os valores médios percentuais obtidos para patologia de
defeito total entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de colheita e
analise do sémen, realizadas antes, durante e ap6s o tratamento com cisplatina no

grupo G1, estdo expressos na figura 39.
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DEFEITO TOTAL- LAMINA CORADA

—o—G1

40
30 a /—’
20 —a—G2
10 ﬁgk
0 T T T T T T
1 2 @ 4 5 6 7 inicio da
O quimioterapia

MOMENTOS DE COLHEITA no G1

E ANALISE DE SEMEN

% de defeito total

Figura 39. Evolugcdo dos valores médios
percentuais de espermatozoide com defeito total
nos diferentes momentos de colheita e analise de
sémen. Observar o aumento desta patologia no
método de lamina corada no grupo G1 a partir do

momento 4.

Foi notado diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos nos momentos 6 e 7.

4.3.2 Camara Umida

4.3.2.1 Defeito Maior: Os valores médios percentuais obtidos para patologia de
defeito maior entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de colheita e
analise do sémen, realizadas antes, durante e ap6s o tratamento com cisplatina no

grupo G1, estdo expressos na figura 40.
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Figura 40. Evolugdo dos valores médios
percentuais de espermatozéide com defeito maior
nos diferentes momentos de colheita e analise de
sémen. Observar o aumento desta patologia no
método de camara umida no grupo G1 a partir do

momento 4.

Foi observado diferencga significativa (P<0,05) entre os grupos nos momentos 6 e

4.3.2.2 Defeito Menor: Os valores médios percentuais obtidos para patologia de
defeito menor entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de colheita e

analise do sémen, realizadas antes, durante e apds o tratamento com cisplatina no

grupo G1, estao expressos na figura 41.



47

DEFEITO MENOR- CAMARA UMIDA
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Figura 41. Evolugdo dos valores médios
percentuais de espermatozéide com defeito maior
nos diferentes momentos de colheita e analise de
sémen. Observar o aumento desta patologia no
método de camara umida no grupo G2 a partir do
momento 3 e subseqliente decréscimo a partir do

momento 4.

Foi observado diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos no momento 4 .

4.3.2.3 Defeito Total: Os valores médios percentuais obtidos para patologia de
defeito total entre os dois grupos (G1 e G2) nos diferentes momentos de colheita e
analise do sémen, realizadas antes, durante e ap6s o tratamento com cisplatina no

grupo G1, estdo expressos na figura 42.
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Figura 42. Evolugdo dos valores médios
percentuais de espermatozoide com defeito total
nos diferentes momentos de colheita e analise de
sémen. Observar o aumento das patologias no
método de camara umida no grupo G2 a partir do
momento 3 e subseqliente decréscimo a partir do
momento 4 e também, aumento das patologias no
grupo G1 a partir do momento 5 e discreto

decréscimo a partir do momento 6.

Foi verificado diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos nos momentos 4, 6

e’.
Quando se confrontou as médias percentuais das patologias maior, menor e

total, dos métodos de lamina corada e camara umida, observou-se que nao houve

diferenga significativa (P<0,05) entre elas.
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5. DISCUSSAO

A incidéncia da patologia de acrossomo é comum, mesmo em animais que
apresentam boa fertilidade. O desenvolvimento de acrossomo com defeito parece estar
relacionado com problemas genéticos, exatamente durante o processo de diferenciagcéo
espermatica e também por influéncias ambientais como o estresse (BARTH & OKO
1989). Portanto, ao observarmos no método de |lamina corada (Figura 4), podemos
inferir que a partir do momento 6, que corresponde a um ciclo espermatico completo, o
numero desta patologia no grupo tratado com cisplatina (G1) aumentou. E que pelo
método de camara umida (Figura 22) houve um aumento desta patologia no grupo G1,
a partir do momento 4, chegando na sua porcentagem maxima no momento 6 e com
discreto decréscimo no momento 7, podemos inferir, que a cisplatina atua no epitélio
germinativo, no processo de formagao espermatica.

