EFEITOS DA IRRADIACAO TESTICULAR COM €9Co EM COBAIA
Cavia porcellus. CARACTERISTICAS DO SEMEN OBTIDO
POR ELETROEJACULACAO

Orlando Rebelo dos Santos

DISSERTACAO E TESE - IPEN 11

IPEN - DT - 11 JULHO/1980




CONSELHO DELIBERATIVO
MEMBROS
Dr. Luiz Cintre do Prado — Presidente
[;;. Edgardo Azevedo Sosres Junior — Vice-Presidente
CONSELHEIROS
Dr. Hélcio Modesto ds Costa
Dr. lveno Humbert Marchesi
Dr. Admar Cervellini
Dr. Waldyr Muniz Oliva
REPRESENTANTES
Dr. Jacob Charcot Pereira Rios
Dr. Paolo Enrico Maria Zaghen

SUPERINTENDENTE

Hernani Augusto Lopes de Amorim



DISSERTACAO E TESE - IPEN 11

JULHO/1980
IPEN-DT -1

EFEITOS DA IRRADIACAO TESTICULAR COm %°Co Em COBAJA
Cavia porcellus. CARACTERISTICAS DO SEMEN OBTIDO
POR ELETROEJACULACAO

Orlando Rebelo dos Santos

Tese para obten¢gdo do Titulo de ““Doutor em Ciéncias”
— QOrientador Prof. Dr. Renato Campanarut Barnabe.
Apresentada e defendida em 31 de maio de 1979, no
Instituto de Biociéncias da Universidade de S3o Paulo.

INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS £ NUCLEARES
SAO PAULO - BRASIL



Série DISSERTAGAQ E TESE IPEN

INIS Categories and Descriptors
C14
COBALT 60: lrradiation

TESTES: Biological radiation effects
GUINEA PIGS: Spermatozca



SUMARIO

Pagina

INTRODUGAO ... o e 1
LITERATURA — PARTE | . ... . . e e e e . 3
1 —Eletroejaculagdo . . . . . . vt e e 3
2 — Caracteristicas do Ejaculado . . . . . .. ... ... e 3
3 - Liquefagdo do Codgulo . . . . . .. ... L e e e 4
4 — Caracteristicas do Sémen de Cobaia . ... ... .......... ... ... ... ... .. .. 4
4.1 — Volume, Concentracdo e Motilidade Espermatica . . ... ...... .............. 4
4.2 —Empihamento . . . . .. ... .. e e 5
S—lddade € Raga . . . .. . . . . .. e e 5
B —ldade . . .. e e 5
8.2~ Racae Linhagem . ... ... . . ... ... e 6

6 - Ciclo do Epitélio Seminifero e Espermatogénese . . . .. ..... ... .. ... ......... 6
7 - Morfologia do Espermatozéide de Cobaia . . . . ... ... .. ... ... ... .. ... ... 6
8 — Classificagdo da Morfologia Espermatica . . . . ... ... ... ... .. ... . ... ... ... .. 7
9 - Percentual da Morfologia EspermaticanaCobaia . . ... ... ... ... ... . ............. 7
LITERATURA — PARTE Il . e e e e 8
1 — Efeitos das RadiacGes lonizantes sobre a Espermatogénese . .. ... ..... ... ....... 8
2 — Radiossensibilidade . . . . ... . ... e 8
3 - Efertos quanto ao Processo de Irradiacdo . . . .. . .. ... ... 9
4 - Taxa de Dose . L . 10
5 — Efeitos da Racdiacdo sobre a Qualidade do Sémen . . .. ... .. ... . ... ..... . ...... 10
MATERIAL E METODO ... .. ... ... . S 1
1--Dados Geras .. 1
1.1 - Animais de Experimentacdo . . . ... 1

1.2 - Formacda dos Grupos . . ... .. e 1

2 - Tratamento Radioatwo . .. .. ... e C 12
2.1 Fonte Radioativa e . 12

22 Artango Expenimental ... L0 L . 12
2.2.1 - Suporte para Irradiagdo dos Annas ... L e e e 12

2.2.2  Dispositivo para a biradvacdo Testicular ..o L 13

2.2.3 - Dispositivo para a Contencdo dos Animas quando da lrradwcio .. . . .. 13



Pagina

2.3 -DOSIMELNIA . . . - .. e o 13
2.3.1 - Calibragdo da Fonte de ®®Co . . . . ... .. ... ... 13

2.3.2 — Teste para Avaliar a Dose Absorvida, Espalhamento Interno e Eficiéncia do
Dispositivo para Irradiagdo Testicular . ... ... .. ... ... .. .......... 13
2.3.3 — Comprovacao das Doses de Exposi¢do .. . ... ..................... 14
234 —Esquemadalrradiagdo . . . .. .. ... e 14
B AMOSIIAGRIM . . . . . o o e e e e e e 14
3.1 — Esquema da Colheitado Sémen . ... ... ... ... ... ... .. .. .. . 14
3.2 - Eletrogjacutador . . . . . ... e 15
3.2.1 — ConsideragOes Gerais . .. ... .. ... ... . . ... 15
3.22 —Painel de Controle . . . . .. ... ... . e e 15
323 - Diagramaem Blocos . .. .. ... ... ... e 15
3.2.4 — Descricao dos Circuitos . . ... . ... .. 15
325 - 0PeIaCa0 - . . o o o e e e 17
3.2.6 — Condig¢des do Instrumento quanto Utihzado no Experimento . . . . ... ... .. 17
3.27 —EIetrodos . . . . . o e e e 17
3.3 — Dispositivo para Contengdo do Amimal . . . .. ... .. ... ... ... ... .. ... . ... 18
3.4 — Cilindros Coletores . . . . . . . . . . 18
3.5 — Tampdo Fosfato Sorenten (GOMORI, 1955) ... . ... . ... .. ... .. ... . ... . .. 18
3.6 — AifaQuimotripsing . . . . ... 18
3.7 — Preparacdo dos Animais para a Eletroejaculacdo . . ... ... ... ... .. ... ... 18
3.8 — Posicionamento dos Eletrodos . . ... .. ... L 18
3.9 - Colheita do Material Espermatico . . ... ... . ... ... ... ... .. ... ... 19
3.9.1 - Procedimento na Colheita . .. .. .... .. ... ... ..... . ... A 19
4 — Estudo do SEmen . . . .. e 19
4.1 — CaracteristiCas . . . . .. e e e 19
4.2 - Volume ... .. e 20
4.3 - Motilidade Percentual . . .. ... .. ... .. ... 20
4.4 - Fixacdo dos Espermatozoides pelo Formol Salino . ... ...... ... ... ........ 20
4.5 — Contagern por mm* (Concentragdo/mm®) . . . ... . ... ... ... . ... ..., 20
4.6 — Concentracio por Ejaculado (Concentragdo X 10°/ejaculado) .. . ........ . ..... 21
4.7 — Moifologia dos Espermatozondes . .. .. . ... L 21
RESULTADOS . . 33
DISCUSSAQ . . . . 149
CONCLUSOES . 156

REFERENCIAS BIBLIDGRARICAS ... . . o o o 1675



EFEITOS DA IRRADIAGAO TESTICULAR COM ©°Co EM COBAIA
Cavia porcellus. CARACTERISTICAS DO SEMEN OBTIDO
POR ELETROEJACULAGAO

Orlando Rebelo dos Santos

RESUMO

Os objetivas do trabalho visaram demonstrar: (1) Sistema de cotheita de sémen de cobaia Cawia porcellus por
meio de processo eficiente e de repetigdo, utilizando arranjo de contengdo e método de eletroejaculagdo; (2) Arranjos
para irradiagdo testicular de 5 animais simultaneamente ¢ simulador “phantom’ para venficacdo de dose recebida na
regido alvo e em regvées ndo irradiadas (espalhamento), (3) Efeitos da irradiagdo testicular eom *0co por meo de doses
Umcas e fracionadas, sobre o volume, motitidade, concentragao e alteragGes morfotogicas dos espermatozbides.

deFe _
Fei utilizada fonte puntiforme, Golitiada, com taxa de dose de 7 R/minuto.
< '
. w-bht
~ Lotes de 5 animais, com 12 meses de idade, foram irraciados com doses Gnicas de S0, 100, 200 e 400 R e
fracionadas de 2, 5, 10 e 20 R/semana durante 10 semanas,,.um grupo com 20 R em intervalos de 21 dias, foi irradiado

s

4.vezes e 8 animais serviram como testemunha, N o L,
. L

As cotheitas de sémen foram realizadas durante S semanas pré-irradiagdo e 11 pds-irradiagao. As amostras foram
em namero de 591. Os exames para observagdo das alteragfes morfoiogicas foram realizados por dois métodos: coloragdo
de Williams e microscopia de contraste de fase; perfazendo um totat de 1,182,

Pela contagem, em cada preparagdo de 200 células espermaticas entre normais e alteradas, atingmos o nimero
de 236.400, / e O
;/,,N“,‘. D7 e ke sl TN ‘

O35 resuttados sdc mostrados em tabelas e gréticos.

Esquemas e documentagao fotografica dos arranjos e equipamentos utilizados, bem como, micrografias dpticas
de espermatozdides normagis e das anormalidades observadas s30 apresentados.

Os resultados gerais evidenciaram diferengas marcantes a favor das doses Gnicas de 100 e 200 rad nos aspectos
de concentragdo, motilidade e anormalidades esperméaticas quando comparadas as doses fracionadas de 10 e 20
rad semanais, o mesmo ndo ocorrendo gquanto a0 volume ejaculado.

INTRODUGCAO

Durante as ultimas décadas, dados referentes aos efeitos da radiagdo sobre a producdo de sémen
em animais domésticos e de laboratério tdm sido reiatados em grande nimero. E também conhecido que
anormalidades na estrutura espermdtica podem ocorrer apds exposicdo dos testiculos 3 radiacdo
ionizante.

Aprovada para publica¢io em Maio/1979,

Nota: A redacdo, ortografia, conceitos e revisdo final sio de responsabilidade do Autor,



Qs eteitos das radtagoes tonizantes sobre a espermatogenese tem sido mvestigados por meio de
exames histologicos dos testiculos, acompanhando a evoiugao das células germunativas. Este processo
exige o sacrificio do ammal ou a retirada parcial ou total do Grgdo, para o exame das seccoes
histolégicas. Em consequéncia, tem sido publicado um grande namero de dados quahtativos ou
descritivos, sendo que muto poucos podem ser utihizados por outros investigadores para compdragoes.
Isto ocorre devido a variabilidau2 entie seccoes seriadas de um ou ambos testicuios do mesmo
animal, agravando-se o problema quando se traty de ammais diferentes. Do mesmo modo, o sacriticio
do animal e as mutilacGes parciais ou totais praticadas sobre os testiculos, dificultam as observacoes
seriadas de antes, durante e apds o tratamento !adiOalivo

A avaliacdo da tertilidade masculing atraves do uso de testes de cobertura, em ammars
submetidos as radia¢des ionizantes, também é passivel de falhas, uma vez que n3o estima acuraclamente
as efeitos no periodo critico do declinio da concentragao espermatica.

Outros fatores que tém contribuido para dificultar a interpretagao dos eteitos da radiacao sobre
a espermatogénese, quando estudados histologicamente, referem-se ao modo de exposi¢ao do animal e ao
tratamento com doses unicas ou fracionadas. Realmente, nestes aspectos, os resuftados apresentados na
literatura tém sido conflitantes, quando realizadas irradiagdes de corpo inteiro, de corpo inteiro com os
testiculos protegidos ou dos testiculos com o corpo protegido.

Das células germinativas e embriondrias envolvidas no processo de reproducao dos mamiteros, os
espermatozodides s3o os mais facilmente obtidos, quer diretamente do epididimo, quer pela propria
ejaculacdo, possibilitando rapida avaliacdo do material. Assim, a porcentagern de  anormaltidades
espermaticas pode traduzir o grau de infertitidade do animal ou sua compieta esterilidade. As ftormas
anormais de cabeca podem indicar erros geneticos, pois gue sua tormacio envolve uma série complexa de
sincronizados processos’ bioquimicos e morfologicos. Os nudcleos resultantes desses processos,
normalmente sdo muito homogéneos, apresentando marcante estrutura especifica, da mesma forma gue
as disposi¢coes cromossomicas em seu interior.

Naturalmente, ao nivel do processo de diferenciacdo celular, existe a possibilidade de ocorrerem
falhas, fenomeno este cuja frequéncia pode aumentar em consegliéncia de rradiacdes. Assim, algumas
formas anormais serdo decoriéncias de compiementos cromossomicos também anormais. Exemplificando,
uma espermatida com translocacGes pode originar uma cabeca espermatica defeituosd, indicando, por
outro lado, que tal célula é portadora de material gerctico anormal. Tem sido constatado que cabecas
espermaticas defeituosas de animais irradiados apresentam inassa cefalica muito maior ou menor que ds
normais. Deste modo, parece improvavel que essas células anOmatas possam cartear complementos
cromossomicos normais, mormente tando se conbece que a maior fracdo da massa cetdlica do
espermatozoide é composta de acido desoxitribonucléico (DNA).

Outros componentes do espermatoszoide, como a peca intermedidria ¢ a Cauda, quando
portadores de defeitos morfolbgicos, também comprometem o fertilidade do anunal ao dificultar a
progress3o celular no trato genital feminino.

No caso especifico de cobaias, nio houve possibilidude de localizai na literaturs disponivel,
estudos quantitativos dos efeitos das doses de radiacdo sobre a porcentagem de anormalidades no
periodo de pos-radiagdo. Do mesmo modo, as colheitas de sémen com vagina artificial, que sio diticens
ou praticamente impossiveis de serem realizadas nessa espécie, acrescido do fato do seémen coagular se
imediatamente ap6s a ejaculacdo, representam alguns dos problemas que surgem para  tais
empreendimentos e talvez expliqguem os poucos dados referentes a cobiaias, neste aspecto.

No entanto, o uso de eletroejaculador, embora ndo totalmente livie de inconvenientes como
a veniablidade dos parametios utihizados (numero de estimulos, voltagens e freguéncias), tem se
mostrado uma Gl opcdo para provocar efaculacdo em cobuaas,
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Nesse sentido, nosso objetivo for aperteigoar um apareiho eletroejaculador para ser utihzado
na colheita de sémen de cobaias submetidas a irradiagao testicular com vaniadas doses Unicas e fracionadas
de °°Co. assim como verificar 0s efeitos destas sobre possivers alteragbes nas caracteristicas seminais.

LITERATURA
PARTE |

1 —Eletroejaculacio

Na cobaia, a primeira técnica de eletroejaculacdo tor descrita por BATE LLi'e? {1922), moditicada
por MOORE & GAL LACHER'3%! (1930). Seguindo 0s mesmaos principios desses autores, savLEs!7¥
{1939) e DURFEE e Cot !20 {1940) utilizavam 3 chogues de 5 a 35 volts e 60 ciclos de corrente
alternada (AC) durante 10 segundos, por meio de um eletrodo duro na boca do animal e outro,
do tipo agulha, na base do crdnio. A ejaculacao era usualmente acompanhada de respostas wiolentas
e espasmodicas de todo corpo, ocorrendo ainda, parada respiratoria, Contragao tomica maciga e
evers3o da mucosa anal. A ejaculacdo n3o ocorna de maneira umitorme e frequentemente era
necessario repetir o estimulo varias vezes. O ejaculado apresentava se totalmente coagulado e nao se
liquefazia mesmo apds decornidas vénas horas.

Na tentativa de desenvoiver um processo inenos traumatizante, GUNN'35) (1936) executou
experimentos comparativos da eficiéncia da ejaculacdo, utilizando eletrodos colocados na cabeca e
no adnus ou nas regides lombares de cohaias. O autor ndo encontrou diterencas significativas entre
os métodos quanto ao ejaculado, contudo observou mortes de animais como resultado de choques
na cabec¢a, passando ent3o a preconizar o uso dos eletrodos nas regides ano-lombar.

DALZIEL & PHILLIPS!T?) (1948), relataram uma técnica para eletroejaculacdo em coelhos e
cobaias usando a via ano-lombar, verificando que o uso de 1000 ciclos AC abuliam os efeitos colaterais e
que 0 estimulo por meio da onda quadrada produzia resposta ejaculatoria mais uniforme, contudo n3o
executaram andlises do sémen colhido. O namero de estimulos utilizado variou de 1 a 34,

FREUND'2% (1958) descreveu um apareiho capaz de fornecer uma onda quadrada intermitente
com 1000 ciclos para 0 a 25 volts rms {root mean square), com automatico de trés seqgundos de periodo
de abertura e 12 segundos de periodo de fechamento. O nimerc médio de choques requeridos foi de
5 com uma variacdo de 3 a 14. Na maior parte dos experimentos foram necessarios 24 volts rms.

SCOTT & DZjuk!7® (1959j, relataram estudos sobre a avaliagio da técnica de eletroejaculiacdo
e obtencdo de sémen de cobaia, por meio do uso de eletrodo retal bipolar Unico. Utilizaram fonte de
estimulo elétrico com corrente aiternada de 60 ciclos e tensdo variavel de O a 25 volts. Aplicaram 3 a 4
estimulos consecutivos de 5 a 10 volts com duracdo de 4 a 5 segundos e periodo de descanso de 5 a
10 segundos. lrmediatamente apos a sequdncia de estimulos, o pénis era exteriorizado e aplicada pressao
digital ¢ manipulagdo. O método era repetido até a obtengdo do sémen ou completar 25 estimulos.

SUMAR e Col (83 (1968), descreveram investigagdes para colheita de sémen de cobaia Coviu
aperea Tschudii através de um eletroejaculador abastecido por uma bateria de 12 volts. A voltayem
administrada ao eletrodo flutuava de 0 a 9,5 volts e um osciloscépio era usado para calcular a emissdo da
voltagem, dando uma amperagem de 5mA na posicdo minima e 55mA na maxima. O eletivdo,
utilizado por via retal, era bipolar com pbios em forma espiralada ao redor de um cilindro de baquehte
de 6cm de comprimento por 0.4 cm de didmetro. Para erecdo e ejaculacdo, foram necessanios,
respectivamente, b a 7 e 10 estimulos, com intervalos de 10 segundos.



FREUND'28’ (1969} descreveu um aparelho com fonte de sinal, an.plificador de 12 wat:,
voltimetro de 0 a 25 volts e amperimetro para 0 a 25 mA. A tonte produzia uma onda quadrada de
1000 ciclos ¢ 12 voits com saida para o amplificador. O eletrodo anal com 8cm de comprimento e
dismentro de 0.4 cm era confeccionado de latdo. Este autor mostrou a superioridade da posicao L2 13
para a eficiéncia do elewrodo lombar. Verificou ainda, que o nimero de estimulos requeridos para
obtencio do ejaculado era muito variavel, sendo frequentemente possivel ultrapassarse o nivel de
obtenc3o do ejaculado normal, por exaustdo glandular. Para evitar este inconveniente, preconizou uma
padronizacdo dos estimulos, isto é, 5estimulos em intervalos regulares de 3 segundos de periodo de
abertura e 12 sequndos de periodo de fechamento.

2 — Caracteristicas do Ejaculado

O sémen ejaculado de varias ordens mamiferas apresenta um caracteristico processo de rdpida
coagulacdo que usualmente se completa dentro de poucos minutos. Dentre essas ordens esta a Rodentsa,
na qual o processo parece ser universal. Dentre os animais dessa ovdem, o processo de coaguiagdo tem
sido mais estudado nos camundongos, ratos e cobaias. O codgulo copulatdrio, resultante da solidificacic
do ejaculado, foi observado por LEUCKART em 1847 (STOCKARD & PAPANIKOLAOU'®2! 1919).

Segundo GOTTERER e col.3% (1955) o processo é devido d coaguiagdo das protefnas
derivadas das vesiculas seminais, pela agdo da vesiculase ou codgulase (SPEYER(B' ), 1959), uma enzima
secretada pele prostata anterior — glandula coaguladora IWALKER'8®! 1910).

3 — Liquetagao do Codgulo

Durante muito tempo, as pesquisas sobre semen de cobaias foram dificultadas pela falta de
métodos para cotheita de material e auséncia de liquefagdo do coagulo.

FREUND!Z®! (1958) relatou que o coaguio de cobaia nac se liquefaz espontaneamente apos
6 horas de incubagdo a 39°C, mesmo quando colhido em solugdo Ringer cu em tampao fosfato.

Na tentativa de solucionar o problema, muitas investigagOes foram realizadas por meio do uso
de enzimas proteoliticas. FREUND'?% (1958) testou algumas substancias como a bromelaina, papaina,
catpsina e tripsina nas concentracges de 0,1% em tampdo fosfato, obtendo resultados varidveis, com
parcial liquefacdo do codgulo em algumas amostras e nerhuma em outras. Melhores resuitados foram
atingidos com a quimotrinsina em concentracdo de 0,1% em tampio fostato, produzindo
consistentemente tiquefacdo dentro do periodo de 1hora e ndo recoagulando durante 6 horas de
incubagdo a 39°C. Em concentracdes mais baixas, a liquefac3o era incompleta e ocorria recoagulacdo. No
entanto, paralelamente, observcu que eletroejaculacdes bissemanais provocavam falhas no mecanismo de
caagulacdo, por meio dos efeitos na vesiculase, resultando em sémen livie de codquios, no que foi
corroborado par SUMAR e Col.'83) (1968), trabalhando com Cavia aperea Tschudii.

4 — Caracteristicas do Sémen de Cobaia
4.1 — Volume, Concentragio e Motilidade Esperméatica

FREUND'ZD) (1958} trabalhando em cobaias da raga inglesa obteve volume ejaculado médio de
0,5 mi (0,1 - 1,2) e motilidade média de 51%.

SCOTT & DZIuK'7®! {1959} relatam que a concentracio espermatica de 77 ejaculados obtidos
de 8 cobaias por meio de eletroejaculacdo semanal apresentou o média de 68t 56 x 10"
espermatozoides/zjaciiado, porém ndo citam o raca ¢ linhagem do animal.



LAURENCE & CARPUK'®*! {1953) juigam hawr relaiva concordancia entie & contagem

manual {cdmara hematimétrica) e a contagem determinada eletronicamente (*"coulter counter™), sendo
que a populacdo espermatica variava consideraveimente de semana para semana, porém, 0 volume
ejaculado era relativamente constante (0.3 a 0,6 mi).

FREUND & BORRELLI‘F®' (1964} executmam pesquisas em virios grupos de cobaias,
obtendo inédias de volume de semen de 0,51: 0,55; 0.59; e 0.67 : 0,03 ml/ejaculado; concentraches
espermaticas de 9,18; 10.55; 11,36 e 11,80 x 10° espermatnzordes/ejaculado e motihdade de 38;
40; 41 e 45 t 2%,

FREUND & BORRELLI'3") (1965) refatam concentracdes espermiticas médias em virios
grupos naos valores de 9,834; 11,510; 11,922 e 14,585 x 10° espermatozoices/ejaculado e motilidades
espermaticas de 32; 34; 39 e 45%. Os mesmos autores relatam ainda, que em outros grupos, obtiveram
médias de concentragdo espermatica de 6,381; 6447; 10,556 10.621; 10,641, 10,695; 11,022 ¢
11,972 x 10° espermatozoides/ejaculado. As motilidades espermaticas médias foram de 55; 60; 61; 65;
66; 67; e 70%.

FREUND'?8) (1969), wabathando com 39 cobaias da raca inglesa, por meio de colheitas
semanais, obteve em 870 amostras, média de concentrac3o espermatica por ejaculado de 13,376 x 10°
espermatozdides/ejaculado, com variagdo de 2,875 a 35003 x 10°. A motilidade média toi de 66% com
variagcoes de 52 a 74% e o volume espermatico 0,2 a 1,0 mi, com média de 0.5 mi.

MANN (1962) citado por migs!~2.53) 11975) relatou qQue a concentracao espermatica na
cobaia é de 5.000 a 17.000 com média de 10.000 células por mm".

4.2 — Empithamento

A agregacao de espermatozoides acumuiados, com suas cabecas empilhadas verticaimenie, foi
descrita em cobaia por FREUND'Z%) (1958) em sémen ejaculado e por FAWCETT &
HOLLENBERG'2%! (1963) em preparacoes de copo e cauda de epididimo e vaso deferente. A cabega
do epidimo ndo contém espermatozdides com esta disposicav. Descrevem que 4 formacdo de pithas &
devida a um dqumento da aderéncia no espermatozéide maduro.

A natureza de tal propriedade dos espermatozoides desta espécie n3o € conhecida, e
madificacoes na aderéncia podem estar relacionadas com a maturacdo celular. No entanto o ambiente
luminal do utero pode influir nessas mudancas (MARTAN & SHEPHERD‘SH, 1273). A membrana que
envolve o acrosomy tem sido apontada como sitio dessas forcas (LEBLOND & CLERMONT'4®’ 1952
FAWCETT & HOLLENBERG'?? 1963) ¢ 0s resultados de SHEPHERD e Col.'”9' (1974) concordam
cofn essa sugestao, visto que agentes quimicos que ndoc produzem efeitos observaveis sobre o acrosoma
ndo dissociam 0 empilthamento, enqudnto que agentes (por exemplo a tripsing) que alteram ou removem
0 acrosomd, provocam a dissociagdo.

5 — {dade e Raga
5.1 — idade

FREUND'Z/! (1962) colheu regularmente semen de 23 cobaas da quarte o vigeing wmang
de wida. Os espermatozondes puderam ser vernificados em dois amimais na sexta semanag, em metade
na decima primenas ¢ om todos na décima oitave semana. Porém, a concentracdo espermatica nao
AUAgIu N3 Vigesima seinadnd 05 mivers do animal sexuatmente meduro, embora, hivessem atingido um
peso medio de 850 a 950 g Motihdade tor somente observada na décma quinta semang ¢ valume
de 0.6 ml da decuna pnimeira



Os andrdgenos parecem €3t estreilamente relacionados com 4 matwiagdo dos ¢-permatozoude.
a0 nivel do epididimo. Sequndo RIGAUDIERE'®®! (1973 e RIGAUDIERE ¢ Cot.'®7! (1976). cobaras
nnd:asdiracaMhﬂaﬂbysioconsiduadasapnupyaarepfoducioenneasidmm3a
18 meses. Os conteidc s de tesStosterona testicuiar ¢ plasmdlico sdo constantes do 6% 20 24° mes,
aminuindo 0 conteudo de androsterona a partir do 18° més. O perido de senescéncia ococre entre o
24° ¢ 28° més e ¢ marcado Por uma queds de secrecdo de testasterna e involucdo 4o tebulu
seminiferos e giandulas sexuais acessorias.

5.2 — Raca ¢ Lmhagem

As caracterfsticas do semen, em linhagens e racas diferentes, ;.rk—:i sev um fator conthtante .«
comparacio dos dados relatados por diferentes investigadores. FREUND <7 {1969). adianta que obteve
resultados desiguais em dois expernimentos com cobaias da raca inglesa, fornecidss por doss cen'ros de
cruzamento (Rockisnd Farm e Laboratory Anmals). No pameiro expenmento, em 829 colheitas, o
média do volurae foi de 05mi (02 a 1.0ml) e a comentracio média de espermatozrOwdes de
13,376 x 10* por ejaculado com uria variagdo d» 2,875 a 35003 x 10", enquento que no sequndo, ¢
média do volume foi de 1.5 ml (04 a 2.2 ml) em 468 amostras € « i entiacao média de 8033 x 10
espermatozoides, ejaculado com variacac de 0,484 a 31,879 x 10"

6 — Ciclo do Epitkho Seminifero e Espermatoginese

A duricao de um cicio espermatico completo. seginio CLERMONT ' (1972). & de 8
7 semanas no rato. camuncdongo, coetho e cobaia. Pury estes eutudos todos us metodos aplicados
mostraram dificuldades e incertezas A eypermatogeneses, segqundo ROOSEN RUNGE 69" (1962} micia-se
com a diferenciacao da espermdtogonia germinagl latente “stem-celi”, fenomeno este, com frequéncia nao
acuradamente identificado. A correlacao das geracoes através do ciclo U0 epitéhio germinal tem sido
enfatizada por varios autores, sendo simildr no 140, POrco. cao, cavaio e fouro, emoora difesrindo em
autras espécies animais.

A primeira reconstrugao gratica dos tubulos semmiferos, inGstrginco G5 detglhes do modeto de
onda no camundongo e coeho, tor feita por CURTIS!'® (i6i8) S.muares reconstrucoes foram
preparadas para a cobaia (CLELAND‘Q’_ 1951). Este autor retaton que. ns cobaia, nenhum gradiente
ciclico regular de estagios € perceptivel 40 lorgo do comprimento ds tinuio Embora ¢ ondd seja muito
irregular na aparéncia, 0 autor indicou que o model: de onda irradia de certos centros de posicao fixi
dentro dos tdbulos e estimou um tempo de 1 a 2semanas de gericao Jdo espermatogdnia a
espermatozoide. Para LEBLOND & CLERMONT 4% (1952) o cuio esprmatogéico do rato, cobaia e
hamster requer 26 dias.

CLERMONT!T®! (1960) relatou que a duracdo do cido do epiteln) seminifero na cobarg ainds
n3o foi determinado, mas que o Mesmo ¢ semelhante a0 dos camandongos (8.6 dias), carnesro
(10,5 dias) e rato (12,0 dias).

FREUND & BORRELLI'3?! {1964), baeando se em cobian radiadds de COrpo Nteiro com
radiacdo X, verificaram que a concentracao espermalica declinou da selima a nona semana, concluindo
que o ciclo espermatogénico completo € de cerca de 49 dias

i %, - . .

Por outro lado, segundo NOLLER e Cot. 987 (197 7) o duracao da espeimatogeness na cobaia é

de 33,8 dias, com duracio do ciclo epitelial seminitero de 8.45 dhias.

7 - Morfologia do Espermatozoide de Cobaia

Segundo FAWCETT'Z3 (1965) o espermatosowde & compostn e 2 teqoes. cabeca v Couly,



sendo esta subdividida em 4 segmentos sucessivos: colo, pega intermedidria, pega principal ¢ peca
terminal. Contudo, a maioria dos autores, dividem-no em apenas 3 segmentos: cabega, peca intermediatia
e cauda.

Ainaa, segundo FAWCETT!23 (1965), em muitos espermatozoides de mamiferos, o formato
da cabeca é determinado pelo tamanho do nucleo, mas na cobaia 0 acrosoma € incomumente yrande
contribui mais do que o normal para determinai a forma total da cabegca. O acrosoma se estende
para além das margens anterior e lateral do nicleo e suas finas bordas assemelham-se a abas reviradas de
um chapéu. A superficie inferior é profundamente concava e a superior mostra uma elevacao semelhante
a uma ferradura Que corre paralela as margens lateral e anteric: do nucleo. Além disso, o inferioré
flexionada ventralmente em um angulo de 45°, ao longo do eixo da cabega. Esta ventroflexdo ccorre
durante a dassagem do espermatozodide através do duto epididimario. O acrosoma da cobaia é o maior
entre todas as espécies utilizadas comumente em taboratorio. O nicleo é grandemente achatado gquando
visto de perfil e ovoide quando observauo pela regido superior, mas truncado, na regido posterios, onde
o flagelu ecta inserido. Os e-permatozoides reunem-se em grupos de 3 a 14, de tal modo que suas cabegas
ficam empilhadas com a convexidade de uma na concavidade da outra, semelhantemente a uma pilha
de colheres. O colo é u: 12 pequena regido ligada a <abeca e a bainha mitocond:ial. A peca intermediaria
é 1,25 vezes mais longa gue a cabeca e usualmente tem uma gota citoplasmatica simétrica e uniforme
a meio caminho do comprimerto. A peca principal € muito lorga e adelgaga gradualmerite até a
sua jungao ~om a ceta peca terminal,

8§ — Classificagdo da Morfctogia Espermatica

A literatura consultada revelou-se falha quanto a classificacdo morfoidgica de espermatozoides
de uobaia, NO entanto, para a espécie bovina, gLOM'S! (1950} classificou as anormalidades espermaticas
em primarias, sencudarias e terciarias.

Com respeito a gota citoplasmatica proximal em bovinos segundo LAGERLOF'4?’ {1934) sua
presenca deve ser registrada como patologica, Mesmo em pequends porcentagens, o que sugere distarbios
do processo de maturacdo do espermatozoide. As gotas distais foram observadas em nivel superior a 25%
em touros com boa saude e fertilidade. Entretanto, observacOes de FAWCETT‘Z:) {1965) sobre
espermatozoides de epididimo de cobaia revelam que a gota é encontrada usualmente a meio caninho
da peca intenmediaria, com caracter isticas de dilatacao simétrica e fusiforme, onde consideravel abundancia
de itoplasma residual persiste entre a membrana celular e a espiral mitocondrial. Esta estrutura cc ttém
numeiosas vesiculas limitadas por membrana, vacGolos, tubulos e saculagdes aplainadas. As membranas
sdo de superficie hsa e a matriz citoplasmatica é livre de ribossomos, glicogénio e outras inclusdes
granule:« . As membranas sdo presumivelmente remanescentes do complexo de Golgi e do reticulo
endoplasimatico gue ndo foram ncluidos no corpascalo residual na maturagio da espermatida.

Uma concavidade superficial esta presente na superficie caudal do nicleo para recepgdo da
superficie articular convexa da base da cauda. Esta é comumente denominada de “‘soquete de
implantario” ou fossa de implantagdo e que na cobaia, é freqlentemente localizada exrentricamente, Ela
¢é revestida por duas membranas estritamente justapostas. A mais externa forma a chapa basal, que em
muitas espécies € confinada a ‘rea da fossa de implantagcdo, mas que na cabeca do espermatoziude da
cobaia se estende em um arco de 0,5um ou mais além da margem vertical do nicleo. NICANDER &
BANE27) {1966) corfirmam e relatamm que a base da cabeca é geralmente assimétiica em um plano
hotizontal porque a fossa de implantagdo é irregular e frequentemiente deslocada para o tado.

9 - Percentual da Morfologia Espermatica na Cobata
FREUND!?® (1969) relatou gue a média da mortologia nosnnal espermatica na cobina 101 de

95% com vatiacdo rle 92 a 98%. Estes valores contrastam com a moifologia reportada para doadores
humanos ndo selecionados (FREUND(”), 1962).



Este achado mantém a impressdo de que a espermatogénese do roedor é um [ OCessoO mMmais
preciso ¢ bem ordenado do que no homem.

LITERATURA

PARTE il

1 — Efeitos das RadiacBes lonizantes sobre a Espermatogénese

Os efeitos das radiacdes ionizantes sobre o sistema reprodutor masculino foram descritos pela
primeira vez por ALBERS-SHOENBERG'!! (1903) que cbservou que os testiculos de cobaia e coefho
eram esterilizados por meio de irradiacdo X diaria.

Os efeitos das radiagGes ionizantes sobre a espermatogénese foram durante muito tempo
investigados somente por exame histologico dos testiculos, por meio do acompanhamento da evolugdo
das células germinativas, apés a irradiagio (WARREN'88) 1936; LACASSAGNE & GRICOUROFF'4"),
1941 e WARREN'®7) 1943).

HELLER®7! (1948) relatou que a injuria ocorre na fase germinativa e que com doses baixas
repetitivas ha um invariavel efeito cumulativo marcante. O modelo de injuria e reparo foi similar em
coelho, rato, camundongo e cobaia, ap6s doses Unicas e fracionadas de raios X e fracionadas nom raios
gama. O efeito sobre o testiculo foi a gradual eliminagdo da espermatogénese. Em cobaias irradiadas
com 175 R, observou morte das espermatogonias no periodo de 8 h até 10 dias, sendo muito numerosa
apOs 48 horas. Do 4° ao 79 dia houve acentuada diminuicdo de espermatogénese e proximo ao 189 dia,
muitos tubulos continham espermatidas e espermatozoides, mas nenhuma espermatogonia ou
espermatocito. Aparentemente, as céiillas de Sertoli n3o foram afetadas.

Até recentemente ndo havia um delineamento preciso dos tipos de células espermatogénicas ou
de sua relativa distribuicdo no ciclo espermatogénico (LEBLON & CLERMONT!4®) 1952: CLERMONT
& LEBLOND''2! 1953; 0AKBERG!®?’, 1956 ¢ CLERMONT &« PEREY 13/ 1957).

ROOSEN- RUNGE ‘69! (1962) descrevev trés tipos de espermatogdnia morfologicamente
distintos: tipo A. intermediario e tipo B. No inicio de cada ciclo a espermatogonia do tipo A se divide
em duas e nstas produzem quatro; uma dessas quatro ndo se dividira, tornando-se latente até o proximo
ciclo. As outras trés dividem-se sincronicamente, produzindo seis células intermediarias e estas ao se
dividirem dao doze espermatogdnias do tipo B. Quando estas se dividem produzem 24 células
{espermatocitos pré-leptodteno),

LEONARD'47! {1970}, injetou timidina triciada em camundongos e através do
acomparhamento da diferenciacdo das células marcadas pelo processo de autorradiografia confirmou as
observacOes feitas por ROOSEN-RUNGE ‘69! (1962), demonstrando também que os espermatdcitos de
primeira ordem efetuam um processo de meiose, formando espermatocitos de segunda ordem, depois
espermatidas e estas se transformam em espermatozoides.

2 — Radiossenbilidade



SHAFIRO e Col.!7? (1961) relawaram que apbs irradiagdo de espermatozoides maduros de
cobaia, camiidongos, ratos e coelhos, 2 produgio de dominantes letais foi menor na cobaia do que nas
outras espéc es, sendo o coelho o mais sensivel. Contudo, ndo somente em termas de sobrevivéncia do
animal apos altas doses de radiacdo, mas também na producdo de aberraches cromossonicas em
espermatogdnia, 3 cobaia ¢ a mais sensivel. Isso mostra, segundo 0s autores que a variacao entre as
espécies mamliferas em radiossensibililade genética é complexa, e que nao & possivei extrapolar
resultados de uma espécie para outra cu de um estagio ceiular para outro.

PLATNIKOVA e Col.(s:” (1962) sugerirar, que uma possivel explicacao da aparente diferenca,
relativa a sensibilidade dus espermatozobides e espermatogdnias ua cobwia e camundongc, seja uma
sensibilidade mais baixa aos danos genéticos e a morte celular. A observada producdo de aberragoes nas
espermatogonias ¢ a resultante da indugdo e eliminacao dos danos genéticos. Morte espermatogonial
menor pode significar menor eliminagdo e como resultado, a espermatogonia pode parecer mais sensivel.
Ja, Lyon'43! (1970) apds irradiar cobaias e coelhos com dose de 500 R de raios X, observou que
cobaias e coelhos possuerm uma mais baixa producao de gens letais dominantes do que o camundongo,
mas houve similaridade na sensibilidade nos estagios da célula germinal, com espermatida mais sensivel

do qu¢ espermatozoide maduro.

miLLs /%! (1974) considerando animais de expr.imentacao ae um modo geral, declarou gque o
grau de radiossensibilidade vavia Je acordo com a seqiéncia do processo de maturagao da linha
espermatogenica. Assim, as células em processo divisional, seja por mitose ou por meiose, Mostram
menor grau de tolerancia 3 radiacdo, fato observado histologicamente. Relatam que duas horas ap6s a
irradiacdo, a coluna celular espermatogénica comega a contrair-se devido a redu¢do no numero de
espermatogonias, algumas das quais estdo passando por mitose anormal. Quatrc dias apds os elementos
mais diferenciados, espermatidas e espermatozobides, <ao encontrados inalterados, siginificando que o
processo Je maturacdo prosseguiu sem reposicdo peias células germinativas, as espermatogonias, as quais
desapareceram, resuttando em diminuicdo dns espermatocitos primarios que mostram divisdo anormal.
Oito dias ap0s, ndo ha mais espermatocitos primarios e alguns secundarios apresentam mitose anc-mal,
com ulterior reducdo da linhagem celular. Decorridas trés semanas, desaparecem, por sua vez, oS
espermatocitos, restando poucas espermatidas com cabegas morfologicamente anormais, que também
deixam de existir por completo apds cinco semanas. Nesse ponto, restam apenas células de Sertoli e
novas espermatoyonias, indicando regeneracdo do processo. Explicou que, por essa razadao, a produgdo
espermatica prosssegue por algum tempo ap6s a irradiacdo testicular, seguindo-se periodo de aspermia, o
qual, dependendo dua dose da radiacdo, pode ter diferentes intervalos de duracdo, assim como ser
completo ou incompleto.

3 ~ Efeitos quanto a0 Processo de lrradiagdo

Estudos histologicos sobre o efeito da radiacdo na espermatogérese mostram resul tados
contraditonos quando comparados com irradiactes de corpo total, corpo total com testiculo protegido e
de 1testiculo com o corpo protegido (SHAVER”Q’, 1953; KOHNBQ), 1955). Também, irradiacoes
efetuadas com doses unica e fracionads tem mostrado resultados conflitantes (SHERIDAN(BO’, 1971;
TIMBERLAKE %) 1973. RUDNICKI & TROJCZUK'7?) 1974, RUDNICKI &
KOCHMANSK A - TWARBOWSKA!1), 1975).

LUSHBAUGH & CASARETTY3) (197h) citam dados de SPEISER (1973) sobre doses
comparativas requendas para a oblencdo de aspermia permanente por meio de exposicdes testiculares
com doses unicas e fracionadas, para alguns animais de laboratorio.

ANIMAL DOSE UNICA (R} DOSE FRACIONADA (R) !
Coelho 1500 2500 2000 - 2300 i
Rato 1000 3000 800 - 1000 i
Camundongo 1600 -- 3000 500 -- 570 }

Cobata 4500 2100
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ROCHA'68) (1976) cita dados de CASARETT (1968) sobre valores de ©'50(30) para algumas
espécies animais: cobaia — 400; camundongo — 550; rato — 750 e coelho — 800 rad.

4 — Taxa de Dose

A taxa de dose é importante, tendo OAKBERG & CLARK'60! (1964) verificado que, guando
baixa, ndo havia diferengas quanto ao numero de espermatogonias destruidas, com doses de 21 a 600 R,
administradas em taxas de 86; 9,3 e 0,8 R/minuto. Estes autores verificaram que com taxas de dose bem
baixas, da ordem de 0,009 a 0,001 R/minuto, certo equilibrio pode ser atingido com cerca de 80% da
populagdo normal de espermatogonias.

5 — Efritos da Radiagdo sobre a Qualidade do Sémen

Os efeito; da radiacdo sobre a qualidade do sémen foram estudados em camundongos e ratos
(OAKBERG & DiMINNO'6!), 1960, LAWSON e Col.'*® 1967; RUGH & SKAREDOFF!73} 1971,
SEARLE & BEECHEY'’® 1974: BRUCE e Col'®!, 1974), em coelhos (ESTON'??’ 1974,
3ARNABE'3), 1976), em cies (CASARETT & HURSH'3) 1956, CASARETT(?} 1964; TOLLE e
Col.'88) 1972) em suinos (PACE e Col.'6?), 1959, cox & WILLHAM''® 1961; WILLHAM &
cox'89 1961}, em touros (GILLETTE e Col.'3?', 1964; MURPHREE & PARISH!®6 1956) ¢ no
homem (MACLEOD e Col.'®' 1964: ROWLEY e Col.'70?, 1974; POPESCU & LANCRANJAN'®?),
1975).

ESCHENBRENNER & MILLER?V (1954) verificaram que testiculos de cobaias respondem a
irradiagdo continua de corpo inteiro similarmente aos dos camundongos, isto é, embora o tecido
espermatogénico possa estar sensivelmente diminuido em quantidade, a propor¢do dos varios estagios
desde espermatogdnia até espermatozoide apresentou-se relativamente normal.

Em cobaias, a prodicdo de sémen apos a irradiagdo X (220 kV) de corpo inteiro com doses
unicas de 75, 150 e 300 R com taxas de dose de 59 R/munuto, foi estudada por FREUND &
BORRELLH30) (1964) por meio de colheita semanal pelo método de eletroejacutacdo. Os autores
relataram que ndo houve efeito aparente da irradiagio X sobre o sémen, em nenhum dos niveis
utilizados (75 a 300 R), antes da 77 semana apds a irradiagdo. O declinio na concentracdo por mi
e por ejaculado ocurreu durante a 82 semana apds a irradiacdo ¢ prolongou-se por 7 semanas apds
75 R; por 2i semanas com 150 R e mais do que 42 semanas apés 300 R, demonstrando que o
intervalo de diminuigdo ¢é diretamente proporcional @ dose de wradiacdo. O fato do declinio da
concentracao espermdtica ocorrer apOs a sétima semana € explicado pelo tempo requerido para
complementac3o da espermatogénese e para o movimento dos espermatozéides através do epididimo ¢ vaso
deferente, e que esse tempo, por meio dos dados apresentados é de aproximadamente 49 dias na cobaia.
Embora o efeito da irrad agdo sobre a concentracio espermatica tenha sido marcante, no periodo de 8 a
14 semanas, nao o foi sobre o volume ejaculado, contudo a motilidade espermdtica nesse periodo foi
drasticamente reduzida em todos os niveis de radiacdo. Durante as primeiras 7 semanas nao houve
diminuicdo da motilidade. As ligeiras quedas do volume ejaculudo apds periodos semanais de colheita,
parecem ser caracteristicas a cobaia. Os autores relataram ainda, que ndo houve mortes devidas a
irradiacdo e que os amimais ndo demonstraram nenhum outro sintoma de dano devido ao processo.

FREUND & BORRELLI'?Y (1961) ¢ FREUND & BORRELLI'®Y (1965) investigaram os
efeitos da radiacdo X de 220 kV sobre @ producdo de sémen obtido por eletroejaculacdo semanal de
cobaias adultas da raca inglesa, por meio de experimentos com dose Gnica de 300 R sobre o corpo
inteiro, sobre os testiculos com o corpo e cahesa protegidos e sobre o corpo ¢ cabeca com testiculos
protegidos. Em todos os tratamentos ocorreu que:Ia acentuada do numero de espermatozoides ejaculados,
atingindo taxas abaixo de 1 milhdo de células por ejaculado durante 12 semanas para irradiagdo
de corpo inteiro, 6 ou 7 semanas para irradiagio testicular (cabeca e corpo protegidos), e por
somenie uma semana para irradiacdo de cabeca e corpo {testiculo protegido). A recuperacio dos niveis
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da concentragio espermatica dos contrules, ocorreu 21 semandas apds a irradiacdo testicular {cabeca e
coipo protegidos) e 47 semanas apbs cabega e corpo irradiados (testiculo protegido). O tratamento
radioativo praticado somente na cabeca nio revelou efeitos deletérios sobra a produgao espermitica,
assim como sobre a motilidade até a sétima semana e sobre o volume do ejaculado durante todo o
experimento. Nos animais tratados de corpo inteiro e de testiculos ccm corpo e cabega protegidos,
houve declinio da motilidade no periodo de 8 a 14 semanas, com subsequente retorno aos valores de
pré-tratamento.

MATERIAL E METODO

1 - Dados Gerais
1.1 — Animais de Experimenta¢do

Foram utilizadas 53 cobaias', Cav's porcellus, machos albinos adultos, com idade de 12 meses
e peso oscilando entre 814 e 1202 gramas, no inicio do experimento.

Os animais, desde a idade de 4 meses, foram mantidos no biotério da Area de Radiobiologia do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — SP. Durante esse tempo, assim como no decorrer da fase
experimental, os animais foram alimentados com a mesma racdo em forma de “pellets”?, constituida de
fuba de milho integrai. resfduos de trigo, farelo de amendoim, farelo de soja, germem de trigo, farinha
de ostras, farinha de ossos, sal iodado, ccccidiostatico, e enriquecida com minerais (ferro, cobre, cobalto,
manganés, zinco, calcio e fésforo) e vitaminas {A, complexo B, C, E, icido pantoténico e nicotinico).
Receberam ainda, capim, cenoura e dgua fresca “ad hibitum”,

1.2 — Formagdo dos Grupos

Para a realizagdo das fases pré-experimental e experimental, as cobaias foram reunidas em
11 grupos de 5 animais com excecdo dos 2 lotes controles que possuiam 4 animais em cada um.

Os animais de cada grupo toram pesados e identificados por meio da coloracdo da parte

superior da cabeca e pescogo (LANE-PETTER & PORTER(“), 1963), de acordo com o seguinte

Crité o

[ Animal n© Coloragdo Corante
( S B e
' 1 Amarela Acido picrico

2 Verde Verde malaquita

3 Vermelho Vermelho neutro

4 Vioieta Violeta de metila

5 Branca Natural

I Faculdade de Mediong da Universidade de S0 Paulo.
Z Momho Sdo Cristovio,
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Os lotes foram identificados de acordo com o tratamento experimental a que seriam
submetidos, assim:

GRUPO N° TRATAMENTO IDENTIFICACAO
EXPERIMENTAL
DOSES FRACIONADAS
1 2 rad/semana F-2
2 5 rad/semana F-5
3 10 rad/semana F-10
4 20 rad/semara F-20
5 20 rad com intervalos
de 21 dias F4-20
DOSES UNICAS
' - —
6 50 rad U-50
| 7 100 rad U-100
: 8 200 rad U-200
i 9 400 rad U400
: TESTEMUNHAS
- I —
|
; 10 Sem irradiagdo C-1
1 Sem irradiagdo C2

2 — Tratamento Radioativo
2.1 — Fonte Radioativa

Utilizamos uma fonte puntiforme (Figura 8) de radiacdo gama de ¢%Co com feixe colimado,
operada a distancia.