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

Conforme relatado por SEAGER (1986) e BARTH e OKO (1989), na maioria dos
casos de defeitos de cabega piriforme, ha uma forte correlagdo na mudanca da funcao
testicular em decorréncia de disturbios de termorregulacéo dos testiculos ou através de
disfungédo enddcrina testicular, que pode ser causada por fatores intrinsecos ou
extrinsecos, afetando diretamente a espermatogénese. Observou-se, no método de
lamina corada (Figura 7), um aumento ascendente desta patologia no grupo G1 nos
momentos pds-quimioterapia, em especial no momento 7. Um discreto aumento desta
patologia no grupo G2, nos momentos 6 e 7. Ja pelo método de camara umida, houve
um aumento ascendente desta patologia, no grupo G1, a partir do momento 5,
chegando na sua porcentagem maxima no momento 6 e com discreto decréscimo no

momento 7, sugerindo, nos dois métodos, que a cisplatina pode influenciar a
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espermatogénese no cdo. Um aumento desta patologia no grupo G2, no momento 4
pode ser em virtude que esse grupo, assim como no método de |lamina corada, também
sofreu estresse ambiental, principalmente pelo protocolo de diurese salina, embora nao
recebendo a cisplatina.

A patologia de cabega subdesenvolvida tem baixa frequéncia de ocorréncia, e
nao ha relatos especificos indicando que este defeito seja causa de infertilidade. Sua
etiologia ainda ndo € bem determinada, no entanto supbe-se que o problema ocorra
durante a espermiogénese. Observa-se que quando ha disturbios na espermatogénese
por determinados fatores, ha um aumento no numero desta patologia associado as
demais patologias espermaticas (BARTH & OKO, 1989). Segundo KNUDSEN (1954)
varias mudangas ambientais e organicas dos animais podem levar a uma divisdo
desigual dos cromossomos no momento da diferenciagido espermatica, com perda do
material nuclear. Portanto, esta divisdo acidental dos cromossomos pode ocorrer
freqientemente, sendo que apenas algumas células sobrevivem a todo o processo de
espermatogénese e espermiogénese permanecendo intactas no ejaculado. Pelo
método de lamina corada (Figura 10) observamos que houve um aumento deste
defeito, no grupo G1, a partir do momento 5 e chegando no seu valor maximo no
momento 6 (63 dias apds inicio da quimioterapia) quando se completa um ciclo celular.
Inferindo disturbios na espermatogénese ocasionados pela cisplatina, porém nao se
pode determinar o motivo da diminuigao no grupo G1 no momento 7.

O desenvolvimento da cabeca estreita na base pode ser de origem genética ou
ambiental. Algumas influéncias adversas podem acarretar anormalidades hormonais ou
eventos metabdlicos extrinsecos ou intrinsecos das células de sertoli, afetando
diretamente o desenvolvimento da espermatide. O dano também pode ocorrer no
espermatocito primario, predispondo o desenvolvimento de disturbios na espermatide
(BARTH & OKO, 1989). Com isso, € importante observarmos no método de lamina
corada (Figura 11), que houve um aumento desta patologia no grupo G1, a partir do
momento 6 e ainda, no método de camara umida (Figura 25) que houve um aumento
desta patologia no grupo G1, a partir do momento 3 e subseqiiente decréscimo a partir

do momento 4 e novamente, aumento a partir do momento 5 e decréscimo a partir do
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momento 6, sugerindo que a cisplatina pode ter induzido disturbios nas espermatides
primarias.

Segundo BARTH e OKO, (1989), os fatores que controlam a formacgao da cabeca
podem ser de origem genética (erros durante a espermatogénese) ou sofrer influéncias
externas. Os primeiros sinais histoloégicos observados durante falhas na
espermatogénese (vacuolizagdo citoplasmatica e danos no fuso mitético na metafase
da espermatide primaria), foram ocasionadas por estresse ambiental, lesées locais ou
outras afecgdes. Portanto, observa-se, no grafico, que ha um aumento ascendente de
cabega com contorno anormal no método de lamina corada, no grupo G1, a partir do
momento 5 atingindo o seu apice no momento 7. E ja, no método de cadmara umida
houve um aumento desta patologia no grupo G1 a partir do momento 5 e decréscimo a
partir do momento 6, deduzindo que a cisplatina pode acarretar danos na
espermatogénese. E ainda, observa-se aumento da mesma no grupo G2, a partir do
momento 3 e subsequente decréscimo a partir do momento 4 o que pode ser explicado
pelo estresse ambiental da diurese salina.