2.2 — Arranjo Experimental
2.2.1 — Suporte para lrradiagdo dos Animais

O cuporte para irradiagdo (Figura B) foi contruido em forma de prateleira com dois estagios. C
primeiro estagio é fixo e contrufdo por mieio de canos com 1,40 m de alturax 1,20 m de largura.
mantido por traves de ferro verticais e horizontais. O seaundo estagio, move!, feito com canos de 1,20 m
dispostos verticaimente, com diametro pouco menor que os do primeiro estagio, onde se encaixam,
permitindo regulagens na altura. Na parte superior pnssui uma chapa de ago com recorte em circulo no
centro e um anel de metal com 13 cm de diametro.
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2.2.2 — Dispositivo para a irradiagac Testicular

Apds o calculo da blindagem que seria necessaria para evitar ao maximo a irradiagao do corpo
dos ¢nimais, foram construidos 5 discos de Chumbo (Figuras 3 e 7) com 30 cm de diametro e 3 cm de
altura, com rebaixos e ressaltos de 0,5 cm. Nos discos executou-se cinco perfuracdes (Figuras3 e 4) de
5,5 cm de diametro e distanciadas do centro 7,75 cm. Na parte superior do ultimo disco colocou-se um
parafuso rosqueado.

2.2.3 ~ Dispositivo para a Conten¢do dos Animais quando da Irradiagdo

Para a contengdo dos animais no momento da irradiagcdo foi construfdo um dispositivo
(Figuras 5 e 6) que consta de 5 madeiras com 19,5 x 9,7 x 1,0 cm com recorte arredondado de 5,5 cm na
parte terminal e de cada lado do recorte foram dispostas 2 pecas de acrilico {5,5 x 2,0 x 1,0) para evitar
que os testiculos fossem movimentados lateraimente projetando-se para fore do campo da irradiacio. O
recorte tem a finalidade de ndo permitir que as cobaias recolham os testiculos para o cunal inguinal. Na
parte frontal da madeira foi disposta em angulo de cerca de 60°, uma placa de férmica de
14 x 9,7 x 0,4 cm com recorte circular de 4,3 cm de diametro que se inicia por uma fresta de mais ou
menos 4 « 2,3 cm com os cantos arredondados, cuja finalidade é a de conter a cabega do animal.

Para eliminar a0 maximo os movimentos da cobaia, foram colocadas 2 tiras de elasticos de
15 x 10 cm presas a lateral da madeira e trés fileiras de ganchos (para animais de porte diferente),
mantendo o dorso do animal pressionado para baixo. Duas outras tiras de 18 x6 cm, com 2 fileiras
de ganchos, foram colocadas na altura da regido cervical para prevenir que o animal viesse tirer a
cabeca da peca de formica.

Nas laterais da madeira foram presas 2 pegas de aluminio dobradas em L com 3 perfuragoes,
com o propdsito duplo de manter o dispositivo no lugar e possibilitar 0 recuo ou 0 avango de animais de
portes diferentes.

Para suporte do arranjo de contencdo e das tiras para prender a regido cervical, utilizamos um
cfrculo de madeira com 60cm de diametro por 1 cm de espessura, cujo centro foi perfurado para
encaixe do parafuso disposto no ultimo disco. Assim, por meio de uma porca, todo o conjunto foi
mantido preso sem possibilidade de movimento.

2.3 - Dosimetria
2.3.1 — Calibragdo da Fonte de °°Co

Para a obtencdo da taxa de dose de 7R/min, na regido 2!vo {testfculos), ap6s a montagem do
dispositivo de contengdo sobre os discos, utilizamos uma camara de ioniza;do' para as medidas da
radiagdo, Movimentando-se o estagio superior da platatorma, a calibragdc foi executada até gque se
conseguisse a taxa de dose pré-estabelecida em todos os furos. Durante todo o experimento a camara foi
utilizada para comprovagao.

2.3.2 - Teste para Avaliar a Dose Absorvida, Espalhamento Interno e Eficiéncia do Dispositivo para
Irradiagdo Testicular

Para a efetuacdo dos testes, um sistema simulador (“phantom”) foi construido {Figura 9).

O citado simulador foi construido com tubo plastico (PVC) com 10 cm de diametro, 28 cm
de comprimentc e paredes com 0,2 cm de espessura. Uma extremidade foi fechada com o mesmo material
e na outra fol preparada uma rosca para receber uma tampa de lucite.

I Condenser R-Meter, modelo 570, Victoreen Instrument Division, Cleveland, Ohio e camara medidora n© 553 - 25 R.
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O conjunto interno (Figura 10) com 27 cm de comprimento foi constiuido por meio de
3 circunferdncias de lucite com 9,8 cm de diametro, perfuradas no centro e em nfiveis circulares, além de
3 tubos de aluminio com 27 cm de comprimento e pontas rosqueadas. Os tubos foram introduzidos nas
bordas das circunferéncias de lucite, dando estabilidade ao conjunto.

A face de uma circunferéncia de fucite foi numerada de 1 a 10 com distribuigdo orientada
(nfveis horizontais). O tubo de aluminio correspondente ao dorso do animal foi dividido em 9 regides e
recebeu as letras de A a | (nlveis verticais},

Através dos orificios da lucite, introduziram-se tubos plasticos e no interior destes foram
dispostos dosimetros de tetrafluoreto de Litio {LiF:Mg), mantidos nos niveis por meio de espacadores
plasticos lespaguetes). Terminada a montagem, o “phantom” foi preenchido com égua.

O esquema mostrando a distribuigdo dos dosimetros e os valores encontrados apés a
irradiacdo de 1 minuto, bem como, o arranjo solido do campo de irradiacdo, s3o mostrados nas
Figuras 11 e 12,

2.3.3 —Comprovagdo das Doses de Fxposigdo

Para comprovagdo de que o animal recebera a dose de exposicdo estipulada, utihzamos
dosimetros termoluminescentes de estado solido {BAPAT e Col.(z), 1978), baseados em pastihas de
CaSo4:Dy (Sulfato de calcio: Dysprosium compactadas com KCI {Cloreto de Potassio). Os citados
dosimetros sao produzidos pelo Centro de Protecao Radiologica (CPRD-AMD) do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucieares — SP,

Os dosimetros foram protegidos com capa pldstica e presos a regiao testicular do animal com
esparadrapo. Para todas as exposicoes, a variacdo do dosimetro foi caiculada como sendo de * 10%.

2.3.4 - Esquema da Irradiagdo

As cobaias foram agrupadas em Jotes de 5 animais e irradiadas com doses unicas de 50, 100,
200 e 400 R e doses fracionadas de 2, 5, 10 e 20 R, durante 10 semanas. Um grupo foi irradiado com
dose fracionada de 20 R com intervalos de 21 dias (4 tratamentos). A taxa de dose foi de 7 R/minuto.
As irradiacGes foram realizadas sempre pela manha.

3 — Amostragem

3.1 —- Esquema da Colheita do Sémen

As colheitas foram realizadas semanalmente, em todos c¢s animais, durante 11 semanas
consecutivas. A obtengdo do sémen foi feita por meio do método de eletroejaculagio.

As cobaias pertencentes aos grupos de doses Gnicas (U-50, U-100, U-200 e U-400) foram
eletroejaculadas 7 dias apbs a irradiagdo e semanalmente, durante 11 semanas.

Os grupos utilizados para as exposicdes fracionadas (F-2, F-5, F-10 e F-20) foram coletados
4 dias apOs as irradiagBes, sendo que o grupo F4-20 foi coletado 5 dias ap6s as irradiagBes e aos 12 e
19 dias dos tratamentos radioativos.

O sémen dos animais pertencentes aos grupos testemunhas foi colhido semanalmente e na
mesma ocasido em que se procedeu a colheita nos grupos irradiados.
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3.2 — Eletroejaculador
3.2.1 — Consideragdes Gerais

O instrumento utilizado para a obtengdo do sémen de cobaia, foi projetado apds
experimentacdes realizadas com gerador de fungdes’, acoplado a um osciloscbpio’.

O instrumento apds a definicio dos parametros foi projetado e construfdo pela Area de
Instrumentagdo Eletrdnica do IPEN — SP.

O aparelho (Figuras 13A e 14) produz um sinal elétrico, onda quadrada, com frequéncia variavel
e amplitude fixa, que é transferido ao animal por meio de dois eletrodos, sendo um anal e 0 outro por
contato superficial na regido lombar.

32.2 — Painel de Controle

O painel de controle (Ficuras 13 e 13A) é composto das chaves liga-desliga (1) e seletora do
modo de operacdo (2), lampada indicadora de funcionamento (3), potencidmetro de ajuste de
treqiéncia (4), botdo para liberar a corrente (5), potencidmetro de ajuste do tempo de choque (6),
potenciometro de ajuste da corrente de saida (8), chaves de selegdo do fundo de escala do
amperimetro (9), amperimetro {10) e bornes de salda (7).

3.2.3 - Diagrama em Blocos

Basicamente, o instrumento consta de 4 circuitos distintos, acoplados entre si, como mosira a
figura abaixo:

l TEMPQ FERCU#
_ FONTES CIRCUITO +—] r1Z TO DE ———j
© DE ——
— 0SCILADOR MED]
ALIMEYN DOR ¢ko SATDA
- +
TACAO
i ESTAG1O DE
SAfDA

Figura 1 — Diagrama em blocos do elztroejaculador

3.2.4 - Descrigdo dos Circuitos

a) — Fontes de Alimentagdo

As fontes de alimentacdo (Diagrama Elétrico Figura 14A) sdo em numeros de trés, a saber:

1 - IEC {Interestat Electromc Co.) modeln F-34,
2 - Tektrontx modelo 213,
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F1 — Fonte principal, que alimenta direta ou indiretamente todos os estagios do instrumento. £
constitulda por Q1, Q2, Q3, e Dz1, e varidvel de 18,5 a 37 V por meio de ajuste interno R5. Sua
corrente maxima de safda é de 400 mA,

F2 — Formada por diodo zener Dz2, polarizado a partir de F1 e cuja fungdo é alimentar o
estagio temporizador.

v 5.1 Vdc

1’

safda

K

safda 50 mA

F3 — Constituida por diodo zener Dz3, também polarizado a partir de F1. Tem a finalidade de
fernecer ao instrumento, uma segunda op¢do de safda, que ndo uma onda quadrada, por meio da chave
seletora do modo de operagao (2) do painel.

v ~ 12 Vac

salda

| =~ 250 mA.

saflda

b) Circuito Oscilador + Estagio de Safda (Blocos A e B do Diagrama dos Circuitos Elétricos)
(Figura 14B).

Oscilador: é a base principal do instrumento responsavel peia formagdo da onda quadrada que é
obtida na safda, apOs passar pelos estagios de saida e de medigdo. € formado por um astavel (Q4, Q5) e
por um Darlington (Q6, Q7), cuja finalidade é fornecer corrente ao estagio de said., s2m carregar o
circuito anterior. O ajuste de freqiiéncia da onda gerada (330-1250 Hz) é feito per meio do
potenciometro (4) do painel.

Estagio de salda: no emissor Q7, temos uma onda quadrada positiva de amplitude de 33,0 V.
Este sinal é jogado nas bases de 2 Dartington (Q8,Q9 e Q10,Q11) complementares, que formam o estagio
de safda, juntamente com C7 e C5, cuja funcado é cortar o nivel DC, tornando a onda quadrada simétrica
em relacdo ao zero, obtendo-se entdo, um sina! de onda quadrada de 12 VRMS, Esta é a opgdo AC da
chave seletora {2} instalada no painel,

¢} Temporizador + Circuito Medidor (Blocos C e D do Diagrama dos Circuitos (Figura 14B).

Temporizador: circuito que determina o tempo (0 a 10 seg.), durante o qual o instrumento
fornsce a sua salda o sinal AC {onda quadrada) ou DC. E constitufdo por Cl e Q12 e acionado pelo
botdo choque (5) que por meio do ajuste do potencidometro (6) libera o estimulo no tempo
pré-selecionado.

Circuito medidor: uma vez que o insttumento tornece, tanto sinal DC guanto AC, utilizou-se
um circuito em ponte, formado por D9, D11 e D12, a fim de retificar o sinal (quando em operacdo AC)
para que o mesmo pudesse ser medido pelo amperimetra (10) que é um medidor DC, Além do circuito
em ponte, constam do circuito de medicdo, os resistores R23, R24 e R25, que determinam o fundo de
escala do amperimetro.

Pare o experimento, o instrumento for adaptado para safda em tensdo, porém, ha possibilidade
de uma salda em corrente, por meio da conexiio da chave CH3B ao circuito, juntamente com os
resistores RA, RB, RC e RA'B'(Y, sendo o Oltiino responsavel pelo ajuste da corrente maxima de safda
do potenciometio (&) do panel,
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3.2.5 — Operagio

Qualquer que seja 0 modo de opefagdo escolhido (AC, DC, salda por tensio ou por corrente) o
aparetho leve ser tigado a rede em 110 V-60 Hz,

Operacio em AC com salda em tensdo, utilizada no experimento:
1 — Ligar a chave 1;
2 — Chave 2 em AC;
3 — Ajustar o potenciometro (4) para a frequéncia requerida ao sinal de salda;
4 — Ajustar o controle de tempo (6);

5 — Acionar o botdo de choque {5);

3.2.6 — Condigdes do Instrumento quando Utilizado no Experimento

O instrumento foi utilizado com ajuste da fonte F1 para 32 V. O valor da tensdo foi obtido por
meio de experimentos de afericdo da resisténcia média oferecida pelas cobaias. As medidas foram
realizadas por meio do gerador de fungbes acoplado a um osciloscopio. As medidas variaram entre 700 e
1200 Ohms, com média de 1000 Qhms, Associando uma carga ativa (Figura 2) a safda do aparelho (7),
foi fixada a intensidade da corrente em 28 mA, por meio do ajuste interno (R5) da fonte F1.

10 kQ

VWA
$
L

0,3 uF

Figura2 — Carga simuladora da resisténcia interna média das cobaias

3.2.7 — Eletrodos

Para a transteréncia do sinal elétrico ao animal, utilizamos 2 eletrodos (Figuras 13A, 15 e 16):
um anal 2 outro lombas

O eletrodo anal foi confeccionado por meio de um fio elétrico com 14 cm de comprimento e
0,4 cm de diametro. Parte desse fio, 5 cm foi desencapada e a extremidade foi arredondada. Na outra
extremidade foi soldado outro fio (n? 18) com 2 metros de comprimento.

O eletrodo lombar ¢ composto de 2partes: a primeira constitulda de um fio n¢ 18 com
2 metros de comprimento, tendo em uma extremidade um prendendor do tipo jacaré. A segunda parte é
um paratuso de cobre, com 6 cm de comprimento e 3/8’ de didmetro, possuindo uma cabega em forma
de dists com 1,75 cm de didmetro e espessura de 1 mm, e preso ao sistema de conten¢do por meio de
uma poi: 1. Os eletrodos antes do uso, foram limpos com lixa n® 600.
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3.3 - Dispositivo para Contengao do Animal

O dispositivo (Figuras 15, 16 e 16A) foi construido por meio de 2 placas de madesra, sendo que
a primeira tem a fun¢3o de manter o ammal imobilizado além do eletrodo lombar. Ela foi confeccionada
com 2 I3minas de eucatex unidas com cola e prensadas, apresentando dimensoes de 30 x 20 x 1,0cm. No
centro da placa, dirigindose para as extremidades, foi aberta uma fresta com 1,2cm de largura e
comprimento de 16 cm, com a finalidade de albergar o eletrodo lonhar e possibilitar o seu desiocamento
para ajuste de animais com portes diferentes. Na parte superior da placa existem 4 furos, através dos
quais s3o passados 2 cordbes que mantém uma pega de pelica com 6,5 cm de comprimento por 6,0 cm
de largura, cuja finalidade é suportar o térax do animal e prevenir movimentos truscos que possam
acarretar luxacdes nos mempros anteriores. Nas laterais foram dispostas 2 tiras de elastico com 10 cm de
largura, a primeira com 18cm e a outra com 14 cm de comprimento, presas lateraimente e por tras da
placa. Estdo providas de 3 conjuntos de ganchos posicionados verticaimente em linha e em 2 niveis
horizontais, para possibilitar a contengdo de animais de portes diferentes.

A placa de conteng3o estd presa por meio de dobradica de 20 cm de comprimento e em angulo
de 45° 3 sequnda placa que atua como suporte e mede 40 x 32 x 2cm. A angulacdo é mantida por um
calco de madeira preso a placa suporte.

3.4 — Cilirwiros Coletores

Os recipientes para receber o ejaculado foram construidos por meio de seringas de vidro com
capacidade para 5ml. As seringas tiveram seus bicos cortados e soldados a fogo. A outra extremidade foi
serrada e arredondada semelhantemente a extremidade superior de um funil. A comprovacdo de que a
capacidade dos tubos coletores ndo foi alterada foi executada por meio de medidas com pipetas
centesimais.

3.5 — Tampio Fosfato Sorensen (GOMORI'33!, 1955)

Para a colheita do ejaculado, o cilindro coletor recebeu 2 mi de tampdo tosfato 0,1 M, pH 7,4,

3.6 — Alfa-Quimotripsina

Devido ao fato do ejaculado da cobaia coagular-se em poucos segundos apds a emiss3o,
utilizamos uma enzima proteolitica, aIfa-quumotripsina’, tipo Il de pancreas bovino, na propor¢io de
1 mg por ml do tampdo fosfato. O teste para comprovacio da atividade foi executado pelo método da
digestdo de caseina (KUNITZ40) 1947),

3.7 — Preparag3o dos Animais para a Eletroejaculagdo

As cobaias, possuem 6 vértebras lombares (L1-L6) e 13 toracicas (T1 — T13). Como referéncia
anatdomica, a L6 encontra-se entre as margens superiores do ileo. (COOPER & SCHILLER““, 1975).

Apbs a contagem das vértebras lombares, a regiao de interesse L4-T13, foi depilada, operagdo
esta executada semanalmente antes das colheitas.

3.8 — Posicionamento dos Eletrodos

O eletrodo lombar foi posicionado entre as vértebras lombares L1-L3 e o outro eletrodo foi
inserido 4,5cm no dnus, situado imediatamente acima do saco perineal (COOPER & SCHILLER“‘”,
1975).

1 - Dow Quimca S/A. (22 636 UP/mg).



19

39 — Coiheita da Material Espermatico (Frguras 16 e 16A)

A _egido depilada recebeu uma fina camada de pasta para eletrodo EKG sol.!, com o o de
melhorar a transmissac dos impulsos eltricos. O animal era preso no dispositivo de conteng 3o,
inicialmente mantido peio sistema sustentador do torax. Posicionado o eletrodo lombar, as tiras de
elastico foram passadas em volta do corpo e presas pelos ganchos. Os membros foram amarrados com os
corddes passados nas argolas. O eletrodo anal, untado com -aselina sélida neutra e introduzido no anus
contou com uma tampa de borracha perfurada para evitar INtroducao excessiva. Para mmpedr sua
expuisio, o eletrodo foi mantido preso por meio de esparadrapo junto a placa de contengao.

Momentos antes de se proceder a eletroejaculacdo, a alfa-quimotnipsina era adicionada 3 solugao
tamp3o contida no cilindra coletor, material este mantido em banho maria a 39°C.

3.9.1 - Procedumento na Colheita

As regioes externas do saco perineal e o pémis desembainhado fcram hmpos com gaze umidecida
em agua destilada. O pénis era entdo introdu:zido no coletor contendo a enzima e 0 1ampao a 39°C. Ao
cessar ¢ primeiro estimulo, o pénis fot manipulado suavemente por me1o de um movimento de distensao
conjugado com leve pressao na giande. Na maior parte das vezes esta manobra foi suficiente para que o
animal, apos um retesamento do corpo acompanhado de guinchos tipicos, langasse ativamente o
conteido seminal no intertor do coletor. Em seguida, movimentos suaves no pemis foram realizados para
a colheita do matenal porventura amnda contido na uretra. O sémen colhido for logo movimentado
levemente com um basijo e vidro e recolocado no banho mana a 39°C, onde for mantido por uma
hora.

Nos casos e msucesso apos o primeiro estimulo, um segundo estimulo for dado, com intervalo
de 10 seguindos ¢ o processo de manipulacdo erd repetido.

Como parametro, no infcio do experimento, for fixado um numero maximo de 5 estimulos.

Nos casos, em gue ndo houvesse ejacutacio apos 3 estimulos, foi efetuada a mudanca na posig3o
do eletrodo 'ombuar.

Durante todo o expernimento, o eletrogjaculador funcionou em AZ com 0 ajuste de tempo de
liberacdo de chogue em 4 sequndos e a frequencia em 1000 Hz. O tempo de descanso enire 2 estimulos,
quando nucessano, for sempre de 10 sequndos.

4 — Estudo do Sémen

4.1 — Caracteristicas

O semien tor classificado visualmente no decorrer da ejaculacdo (Figuras 16 e 16A), como
coaguiado ou hguefeito com base em uma vanacao de ++++ coaguiado/ 0 liquefeito {complctamente
coaquiado), passando por ++ coagulado/ ++ fiquefeito (50% coagulado e 50% liguefeito até 0O
coagulady/ +4+4+ hquefeito (completamente hquefeito). As formas gelatinosas foram classificadas como
completamente coaquladas. Para tacilidade de exposicio e interpretacdo s3o apresentadas as proporcoes
das tormas ligmnda,, gelatinosas e totalmente cosguraclas.

1 Burtan, Pacsons & Company, Inc. Washington.
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42 — Volume

Terminada a ejaculacio (Figura 16A), o volume foi venitficado dwetamente no coletor graduado
e os valores paxa ejaculado total (ejaculade ¢+ tampdo) e ejaculado, ‘oram unotados

4.3 — Motiidads Percenasal

Decorrido 0 prazo de 1hora, estipulado para 2 %30 protedlitca da afa-quumotripsina, o
conteudo do coletor foi homogeneizado por meio de suaves Mmovimentos rotatonas. Uma aliguota (2 a
3gotxs) foi depositada em lamina previamente aquecida ¢ em platna aquecida (39°C) observada sob
microscopio com aumento de 100 x, verificandose 0 movimento dos expermatozoides, em vérios
campos. A classificagdo foi feita de 5 em 5%, tomando-se como base 2 movimentag30 MidxiMmMa como
sendo 100%. Esta classificacdo e método subjetivo, portanto for realizada sempre pela mesma pessod.

4.4 — Fixxdo dos Espermatozbides pelo Formol Salino

Apds cada exame da motilidade, o wbo, independente do volume ejaculado, recebeu 2 mi ce
formol salino.

A solug3o de formol salino for preparada conforme indiado por HARASYMOWYCZ e Col.'36
(1976), da sequinte maneira:

1 — Solugdo “buffer” estoque — 200 mi de soluc3o de 21,682 g de tosfato de sodio bibasico
bihidratado’ em 500 mi de 3gua destilada, mais 80 mi de 22,254 g de fosfato de potassio
monobisico’ em 500 mi de aqua destilada.

2 - Soluc3o estoque de Cloreto de Sodio — 9,01 g de Cloreto de Sodio P.A.2 em 500 mi de
agua destilada.

3 — Soluc3o de formol salino:
a) 100 ml de solucao ““buffer” estoque;
b} 150 mi de solucdo estoque de Cloreto de Sodio;
c) 62,5 mi de formalina comercial® (formaldeido 40%);
d) completamos o volume para 500 ml com agua destilada.

Esta solucdo age como verdadeiro fixador, tendo como caracteristica desvitalizar quase que
instantaneamente o espermatozoide, prevenindo que ocorra dano em sua morfologia (DOTT &
FOSTER''8? 1975. DOTT e Co1.!19), 1976).

4.5 — Contagem por mm’ {Concentracio/mm’).

A contagem dos espermatozoides for feita por método adaptado da hematologia. Apos a ho
mogeneizacao do tubo, uma aliquota foi retirada por Mmeio de pipeta para globulos brancos e diluda ( 1:10)
com liquido de Tirk (JANNlNlmm, 1961). Depois de obter mistura homogénea, a pipeta for derxada
em repouso durante alguns minutos. Apos nova homogeneizacdo e desprezaxias as primeiras qotss, uma
1 - Cario Erba
2 - Merck Dermstadt
3 ~ Qeel
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gota do liquido for colocads em cada lado da camara de Neubauer melhorada e a contagem toi feita sob
microscopiv com wumento de 100 X. Devido ao sémen estar diluido pelo tampdo (2 ml) e pela solugdo
de formol salino (2 mi) a contagem foi realizada sempre nos 18 mm? que compreendem uma camara
completa € 0o mm?® foi obtido pela média dos mm? ccntados e divididos por 18. A contagem dos
espermatozbides por mm? foi obtida multiplicando-se o mm? medio por 100.

Quando o nimero de espermatozbides era muito pequeno, contagens foram feitas em varias
cimaras com al{quotas diferentes, efetuando-se no final a média das contagens e multiplicando-se por
100 para obter o mm>.

Para efeito de contagem, todos os espermatozOides que tivessem com a cabega no interior da
camara foram contados, incluindo-se os empilhamentos que foram contados por meio do nimero de
caudas.