BANE e NICANDER (1965) relataram um unico caso onde a patologia de “pouch
formation” ocorreu simultaneamente a disturbios da espermatogénese, o que inclui um
decréscimo na concentragao espermatica, decréscimo de motilidade e um elevado
indice de outras patologias espermaticas. De acordo com BARTH e OKO (1989), a
incidéncia desta patologia também esta relacionada ao estresse, doencgas, falta de
alimento e condi¢gdes climaticas. OKO (1977), sugeriu que a condicdo de estresse
poderia levar a um desequilibrio hormonal, o que resultaria na formacao desta
patologia.

HEATH e OTT (1982) reportaram um caso onde uma afecgao do trato reprodutor
levou ao aparecimento de 79% de patologia “pouch formation”, entretanto seis semanas
depois, as células espermaticas estavam livres da presenca de crateras, que
caracteriza esta patologia. O aumento discreto desta patologia detectado somente no
método de lamina corada (Figura 13), no grupo G1, no momento 5, infere que esse
aumento possa ser devido a quimioterapia e um aumento transitério devido ao aumento

das outras patologias.



52

Quando o “Knobbed” é encontrado com uma variedade de outros defeitos como
vacuolizagcdo nuclear ou nucleos disformes, pode ser devido a adversidades
ambientais, termorregulacdo, doengas sistémicas, toxicidade ou deficiéncia nutricional
levando a degeneracao testicular (BARTH & OKO, 1989). O aumento ascendente desta
patologia, somente no método de camara umida (Figura 27), no grupo G1 a partir do
momento 4, chegando ao seu valor maximo no momento 7, propde que a cisplatina
pode provocar degeneragao do epitélio germinativo.

A gota citoplasmatica proximal (CGP) é considerada um sinal de uma
espermiogénese anormal, e comumente esta associada a uma variedade de outros
defeitos espermaticos. Sabe-se que durante a espermiogénese, a espermatide muda
de uma forma redonda para uma célula alongada, o citoplasma € puxado para tras,
progressivamente, da cabecga para a regido da cauda do espermatozoide. Sugere-se,
portanto, ser um problema secundario, ou seja, esta relacionado a problemas durante a
maturagdo espermatica no epididimo (SEAGER, 1986; BARTH & OKO, 1989). O
presente estudo, demonstra, no método de lamina corada (Figura 14), um aumento
significativo no grupo G1 a partir do momento 5 e decréscimo a partir do momento 6,
mas ainda permanecendo alta quando comparado com a porcentagem desta patologia
antes do inicio da quimioterapia e que assume o mesmo comportamento no método de
camara umida (Figura 30), também. Isto propde que a cisplatina pode ter alterado a
espermiogénese durante a maturagdo no epididimo. O aumento de GCP, nos dois
métodos de avaliagdo, no grupo G2 pode ser explicado, pelo estresse da diurese
salina.

As formas teratoldgicas sao caracterizadas por uma aberracdo severa nas
estruturas celulares do espermatozoide, ndao permitindo seu reconhecimento como
célula espermatica. Acredita-se que as formas teratoldgicas estdo sempre associadas
a disturbios da espermatogénese, através de processos inflamatorio locais ou
degeneracao do epitélio germinativo das células primordiais (BARTH & OKO, 1989). As
porcentagens de teratologia espermaticas obtidas no método de lamina corada (Figura
15) demonstram um aumento a partir do momento 6 no grupo G1, e ja no método de

camara umida (Figura 31) constatamos um aumento a partir do momento 5 no grupo G1
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e decréscimo a partir do momento 6, mas ainda permanecendo alta quando comparado
com a porcentagem desta patologia antes do inicio da quimioterapia, evidenciando
uma possivel influéncia do quimioterapico na espermatogénese.

A pega intermediaria alterada (Pl) € comumente observada nas preparagdes
seminais rotineiras, sdo induzidas por preparagdes laboratoriais. A continuada
exposicao do sémen a substancias hipotdnicas resulta num alto indice de patologias de
pecas intermediarias. No entanto, em algumas experimentagbes sugeriram que o
aparecimento desta patologia poderia estar relacionado a um disturbio da formagao da
cauda, durante a espermiogénese (BARTH & OKO, 1989). Observa-se no método de
ldmina corada (Figura 16), o maior aumento destes defeitos no grupo G1, no momento
6 (63 dias apds o inicio da quimioterapia) quando se completa um ciclo espermatico e
um subsequente declinio, inexplicavel, da patologia no grupo G1, no momento 7 e
assumindo estes mesmos comportamentos no método de Camara umida (Figura 32),
sugerindo uma agao da cisplatina sobre o epitélio epididimario.

As patologias de cauda podem apresentar-se de diversas formas, como a cauda
fortemente enrolada sobre o proprio eixo da peca intermediaria (CFD) (Figura 17-B) ou
apenas com uma dobra assumindo variadas formas (CFD e quando apresenta gota
citoplasmatica é CDG) (Figura 18-B) ou uma ou varias vezes enrolada na cabeca
(CEC) (Figura 18-A). As ocorréncias destas patologias espermaticas podem estar
relacionadas a exposicdo do sémen a solugdes hipotdnicas e as técnicas de
congelamento, como também o aparecimento deste defeito durante a passagem do
ejaculado pelo epididimo (BARTH & OKO, 1989). SWANSON e BOYD (1961)
mostraram que o sémen comecgava a adquirir esta patologia quando migrava através
do epididimo. Este achado sugere que este defeito pode estar associado a uma
sensibilidade seminal aos ions adquiridos na cauda do epididimo. E ainda, acredita-se
que esta patologia esteja associada a continua exposi¢cao a secregdes epididimais
anormais.

O epitélio epididimario e sua fungcdo sdo extremamentes sensiveis aos niveis de
testosterona, por isso supde-se que o funcionamento inadequado do epididimo esteja

relacionado com algum mecanismo de baixa producado de testosterona, entre eles
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podemos citar o estresse, baixa atividade tiroidiana, febre, uso de estradiol. No entanto,
em alguns casos, esta patologia se origina de uma fragilidade na Pl distal ocorrida
durante a espermiogénese, conforme relatado por BARTH e OKO (1989). Quando
observamos o aumento ascendente da CFD, no método de lamina corada (Figura 19),
no grupo G1, a partir do momento 5 e no método de camara umida (Figura 33) assume
0 mesmo comportamento, supbe-se que a cisplatina tenha alterado o epitélio
epididimario ou ainda a dindmica ibnica. A baixa producdo de testosterona é uma
inferéncia com menor relevancia, a medida que esta diminuiria a libido, que parece nao
ter ocorrido nos grupos G1 e G2, embora esta atividade nao tenha sido objeto de
estudo no presente experimento.

O aumento de CDG no método de lamina corada (Figura 20), no grupo G1, a
partir do momento 5 atingindo o valor maximo no momento 6 e subseqlente
decréscimo no momento 7 e no método de camara umida (Figura 34) ocorre um
aumento deste defeito no grupo G1, a partir do momento 5 atingindo o valor maximo no
momento 6 e discreto decréscimo no momento 7, pode demonstrar que a cisplatina
influencie a maturagédo espermatica no epididimo. E o aumento de CEC no método de
ldmina corada (Figura 21), no grupo G1, a partir do momento 5, chegando na sua
porcentagem maxima no momento 6 e se mantendo, também, no momento 7 € no
método de camara umida (Figura 35) assumindo o mesmo comportamento, infere que a
cisplatina tenha alterado a funcao epididimaria.

As patologias de formas duplas incluem espermatozoéides com cabega ou cauda
dupla. Nao foram encontradas referéncias sobre espermatozoides com cabeca dupla.
Segundo BARTH e OKO (1989), espermatozdides de cauda dupla podem ocorrer com
a presenga de cauda abaxial, e ainda, espermatozoéides com implantagdo com cauda
tripla pode ser encontrada, porém é raro. Estudos, demonstraram que cauda dupla
poderia estar envolvida com baixa concentracdo e motilidade (WENKOFF, 1978).
Porém, esta condicdo nao foi observada. Em outro estudo, concluiu-se que esta
condigao € incompativel com a fertilizacdo do odcito e desenvolvimento embrioldgico
(BARTH & OKO, 1989).
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Segundo o Manual para Exame Andrologico e Avaliagdo de Sémen Animal, do
CBRA- Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (1998), a proporgdo de defeitos
maiores nao deve ser superior a 10%. O aumento das porcentagens no método de
lamina corada (Figura 37) e de camara umida (Figura 40), no grupo G1 a partir do
momento 4, onde se observa, ainda, as médias das patologias dos dois grupos sempre
dentro de um padrao aceitavel para a fertilidade (menor que 10 %), comeca a elevar-se
no grupo tratado com quimioterapia, até chegar a um valor trés vezes superior ao
permitido, para um cao apto a reproducdo. Com isso, sugere que a cisplatina interfere
de forma significativa na performance reprodutiva de caes.