4.6 — Concentragdo por Ejaculado {Concentragdo X 10°/Ejaculado)

A concentracdo total dos espermatozoides por ejaculado, foi obtida multiplicando-se o valor
encontrado em mm”® pelo volume total ejaculado. Foi considerado como volume total ejaculado, o
ejaculado do animal acrescido dos volumes adicionados, isto é, volume ejaculado + 2 mi de sol. tampao
fostato + 2ml de sol. de formol salino. Este total multiplicado por mm® foi representado como
concentracio dos espermatozoides X 10° /ejaculado.

4.7 — Morfologia dos Espermatozoides

Para a classificagdo morfoldgica dos espermatozdides da cobaia, foi utilizada a indicada por
sLom!s! (1950). O citado autor, denominou de anomalias primarias aquelas que s3, admitidas como
sendo provenientes de desordens do epitélio semin{fero, a saber: formas anormais de cabeca, anomalias
de desenvolvimento do acrosoma, da pega intermedidria e da cauda. Como secunddrias, as formas
surgidas como resultado de condi¢Ges ndo fisiolagicas que afetam o espermatozbide apbs ter deixado o
epitélio seminifero, possivelmente durante a permanéncia no epididimo ou durante o processo de
ejaculacdo. Estas anomalias compreendem: cabegas normais destacadas, separagdo do capuchdo cefélico,
espermatozbides com gotas citoplasmaticas proximais ou distais e caudas dobradas. Como tercirias,
células primitivas (espermatidas e espermatacitos), leucocitos, pibcitos, hemdcias e céiulas epiteliais.

Para a realizagdo do estudo relativo 8 morfologia dos espermatozbides, foram preparadas laminas
do esperma fixado em formol salino, por 2 métodos diferentes:

A — Exame de estregaco corado pelo método de WILLIAMS'®C! {1920}, modificado por
LAGERLOF'42! (1934), conforme descreve RAQ '6%) (1971).

a) preparo do esfregago de sémen;

b) secagem e fixa¢do pelo calor em chapa aquecida;

c) fixacdo, 3 a 4 minutos em alcoo! absoluto;

d) retirada do muco em solugdo de Cloramina T {Trihidratada) pA'a 2,5%, por 2 minutos;
e) lavagem em agua destilada seguida de outra lavagem em alcool 96°;

f) coloracdo em carbolfucsina-eosina (corante de Williams) por 20 a 30 segundos;

1~ Merck Darmstadt
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Figura3 — Dispositivo para irradiagdo testicular de cobaias, com finalidade dupla de blindagem e
colimacio

Figurad — Disco de chumbo utilizado como biindagem e colimagdo em irradiagdo testicular de cobaias
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Figura5 — Dispositivo para contengdo das cobaias quando submetidas a irradiagdo Detalhes

Figura 8 — Dispositivo para contengdo das cobaias quando submetidas 3 irradiagdo, mostrando a posicdo
dos animais
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Figura 7 — Sistema de blindagem e colimagdo visto por baixo, pura mostrar posicdo dos testiculos das
cobaias quando submetidas 3 irradiagao

FiguraB - Arranjo expertimental para irradiacdo testicular de cobaias
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Figura9 - Simulador (“phantom”}. Mostrando tubo de PVC e conjunto interno com face numerada
para os niveis horizontais

Figura 10 Conjunto interno do simulador. Mostiando dosimetios, espacadores, tubos plasticos e
Nivels verticais
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Figura 13A — Painel do eletroejaculador. Eletrodos anal e lombar

Figura 14 — Parte interna do eletipejaculador
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Figura 15 —

Conjunto para cotheita. Eletroejaculador, dispositivo para contengdo, eletrodos anal e lombar e cilindros coletores

i€



Figura 16 — Detalhes da ejaculacdo: animal na conten¢do, disposicdo do
eletrodo anal e ato de colheita

Figura 16A - Detalhe da ejaculacdo. Cilindro contendo o material
espermatico



gl lavagem em igua corrente, evitando jatos fortes;
h) secagem em chapa aquecida.

Procedemos 0 exame microscOpio com aumento de * 1000 X, utilizando objetiva de imersao,
observando em cada esfregago um total de 200 espermatozbides entre NONMMais € ANOrMais.

Com esse tipo de coloragdo visamos principalmente evidenciar possiveis defeitos existentes na
cabeca do espermatozbide, tais como: cabecas estreitas, cabegas estreitas na base, cabecgas piriformes,
cabecas gigantes, pequenas, redondas ou largas, cabecas anormais destacadas, espermatozbides abaxiais e
espermatozoides subdesenvolvidos.

B — Exame em microscopia de contraste de fase pelo método do formol salino.

Com pipeta Pasteur colocamos uma gota do sémen fixado em formol salino entre lamina e
laminula, lutando-se a preparagdo com esmalte!. O exame foi realizado sob contraste de fasez, com
aumento aproximedo de 1000 X e objetiva de imersdo.

Como no método precedente, examinamos também 200 células em cada preparagao.

Mediante estas preparacGes Umidas visamos verificar eventuais defeitos na pega intermediaria e
na cauda dos espermatozdides, tais como: gotas citoplasmditicas, cabegas normais destacadas, defeitos do
acrosoma, anomalias da peca intermedidria, caudas curvas e em angulo reto, caudas enroladas sobre ou
sob a cabeca.

As amostras totalizarare 591, os exames 1182, sendo 591 em |aminas coradas pelo método de
Williams e 591 preparacGes em microscopia de contraste de fase. O nimero de células esperméticas
examinadas atingiu 236.400.

RESULTADOS

As Tabelas | a X reproduzem as cotheitas e caracteristicas do material espermatico do grupo
testemunha e dos irradiados com diferentes doses unicas e fracionadas com %°Co.

A Tabela X| e os diagramas constantes nas Figuras 17 a 17A, detalham o nimero de colheitas
de sémen por numero de estimulos elétricos apiicados, bem como, a classificacdo das caracterfsticas
fisicas do ejaculado, sob dois critérios.

Os valores numéricos das Tabelas | a X foram representados graficamente em média, abrangendo
0s aspectos do volume ejaculado (Figuras 18 a 29), motilidade (Figuras30 a 41) e concentragdo
espermatica (Figuras 42 a 53).

De modo andlogo foram confeccionadas as Tabelas XII a XXI contendo as anormalidades

esperméticas primarias e secundarias, cujos resultados médios foram expressos graficamente nas
Figuras 54 a 63A.

Os espermatozoides normais € as anormalidades espermaticas surpreendidas estdo documentadas
nas Figura 64 a 75,

1 ~ Esmalte sintético para unhas “Niasi”.
2 ~ Fotomicroscopio | Zeiss - Alemanha



Colheitas e Taracteristicas do Material Espermético de Cobaias Cavia porcellus Testemunhas

Tabela |

Ejaculado Concentraclo Concomucio]l

identificacdo Alfa-Quimo Solugdo Solugic  Volume N® de Caracteristicas Mctilidade Volume
do Animal Tripsina Tampao Tampao Ejaculado Esumulos do Ejaculado % Formol Total Espermitica Espermitica '
(mg) imp + {m) Coag./Liquef. Salino (ml) /mm®  X10*/Ejacul. |
Ejaculado {ml) |
FASE PRE—EXPERIMENTAL (MEDIA DE 5 SEMANAS) :
*C-ta 2 2 3.46 1,46 1 e/ 87 2 65,46 9128 49,838
*C12 2 2 3,06 1,06 1 +++/+ 85 2 6.06 7033 36,686
*za3 2 2 2,80 0.80 2 ++/+ 86 2 4,80 7366 35,304
C-14 2 2 2,96 0,96 2 ++++/0 85 2 4,96 8955 34,496
c-21 2 2 2.80 0,80 1 /4 86 2 4,80 5500 26,400
*C22 2 2 2,82 0,82 2 +H/+ 86 2 4,82 8317 40,087
‘c23 2 2 3,38 1,38 2 +++4+/0 85 2 5,38 6005 32,308
Cc-2-5 2 2 3,00 1,00 1 ++++/0 85 2 §,00 6601 33,305
TOTAL 5.52 429 265,52 37838 193,121 |
MEDIA 1,10 85,80 6,10 7668 38624 |
D.P. 0,31 0,84 0,31 1201 6,857 |
1# COLHEITA I,
*C11 2 2 4,70 2,10 1 4]+ 80 2 6,10 11680 70,802
*C12 2 2 4,50 2,50 1 ++e/+ 80 2 6,50 4804 31,811 |
*C1-3 2 2 3.50 1,80 1 /4 20 2 5,60 4322 23,771
c14 2 2 2,90 090 1 4/t 90 2 4,90 36856 17,000 |
C-211 2 2 3.40 1,40 1 +++/+ 80 2 6,40 4383 23,668 }
*C22 2 2 2,80 0.80 1 ++4/+ 85 2 4,80 8928 42,854 |
*C-2:3 2 2 3.00 1,00 1 ++4++/0 80 2 5,00 4728 23,640
c26 2 2 3,00 1,00 1 +++/0 90 2 5,00 6089 30,445 |
TOTAL 7.90 415 27,90 34481 192,768 |
MEDIA 1,58 83,00 5,58 6892 38,564
D.P.

* Animais escolhidos aieatoriamente para fins de normalizaclo dos dados

0,72

0,72

3221

19,607



28 COLHEITA

C-1-1

| 2 2 4,20 2,20 3 /4 90 2 6,20 11828 73,333
"C12 2 2 3,00 1,00 2 +HH/+ 80 2 5,00 5061 25,305
*c-1-3 2 2 3,00 1,00 1 /4 90 2 5,00 6633 33,165
| C-14 2 2 3,90 1,90 2 4+ 80 2 5,90 9128 53,855
© €21 2 2 2,80 0,80 1 4+ 90 2 4,80 9283 44,558
I"c2:2 2 2 2,90 0,90 2 4+ 80 2 4,90 9767 47,858
I*c2-3 2 2 3,50 1,50 2 ++++/0 85 2 5,50 2705 14,877
| C-25 2 2 3,00 1,00 1 +H++/0 90 2 5,00 9355 46,755
| TOTAL 6.60 425 26,60 35994 194,538
' MEDIA 1,32 85,00 5,32 7199 38,908
i D.P 0,54 5,00 0,54 3644 22,697
é 32 COLHEITA
1
*c-141 2 2 3,40 1,40 1 - 90 2 5,40 8344 45,057
i*C-1-2 2 2 2,80 0,80 2 +++/0 90 2 4,80 4217 20,241
lec13 2 2 2,30 0,30 4 +H4++/0 85 2 4,30 6150 26,445
' Cc-14 2 2 2,50 0,50 2 ++++/0 75 " 4,50 5272 23,724
i C-2-1 2 2 2,70 0,70 1 /4 85 2 4,70 4417 20,759
*c-2:2 2 2 2,50 0,50 2 /4 90 2 4,50 11055 49,747
*C-23 2 2 3,10 1,10 2 +++/0 85 2 5,10 5439 27,738
| C-2-6 2 2 2,90 0,90 2 ++++/0 85 2 4,90 6200 30,380
| ToTAL 4,10 440 24,10 35205 169,228
i MEDIA 0,82 88,00 4,82 7041 33,846
0,44 2,74 0.44 2699 12,803

i D.P.

* Animais escolhidos aleatoriamente para fins de normalizacao dos dados




42 COLHEITA

*C-141 2 2 2,90 0,90 1 ++/0 90 2 4,90 5867 28,748

1*c1-2 2 2 2,60 0.60 1 +/ 4+ 80 2 4,60 6478 29,798

*c13 2 2 2,70 0,70 2 +H+/0 75 2 4,70 8205 38,563

| C-14 2 2 2,30 0,30 3 +++/0 85 2 4,30 6633 28,091

§ c-2-1 2 2 2,60 0,60 1 +++/0 80 2 4,50 5228 24,048

*c-2-2 2 2 2,50 0.50 1 +/+ 90 2 4,50 10717 48,226

*c23 2 2 4,20 2,20 1 +H++/0 90 2 6,20 3572 22,046 |

. C-25 2 2 3,20 1,20 1 +++/0 80 2 5,20 3350 17,420 |

. TOTAL 4,90 425 24,90 34839 167,481 |

| MEDIA 0.98 85,00 4,98 6968 33496

i DP 0,70 7.07 0,70 2673 10,096
58 COLHEITA |

E'c-m 2 2 3,50 1,50 1 +++/0 80 2 5,50 5617 30,893 .

i*c-12 2 2 2,40 0,40 1 +H++/0 90 2 4,40 4050 17,820 |

I*c1-3 2 2 2,40 0,40 3 +++/0 90 2 4,40 5361 23,588

i c14 2 2 3,00 1,00 3 +H++/C 90 2 5,00 7889 39,445

c21 2 2 2,50 0,50 1 +H++/0 85 2 4,50 4261 19,174

*c-22 2 2 2,40 0,40 3 +H++/0 80 2 4,40 5111 22,488

*c23 2 2 3,60 1,60 2 +H++/0 90 2 5,60 7833 43,864

. C25 2 2 2,50 0,50 3 ++++/0 80 2 4,50 5033 22,648

| TOTAL 4,30 430 24,30 27972 138,653

| MEDIA 0,86 86,00 4,86 5594 27,731

| DP. 0,63 5,48 0,63 1386 10,163

* Animais escolhidos aleatoriamente para fins de normalizacdo dos dados

9¢



62 COLHEITA

- —ad

ATeRR 2 2 3,20 1,20 1 /4 90 2 5,20 8767 45,588

Te12 2 2 2,40 0,40 2 [ 90 2 4,40 7655 33,682

*C13 2 2 2,30 .3 2 /A 90 2 4,30 10655 45,816 |
L c-14 2 2 3,20 1,20 3 ++4++/0 90 2 5,20 12850 66,820 |
c21 2 2 2,40 0,40 2 +4++/0 90 2 4,40 6339 27,891
*C.22 2 2 2,30 0,30 4 O/++++ 80 2 4,30 10366 44573 '
*c23 2 2 3,60 1,60 1 ++++/0 80 2 5,60 3294 18,429
' Cc-25 2 2 3,00 1,00 1 ++4++/0 85 2 5,00 3689 18,445
 TOTAL 3,80 430 23,80 40737 188,088
| MEDIA 0,76 86,00 4,76 8147 37618 |
! D.P. 0,60 5,48 0,60 2975 11,862 !
' 72 COLHEITA :
"C-1-1 2 2 3,40 1,40 1 /4 85 2 5,40 10722 57,898

*c-2 2 2 2,60 0,60 1 ++++/0 90 2 4,60 6300 28,980 |
"C13 2 2 2,40 0,40 2 4+ 85 2 4,40 9833 43,266 l
L C14 2 2 2,50 0,50 3 ++++/0 75 2 4,50 4894 22,023
, c-24 2 2 3,00 1,00 1 +H++/0 85 2 5,00 3161 15,805 !
1*c-2-2 2 2 2,60 0,60 2 4+ 85 2 4,60 6422 29541 |
*C-2-3 2 2 3.80 1,80 2 ++++/0 20 2 5,80 5428 56,798
{ c-25 2 2 2,80 0,80 1 +H++/0 85 2 4,80 11833 31,482 |
~ TOTAL 4,80 435 24,80 38705 191,166 |
' MEDIA 0,96 87,00 4,96 7741 38,233 |
| DP. 0,61 2,74 0,61 2368 12,438 !
L J

* Animais escolhidos aleatoriamente para fins de normalizacdo dos dados

te



8¢ COLHEITA -!
14 2 2 4,00 2,00 2 /e 90 2 6,00 11039 66,234 |
*C-1-2 2 2 2,40 0,40 2 4+ 920 2 4,40 15633 68,785 |
*c-1-3 2 2 2,90 0,90 2 ++/0 90 2 4,90 8072 39,562 |
C-14 2 2 2,40 0,40 2 +H++/0 85 2 4,40 8694 38,253
c-2-1 2 2 3,00 1.00 1 +HH++/0 90 2 5,00 6428 32,140 (
22 2 2 2,70 0,70 1 ++++/0 90 2 4,70 9944 46,736
i°C-2-3 2 2 3,10 1,10 2 +++/0 90 2 5,10 4739 23,221 .
Ec-z-s 2 2 2,90 0,90 2 +H++/0 90 2 4,90 10961 53,708
fTOTAL 5,10 450 25,10 49427 244,528 |
MEDIA 1,02 90,00 5,02 9885 48,906
DP. 0,61 0,00 061 4004 19,022
i 92 COLHEITA |
c1-1 2 2 2,80 0,80 1 4+ 90 2 4,80 8967 43,041
1*c1-2 2 2 2,80 0,80 1 ++/+ 20 2 4,60 9117 43,761
c1-3 2 2 3,00 1,00 3 -+ 90 2 5,00 9428 47,140
c14 2 2 3,60 1,60 4 +++/0 90 2 5,60 17650 98,840
c-2-1 2 2 2,90 0,90 1 ++++/0 85 2 4,90 3772 18,482
i*C-2-2 2 2 3,40 1,40 2 4 90 2 5,40 10522 56,818
i*C.2-3 2 2 3,20 1.20 1 /0 85 2 5,20 4550 23,660
. C-2:5 2 2 3,50 1,50 2 +++/0 90 2 5,50 3678 20,229
! YoTAL 5,20 445 25,20 42584 214,420
' MEDIA 1,04 89,00 5,04 8517 42,884
DP. 0.26 2,24 0,26 2299 12,069

* Animais escolhidos aleatoriamente para fins de normatizagdo dos dados



102 COLHEITA

*C-11

2 2 3,00 1,00 2 ++/+ 90 2 5,00 12350 61,750

*C1-2 2 2 4,30 2,30 2 +H++/0 90 2 6,30 7150 45,045 |

‘c13 2 2 3,90 1.90 2 4+ 90 2 5,90 8617 50,840 |

c-14 2 2 2,70 0,70 3 +++/0 80 2 4,70 6705 31,5613

C-21 2 2 3,40 1,40 2 +++/0 90 2 5,40 6878 37,141 |

*c-2-2 2 2 3,60 1,60 2 +H++/0 80 2 5,60 5528 30,956 |

‘c-2-3 2 2 320 1,20 1 ++++/0 80 2 5,20 5044 26,228
. C2:5 2 2 2,80 0,80 1 +++/0 80 2 4,80 6100 29,280
TOTAL 8.00 440 28,00 38689 214,819

MEDIA 1,60 88,00 5,60 7738 42,964

DP. 0,52 4,47 052 2938 14,522 '

|

112 COLHEITA ;

*C-111 2 2 3,00 1,00 3 ++++/0 90 2 5,00 8039 40,195 |
*C-1-2 2 2 4,30 2,30 2 +++/0 90 2 6,30 8961 56,454
*C-1-3 2 2 320 1,20 2 ++/0 90 2 5,20 9183 47,751
C-14 2 2 340 1.40 5 +H++/0 90 2 5,40 10683 57,688
€21 2 2 2,90 0,90 1 +++/0 90 2 4,90 9044 44,315
*C-2-2 2 2 3,40 1,40 1 ++++/0 90 2 5,40 6055 32,697
*c-2-3 2 2 3,00 1,00 1 +++/0 90 2 5,00 11250 56,250
c25 2 2 2,50 0,50 1 ++++/0 70 2 4,50 10222 45,999
TOTAL 6,90 450 26,90 43488 233,347
MEDIA 1,38 90,00 5,38 8698 46,669
' D.P. 0,54 0.00 0,54 1887 10,318

* Animais escolhidos aleatoriamente para fins de normalizacio dos dados



Tabela I

Colheitas e Caracteristicas do Material Espermdtico de Cobaias cavia porcellus
Irradiadas com Doses Fracionadas de 2 Rad

!

| Identificagdo Alfa Quimo Solugdo Solugido Volume N© de Caracteristicas Motilidade Volume Ejaculado Concentragdo Concentraq;ioi
do Animal Tripsina Tampao Tampado Ejaculado Estimulos  do Ejaculado % Formol Total Espermitica Espermatica '
{mg) {mil) + (mi) Coag./Liquef. Salino (m1) /mm? X 10 /Ejacut.

Ejacvlado {ml) :

|

Fase Pré-Experimental {(Média de 5 Semanas)

F.241 2 2 2,42 0,42 3 O/ ++++ 7 2 4,42 3944 17.432
- F.22 2 2 351 1,51 1 +H++/0 70 2 551 2867 15,797
F-2-3 2 2 3,24 1,24 3 +++/0 81 2 5,24 3328 17.438
F-24 2 2 2,64 0,64 4 ++++/0 76 2 4,64 4834 22,661
F.25 2 2 2,72 0.72 4 ++4++/0 72 2 4,72 4389 20,716
TOTAL 4,53 370 24,53 19412 94,044
MEDIA 0.91 74,00 4,91 3882 18,809
D.P. 0,45 453 0,45 806 2,798
12 COLHEITA

F-2-1 2 2 2,40 0,40 2 O/++++ 65 2 4,40 3639 16,011
F-2-2 2 2 3,70 1,70 2 ++++/0 70 2 5,70 2583 14,723
F-2-3 2 2 2,20 0,20 2 ++++/0 80 2 4,20 2800 11,760
F-24 2 2 2,40 0,40 3 ++++/0 65 2 4,40 3539 15,571
F-2-6 2 2 2,90 0,90 4 ++++/0 65 2 4,90 4817 23,603
TOTAL 3,60 345 23,60 17378 81,668
MEDIA 0,72 69,00 4,72 3476 16,334 '

D.P. 0,60 6,52 0,60 878 4,389 J




22 COLHEITA

CF-24 2 2 2,40 0,40 2 H/++ 70 2 4,40 4183 18,405
F-2-2 2 2 3,40 1,40 1 +++/0 65 2 5,40 1383 7.468
T F2-3 2 2 2,50 0,50 2 /4 75 2 4,50 3605 16,222
F-2-4 2 2 2,30 0,30 2 /4 40 2 4,%0 2650 11,395
F-2-5 2 2 2,40 0,40 2 /4 40 2 4,40 3878 17,063
TOTAL 3,00 290 23,00 15699 70,553
MEDIA 0,60 58,00 4,60 3140 1411
D.P. 0,45 16,81 0,45 1137 4,558
32 COLHEITA g
F-2-1 2 2 2,20 0,20 4 O/++++ 80 ' 4,20 4189 17,593
F.-2-2 morreu 13 dias ap06s inicio do experimento
F-2-3 2 2 2,40 0,40 3 +H++/0 75 2 4,40 2117 8,314
. F-24 2 2 2,20 0,20 4 +H+/0 30 2 4,20 4017 16,871
F-2-5 2 2 2,20 0,20 4 +++/0 30 2 4,20 4133 17,358
" TOTAL 1,00 215 17,00 14456 61,136
MEDIA 0,25 53,75 4,25 3614 15,284
. D.P. 0,10 27,50 0,10 1000 3,091
42 COLHEITA
L F-2-1 2 2 2,40 0,40 5 O/++++ 80 2 4,40 2539 11,171
L F-2-2 morreu 13 dias apos infcio do experimento
. F23 2 2 2,40 0,40 4 O/++++ 80 2 - 4,40 3122 13,736
P F24 2 2 2,30 0,30 5 i+ 80 2 4,30 6544 28,139
' F-25 2 2 2,30 0,30 5 ++++/0 20 2 4,30 4717 20,283
" TOTAL 1,40 260 17,40 16922 73,329
« MEDIA 0,35 65.00 4,35 4230 18,332
' D.P 0,06 30,00 0,06 1796 7.580

(87



A

52 COLHEITA

| F-2-1 2 2 2,40 0,40 5 O/++++ 50 2 4,40 3022 13,296

! F-2-2 morreu 13 dias apds inicio do experimento

] F-2-3 2 2 2,50 0,50 a4 +H++/0 85 2 4,50 1467 6,601

| F-2-4 2 2 2,30 0.30 5 Of4++++ 50 2 4,30 5167 22,218

' F-25 2 2 2,30 0,30 5 ++++/0 15 2 4,30 4289 18,442

. TOTAL 1,50 200 17,50 13945 60,557

* MEDIA 0,37 50,00 4,37 3486 15,139

" DP. 0,09 28,58 0,09 1608 6,765

6% COLHEITA

CF-24 2 2 2,40 0,40 2 Jreae 50 2 4,40 3311 14,568

- F-2-2 morreu 13 dias apds inicio do experimento

F-2-3 2 2 4,30 2,30 4 H++/0 80 2 6,30 9378 59,081
F-2-4 2 2 2,50 0,50 5 [+ 85 2 4,50 8283 37,273
F-2:5 2 2 3,10 1,10 5 ++++/0 85 2 5,10 3205 16,345
TOTAL 4,30 300 20,30 24177 127,267
MEDIA 1.07 75,00 5,07 6044 31,817 |
D.P. 0,87 16,83 0.87 3248 20,896 j