Os defeitos menores sao aqueles defeitos morfolégicos que possuem baixos
efeitos sobre a fertilidade (BARTH & OKO, 1989). O aumento de defeito menor no
método de Iamina corada (Figura 38) e no método de camara umida (Figura 41), no
grupo G2 (grupo que nao recebeu a quimioterapia) no momento 4 foi devido a um dos
cées deste grupo que apresentou 35% e 75 % de gota citoplasmatica distal,
respectivamente nos métodos de avaliagdes espermaticas supracitados, sendo que
ap6s o momento 2, este cado sempre apresentou uma porcentagem maior deste defeito
quando comparado aos demais, evidenciando uma variabilidade individual.

Segundo o Manual para Exame Androloégico e Avaliagdo de Sémen Animal, do
CBRA- Colégio Brasileiro de Reproducdao Animal (1998), a proporcao de defeitos
maiores e menores no sémen de cao deve ser no maximo de 20%. O aumento de
defeitos totais no método de lamina corada (Figura 39) e camara umida (Figura 42), no
grupo G1, a partir do momento 5 chegando na sua porcentagem maxima no momento 6
e mantendo-se no momento 7 no método de |amina corada e assumindo um leve
decréscimo no método de camara umida, demonstra que a porcentagem de defeitos
totais, que antes do inicio da quimioterapia era por volta de 5 % nos dois grupos,
elevou-se em mais de 30%, no grupo G1, quando é completado um ciclo espermatico
no momento 6 (63 dias apos o inicio da quimioterapia). E importante ressaltar que o
maximo aceitavel € de 20% para aptidao reprodutiva. Isto pode supor que a cisplatina
influéncia de forma significativa na qualidade espermatica, podendo apresentar efeitos

citotoxicos, tanto em epitélio germinativo (espermatogénese) como no epitélio
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epididimario do cao (espermiogénese). A discreta elevacao dos referidos defeitos no
grupo G2, a partir do momento 3, sugere que seja em virtude do estresse ambiental, em
especial da diurese salina, que os animais foram submetidos. No momento 4, em
virtude da variabilidade individual para defeito menor (gota citoplasmatica distal),
observou-se um discreto aumento no grupo G2 (grupo nao tratado com quimioterapia).

A motilidade, vigor, volume e o aspecto do sémen dos caes dos grupos G1 e G2
avaliados nao apresentaram nenhuma diferenga significativa entre as suas médias,
podendo inferir que a cisplatina ndo exerceu uma influéncia consideravel sobre tais
parametros.

Em virtude, do presente experimento, ter utilizado dois métodos (lamina corada e
camara umida) de avaliagdo da patologia espermatica, tornou-se imperativo a
comparagao entre os métodos para predizer a eficacia e a semelhangca de ambos, ja
que tais métodos avaliaram os mesmos parametros morfoldgicos do sémen estudado.
Diante disso, observamos que nao houve diferenca significativa entre os métodos,
gquando se confrontaram as médias dos defeitos maior, menor e total. Isto demonstra
que tais métodos neste experimento foram igualmente eficientes na detec¢cao das

patologias maior e menor do sémen estudado.



57

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem as seguintes conclusoes:

1. Os parametros de contagem das alteragcbes morfologicas dos
espermatozodides de caes higidos submetidos a administracao de
cisplatina, em sete diferentes tempos demonstraram que o farmaco
aumentou o numero de patologias no grupo tratado (G1).

2. As patologias espermaticas detectadas no presente experimento
sugerem a ocorréncia de alteragdes morfofuncionais nos tubulos
seminiferos e no conduto epididimario de caes tratados com
cisplatina.