72 COLHEITA {

F21 2 2 2,40 0,40 3 4+ 75 2 4,40 3700 16,280
F-2-2 morreu 13 dias apos inicio do experimento :
F-2-3 2 2 4,00 2,00 4 ++++/0 80 2 6.00 8644 51,864
F.2-4 2 2 2,80 080 3 ++++/0 70 2 4,80 7028 33,734
F25 2 2 2.80 0,80 3 +++/0 65 2 4,80 4517 21,681
TOTAL 4,00 290 20,00 23889 123,559
MEDIA 1,00 72,50 5,00 5972 30,890

D.P. 0.69 6,45 0,69 2275 15,772




8¢ COLHEITA

F-2-1 2 2 2,40 0,40 4 O/++++ 70 2 4,40 2378 10,463

F-2-2 morreu 13 dias unos 0 iNiCI0 doO experimento

F-2-3 2 2 3,30 1,30 4 ++++/0 40 2 5,30 3572 18,931
F-2-4 2 2 2,80 0,80 5 +4++/+ 80 2 4,80 9339 4,827
F-2-5 2 2 2,50 0,50 5 ++/4+ 70 2 450 74R9 33,700
TOTAL 3,00 260 19,00 22778 137 321
MEDIA 0,75 65,00 4,75 5694 26530
D.P. 0,40 17,32 0,40 3266 15,289

9% COLHEITA

F-2-1 2 2 2,40 0,40 4 +/4++ 40 2 4,40 3928 17,283
F-2-2 morreu 13 dias apds o inicio do experimento

F-2-3 2 2 3.40 1,40 2 ++++/0 75 2 5,40 1139 €.1580
F-2-4 2 2 3,30 1,30 5 ++++/0 80 2 5,30 9733 51,684
F-2-5 2 2 2,60 0,60 5 ++++/0 60 2 4,60 4041 18,602
TOTAL 3.70 256 19,70 18344 93,619
MEDIA 0.92 63,75 4,92 LYAN 23,405

v.P. 0,50 17.97 0,50 3607 19,698

10¢ COLHEITA

F-2-1 2 2 2,30 0,30 2 O/++++ 65 2 4,30 3461 14,882
F-2-2 morreu 13 dias apds o0 inicio do experimento

F-2-3 2 2 4,20 2,20 2 +++/0 90 2 6,20 9567 59,316
F-2-4 2 2 2,80 0,80 5 ++++/0 70 2 4,80 3883 18,638
F25 2 2 3,40 1,40 5 ++++/0 80 2 5.40 4244 22,917
TOTAL 4,70 305 20,70 21165 115,752
MEDIA 1,17 76,25 5,17 5289 28,938

D.P. 0.82 0,82

2870 20,516




113 COLHEITA

F-2:1
F22
F23
F-2-4
F-25
TOTAL
MEDIA
D.P.

morreu 13 dias apds o nicic do experimenio

0,90 2 O/++++ 80
2,10 +H+/+ 80
0.90 + /4 85
1,90 ++++/0 80
5,80 326
1,45 81,25
0.64 2,50

4,90

6,10
4,980
5,00
21,80
5,22
0,58

3139

1780
3344
7467

15700

3925
2465

15,381

10,675
16,385
37,335
79,776
19,044
11,858




Tabela 1l

lrradiadas com Doses Fracionadss de 5 Rad

Colheitas ¢ Caracteristicas do Material Espermatico de Cobaias Cavia porcellus

Volume N? de Caracteristicas Mot:lidade Volume

0,44 11,40

identificacdo Aifa-Quimo  Soiugao  Solucgdo Ejacutado Concentracdo Concentragdo’

do Animal Tripsina Tampac Tampido Ejaculado Estimutos do Ejaculadu % Formol Yotal Espermdtica Espermatica

tmg) (mi: + {mit) Coag./Liquef. Salino (m}) /mm? X10°/Ejacul.‘

Ejaculado {ml) :

Fase Pré-Experimental (Média de 5 Semanas) 1

F-5-1 2 2 2,90 0,90 2 +4/+ 82 2 4,90 5061 24,798
F-5-2 2 2 2,78 0,78 1 +H+/+ 73 2 4,78 5883 28,120

~F.5.3 2 2 3,14 1,14 2 ++/+ a3 2 5,14 6405 32,927

F54 2 2 3,18 1,18 2 /4 75 2 5,18 4972 25,754 .
. F55 2 2 2,30 0,30 3 ++++/0 74 2 4,30 5478 23,555
- TOTAL 4,30 387 24.30 27799 135,148
MEDIA 0,86 77.40 4,86 5560 27,030
D.P. 0,35 4,72 035 596 3,694

13 COLHEITA

" F5-1 2 2 3,00 1,00 2 -+t 80 2 5,00 5172 25,860
F.5-2 2 2 3,00 1,00 1 ++/+ 80 2 5,00 6955 34,775
F-5-3 2 2 2,70 0,70 1 +4++/+ 60 2 4,70 4328 20,341
F5-4 2 2 3.60 1,60 1 /4 55 2 5,60 3967 22,215
~F-55 2 2 2,40 0,40 3 +4++/+ 70 2 4,40 4589 20,19
TOTAL 4,70 345 24,70 25011 123,382
MEDIA 0,94 69,00 4,94 5002 24 676
" D.P. 0,44 1177 6,090

12



i

; 2? COLHEITA

| F5-1 2 2 2,80 0,80 2 H/+ 20 2 4,80 3372 16,185
F5-2 2 2 2,60 0,60 2 H/+ 40 2 4,60 6267 28,828

( F-5-3 2 2 3,10 1,10 2 H/+ 70 2 5,10 8239 42,018

| F54 2 2 3,60 1,60 2 +H/+ 70 2 5,60 6378 35,716

| F5-5 2 2 2,40 0,40 3 [+ 60 2 4,40 4250 18,700 |

| TOTAL 4,50 260 24,50 28506 141,447 |

| MEDIA 0,90 52,00 4,90 5701 28,289

| D.P. 0,47 2168 047 1920 10982

|-

! 3* COLHEITA 1
F-5-1 2 2 2,70 0,70 a +H++/0 40 2 4,70 2489 11,608 .
F5-2 2 2 2,70 0,70 2 e+ 30 2 4,70 7128 33501
F5-3 2 2 2,40 0,40 2 H/+ 70 2 4,40 5739 25,251

. F54 2 2 2,40 0,40 2 +4++/0 30 2 4,40 3817 16,794 -

'F55 2 2 2,20 0,20 2 ++++/0 30 2 4,20 5228 21,957

- TOTAL 2,40 200 22,490 24401 108,201

- MEDIA 0,48 40,00 4,48 4880 21840 |
o.P. 0,22 17,32 0,22 1786 8306

. 42 COLHEITA

: F-5-1 2 2 2,20 0,20 2 +++/0 70 2 4,20 4333 18,198
F-5-2 2 2 2,40 0.40 1 + a5 2 4,40 11650 51,260 |

" F53 2 2 3,40 1,40 2 H4/+ 85 2 5,40 9844 53,157 |
F-54 2 2 2,60 0,60 2 +H++/0 60 2 4,60 5189 23869
F-5-5 2 2 2,20 0.20 2 ++++/0 40 2 4,20 5528 23,217
TOTAL 2.80 300 22,80 36544 169,701
MEDIA 0.56 60,00 4,56 7309 33,940
D.P. 0,50 18,37 0,50 3232 16,834

9v



? 58 COLHEITA
| F-5-1 2 2 4,60 2,60 1 +/ 4+ 90 2 6,60 9322 61,525
! F5-2 2 2 2,80 0,80 1 /4 70 2 4,80 5211 25,012
' F5-3 2 2 3,40 1,40 1 ++++/0 80 2 5,40 6472 34,948
' F54 2 2 3,30 1,30 1 ++++/0 70 2 5,30 4883 25,879
i F55 2 2 2,20 0,20 5 ++++/0 70 2 4,20 5905 24,801
TOTAL 6.30 380 26,30 31793 172,165
. MEDIA 1,26 76,00 5,26 6369 34,433
. D.P. 0,89 8,94 0,89 1767 15,724
6° COLHEITA

- F5-1 2 2 2,90 0,90 1 ++/++ 90 2 4,90 4561 22,348
F5-2 2 2 2.60 0.60 2 ++/++ 80 2 4,60 3089 14,209
''f5-3 2 2 3,30 1,30 1 ++++/0 85 2 5,30 7050 37,365
F-54 2 2 3,00 1,00 1 ++++/0 70 2 5,00 3783 18,915
F5-5 2 2 2,20 0,20 4 ++++/0 65 2 4,20 6661 27,976
TOTAL 4,00 390 24,00 25144 120,813
MEDIA 0.80 78,00 4,80 5029 24,163

D.P. 0,42 10,37 0,42 1752 8927 |

78 COLHEITA ;

—
F-5-1 2 2 2,60 0,60 1 ++++/0 70 2 4,60 4800 22,080
F-5-2 2 2 3,00 1,00 1 ++++/0 70 2 5,00 5950 29,750
' F5-3 2 2 2,70 0,70 2 ++/++ 75 2 4,70 7611 35,77
. F-5-4 2 2 2,30 0,30 2 /4 75 2 4,30 5461 23,482
F55 2 2 2,20 0,20 5 +++/+ 65 2 4,20 4694 19,714
TOTAL 2,80 355 22,80 28516 130,707
MEDIA 0,56 71,00 4,56 5703 26,159
D.P. 0,32 4,18 0,32 1182 6,531

Ly



8® COLHEITA
. F54 2 2 2,50 0,50 2 ++++/0 80 2 4,50 5405 24,322
, F-5:2 2 2 2,50 0,50 1 /4 76 2 4,50 6761 30,424
; F5-3 2 2 3,40 1,40 2 4+ 80 2 5.40 4050 21,870
! F5.4 2 2 3,60 1,60 2 ++++/0 80 2 5,60 4872 26,603
| F6:5 2 2 2,30 0,30 3 +++/0 75 2 4,30 8161 26,492
| TOTAL 4,30 390 24,30 26949 128,711 |
' MEDIA 0,86 78,00 4,86 5300 28,742 |
D.P. 0.59 274 0,59 1N 3,143
9 COLHEITA |
" F51 2 2 3,10 1,70 4 +++4/0 80 2 5,10 3394 12300
F52 2 2 2,70 0,70 2 ++++/0 80 2 4,70 4872 22808
F63 2 2 2,70 0,70 3 +H/++ 80 2 4,70 11683 54910 |
F.5.4 2 2 2,90 0.90 2 ++++/0 80 2 4,90 7900 38,710 '
F55 2 2 2.20 0,20 5 ++++/0 75 2 4,20 6833 28,698
TOTAL 3,60 405 23,60 34682 162,526
MEDIA 0,72 81,00 4,72 6936 32,606
D.P. 0,33 5,48 0,33 3173 14,817
10% COLMEITA
F51 2 2 2.80 0,80 2 ++4+/0 85 2 4,80 4194 20131 |
F52 2 2 3,00 1,00 1 YR 75 2 5,00 7244 36,220
Fs5-3 2 2 2,20 1,20 2 +44+/0 85 2 5,20 6478 33,885
F54 2 2 3.30 1,30 1 ++4+/0 75 2 5,30 5017 26,590
F55 2 2 2,40 0,40 4 PO 80 2 4,40 5583 24,565
TOTAL 4,70 380 24,70 28616 141,991 |
MEDIA 0,94 76.00 494 5703 28,238

br 0.36 7,42 0.36 1188 6,620



-

112 COLHEITA

F5-1
F5.2

' F-5.3

F5-4

' F55

TOTAL
MEDIA
D.P.

N NN NN

N NNV VYN

2,80
2,90
2,70
3,70
2,30

0,80
0,90
0,70
1,70
0,30
4,40
0.88
051

N = N

+++/0
+H+/+
+/+++
+++/0
+++/0

85
80
85
80
75
405
81,00
4,18

N NN NN

4,80
4,90
4,70
5,70
4,30
24,40
488
0,51

4872
4694
31N
9500
4344
26521
5304
2444

23,385
23,000
14,621
54,150
18,679
133,835
26,767
15,719

-

6v



Tabela IV

Colheitas e Caracteristicas do Material Espermético de Cobaias Cavia porcellus

irradiadas com Doses Fracionadas de 10 Rad

- D.P.

. ldentificagdo Alfa-Quimo Solugdo  Solugao Volume N© de Caracteristicas Motilidade Volume Ejaculado Concentragdo Concentragdo
do Animal Tripsina Tampdo Tampdo Ejaculado Estimulos do Ejaculado % Formol Total Esperméitica Espermaitica
(mg} {mi) + {ml) Coag./Liguef. Salino (ml) /mm? X10°%/Ejacul,
Ejaculado (ml}
Fase Pré-Experimental (Média de 5 Semanas)
F-13-1 2 2 2,65 0,65 2 +H/+++ 83 2 4,65 10278 47,792
" F-10-2 2 2 3,42 1,42 2 ++++/0 69 2 5,42 7122 38,601
F-10-3 2 2 3.64 1,64 1 ++++/0 83 2 5,64 7972 44,962
F-104 2 2 3,88 1,88 2 ++++/0 77 2 5,88 7905 46,481
F-105 2 2 314 1.14 2 ++++/0 84 2 5,14 5839 30,012 |
 TOTAL 6,73 396 26,73 39116 207,848 |
MEDIA 1.35 79,20 5,35 7823 41,570
. D.P. 0.47 6,34 0,47 1619 7.361
12 COLHEITA
" F-10-1 2 2 2,80 0,80 1 +4++ /4 90 2 4,80 8728 41,894
F-10-2 2 2 2,70 0,70 2 ++++/0 70 2 4,70 7222 33,943
F-10-3 2 2 3,80 1,80 2 i+ 85 2 5,80 7328 42,502
F-10-4 2 2 2,40 0,40 4 ++++/0 70 2 4,40 4667 20,534
“ F-105 2 2 2,70 0,70 4 ++++/0 85 2 4,70 4133 19,425
TOTAL 4,40 440 24,40 32078 158,298
MEDIA 0.88 80,00 4,88 6416 31,660
0,53 9,35 0,63 1943 11,191

[
i
—



22 COLHEITA

' F-10-1 2 2 2,70 0,70 3 A+ 80 2 4,70 13500 63,450
| F-10:2 2 2 3,10 1,10 . +H++/0 40 2 5,10 2839 14478 |
F-10-3 2 2 4,00 2,00 2 +H++/0 85 2 6,00 4672 8032 |
F-10-4 2 2 3,00 1,00 4 ++4++/0 70 2 5,00 8122 40,610 |
i F-105 2 2 3,80 1,80 2 HH/+ 90 2 5,80 4555 26,419 |
TOTAL 6.60 365 26,60 33688 172,989 |
- MEDIA 1,32 73,00 5,32 6738 34,508
. D.P. 0,55 19,87 0,55 4239 18,597
32 COLHEITA '
CF-1041 2 2 2,50 0,50 3 O/ ++++ 90 2 4,50 7711 34,699
' F-10-2 2 2 3,30 1,30 3 +++/0 70 2 5,30 4383 23,229
F-10-3 2 2 3,70 1,70 3 +++/0 75 2 5,70 8572 48,860
| F-10-4 2 2 2,90 0,90 3 S 90 2 4,90 4150 20,335
| F-105 2 2 2.70 0,70 2 A+ 90 2 4,70 2344 11,016
| TOTAL 5,10 415 25,10 27160 138,139
{ MEDIA 1,02 83,00 5,02 5432 27,628
' D.P. 0,48 9,75 0,48 2614 14,571
42 COLHEITA
" F101 2 2 2,40 0,40 2 /4 60 2 4,40 4322 19,016
' F-10-2 2 2 3,10 1,10 1 ++++/0 50 2 5,10 511 2,606
F-10-3 2 2 3,80 1,80 1 ++++/0 85 2 5,80 2717 15,758
' F-104 2 2 3,60 1,60 ! H++/0 80 2 5,60 9589 53,698
: F-105 2 2 2,80 0,80 1 ++++/0 75 2 4,80 1367 6,561
 TOTAL 5,70 350 25,70 18506 97,639
' MEDIA 1,14 70,00 5,14 3701 19,528
0,57 14,58 0,57 3593 20,227

'DP.

LS



53 COLHEITA

4,50 10378 46,701

F-1041 2 2 2,50 0,50 1 O/++++ 90 2
F-10-2 2 2 3,10 1,10 1 ++++/0 15 2 5,10 211 1,076
F-10-3 2 2 3,00 1,00 1 +4+++/0 20 2 5,00 239 1,195
F-10-4 2 2 3,30 1,30 1 ++++/0 75 2 5,30 5611 29,738
F-10-5 2 z 2,40 0,40 5 +4+++/0 80 2 4,40 822 3616
TOTAL 4,30 280 24,30 17261 82,326
MEDIA 0,86 56,00 4,86 3452 16,465
D.P. 0,39 35,60 0.39 4483 20,769
62 COLHEITA
F-10-1 2 2 3,00 1,00 1 0/4++++ 90 2 5,00 7928 39,640
F-10-2 2 2 3,20 1,20 1 4470 a5 2 5,20 405 2,106
©Fa10-2 2 2 4,10 2,10 1 +44+/0 85 2 6,10 139 0,847
F-10-4 2 2 3,00 1.00 1 S 85 2 5,00 10355 51,775
F-10.5 2 2 3,80 1,80 1 +4+4+/0 85 2 5,80 4378 25,392
TOTAL 7.10 390 27,10 23205 119,760
" MEDIA 1,42 78,00 5,42 4641 23,952
D.P. 0,50 18,57 0.50 4520 22,546
73 COLHEITA
£-10-1 2 2 2,90 0,80 2 O/++++ 90 2 490 9283 45,486
F-10-2 2 2 410 2,10 1 ++++/0 75 2 6,10 372 2,269
F-10-3 2 2 350 1,50 1 ++4+/0 75 2 5,50 133 0,731
F-10-4 2 2 2,40 0,40 2 O/++++ 5 2 4,40 10483 46,125
F-105 2 2 3.70 1,70 1 ++++/0 90 2 5,70 6578 37,494
TOTAL 6,60 335 26,60 26849 132,106
MEDIA 1,32 67,00 532 5370 26,421

DP. 0,67 35,46 0.67 4881 23,009



83 COLHEITA

© F-10-1

2 2 2,40 0.40 1 Of++++ 75 2 4,40 14183 62,405 !

' F-10-2 2 2 410 2.10 2 ++++/0 565 2 6,10 6644 40528
; F-10-3 2 2 4,00 2,00 2 ++++/0 75 2 6,00 583 3,498
F-104 2 2 2,30 0,30 2 O/++++ 0 2 4,30 889 3,822
. F-10-5 2 2 3,20 1,20 2 ++4++/0 90 2 5,20 8567 44,548
TOTAL 6,00 295 26,00 30866 154,801
. MEDIA 1,20 §9,00 5,20 6173 30,960
D.P. 0,85 35,25 0,85 5685 26.247

92 COLHEITA

| F-10-1 2 2 2,30 0,30 3 O/++++ 50 2 4,30 9628 41,400
. F-10-2 2 2 3,20 1,20 3 ++++/0 50 2 5,20 6533 33,971
. F-10-3 2 2 3,00 1,00 1 ++++/0 75 2 5,00 172 0,860
. F-10-4 2 2 2,80 0,80 1 +H/4++ 30 2 4,80 2528 12,134
. F-10-5 2 2 3,10 1,10 1 ++++/0 80 2 5,10 2733 13,938
TOTAL 4,40 295 24,40 21594 102,303
MEDIA 0,88 59,00 4,88 4319 20,461

D.P. 0,36 23,56 0,36 3742 16,711 :

|

10® COLHEITA 3

F-10-1 2 2 2,60 0,60 1 O/++++ 5 2 4,60 10172 46,791 |

F-10-2 2 2 3,30 1,30 1 ++++/0 70 2 5,30 4344 23,023 |

F-10-3 2 2 3,50 1,50 1 ++4/0 75 2 5,50 322 17711
F-10-4 2 2 3,00 1,00 2 /4 60 2 5,00 3950 19,750
F-10-5 2 2 3.30 1,30 2 ++++/0 90 2 5.30 8211 43,518
TOTAL 5,70 360 25,70 26999 134,853
MEDIA 1.14 72,00 5,14 5400 26,871
D.P. 0,35 11,51 0,35 3862 18,503

£S



118 COLHEITA

' F10
F-10-2
F-10-3
F-10-4
F-10-5
TOTAL
MEDIA
? D.P.

NN 0N

R NN

2,70
4,70
3,50
2,60
3.00

0.70
2,70
1,50
0.60
1.00
6,50
1,30
0.86

N ONNNN

0/++++
++++/0
++/4++
+/+++

++++/0

80
70
80
65
85
380

76,00
8,21

4,70
6,70
5,60
4,60
5,00
26,50
5,30
0,86

N NN

9791
4772
1628
6016
2444
24551
4910
3263

48,017
31,972
8,404
27,673
12,220
126,286
25,257
15,296




Tabela V

Colheitas € Caracteristicas do Material Espermatico de Cobaias Cavia porcellus
Irradiadas com Doses Fracionadas de 20 Rad

l B
 Identificacdo Alfa-Quime  Solugao  Solucdo Volume N© de Caracteristicas Motilidade Volume Ejaculado Concentracdo Concentragdo

do An.mal Tripsina Tampio Tampdo Ejaculado Estimulos do Ejaculado % Formol Total Espermatica Espermatica
(mg) (mi + (ml) Coag./Liquet. Salino (mi) /mm? X 10 /Ejacut.