3. Os dois métodos de avaliagao espermatica (método da lamina corada
€ camara umida), quando comparados entre si, mostraram-se
efetivos, no estudo do espermograma de céaes tratados com

cisplatina.
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Tabela 2A. Valores médios das patologias espermaticas do método de lamina

corada.
Momentos
Grupos 1 2 3 4 5 6 7
Defeito de acrossomo
G1 0,5 2,25 3,25 2 4,75 5,75 14,875
G2 0,375 1 3,062 2,375 1 1,375 1,375
Cabecga piriforme
G1 0,125 2,25 0,625 1,125 3 3,875 6,125
G2 0,5 2,125 1,8125 2,375 1,375 3,625 3,375
Cabecga subdesenvolvida
G1 0 0,375 0,125 0 0,25 2,25 1,125
G2 0,25 0,625 0,375 0,125 0,75 0,375 0,375
Cabega estreita na base
G1 0 0,125 0,375 0,25 0,25 0,125 0,875
G2 0 0,125 0,25 0,5 0 0,375 0,125
Cabega com contorno anormal
G1 0,25 1,25 1 0,875 1 3,875 5
G2 0,75 0,75 0,5 1,5 0,75 0,875 1
“Pouch formation”
G1 0 0 0 0 0,375 0 0
G2 0 0 0 0,125 0 0,25 0,25
“Knobbed”
G1 0,00 1,25 0,25 0,00 0,25 1,50 1,50
G2 0,00 0,25 0,00 0,25 0,00 0,00 0,25
GCP
G1 0 0,125 0,375 1 2,5 13 8,375
G2 0,625 0,75 0,3125 2,125 3,5 8,875 5,375
Formas teratoldgicas
G1 0 0 0 0,125 0,125 0,125 0,875
G2 0 0 0 0 0,125 0 0,125
Pl alterada
G1 0,375 0,375 0 1,125 4,625 12,75 4,375
G2 0,125 0,875 1,875 1,5 2 0,75 1,125
CFD
G1 1,875 1 2,125 3,125 2,5 8,125 15,125
G2 2,625 1,875  2,3125 2,5 3,875 4 1,125
CDG
G1 0,125 0,625 1,125 0,375 0,25 5,25 2,125
G2 0,875 1,375 0,825 0,625 0,5 0 0
CEC
G1 0 0 0 0 0,25 2,125 2
G2 0 0 0 0 0 0,125 0,125
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Formas duplas

G1 0,5 0,25 0 0,25 0,25 1 1

G2 0 0,5 0,25 0 1,25 0,25 0
Cauda abaxial

G1 0 0 0,625 0,125 1,25 0,375 1

G2 0 0,5 0,375 0,125 0,25 0,125 1,125
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Tabela 3A. Valores médios das patologias espermaticas do método de camara
umida.

Momentos
Grupos 1] 2| 3| 4| 5| 6| 7
Defeito de acrossomo
G1 0,625 0,25 0,875 1,125 2,375 3,875 2,875
G2 0,5 0,375 0,5625 0,5 0,5 0 0,75
Cabega piriforme
G1 0,25 0,125 1 0,75 0,625 3,625 3,125
G2 0,75 0,625 1,125 3,5 1 1,5 1,125
Cabeca subdesenvolvida
G1 0 0 0,5 0,25 0,125 2 0
G2 0 0 0 0 0,5 0 0
Cabega estreita na base
G1 0 0 0 1 0 1 0,5
G2 0 0 0,375 0 0 0,5 0,125
Cabega com contorno anormal
G1 0,25 0 0,25 0,5 0,125 1,75 0,75
G2 0,125 0,625 0,39 2,125 0,25 0,125 0,375
“Pouch formation”
G1 0 0 0 0 0 0,5 0
G2 0 0 0 0 0 0 0,5
“Knobbed”
G1 0 0 0 0 0,125 0,5 0,75
G2 0 0,125 0 0 0 0 0
GCP
G1 0,25 0,5 1,125 0,625 5875 21,125 12,375
G2 0,5 1,25 0,6875 2,75 7 11,75 5
Formas teratologicas
G1 0 0,125 0,125 0,125 0 1,5 0,875
G2 0 0 0 0 0 0 0,125
Pl alterada
G1 0,75 0,125 0,5 1,125 0,75 4,625 2,875
G2 0,25 0,25 0 2,125 1 1,5 0,25
CFD
G1 1,375 0,75 2,125 2,625 2,5 8,625 18,125
G2 1,625 2,75 2,3125 3,5 3,75 5 2,75
CDG
G1 0 0,375 0,875 0,75 2,62 10,125 8
G2 1,625 1,5 0,9375 0,25 5 4,125 1,625
CEC
G1 0 0 0 0 0,125 1 0,5
G2 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas
G1 0,25 0 0 0,125 0,625 0,875 0,75
G2 0,75 0,5 0,5 0,5 0,375 0 0,125
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