Ejaculado {ml)

Fase Pré-Experimental {Média de 5 Semanas)

LT 20 2 2 3.20 120 2 ++++/0 69 2 5,20 6789 35,302
I F-202 2 2 3,38 1,38 1 ++++/0 70 2 5,38 6212 33,420
' F-203 2 2 2,74 0,74 3 ++++/0 73 2 4,74 6644 31,492
. F-20-4 2 2 3,58 1,58 1 ++4++/0 55 2 5,58 2028 11,316
. F-20'5 2 2 3.94 1,94 1 ++++/0 B8O 2 5,94 3539 21,021
TOTAL 6,84 347 26,84 25212 132,551
MEDIA 1,37 69,40 5,37 5042 26,510
D.P. 0.44 9,13 0,44 2141 10,135
, 18 COLHEITA
F-20-1 2 2 2,50 0.50 4 +++4/0 50 2 4,50 7394 33,273
F-20-2 2 2 2,90 0,90 1 4+ 50 2 4,90 5483 26,866
F-20-3 2 2 2,20 0.20 5 +++/+ 70 2 4,20 5150 21,630
F-20-4 2 2 2.60 0.60 1 ++++/0 50 2 450 3972 18,271
F-20-5 2 2 3,30 1,30 2 [+ 85 2 5,30 2883 15,279
TOTAL 3.50 305 23,50 24882 115,319
NMEDIA 0.70 61,00 4,70 4976 23,064
D.P. 0.42 15,97 0,42 1697 7.147

<5



T 1
i 22 COLHEITA 1
i,_.___ —
| F-20 2 2 2,20 0,20 5 +++/0 50 2 4,20 6372 26,762
| F-202 2 2 3,20 1,20 2 +H++/0 50 2 5,20 2028 10,545
' F-20.3 2 2 2,40 0,40 3 [+ 80 2 4,40 1204 5,603
! F-20-4 2 2 3,20 1,20 2 ++++/0 40 2 5,20 2094 10,888 .
F-20-5 2 2 2,30 0,30 1 H+/+ 60 2 4,30 1178 5,065 !
TOTAL 3,30 280 23,30 12966 58,953 |
. MEDIA 0,66 56,00 4,66 2593 11,791 ‘
D.P. 0,50 15,16 0,50 2153 8788 |
1
32 COLHEITA |
F-20- 2 2 2,80 0,80 3 [+ 50 2 4,80 1928 9,254
F-20-2 2 2 3,00 1,00 3 /4 58 2 5,00 1233 6,165
" 203 b 2 2,1¢ 0,10 3 44410 60 2 4,10 911 3735 |
F-204 2 2 3,20 1,20 1 +44+/0 50 2 5,20 3128 16,266 |
F 205 z 2 2,30 0.30 2 ++++/0 65 2 4,30 2267 9,748
TOT AL 3,40 280 23,40 9467 45,167 '
MEDIA 0,68 56,00 468 1893 9,033
0.2 0,46 6,52 0.46 875 4,721
4% COLHEITA
F-20-1 2 - 2.80 0,80 1 ++++/0 50 2 4,80 3878 18,614
F-2C-2 2 2 3.80 1,80 1 ++++/0 80 2 5.80 1467 8,508
F.20-3 2 2 220 0,20 3 ++++/0 20 2 4,20 522 2,192
F.20-4 ” 2 3.40 1,40 1 +444/0 0 2 5,40 1250 6,750
F-20-5 2 2 2,70 0,70 1 ++4+/0 50 2 4,70 639 3,003
TOTAL 4,90 200 24,90 7756 33,067
MEDIA 0,08 40,00 4,98 1851 7,813
D.P. 0.63 30,82 1360 6576

063

95



62 COLHEITA

F-201 2 2 4,40 2,40 5 F/+ 75 2 6,40 1211 7,760 |
F-20-2 2 2 4,00 2,00 1 +4++4/0 80 2 6,00 1950 11,700 ‘
F-20-3 2 2 2,50 0,50 5 4[4+ 85 2 4,50 761 3,424
F-20-4 2 2 3,00 1,00 1 /4 0 2 5,00 1433 7,185
F-205 2 2 4,10 1,10 1 ++4/0 90 2 5,10 467 2,381
TOTAL 7,00 330 27,00 5822 32,420
- MEDIA 1.40 66,00 5,40 1164 6.484
' D.P. 0,78 37,32 0,78 579 3,724
62 COLHEITA
F-201 2 2 3,00 1,00 1 +++/0 60 2 5,00 455 2,275
F-20-2 2 2 2,60 0,60 2 /4 75 2 4,60 2133 5,811
F-20-3 2 2 2,20 0.20 2 ++++/0 75 2 4,20 522 2,192
F-20-4 2 2 2,70 0.70 1 ++++/0 75 2 4,70 1083 5,080
F-205 2 2 2,90 0,90 ] +4+4++/0 80 2 4,90 1044 5,114
TOTAL 3.40 365 23,40 5237 24,483
MED!A 0.68 73,00 4,68 1047 4,897
D.P. 0,31 7,58 0.31 672 3,009 ‘
. , . , S — 1
72 COLHEITA
F-201 2 2 3,90 1,90 1 4410 80 2 5,90 278 1,640 |
F-20-2 2 2 4,20 2,20 1 +4++4/0 50 2 6,20 800 5,680
F-20-3 2 2 2,20 0,20 3 ++++/0 50 2 4,20 450 1,890
F-20-4 2 2 3,70 1,70 2 ++++/0 25 2 5,70 594 3,386
F-20-5 2 2 3.30 1,30 1 ++++/0 75 2 5,30 1283 6,799
TOTAL 7.30 280 27.30 3505 19,294
MEDIA 1.46 §6.,00 5,46 701 3,859
D.P. 0,78 22,19 0.78 397 2,21

&S




8% COLHEITA
1 F-201 2 2 3,10 1,10 1 +H44/0 80 2 5,10 344 1,764
F-20-2 2 2 3,40 1,40 1 4++/0 70 2 5,40 811 4379 |
F-20-3 2 2 2,30 0,30 a +++/0 70 2 4.30 1181 4992 |
F-20-4 2 2 3.30 1,30 2 +++/0 0 2 5,30 439 2,328
F-205 2 2 2,70 0,70 1 410 75 2 4.70 1717 8o !
 TOTAL 4,80 295 24,80 4472 21,519
MEDIA 0,96 §9,00 4,96 864 4,304 ‘
. DP. 0.46 33,24 0,48 562 2503 |
9® COLHEITA !
F20-1 2 2 3,60 1,60 1 +++/0 76 2 5,60 183 1,024
F-20-2 2 2 250 0,50 4 4410 65 2 4,50 600 2,250
F203 2 2 3,00 1,00 5 +4+4+4/0 70 2 5,00 2250 11,250
F-204 2 2 4.60 2,60 2 +++/0 5 2 6,60 322 2,125
F-20-5 2 2 2.60 0,60 1 T 35 2 4,60 1167 5,368
TOTAL 6,30 250 26,30 4422 22,017
MEDIA 1,26 50,00 5,26 884 4,403
D, 0.86 29,58 0.86 851 4,155
102 COLHEITA
F-20-1 2 2 2,80 0.80 2 +++4/0 10 2 4,80 722 3,465
F-20-2 2 2 2.30 0.30 2 ++++/0 0 2 4,30 467 2,008
F.20-3 2 2 2.90 0.90 2 P 75 2 4,90 1317 6,453
F-204 2 2 3,10 1,10 1 ++4++/0 0 2 5.10 472 2,407
F-20-5 2 2 2.80 0,80 1 +44+4/0 50 2 4,80 1665 7,944
TOTAL 3,90 135 23.90 4633 22277
MEDIA 0,78 27,00 478 927 4,455

D.P. 0.29 33,84 0,29 534 2614




112 COLHEITA

F-20-1

| F-20-2

F-20-3
F-204
F-205
TOTAL
MEDIA

D.P.

NN NN

N NN

3,70
2,40
2,80
3,40
3.00

1,70
0,40
0.80
1,40
1,00
5,30
1.06
0,51

- NN WwWN

++++/0
++++/0
/4

+++/0

++4++/0

40
60
80

60
240

48,00
30,33

NN

570
440
4,80
5,40
5,00
25,30
5,06
0.51

1306
989
1039
an
2189
5899
1180
658

7,438
4,351
4,987
2,035
10,945
29,756
5,951
3,390
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Tabela VI

Colheitas e Caracteristicas do Material Espermatico de Cobaias Cavia porcellus
Irradiadas com Doses Fracionadas de 20 Rad com Intervalos de 21 Dias

. ldentificacdo Alta-Quimo Solucio Solucdo  Volume N© de Caracteristicas Motilidade Volume Ejaculado Concentragcio Concentracio]'
do Animal Tripsina Tampdo Tampdo Ejaculado Estimulos do Ejaculado % Formol Total Espermética Espermética '

; {mg) {mi) + (mi) Coag./Liquef. Salino {ml) /mm? X10°/Eiacul.[

- Ejaculado (ml)

¥

é Fase Pré-Experimental (Média de 5 Semanas)

I F4-20-1 2 2 2,70 0,70 4 ++++/0 80 2 4,70 6572 30,888

Fa4-20-2 2 2 3,62 1,62 1 /4 81 2 5,62 6167 34,658

 F4-20-3 2 2 3,54 1,54 1 ++4++/0 73 2 5,54 2144 11,877

‘ F4-204 2 2 3,66 1,66 1 +4+/+ 78 2 5,66 4544 25,719
F4-205 2 2 2,82 0,82 3 ++++/0 78 2 4,82 705 3,398
TOTAL 6,34 390 26,34 20132 106,540

~ MEDIA 1,27 78,00 5,27 4026 21,308

' D.P. 0.47 3.08 0,47 2545 13,221

12 COLHEITA

. F4-20-1 2 2 2,70 0,70 4 /4 60 2 4,70 6833 32,115

F4-20-2 2 2 2,30 0,30 1 +++/+ 70 2 4,30 7489 32,202

- F4-20-3 2 2 3,80 1,80 1 +++/+ 60 2 5,80 1561 9,053

. F4-204 2 2 3,70 1,70 1 S— 70 2 5,70 3917 22,326

- F4-20-5 2 2 4,10 2,10 1 ++/+ 85 2 6,10 511 3,117

- TOTAL 6.60 345 26,60 20311 98,813
MEDIA 1,32 69,00 5,32 4062 19,763
D.P. 0,77 10,25 0,77 3095

13,282




22 COLHEITA

0.90

F4-20-1 2 2 2,60 0,60 ) +H+/0 60 2 4,60 4055 18,653
F4.20-2 2 2 4,10 2,10 1 A/ 85 2 6,10 6839 41,717
F4-20-3 2 2 3,10 1,10 1 [+ 85 2 5,10 1489 7,593
F4.20-4 2 2 3,90 1,90 1 +4+/+ 60 2 5,90 1805 10,649 i
F4-205 2 2 2,10 9,10 5 ++++/0 70 2 4,10 483 1,980

. TOTAL 5,80 360 25,80 14371 80,592

i MEDIA 1,16 72,00 5,16 2934 18,118

_D.P. 0.85 12,55 0,85 2543 15,526 |

32 COLHEITA |
!
F4-201 2 2 2,30 0,30 5 ++++/0 85 2 4,30 1689 7,262 |

' F4-20-2 2 2 3,50 1,50 2 /4 80 2 5,50 3017 16,593 |

' F4.20-3 2 2 3,10 1,10 2 ++++/0 70 2 5,10 1294 6,599
F4-20-4 2 2 3,80 1,80 2 /4 80 2 5,80 1072 6,217
F4.20-5 2 2 2.10 0,10 3 +++4/0 30 2 4,10 167 0,684
TOTAL 4,80 345 24,80 7239 37,365
MEDIA 0,96 69,00 4,96 1448 7,471

DP. 0,74 22,47 0.74 1040 5,737 }

42 COLHEITA ‘
F4-20-1 2 2 2,30 0,30 5 ++++/0 60 2 4,30 839 3,607

i F4-20-2 2 2 3,50 1,50 1 +++4/0 85 2 5,50 2978 16,379
F4-20-3 2 2 3,30 1,30 1 ++++/0 60 2 5,30 217 1,150
F4-20-4 2 2 4,30 2,30 1 ++++/0 85 2 6,30 4344 27,367
F4.20-5 2 2 2,10 0,10 5 +4+++/0 60 2 4,10 211 0,865
TOTAL 5,50 350 25,50 8589 49,368
MEDIA 1,10 70,00 5,10 1718 9,874

13,69 0,90 1856 11,671

19



5% COLHEITA

. F4-20-1 2 2 2,40 0.40 5 +++/0 60 2 4,40 1850 8,140
| F4-20-2 2 2 2,60 0,60 1 ++++/0 80 2 4,60 3417 16,718
. F4.20-3 2 2 4,10 2,10 1 ++++/0 60 2 6,10 2022 12,334
i F4-204 2 2 3,40 1,40 1 ++/++ 86 2 5,40 4108 22,167
! £4-20-8 2 2 2,10 0,10 4 +4+/0 0 2 410 422 1,730
| TOTAL 4,60 285 24,60 11816 60,089
| MEDIA 0,92 57,00 492 2363 12,018
! D.P. 0.82 3384 0,82 1440 7,708
f 6% COLHEITA
F4-20-1 2 2 2.50 0.50 5 - g5 2 4,60 4083 18,373
. F4-20-2 2 2 3,40 1,40 1 ++++/0 76 2 5,40 4989 26,940
F4.203 2 2 3,50 1,50 1 +++4/0 76 2 5,50 822 4,521
F4-20-4 2 2 3,60 1,60 1 ++++/0 85 2 5,80 2089 11,698
" F4-205 2 2 2.40 0.40 5 ++a4/0 65 2 4,40 828 2,763
" TOTAL 5,40 365 26,40 12611 64,205
MEDIA 1,08 73,00 5,08 2622 12,889
' D.P. 0,58 8.37 0,68 1948 10,018
7* COLHEITA
F4.20-1 2 2 2.40 0,40 5 ~++4/0 80 2 4,40 3204 14,493
F4-20-2 2 2 3,30 1,30 1 ++4+/0 75 2 5,30 1508 7,978
Fa.20-3 2 2 3,20 1,20 1 ++++/0 0 2 5,20 317 1,648
F4-20-4 2 2 3,60 1,60 1 ++44/0 g5 2 5,60 6944 38,886
F4.20.5 2 2 2,30 0.30 5 oS 70 2 4,30 266 1,006
TCTAL 4,80 310 24,80 12316 84,009
MEDIA 0.96 62,00 4.96 2483 12,820
D.P. 15,556

0.58 35,11 0,58

2791



87 COLHEITA

Fa4-20-1 2 2 2,20 0,20 3 ++++/0 80 2 4,20 3017 1267y
Fa.20-2 2 2 3.00 1,00 3 ++++/0 75 2 5,00 2772 13,860
Fa.26-3 2 2 3,60 1,60 2 ++4+/0 60 2 5,60 750 4,200
Fa4-20-3 2 2 3,00 1,00 2 ++/4 70 2 5,00 1478 7,390
F4.20-5 2 2 2,69 0,60 5 +HH+/0 85 2 4,60 361 1,660
TOTAL 4,40 370 24,40 8378 39,781 ‘
CMEDIA 0,88 74,00 4,88 1676 7,956
D.P. 0,52 9,62 0,52 1186 5,271
92 COLHEITA ;
Fa.20- 2 2 3,10 1,10 5 +++/0 80 2 5,10 4689 23,913
" F4-20-2 2 2 4,80 2.80 4 /4 75 2 6.80 3228 21,950
Fa-20.3 2 2 4,40 2,40 3 +++/0 75 2 6,40 650 4,160
F4-204 2 2 2,80 0,80 2 O/++++ 80 2 4,80 12067 57,921
F4-20-5 2 2 2,50 0,50 5 ++++/0 70 2 4,50 389 1,750
TOTAL 7,60 380 27,60 21023 109,694
MED1A 1,52 76,00 5,52 4205 21,939
D.P. 1,02 4,18 1,02 4749 22,485
102 COLHEITA
F4-201 2 2 3,10 1,10 4 /4 85 2 5,10 2600 13,260
F4.-20-2 2 2 3,70 1,70 2 /4 50 2 5,70 2022 11,526
£4.20-3 2 2 3,20 1,20 2 /4 55 2 5,20 717 3,728
F4.2¢-4 2 2 3,10 1,10 2 Cl++++ 75 2 5,10 7861 40,091
© F4-205 2 2 2,90 0.90 5 +++4/0 40 2 4,90 3N 1,523
- TOTAL 6.00 335 26,00 13511 70,127
MEDIA 1,20 67,00 5,20 2702 14,025
DP 0,30 18,91 0,30 3031 15,400
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112 COLHEITA

F4-20-1
F4-20-2
F4-20-3
F4-204
F4-205

. TOTAL
* MEDIA
. D.P.

N NN NN

N NN NN

3,30
3,70
3,40
3.40
2,70

1,30
1,70
1,40
1,40
0,70
6,50
1,30
0,37

O - NN S

++++/0

75
80
50
65
40
310
62,00
16,81

N NN NN

5,30
5,70
5,40
5,40
4,70
26,50
5,30
0,37

5683
4044
322
1233
805
12088
2418
2330

30,119
23,050
1,738
6,658
3,783
65,348
13,070
12,709




Tabela Vil

Colheitas ¢ Caracteristicas do Material Espermatico de Cobaias Cavia porcellus
irradiadas com Dose Unica de 50 Rad

ldentificacdo Alfa-Quimc  Solugdo  Solugdo Volume N© de Caracteristicas Motilidade Volume Ejaculado Concentragao Concentragao,
do Anima! Tripsina Tampdc Tarmpio Ejaculado Estimulos do Ejaculado % Formol Total Espermatica Espermaética

: {mg) {mh) + {m) Coag./Liguef. Salino {m}) /mm3 X10%/Ejacul.

| Ejaculado {ml)

i

' Fase Pré-Experimental (Média de 5 Semanas) !

' U-50-1 2 2 2,68 0.68 4 +H++/0 77 2 4,68 2405 11,255

I U-50-2 2 2 2,80 0,80 2 +H+/+ 83 2 4,80 7555 36,264

i U-50-3 2 2 2,36 0,36 3 O/++++ 68 2 4,36 3283 14,313

© U-504 2 2 348 1,48 1 ++++/0 70 2 5,48 6511 35,680

v U-50-5 2 2 2,7%. 0,78 3 ++++/0 80 2 4,78 4033 19,277

| TOTAL 4,10 378 24,10 23787 116,789
MEDIA 0,82 75,60 482 4757 23,358
D.P. 0,41 6,43 0,41 2187 11,867

12 COLHEITA

U-50-1 2 2 2,50 0,50 4 ++++/0 80 2 4,50 2278 10,251
U-50-2 2 2 2,60 0,60 3 +H+/+ 85 2 4,60 6711 30,871
U-50-3 2 2 2,20 0,20 4 O/++++ 85 2 4,20 3311 13,906
U-504 2 2 3,60 1,60 1 ++/+ 30 2 5,60 6033 33,784

f U-50-5 2 2 4,00 2,00 1 ++/+ 60 2 6,00 3411 20,466

" TOTAL 4,90 340 2490 21744 109,278

! MEDIA 0,98 68,00 4,98 4349 21,856

| D.P. 0,77 23,61 0,77 1914 10,288




29 COLHEITA

F-sm 2 2 2,60 0,60 4 +++4/0 75 2 4,60 728 3,348
U-50-2 2 2 2,70 0,70 3 +HH++/0 90 2 4,70 7878 37,026
' U-50-3 2 2 2,50 0,50 1 O/++++ 40 2 4,50 2967 13,351
I U-504 2 2 3,30 1,30 2 +HH/+ 70 2 5,30 1939 10,27¢
| U-50-5 2 2 2,20 0,20 3 +H++/0 85 2 4,20 1567 6,581
| ToTaL 3,30 360 23,30 15079 70,562
f MEDIA 0,66 72,00 4,66 3016 14,116
| D.P. 0,40 19,56 0,40 2834 13,350
, 32 COLHEITA
U501 2 2 2,40 0,40 3 ++++/0 70 2 4,40 933 4,105
| U-50-2 2 2 2,30 0,30 3 e[+ 80 2 4,30 1628 7,000
! U-50-3 2 2 2,40 0,40 3 O/++++ 10 2 4,40 1717 7,554
. U-504 2 2 3,10 1,10 1 +H++/0 20 2 5,10 483 2,463
. U-50:5 2 2 2,50 0.50 3 4+ 85 2 4,50 2883 12,973
| TOTAL 2,70 265 22,70 7644 34,095
| MEDIA 0,54 53,00 454 1529 6.819
| D.P. 0,32 35,28 0,32 912 4,024
; 42 COLHEITA
! U-50-1 2 2 2,20 0,20 3 ++++/0 70 2 4,20 894 3,754
'~ U-50-2 2 2 3,30 1,30 1 ++++/0 85 2 5,30 4833 25,614
| U-50-3 2 2 2,10 0,10 1 0/++++ 0 2 4,10 1011 4,145
; U-50-4 2 2 3,30 1,30 ) +++/0 70 2 5,30 239 1,266
U-50-5 2 2 3,30 1,30 1 ++++/0 90 2 5,30 1183 6,269
TOTAL 4,20 315 24,20 8160 41,048
MEDIA 0,84 63,00 4,84 1632 8,210
D.P. 0,63 36,33 0.63 1825 9,890




5% COLHEITA

U-501 2 2 2,20 0,20 4 H++/0 60 2 4,20 361 1,516
U-50-2 2 2 2,10 0,10 3 ++++/0 40 2 4,10 411 1,685
" U-503 2 2 2,10 0,10 4 O/++++ 0 2 4,10 489 2,004
' U-50-4 2 2 3,70 1,70 1 +4+++/0 35 2 5,70 250 1,425
¢ U-50-5 2 2 2,40 0,40 3 ++/++ 70 2 4,40 1633 7,185
TOTAL 2,50 205 22,50 3144 13,815
MEDIA 0,50 41,00 4,50 629 2,763
DP. 0,68 27,02 0,68 568 2,482
| 62 COLHEITA
, U-50-1 2 2 2,20 0,20 5 ++++/0 10 2 4,20 422 1,772
i U-89-2 2 2 2,70 0,70 1 ++++/0 70 2 4,70 294 1,381
U-50-3 2 2 2,20 0,20 4 O/++++ 30 2 4,20 1244 5,224
] U-50-4 2 2 3,40 1,40 1 ++++/0 60 2 5,40 1055 5,697
| U-50-5 2 2 2,40 0,40 4 4+ 60 2 4,40 978 4,303
- TOTAL 2,90 230 22,90 3993 18,377
| MEDIA 0.58 46,00 4,58 799 3,675
, D.P. 0,50 25,10 0,50 416 1,985
1[ 72 COLHEITA
U501 2 2 2,60 0,60 5 ++++/0 70 2 4,60 122 0.561
" U502 2 2 2,90 0,90 1 ++++4/0 85 2 4,90 338 1,656
U-50-3 2 2 2,50 0,50 2 O/++++ 5 2 4,50 1067 4,801
U-50-4 2 2 3,60 1,60 1 ++++/0 60 2 5,60 355 1,988
U-50-5 2 2 2.30 0,30 4 ++++/0 50 2 4,30 1650 7,095
TOTAL 3,90 270 23,90 3532 16,101
MEDIA 0,78 54,00 4,78 706 3,220
D.P. 0,51 30,29 0,51 637 2,671
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82 COLHEITA

U-50-1 2 2 3,50 1,50 5 - ++++/0 75 2 5,50 189 1,039 |
U-50-2 2 2 3,00 1,00 1 ++++/0 90 2 5,00 872 4,360
u-50-3 2 2 2,40 0,40 4 O/++++ 5 2 4,40 1122 4936 |
U-50-4 2 2 3,70 1,70 1 +++/0 55 2 5,70 739 4212 |
U-50-$ 2 2 2,40 0,40 4 +++4+/0 35 2 4,40 2050 9,020 |
TOTAL 5,00 260 25,00 4972 23,567
MEDIA 1,00 52,00 5,00 994 4,713
D.P. 0,60 33,47 0.60 682 2,849
92 COLHEITA
U-50-1 2 2 3,80 1,80 5 +4+++/0 40 2 5,80 361 2,093
U-50-2 2 2 3,00 1,00 2 ++++/0 75 2 5,00 672 3,360
1-50-3 2 2 2,40 0,40 3 0/++++ 20 2 4,40 1039 4,571
U-50-4 % 2 3,60 1,60 2 ++++/0 10 2 5,60 633 3,544
U-50-5 2 2 2,60 0,60 3 ++++/0 50 2 4,60 1872 8,611
TOTAL r 40 195 25,40 4577 22,179
MEDI4& .08 39,00 5,08 915 4,436
G.P. 0,61 25,59 0,61 587 2,494
102 COLKEITA
U-50-1 2 2 2,60 0,60 5 +++4/0 30 2 4,60 694 3,192
U-50-2 2 2 3,00 1,00 2 ++++/0 75 2 5,00 1889 9,445
U-50-3 2 2 2,20 0,20 2 O/++++ 40 2 4,20 1211 5,086
U-50-4 2 2 3.90 1,90 3 +++4/0 0 2 5,90 794 4,684
U-50-5 2 2 2,50 0,50 3 ++++/0 60 Z 4,50 2144 9,648
TOTAL 4,20 205 24,20 6732 32,055
MED!A 0,84 41,00 484 12°6 6.411
D.P. 648 2,849



112 COLHEITA

0.80
1,00
0,50
1,30
0,60
4,20
0,84
0,32

SN AN W

++++/0
++++/0
O/++++
+++4+/0
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53,00
33,47

N NN

4,80
5,00
4,50
5,30
4,60
24,20
+,84
0,32

1944
7583
1833
1239
2311
14610
2922
2637

9,331
37,915
6,898
6,566
10,630
71,340
14,268
13,327
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Tabela Viil

Colheitas e Caracteristicas do Material Espermatico de Cobaias Cavia porcellus
Irradiadas com Dose Unica de 100 Rad

[Tdentificacio Alfa-Quimo Solucdao  Solugdo Volume N° de Caracteristicas Motilidade Volume Ejaculado Concentragdo Concentracé’o}
- do Animal Tripsina Tampdo Tampado Ejaculado Estimulos  do Ejaculado % Formol Total Espermatica Espermaitica
{mg} (mi) + (ml} Coag./Liquef, Salino (ml) /mm? X10°/Ejacul.
! Ejaculado (mb)

{ Fase Pré-Experimental (Média de 5 Semanas)

!

!

i

U-100-1 2 2 2,38 0.38 3 ++++/0 76 2 438 7744 33918 |

U-100-2 2 2 3,10 1,10 2 ++++/0 83 2 5,10 11828 60,322 |

U-100-3 2 2 2,66 0,66 2 ++++/0 23 2 4,66 5333 24,851 |

U-100-4 2 2 2.82 0,82 2 ++++/0 80 2 4,82 8367 40,328 |

U-100-5 2 2 3,26 1,26 1 ++++/0 81 2 5,26 2644 13,907 !

TOTAL 4,22 403 24,22 35916 173,326

MEDIA 0,84 80,60 4,84 7183 34,665

D.P. 0,35 2,88 0,35 3439 17451

12 COLHEITA 1
U-100-i 2 2 2,20 0.20 3 4 85 2 4,20 7644 32,104
U-100-2 2 2 4.20 2.20 1 ++++/0 90 2 6,20 9183 56,934
U-100-3 2 2 2,70 0,70 1 ++++/0 90 2 4,70 4767 22,404
U-100-4 : 2 3.30 1,30 2 /0 60 2 5,30 7233 S
U-100:5 ? 2 3,20 1,20 1 +++/0 80 2 5,20 2478 12,885
TOTAL 5,60 405 25,60 31305 162,661
MEDIA 1,12 81,00 512 6261 32,632
. D.P. 0.75 12,45 0,75 2643 16,717
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22 COLHEITA

BEURT LS 2 2 2,70 0,190 4 +4++/0 50 2 410 6017 24,669
L1062 2 2 3,80 0,80 1 440 90 2 5,80 9517 5,198
S uce 2 2 2,30 0.30 2 ++4+,Q 85 2 4,30 4278 18,395
1-100-4 2 2 2,20 0,2u 2 Di44++ 90 2 4720 7144 30,004
U 1005 2 2 2,90 0,90 1 ++s 80 2 4,90 1617 7,923
¢ TOTAL 3,30 395 23,30 28573 136,189
. MED!A 0,66 79,00 4,66 5715 27,238
" D.P. 0,71 16,73 0,71 2977 17,656
37 COLHEITA
C L1001 2 b 2,30 0,30 4 titar 85 2 4,30 5,89 23,172
U-100-2 2 2 2,90 0,90 2 ++++/0 85 2 4,90 1278 6,262
U-100-3 2 2 3.00 1,00 2 4+ 5 2 5,00 5061 25,305
U-100-4 2 2 2.30 0,30 2 4444 0 70 2 4,30 4228 18,180
U-130-5 2 2 3,30 1,30 1 4t 0 8% 2 5,30 1622 8,596
TOTAL 3.80 410 23,80 17578 81,515
MEDIA 0,76 82,00 4,76 3516 16,303
D.P. 0.44 6,71 0,44 1935 8,543
43 COLHEITA
U-100-1 2 2 2.20 0,20 4 +e4 90 ? 4,20 4828 20,277
U-100-2 2 2 2,20 0.20 4 ++++/0 8% 2 4,20 639 2,683
U-100-3 2 2 3,30 1,30 2 ++4+/0 60 2 5,30 1261 6,683
U-100-4 2 2 2,70 0.70 1 ++4+0 75 2 4,70 1455 6.838
U-100-5 2 2 2,80 0,80 1 +++4 0 85 2 4,80 883 4,238
TOTAL 3,20 395 23,20 9066 40,719
MEDIA 0.64 79,00 4,64 1813 8,144
D.P. 0,46 11,94 0,46 1715 7,002

il
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52 COLHEITA
U-100-1 2 2 210 0,10 5 +4++4/0 30 2 410 278 1,139
U-100-2 2 2 2,30 0.30 5 +4+++/0 70 2 4,30 300 1,290
U-100-3 2 2 2,60 0,60 1 ++++/0 60 2 4,60 122 0,561
U-100-4 2 2 2,50 0,50 1 ++++/0 75 2 4,50 1867 8,401
U-100-5 2 2 3,00 1,00 1 ++++/0 60 2 5,00 355 1,775
TOTAL 2,50 295 22,650 2922 13,166
MEDIA 0,50 59,00 450 584 2,633
DP. 0,34 17.46 0,34 722 3,253

52 COLHEITA
U-100-1 2 2 2.30 0,30 2 /4 75 2 4,30 761 3,272
U-100-2 2 2 2,20 0,20 5 +4++/0 75 2 4,20 211 0,886
U 100-3 2 2 2,50 0,50 3 +4+++/0 75 2 4,50 722 3.249
U-100-4 2 2 2,30 0.30 j b0 70 2 4,30 1M 4777
U-100-5 2 2 3,20 1,20 1 ++4++/0 70 2 5,20 172 0,894
TOTAL 2,50 365 22,50 2977 13,078
MED!A 0,50 73,90 4,50 595 2,616
D.P 0,41 2,74 0,41 399 1,692

79 COLHEITA
U-100-1 2 2 2,20 0.20 5 ++++/0 65 2 4,20 1733 7,278
U-100-2 2 2 3,00 1,00 5 ++++/0 90 2 5,00 189 0,945
U-100-3 2 2 2,30 0,30 i ++++0 50 2 4,30 483 2,076
U-100-4 2 2 3.80 1,80 1 ++++/0 75 2 5,80 505 2,929
U 1005 2 2 3.00 1.00 1 +++4/0 75 2 5,00 144 0,720
TOTAL 4,30 355 24,30 3054 13,948
MEDIA 0.86 71,00 486 611 2,790

14,75 0,65 648

D.P 0,65

2,663

144



82 COLHEITA

0,50

[ U—

U-100-1 2 2 2,50 2 +++/0 65 7 4,50 1672 7.524
L-100-2 2 2 2,50 0,50 5 +++/0 85 2 4,50 2139 9,625
U-100-3 2 2 2,50 0,50 2 ++44/0 55 2 4,50 972 4374
U-100-4 2 2 3.50 1,50 2 /44 90 2 5,50 1361 7,485 ]
U-100-5 2 2 2,90 0.90 2 ++4/0 65 2 4,90 150 0,735
TOTAL 3,90 360 23,90 6294 29,743
. MEDIA 0,78 72,00 4,78 1250 5949 |
' DP. 0,44 14,83 0,44 753 3465 |
9% COLHEITA !
© U-100-1 2 2 2,90 0,90 3 /0 50 2 4,90 572 2,802 ;
U-100-2 2 2 2,80 0,80 4 /4 70 2 4,80 4544 21,811
U-100-3 2 2 2,70 0,70 1 ++++/0 60 2 4,70 2311 10,861
U-100-4 2 2 3,10 1,10 1 +H++/0 80 2 5,10 2433 12,408
U-100-5 2 2 4,00 2,00 2 +HH/+ 80 2 6,00 1172 7,032
TOTAL 5,50 340 25,50 11032 54,914
MEDIA 1,10 68,00 5,10 2206 10,983
" D.P. 0,52 13,04 0,52 1522 7,103
10° COLHEITA
U-100-1 2 2 2,50 0,50 3 +H++/0 50 2 4,50 2083 9,373
| U-100-2 2 2 3,20 1,20 4 +rt/+ 70 2 5,20 2339 12,162
131003 2 2 2,60 0,60 2 ++4/0 50 2 4,60 883 4,061
U-100-4 2 2 2,60 0,60 4 +H++/0 40 2 4,60 5717 26,298
U-100-5 2 2 3,40 1,40 2 ++++/0 80 2 5,40 1255 6,777
TOTAL 4,30 290 24,30 12277 58,671
MEDIA 0.86 58,00 4,86 2455 11,734
D.P. 0,41 16,43 0,41 1917 8,679

€L



112 COLHEITA

U-100-1
u-100-2
U-100-3
U-100-4
U-100-5
TOTAL

MEDIA

D.P

NN RN

N NN

2,70
3,20
2,60
2,60
4,00

0,70
1,20
0,60
0.60
2,00
510
1,02
0,60

++++/0
++++/0
++++/0
+++/0

++++4/0

50
75
60
50
45
280
56,00
11,94

N NN NN

4,70
5,20
4,60
4,60
6,00
25,10
5,02
0,60

1067
5672
2972
8644
561
18916
3783
3377

5014
29,494
13,671
39,762

3,366
91,307
18,261
15,866

ve



Tabela {X

Come iy o Coractenstizas do Mate e Espermauce de Cobaias Cawa porcelius
biachadas corn Dose Unica Jde 200 Rad

tdentiticacae AtaQumo  So.ucdoe Soiucan VO LMme NY de Caracleristicas Moulidade Volume Ejaculado Concentragao Conicentragdo
ac Anme Tripsin: Tampdao Tamplic  Ejcuiado  Estimuios do Ejaculado 8. Formol Total Espermatica Espermatico
tmg! e g {m!} Coag.'Liguet, Salino {ml} it X10°/Ejacul.

Ejaculado {ml)

Fase Pré-Experimental (Média de 5 Semanas)

U-2001 3,52 1.52 5,62 8750 48,300

2 2 4 ++++ /0 75 2
U-200-2 2 2 3,48 1,48 2 +4+44/0 79 2 5,48 9461 51,846
U-200-3 2 2 312 1,12 1 44470 50 2 5,12 5583 28,584
U-200-2 2 2 3.38 1,38 1 i+ 4/ 59 2 5,38 3494 18,797
U-200-5 2 2 2,90 0,90 2 444 +70) 67 2 4,90 4228 20,717
10TAL 6,40 330 26,40 31516 168,244
MEDIA 1,28 66,00 5,28 6303 33,649
D.P. 0,26 11,79 0,26 2677 15,486
12 COLHE!TA
U-200-1 2 2 5,00 3,00 2 ++4++/0 80 2 7,00 6694 46,858
U-200-2 2 2 3.60 1,60 1 ++++/0 80 2 5,60 9472 53,043
U-200-3 2 2 2.40 0.40 i ++++/0 50 2 4,40 5428 23,883
U-200-4 2 2 3,30 1,30 1 4+4+4/0 50 2 5,30 3405 18,046
U-200-5 2 2 3,20 1,20 5 ++4++/0 60 2 5,20 4183 21,781
TOTAL 7.50 320 27,50 29182 163,581
MEDIA 1.50 64,00 5,50 5836 32,716
D.P. 0,95 15,16 0,95 2386 16,021

S¢



| 2° COLHEITA
U-200-1 2 2 4,50 2,50 5 +H+/0 €5 2 6,50 6822 37,843
U-2002 2 2 3,30 1.30 2 ++++/0 65 2 5,30 7617 40,370 |
U-200-3 2 2 2,80 0,80 1 ++4++/0 50 2 4,80 5268 25,286
U-200-4 2 2 3,70 1,70 1 ++++/0 §0 2 5,70 2578 14,604
U-200-5 2 2 2,70 0,70 2 +++4/0 65 2 4,70 2817 13,239
TOTAL 7.00 295 27,00 24102 131,432
MEDIA 1,40 £6,00 5,40 4820 26,286 |
D.P. 0,73 8,21 ‘0,73 2126 12,624
3' COLMHEITA |
U-200-1 2 2 2,70 0,70 5 +++4/0 40 2 4,70 3789 17,808 j
U-200-2 2 2 4,60 2,60 3 +++4/0 85 2 6,60 8250 54,450
U-200-3 2 2 3,70 1,70 1 ++++/0 50 2 5,70 2017 16,826
U-200-4 2 2 3,50 1,50 ? +++4/0 80 2 B,B0 2083 11,486
U-200-5 2 2 2.50 0.50 2 /4 40 2 4,50 2328 10,476
TOTAL 7,00 275 27,00 19367 110,816
MEDIA 1,40 56,00 5,40 3873 22,183
D.P. 0,84 18,71 0,84 2533 18,325
4 COLHEITA |
U-200-1 2 2 4,20 2,20 4 ++44/0 75 2 6,20 3976 24,863
U-200-2 2 2 2,50 0.50 3 /44 80 2 4,60 5783 26,023
U-200-3 2 2 3,10 1,10 1 ++++/0 40 2 5,10 4289 21,873
U-200-4 2 2 2,80 0.80 1 +44+/0 45 2 4,80 1206 5,784
U-200-5 2 2 2.40 0,40 1 ++++/0 85 2 4,40 4372 19,236
TOTAL 5,00 325 25,00 19627 97,679
MEDIA 1,00 65,00 5,00 3926 19,516
0.72 1672

20,92

8,100

J
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5% COLHEITA

| 200 2 2 2,20 0,20 3 i+ 50 2 4,20 2117 8,891 g
11-200-2 2 2 2,60 0,60 2 +H/++ 80 2 4,60 1500 6,900
200-3 2 2 3,00 1,00 3 4t 10 2 5,00 1933 9,665
L 200-4 2 2 3,20 1,20 1 ++1+/0 70 2 5,20 828 4,305
U-200-5 2 2 2,40 0,40 3 +++/0 50 2 4,40 1322 5,816
TOTAL 3,40 260 23,40 7700 35,5677
MEDIA 0,68 52,00 4,68 1540 7,115
DP 0,41 26,83 0,41 511 2,196
i 62 COLHEITA
U-200-1 2 2 2,70 0,70 5 ++++/Q 55 2 470 1328 6,241
U-200-2 2 2 3,20 1,20 1 o/ 90 2 E,20 1444 7,508
U-200-3 2 2 2,60 0,66 1 ++++/0 45 2 4,60 122 0,561
U-20™-4 2 2 3,30 1,30 1 ++++/0 65 2 5,30 244 1,293
U-200-5 2 2 3,30 1,30 3 ++++/0 65 2 530 544 2,883
TOTAL 5,10 320 25,10 3682 18,486
MEDIA 1,02 64,00 5,02 736 3,697
D.P. 0.34 16,73 0,34 614 3,052
72 COLHEITA
U-200-1 2 2 2,30 0,30 5 +4+++/0 60 2 4,30 78 0,335
U-200-2 2 2 3,70 1,70 2 +4++/+ 85 2 5,70 567 3,231
U-200-3 2 2 3,70 1,70 2 [+ 45 2 5,70 128 0,729
U-200-4 2 2 3,40 1,40 1 +4+++/0 60 2 5,40 194 1,047
U-200-5 2 2 3,00 1,00 3 ++++/0 70 2 5,00 678 3,390
TOTAL 6,10 320 26,10 1645 8,732
MEDIA 1,22 64,00 5,22 329 1,746
~ D.P. 0,59 14,75 0,59 274 1,451

b
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8° COLHEITA
U-200-1 2 z 2,50 0,50 5 +H++/0 85 2 4,50 39 0,175
U-200-2 2 2 3,00 1,00 2 /4 75 2 5,00 205 1,025
U-200-3 2 2 3,40 1,40 2 +H++/0 25 2 5,40 194 1,047
U-200-4 2 2 3,30 1,30 2 +H+/0 55 2 5,30 233 1,234
U-200-5 2 2 2,90 0,90 2 +H+/0 50 2 4,90 344 1,685
- TOTAL 5,10 290 25,10 1015 5,166
. MEDIA 1,02 58,00 5,02 203 1,033
. DP. 0,36 23,34 " 0,36 109 0,548
| 9? COLHEITA
| U-200-1 2 2 2,60 0,60 4 +H++/0 70 2 4,60 283 1,301
| U-200-2 2 2 3,70 1,70 1 +H++/0 50 2 5,70 117 0,666
- U-200-3 2 2 3,50 1,50 1 +H++/0 0 2 5,50 461 2,535
' U-200-4 2 2 2,90 0,90 1 ++++/0 0 2 4,90 189 0,926
' U-2005 2 2 3,30 1,30 4 +H++/0 30 2 5,30 250 1,325
TOTAL 6,00 150 26,00 1300 6,753
MEDIA 1,20 30,00 5,20 260 1,351
D.P. 0,45 30,82 0,45 129 0,717
102 COLHEITA
" U-200-1 2 2 2,80 0,80 5 ++++/0 50 2 4,80 1150 5,520
- U-200-2 2 2 3,40 1,40 2 ++++/0 10 2 5,40 228 1,231
U-200-2 2 2 2,60 0,60 1 ++++/0 0 2 4,60 261 1,200
' U-2004 2 2 3,50 1,50 1 ++++/0 0 2 5,50 144 6,792
i U-200-5 2 2 2,40 0,40 2 +/+++ 30 2 4,40 283 1,245
. TOTAL 4,70 90 24,70 2066 9,988
. MEDIA 0,94 18,00 4,94 413 1,998
D.P. 0,49 21,68 0,49 415 1,978

8L



U-20C-1
U-200-2
U-200-3
U-200-4
U-200-5
TOTAL
MED!IA
D.P.

RN N NN

113 COLHEITA

NN NN

3,20
3.30
2,40
3,8C
3.30

1,20
1,30
0,40
1,80
1,30
6.00
1,20
0,50

W N DS O,

++++/0
++++/0
++++/0
++++/0

++++/0

70
10

40
120
24,00
30,49

NN NN

5,20
5,30
440
5,80
5,30
26,00
5,20
0,50

578
250
300
450
233
1811
362
148

3,005
1,325
1,320
2,610
1,234
9,494
1,899
0,842
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Tabela X

Colheitas e Caracteristicas do Material Espermatico de Cobaias Cavia porcellus
Irradiadas com Dose Unica de 400 Rad

ldentificagdo Alfa-Quimo  Solugdo  Solugio

Volume

N9 de Caracteristicas Motilidade

Volume Ejaculado

Concentragdo Concentracdo,

. do Animal Tripsina Tampao Tampao Ejaculado Estimulos  do Ejaculado % Formol Total Espermatica Espermatica |
i (mg) {ml} + {ml) Coag./Ligquef. Salino {ml) Jmm3 X10°/Ejacul.!
’ Ejaculado (mi) ‘
5 Fase Pré-Experimental {Média de 5 Semanas)

- U-4001 2 2 3,06 1,06 2 ++++/0 83 2 5,06 11089 56,110
U-400-2 2 2 2,54 0,54 3 ++++/0 81 2 4,54 7050 32,007 )
U-400-3 2 2 3,56 1,56 1 ++++/0 71 2 5,56 9328 51,863 !
U-400-4 2 2 2,76 0,76 2 ++++/0 83 2 4,76 6555 31,201
U-400-5 2 2 2,96 0,96 2 ++++/0 75 2 4,96 10828 53,706
TOTAL 4,88 393 24,88 44850 224 887
MEDIA 0,98 78,60 4,98 8970 44 977
D.P. 0,38 5,37 0,38 2097 12,304 |

12 COLHEITA
U-400-1 2 2 3,40 1,40 2 ++++/0 80 2 5,40 10011 54,059
U-400-2 2 2 2,30 0,30 5 +++/0 70 2 4,30 6822 29,334
U-400-3 2 2 3,30 1,30 1 +++/4 50 2 5,30 86565 45,871
U-400-4 2 2 2,90 0,90 2 H+/+ 90 2 4,90 5844 28,635
U-400-5 2 2 3,20 1,20 2 +++/+ 70 2 5,20 10628 55,265
TOTAL 5,10 360 25,10 41960 213,164
MEDIA 1,02 72,00 5.02 8392 42,633
D.P. 0,44 14,83 0,44 2040 12,875




2% COLHEITA

U-400-1 2 2 0,60 2 ++++/0 80 2 4,60 7578 34,858
U-400-2 2 2 2,40 0,40 3 +++/0 85 2 4,40 6233 27,425 |
U-400-3 2 2 2,70 0,70 2 ++++/0 70 2 4,70 9300 43,710 '
U-420-4 2 2 2,60 0,60 2 +++/0 85 2 4,60 1139 5,239
U-300-5 2 2 2,80 0,80 2 ++4/0 35 2 4,80 4555 21,864
TOTAL 3.10 355 23,10 28805 133,096
MED:a 0,62 71,00 4,62 5761 26,619
D.P 0,15 21,04 0,15 a7 14,494
32 COLHEITA 1
U-400-1 2 2 3,30 1,30 2 ++/+ 90 2 5,30 9333 49,464
U-400-2 2 2 2,30 0,30 3 ++/4+ 80 2 4,30 2644 11,369
u-4003 2 2 4,50 2,50 1 +++/0 90 2 6,50 8511 65,321
U-400-4 2 2 2,40 0,40 2 +++4/0 85 2 4,40 683 3,005
U-40C-6 2 2 3,10 1,10 2 ++/+ 85 2 5,10 822 4132
S TOTaL 5,60 430 25,60 21993 123,351 !
, MED!'A 1,12 86,00 5,12 4399 24670
- DP 0,88 4,18 0,88 4211 25,592
42 COLHEITA ‘
VR R 2 2 2,90 0,90 1 +4++/0 80 2 4,90 322 1,577
f U400 2 2 2 3.00 1,00 5 ++++/0 90 2 5,00 1122 5,610
U-400 3 2 2 3,80 1,80 1 ++++/0 75 2 5,80 an 2,383
. U-400-3 2 2 2,90 0,90 1 ++++/0 90 2 4,90 489 2,396
U-400-5 2 2 3,20 1,20 1 +++/0 10 2 5,20 511 2,657
TOTAL 5,80 345 25,80 2855 14,623
MEDiA 1,16 69,00 5,16 571 2,925
" DP. 0,38 33,62 0,38 317 1,555

t2



52 COLHEITA

- U-4001

U-400-2
U-400-3
U-400-4
U-300-5

TOTAL
MEDIA
D.P.

U-400-1

U-400-2
U-400-3
U-400-4
U-200-5

TOTAL
MEDIA

N NN NN
NN O
—- NN W W

6% COLHEITA

Z8

Lo

N0V

NN
NN NN
N - = D -

U-400-1
U-400-2
U-400-3
U-400-3
U-400-5
TOTAL

MEDIA

o.F.

LS SIS S B S
NN NN
O - = N =

7¢ COLHEITA

++++/0 85
+++/0 65
+H++/0 50
++++/0 65
++++/0 50
315
63,00
14,40
++++/0 856
++/++ 75
++++/0 50
++++/0 45
++++/0 0
255
51,00
33,05
++++/0 75
++++/0 45
++++/0 50
++++/0 65
++++/0 0
235
47,00

NN NN



82 COLHEITA

1,20

U-400-1 2 2 3,20 1 ++++/0 75 2 5,20 128 0,565
U-405-2 2 2 2.70 0,70 3 ++++/0 45 2 4,70 250 1,175
U-400-3 2 2 4,00 2,00 1 ++++/0 50 2 6,00 183 1,098
U-a00-4 2 2 3,00 1,00 1 ++++/0 50 2 5,00 20 0,100
U-400-5 2 2 2,40 0,40 4 +++/0 15 2 4,40 133 0,685
TOTAL 5,30 235 25,30 714 3,623
. MEDIA 1,06 47,00 5,06 143 0,725
D.P 0,61 21,39 0,61 84 0,434
9% COLHEITA
y-ant e 2 2 2,80 0.80 2 [+ 70 2 4,80 289 1,387
U-400 2 2 2 2,20 0,20 5 +++4/0 40 2 4,20 189 0,793
U-400-2 2 2 3,50 1,50 2 ++++/0 60 2 5,50 222 1,221
U-400 2 2 3,50 1,50 1 ++++/0 75 2 5,50 178 0,979
U-407 3 2 2 2,70 0,70 2 [+ 80 2 4,70 39 0,183
TOTAL 4,70 325 24,70 917 4,563
MEDIA 0,94 65,00 494 183 0813
D.P. 0.56 15,81 0,56 92 0,467
102 COLHEITA
U-400-1 2 2 2.60 0,60 3 4+ 65 2 4,60 255 1,173
U-400-2 2 2 2,60 0,60 4 +H4++ 40 2 4,60 244 1122
U-400-3 2 2 3,90 1,90 1 +4+++/0 45 2 5,90 72 0,424
u-a00-4 2 2 2,70 0,70 5 +4++/0 20 2 4,70 167 0,784
U-400-5 2 2 3,60 1,60 2 [+ 0 2 5,60 22 0,123
TOTAL 540 170 25,40 760 3,626
MEDIA 1,08 34,90 5,08 152 0,725
D.7. 0,62 24,85 0,62 103 0,451

£8



112 COLHEITA

1,30
1,00
1,80
0.40
1,60
6,10
1,22
0.65

W NN NN N

++++/0
+++/+
++++/0
+/+++

++++/0

75
40
60
10

185
37,00
31,94

NN NN

5,30
5,00
5,80
4,40
5,60
26,10
5,22
0,55

322
228
188
244
100
1082
216
81

1,706
1,140
1,090
1,073
0,560
5,569
1,114
0,406




Tabela Xi

Semen de Cobaia Cavia porcellus Obtido por Eletroejaculagdo
Distribuigdo dos Estimuios Eletricos Aplicados e das Caracteristicas do Ejaculado

e e e e ——— e < - [

! | I'

. GRUPOS ' COLMEITAS ' COLHEITAS POR N° DE ‘ CLASSIFICACAO DAS CARACTER!STICAS FISICAS DO EJACULADO !
' ESTIMULOS - . |
E ‘ CRITER!O | | CRITERIO 1)
| e i
1 2 3 q 5 +444/0 +14j+  4+/++  +[+4+ N/++4+ | COMPLETAMENTE GELATINOSO LIQUEFEITO
| COAGULADO
. A E . ! —m
F-2 31 2 12 7 14 16 ] 28 8 1 3 1 6 3 1a
. F§ 60 20 28 5 4 3 | 29 24 4 3 0 4 83 3
F.10 60 25 24 7 3 1 l s 5 3 4 10 0 a6 14
F-20 60 .28 16 8 3 5 | 47 N 1 1 o ! 2 67 1
F4-20 60 24 " 5 6 14 | 38 19 1 0 2 ! 5 53 2
U-5C 60 16 YRE) 13 5 | 39 7 2 0 12 6 42 12
U100 ' 60 : 21 18 7 8 6 49 8 1 1 1 5 53 2
U-200 : 60 22 16 8 6 8 50 4 5 3 0 3 85 1
, U400 60 .19 21 10 3 7 ' 4 10 2 2 0 3 -1 2
! TESTEMUNHAS | 0 |, 27 5 2 o | 20 23 5 2 ) 1 56 3
- |
TOTAL l 591 203 182 79 2 65 1393 119 256 17 a7 s 501 54
% ! 10000 & 34,35 30,80 13,37 10,49 10,89 l{645,50 2013 423 288 6,26 6,09 84,77 2,14
— [ i —

| - Estado Fisico de Coagulacdo (++++/0) = Liquefeito (0/++++)
I - Estago Fisico Predominante
* — Para Eteito de Distribuicdo no Critério 11, Foi Considerada a Fraclo Sdliga.

** — Os Dados Correspondem aos 5 Anmimais Sorteados Dentre o3 8 Animais Pesquisados.
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Figura 17 — S&men de cobaia Cavia porcellus obtido por eletroejaculagdo. Distribuigdo dos estimulos
elétricos aplicados
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CARACTERISTICAS FISICAS DO EJACULADO

Figura 17A — Sémen de cobaia Cavia porellus obtidn por eletroejaculacdo. Distribuicdo das
caracteristicas fisicas do eiaculado
*l = Estado fisico de coagulagdo (+++4/0) — liguefeito (0/++4+)
**li = Estado fisikco predominante
COMP. COAG. = Completsmente coagulado
GEL. = Gelatinoso
LiQ - Liguefeito



EJACULALO

VOLUME

( ml )
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Figura 18 - Cobaas Cavia porcellus Grupo testemunha. Volume ejaculado {média por colheita)

*media das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 19 - Cobaias Cavia porceltus. Grupo irradiado com doses fracionadas de 2 rad. Efeitos sobre o volume ejaculado (média por co'heita)
*mécha das 5 semanas da fase pré-expernmental
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Figura 20 - Cobaas Cavia porcellus. Grupo irradiade com doses tracronadas de 5 rad. Efeitos sobre o volume ejaculado  (média por colheta)
*méd.a das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 21 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo irradiado com doses fracionadas de 10 rad. Efeitos sobre o volume ejaculado {média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 22 — Cobaias Cavia porcellus Grupo irradiado com doses fracionadas de 20 rad.
“média das 5 semanas da fase pré-experimental

Efeitos sob:e o volume ejaculado {média por colheita)
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Figura 23 — Cobaias Cavia pcrcellus. Grupo irradiado com doses fricionadas de 20 rad com intervalos de 21 dias. Efeitos sohre o volume ejaculado (média

por colheita).
*média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 24 — Cobais Cavia porcelius. Grupo irradiado com dose unica de 50 rad. Efeitos sobre o volume ejaculado (média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimental

€6



2,54
2,0}
o
[=]
<
- |
-
2 N
- 1,5p
[ I
a8
3]
aan W
3 1.0 U-100 .
4 e o /\/ CONTROLE
p— :
0,54
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1.
COLHEITAS

Figura 25 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo irradiado com dose Gnica de 100 rad. Efeitos sobre c volume ejaculado (média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura26 — Cobaias Cavia porcelius. Grupo irradiado com dose unica de 200 rad. Efeitos sobre o volume ejaculado {média por colheita)
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Figura 28 — Cobaias Cavia porcellus. Grupos irradiados com diferentes doses Unicas. Efeitos sobre o volume ejaculado {média por colheita)
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Figura 30 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo testemunha. Motilidade (média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Cobaias Cavia porceilus. Grupo irradiado com doses fracionadas de 5 rad. Efeitos sobre a motilidade (média por colheita!
“media das 5 semanas da fase pré experimental
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Figura 33 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo irradiado com doses fracionadas de 10 rad. Et 1tos sobre a motilidade (média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 34 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo irradiado com doses fracionadas de 20 rad. Efeitos sobre a motilidade {média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 36 — Cobaias Cavia porceilus. Grupo irradiado com dose unica de 50 rad Efeitos sobre a motilidade {média por cotheita)
*media das 5 sermanas da fase pré-experimental
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Figura 37 — Cobaias Cavia porcefius. Grupo irradiado com dose unica de 100 rad. Efeitos sobre a motilidade (média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimenta!
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Figura 38 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo irradiado com dose unica de 200 rad. Efeitos sobre a motiliadade {média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 40 — Cobaias Cavia porceilus. Grupos irradiados com diferentes doses unicas. Efeitos sobre a motilidade (média por colheita)
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Figura 42 — Cobaias Cavia percentus Grupo testemunha, Concentragdo espermadtica (média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 43 — Cobaias Cavia porcelius. Grupo irradiado com doses fracionadas de 2 rad. Efeitos sobre 8 concentragio espermética (média por colheita)
“média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 47 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo irradiado com doses fracionadas de 20 rad com intervalos de 21 dias. Efeitos sobre a concentrac3do espermatica
{média por colheita)
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Figura 48 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo irradiado com dose unica de 50 rad. Efeitos sobre a concentragdo espermatica {média por colheita)
*média das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 49 — Cabaias Cavia porcellus. Grupo irradiado com dose unica de 100 rad. Efeitos sobre a concentracdo espermatica (média por colheita)
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Figura 52 — Cobaias Cavia porcellus. Grupos irradiados com diferentes doses Unicas. Efeitos sobre a concentracio espermdtica (média por colheita)
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Tabela Xli

. Distribui¢do por Colheita Mostrando

as Anormalidades Espermdticas Primarias e Secundarias .

Cobaias Cavia porcellus Grupo Testemunha

Sao Paulo, 1978
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SECUNDARIAS (METODO DO FORMOL SALINO)

PRIMARIAS (METODO DE WILLIAMS)
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OBS.: Os dados desta Tabela correspondem a soma das fragSes colhidas em 5 animais sorteados dentre 0s B animais pesquisadaos.
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em cada mérodo.

Exame de 200 célu.as espermaticas por animal,



Tabela XIN

Cobaias Cavia porcellus . Grupo F-2 | Irradiagdo Semanal com Dose Fracionada de 2 Rad . Distribuicdo por
Colheita Mostrando as Anormalidades Espermaticas Primadrias e Secundarias . Sdo Paulo, 1978

vei
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l PRIMARIAS (METODO DE WILLIAMS) SECUNDARIAS (METODO DO FORMOL SALINO)
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OBS.: Os dados deste Tabela correspondem & soma das fragGes colhidas em 5 animais . Exame de 200 células
espermaticas por animal. em cada método.
* Dados referentes a 4 animais.



Tabela XIV

Cobaias Cavia porcellus. Grupo F-5. trradiacdo Semanal com Dose Fracionada de 5 Rad. Distribuigdo por
Colheita Mostrando as Anormalidades Espermaticas Primarias e Secunddarias. S8o Paulo, 1978

AMOSTRAGEM ESPERMATICA

PRIMARIAS (METODO DE WILLIAMS)

SECUNDARIAS (METODG DO FORMOL SALINO)
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OBS.: Os dados desta Tabe!a correspondem a soma das fracSes colhidas em 5 animais. Exame de 200 céluias espermaéticas por animal em cads método.
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Tabela XV

Cobaias Cavia porcellus . Grupo F-10 . Irradiagdo Semanal com Dose Fracionada de 10 Rad . Distribuigdo por
Coltheita Mostrando as Anormalidades Espermaticas Primdrias e Secunddrias . Sdo Paulo, 1978

AMOSTRAGEM ESPERMATICA

PRIMARIAS (METODO DE WILLIAMS)

SECUNDARIAS (METODO DO FORMOL SALINO)

08S.: Os dados desta Tabela correspondem a soma das fragdes colhidas em 5 animais . Exame de 200 células espermaticas por animal, em cada método.
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. Séo Paulo, 1978
SECUNDARIAS (METODO DO FORMOL SALINO)

Tabels XVi
. lrradiacdo Semanal com Dose Fracionada de 20 Rad. Distribuicdo por
AMOSTRAGEM ESPERMATICA

. Grupo F-20

Colheita Mostrando as Anormalidades Espermaticas Primarias e Secundirias
PRIMARIAS (METODO DE WILLIAMS)

Cobaias Cavia porcellus
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Tabela XVII

Cobaias Cavia porcellus . Grupo F4.-20 . irradiacdo com Doses Fracionadas de 20 Rad

com Intervalos de 21 Dias . Distribuic8o por Colheita Mostrando as Anormalidades

Espermaticas Primdrias e Secundarias . Sdo Paulo, 1978

AMOSTRAGEM ESPERMATICA

PRIMARIAS (METODO DE WILLIAMS)

SECUNDARIAS (METODO DO FORMOL SALINO)
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08S.: Os dados desta Tabela correspondem a soma das fragSes colhidas em § animais . E xame de 200 células esperméticas por animal, em cads método.
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Tabela XVIII

Cobaias Cavia porcellus Grupo U-50. Irradiacio com Dose Unica e 50 Rad,
Distribuicdo por Colheita Mostrando as Anormalidades Espermaticas

Primdrias e Secundarias. Sdo Paulo, 1978

wlilli--i!@ !., i; |x|
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0BS  Os Jadtos venrta Tabeio correspondem a soma das tragées colnidus em § ymimais  Exame e 200 celuias espormiticas por nnimal, em cads mélodo
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Tabela XIX

-

Irradiacdo com Dose Unica de 100 Rad.

. Grupo U-100 .

Cobaias Cavia porcellus

Distribuicdo por Coiheita Mostrando as Anormalicades Espermaéticas

Primarias e Secundarias . 530 Paulo, 1978

AMOSTRAGEM ESPERMATICA

SECUNDARIAS (METODO DO FORMOL SALINQ)

PRIMARIAS (METODO DE WILLIAN ™)
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OBS.: Os dado; desta Tabela correspondern a somna das fragGes colhidas em 5 animais . Exame de 200 células espermadticas por animal, em cada método.



Tabela XX

Dose Unica de 200 Rad.

Irradiagdo com

. Grupo U-200 .

Cobaias Cavia porcellus

Distribuicao por Colheita Mostrando as Anormalidades Espermaticas

Primarias e Secundirias . S3o Paulo, 1978

AMOSTRAGEM ESPERMATICA
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PRIMARIAS (METODO DE WILLIAMS)

Ivi0ol

v338vd va

Y003 OV 3 VINOJ
vN SYQVIOUN3
sSvanvd

0134 OTNONY W3
NO SINdWIS
SYAHND SYONV)

VIHYIGIWHILNI
v33d 30
SOLl1343a

VWOSOHOV 0Q

S0113430

SIHAIT
SIVWHON
svJd38v)

Sivisia
Svi09

SIVWIXOHd
Sv109

SIVWHON

IvioL

SOQIATOANIS3IAENS

SiviXvay

SIHAIT
SIVWHONY
Svd38v)
SOOHV1
SOAONOQ3H
SON3IND3Ad
S3ANWVHO

S3IWHO4LIbId

asve VN
SO113y183

SOLi3H 1S3

SIVWHON

— o — e ——— - .

¥
|
i
I
1
i

FASE PRE-
EXPERIMENTAL

. a2

16

14

958

28

972

33392383 YRR
cl\c.n-,u‘.l.lul-l.ll-
N - 00 O~ 1D © T O < ©
-~ N ~ - - -
S839833388 5213
8
‘662673939”
- -
g-~vgx8°2~g3
600235000”0
- 0 0O 0 00O 00O MmO
O ¢ 0 O WV — V O O w O
o @ o
© -] ~ =] T ™
28233888855
TR885338838¢
- - Cad - - -
N O O O O N O O 0O © 0O
RN N EREREE
moom.loooooo
gRBR35382%5
- e = =
N © O N O w O 0O o O O
—”0900710202
O N ) ™ = == M O ™M D <
- -
~ O [« -} N~ O -—
25338822833
LI VO TR ML M T T T

SVLIIHI0D

13

. Exame de 200 céiulas espermaticas por animai, em cada método,

OBS.: Os dados da Tabela correspondem a soma das fragSes colhidas em 5 animais



Tabela XXI

Cobaias Cavia porcellus . Grupo U-400 . lIrradiacdo com Dose Unica de 400 Rad.

Distribuigao por Colheita Mostrando as Anormalidades Espermaticas
Primarias e Secunddrias . Sao Paulo, 1978

AMOSTRAGEM ESPERMATICA

PRIMARIAS (METODO DE WILLIAMS)

SECUNDARIAS (METODO DO FORMOL SALINO)
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OBS.:

Os dados desta Tabeta correspondem a soma das fragGes colhidas em 5 animais . Exame de 200 células esperméticas por snimal, em cada método.
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Figura 54 — Cobaias Cavia porcel/us. Grupo testemunha. Soma das fracGes referentes as anormalidades espermdticas primdrias de 5 animais, por colheita
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Figura 54A — Cobaias Caviz porcelius. Grupo testemunha. Soma das fracBes referentes as anormalidades espermaticas secunddrias de 5 animais, por colheitz
* Soma das fracGes das 5 semanas da tfase pré-experimental
** Soma das fracOes de 5 animais escolhidos aleatoriamente para fins de normalizacio dos aadcs
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Figurabb — Cobaias Cavia porcellus. Grupo F-2. Soma das fragBes referentes as anormalidades
espermaticas primarias de 5 animais, por colheita
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Figura 85A - Cobaias Cawvia porcelius. Grupo F-2. Soma das fraghes referentes as anormalidades
espermaticas secunddrias de 5 animais, por colhvita
* Soma das fracoes das 5 sernanas da fase pré-experimental
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Figura 56 — Cobaias Cavia porcellus. Grupe F-5. Soma das fragdes referentes as anormalidades
espermdticas primdrias de 5 animais, por colheita.

0 METODO DO FORMOL SALINO

< 40

[&]

—t

=~

2w

oS 30

[ -

] vl o~

ag

a3 ~

8o 20

-t

:

2

< 10

F-5
*
CONTROLE
1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 11

COLHEITAS

Figura56A — Cobaias Cavia porcellus. Grupo F-5. Soma das fragdes referentes as anormalidades
espermaticas secunddrias de 5 animais, por colheita
* Soma das fragdes das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura57 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo F-10. Soma das fracoes referentes as anormalidades
espermaticas primdrias de 5 animais, por coltheita
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FiguraSTA -~ Cobains Caviu porcellus. Grupo F 10. Soma das fragdes reterentes as anormalidades
espermaticas secoundanias de b anumas, por colhesta
* Somu das tragdes das B seimanas da fase préexpenmental
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Figura58 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo F-20. Soma das fragdes referentes as anormalidades
espermaticas primarias de 5 animais, por colheita
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Figura 88A - Cobaias Cavia porcellus. Grupo F-20. Soma das fracdes referentes as anormalida les
espermaticas secundérias de 5 animais, por colheita
* Soma das fragdes das 5 semanas da fase pré expernimemal
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Figurab9 - Cobaias Cavia porcelius. Grupo F4-20. Soma das fracoes referentes as anormalidadus
espermaticas primdrias de 5 animais, por colheita
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Figura b9A - Cobuias Cavia porcellus, Grupo F4-20. Suma das fragdes referentes as anormalidades
espeimaticas secundarias de 5 animais, por coltheita
* Soma das fragdes das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 60 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo U-50. Soma das fracdes referentes as anormalidades
espermdticas primdrias de 5 animais, por colheita.
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Figura 80A — Cobaias Cavig porcellus. Grupo U-60. Soma das fracdes referentes as snormalidades
espermaticas sedundérias de 5 animais, por colheita
* Soma das fracBes das 6 semanas da fase pré-experimental
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Figura 61 — Cobaias Cavia porceflus. Grupo U-100. Soma das fracées referentes as anormalidades
espermdticas primarias de 5 arumais, por colheita

@ 40 { METODO DO FORMOL SALINO
et
F
EQ 30 4
D E ~
mht
I
32 - 20 4
gm
o
Z 104 U-100
X
CONTROLE

1 2 3 &4 5 6 7 8 9 1 11
COLHEITAS

Figura 61A —~ Cobaias Cavia porcellus, Grupo U-100. Suma das fragdes referentes as anormalidades
espermaticas secunddrias de 5 animais, por colheita
* Soma das tragdes das 5 semanas da fase pré-experimental
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Figura 62 — Cobaias Cavia porcellus. Grupo U-200. Soma das fracSes referentes as anormahidudes
espermaticas primarias de 5 animais, por colheita
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Figura 62A Cobatas Cavig porceflus. Grupo U-200. Soma das fracdes referentes as anormalidades
espermaticas secunddrias de 5 animais, por colheita.
' Soma das fracdes das b semanas da fase préexperimental
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Figura 63 — Cobaias Cavia wvorcellus. Grupo U-400. Soma das fracoes refer:ntes a5 anormal:dades
espermaticas primdrias de 5 animais, por colheiza
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Figura 63A Cobave v porcellus. Grupo U400, Soma das fracdes relerentes a5 anorm stidades
esperm it as secunddngs de 5 amimais, por cothesta
* Stuna o fraroes das b semanas da lase pré expenmental
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Figura 64 — Espermatozdides normais. Empiihamento. Contraste de fase. 5400x

Figura 65 — Cauda curva em angulo reto. Contraste de fase. 5400x



145

Figura 66 - Cauda enrolada na ponta. Contraste de fase. 6912x

Fiygura 67 - Cauda enrolada ao redor da cabeca e destacamento parcial do acrosoma. Contraste de fase.
5400x
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Figura 68 Degenwrag.io de pega intermedidria. Presenga de gota citoptasmatica. Ausé.icia de acrosoma.
Contaste de fase 6912x

Figura 69 Cabega de espermatozédide em degeneracso. Contraste de tase, 6912x
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Figura 70 — Cabegas normais livres. Coloracio de Williams. 6912x

figura 71 - Abaxial, Coloragdo de Williams. 17010x
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Figura 72 — Edema de pega intermedidria. Coloragdo de Williams. 6912x

Figura 73 - Pequeno e nuimal. Coloragdo de Williams. 6912x
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Figura 74 — Esueito. Pequeno. Auséncia de acrosoma e normais. Colorac3o de Williams. 691 2x

Figura7% - Pinforime e normal. Colorag3do de Williams. 6912x
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DISCUSSAO

Para a obtencdo de sémen das vanas espécies de pequenos animais — camudongos, ratos e
cobaias — comumente utilizados em experimentos de laboratorio, ndo ha possibilidade do uso do método
de vagina artificial para colheita do material. Devido a esse fato, o método preconizado ¢ o da
eletroejaculacdo que pode ser aplicado em intervalos regulares, com alta eficiéncia e repeticdo, sem
provocar danos ffsicos ao animal. A literatura mostra um numero regular de trabalhos com a utilizagdo
do método em ratos e camundongos, contudo 0s parametros relatados — nimero de estimulos elétricos,
corrente, tens3o, frequéncia elétrica, tipo de onda e de corrente (AC, DC) — sdo muito variaveis.

Em cobaias, o niUmero de referéncias sobre a utilizagdo do processo é relativamente pequeno,
ocorrendo também grande diversificacdo quanto aos parametros utilizados e resultados obtidos. Devido a
esse fato e baseados em dados fornecidos por SUMAR e Col.(sa), (1968} construimos um equipamento
que liberava corrente continua (DC}, onda quadrada, tensdo varidvel de 0 a 9,5 volts e amperagem fixa
em 5mA. O eletrodo utilizado era retal bipolar unico, introduzido a 3 cm de profundidade. Contudo,
apds varios testes, os resuftados mostraram ere¢ao continuada e pequenas emissdes de urina, de acordo
com o relatado pelos autores, porém estes afirmavam ainda que apos o fato, uma série de 10 estimulos
com intervalos de 10 segundos era suficiente para obter o ejaculado, o gue nao foi atingido em nassos
experimentos. Mesmo a introducdo de modificacoes no eletrodo, variagGes de sua profundidade noreto e
mudancgas na duragdo do tempo de estimulo, ndo surtiram o efeito desejado.

Assim sendo, as informagdes fornecidas por DALZIEL & PHILLIPS''7! (1948); SCOTT &
pZIUK!75! (1959); FREUND'25! (1958) e FREUND'28! (1969) foram levadas em conta. Devido 0s
dados serem diversificados, efetuamos os testes por meio de um gerador de fungdes, acoplado a um
osciloscopio & os resuttados positivos foram anotados. Observamos que a corrente alternada com onda
quadrada era a que produzia resultados mais consistentes, mas n3o com a frequéncia de 60 Hz,
preconizada por SCOTT & DZiIUK'73). verificamos ainda que a aplicagdo da frequéncia de 1000 Hz,
relatada nos trzbalhos de DALZIEL & PHlLLIPS“”, produzia ejaculacoes mais freglentes e evitava
desconforto aos animais, enquanto que o uso de 60 Hz, provocava-lhes movimentos bruscos. A utilizagdo
do eletrodo com polos separados aplicados nas regides ano-lombar {DALZIEL & PHILLIPSU7);
FREUND!?8 {1969) associada a corrente alternada, onda quadrada, frequéncia de 1000 Hz e estimulos
com duracdo de 4 segundos e intervalos de descanso de 10 segundos, propiciaram a obtengdo de um
namero aprecidvel de ejaculagSes, contudo n3o muito regulares, pois 0 numero de estimulos variou
grandemente, prejudicando o objetivo de obter repeticoes.

O equipamento descrito por FREUND!25! (1958), utilizava 24 volts rms, eletrodos ano-fombar
e 0s mesmos parametros que ja haviamos testado: corrente alternada, onda quadrada e frequéncia de
1000 Hz. Assim sendo, novos ajustes foram introduzidos, resultando em maior nimero de ejaculacoes,
embora ainda n3o se atingisse a eficiéncia desejada. Um novo dado fornecido por FREUND 28! (1969),
referente a -aplicacdo do eletrodo lombar na posicdo L2-L3, melhorou as condigdes conguanto
permanecesse inconstancia na obten¢do do sémen e o nimero de estimulos maximos ndo podia ser
padronizado. Partimos entdo para o principio, de gue é a corrente e ndo a tensio que determina a
intensidade de um estimulo elétrico. Assim, executamos varias medidas nas cobaias, a fim de obter os
valores da resisténcia interna oferecida ao estimulo elétrico. Por meio de observagdo no osciloscopio foi
obtido um valor médio de 1000 Ohms com var.acdo de 700 a 1200. Associamos entdo uma carga ativa a
saida do aparelho e fixamos a intensidade da corrente em 28 mA, por meio de ajuste interno da
fonte F1 para 32 volts. Com o aparelho funcionando com estes parametros, as colheitas passaram a ser
frequentes, mas o nimero de estimulos continuava muito variavel e na tentativa de padroniza-los, ocorria
que alguns animais n3o haviam ejaculado ao atingirem o nimeroc maximo e a maior parte do material
colhido era sob a forma totalmente coagulada.

A importancia de se encontrar uma forma de padronizacas dos estimulos, prende-se ao fato de
que, na cobaia, o volume médio de sémen ejaculado durante a cobertura é incerto, & que ndo se
conhece a utilizagdo de vagina artificial pa:s dar idéia em situacdes mais prOximas ao processo
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fisiologico. Assim, considerando que 0 ejaculado ¢ emitido sob forma de coagulo e que existe a
possibilidade de se ultrapassar o nfvel do volume normal, tornou-se imperiosa a descoberta de um padrao
referente a0 numero de estimulos maximos para cada tentativa de colheita.

O objetivo era obter ejaculacBes ativas em um nimero maximo pré-fixado de estimulos por
colheita e ndo em nimero reguiar, consecutivo conforme relatado por FREUND'2®) (1969). Assim, uma
nova técnica fai introduzida combinando o estimulo elétrico com a manipulagao do pénis, preconizada
por SCOTT & DZIUK'7S. A partir de entdo, o processo passou a ter repetigco e colheitas consecutivas
foram obtidas. Os animais passaram a ejacular ativamente sob forma n3o coagulada, propiciando a
possibilidade de comparacio desta ejaculacdo como sendo proxima 3 fisiologica. O nimero de estmulos
para alguns animais continuou variavel, contudo, com até 5 estimulos no maximo o material era colhido,
por vezes passivamente. Este fato repetiu-se freqlientemente nos mesmos animais, em colheitas efetuadas
semanalmente, denotando caracteristicas individuais, ndo obstante as ejaculacOes ocorrerem em grande
numero, apods a aplicagdo de no maximo 2 estimulos, possibilitando assim a fixacdo de um padrao.

Os dados relacionados nas Tabelas | a XI e Figuras 18 a 29 mostram que os volumes ejaculados
pouco diferem de semana para semana, no mesmo animal e dentro de um mesmo grupo. A obtengdo de
volumes pequenos ou grandes da fase pré-exper.mental foi mantida durante todo o experimento, e 0
nomero de estimulos necessarios foi caracteristico para cada animal. Conforme pode ser observado nas
Tabeias | a X e Figuras 18 a 29, o volume de sémen ejaculado ndo sofreu alteracoes em nenhum dos
tratamentos utilizados, mantendo praticamente as mesmas variagoes da fase pré-experimental e dos
animais testemunhas, concordando com os valores de 0,5 ml {0,1 — 1,2) citado por FREUND 25!
(1958), 0,3 a 06 ml (LAURENCE & CARPUK'*% 1963) e 0,5 a 1,5 mi (FREUND'?® 1969),
embora, em colheitas ocasionais, tivéssemos obtido volumes variando de 2 a 3 ml. Neste aspecto,
também ndo verificamos ligeiras quedas de volume ejaculado apos periodos semanais de colheita,
que segundo FREUND & BORRELLI'I? (1964), parecem ser caracteristicos a cobaia.

Observando-se a Tabela X), vemos que com um estimulo e subsequente manipulagdao do pénis
foram obtidas 203 colheitas, isto é, 34,35%, dentre as 591 efetuadas e que apds 2 estimulos
conseguiram-se 182 (30,80%) amostras. Assim, 385 (65,15%) amostras foram obtidas com somente
2 estimulos. Ndo houve caso em que ndo se tivesse conseguido 0 material espermatico. Ainda na
Tabela XI, podemos verificar que a caracteristica fisica do ejaculado foi predominantemente sob a
forma gelatinosa em 501 (84,77%) das amostras dentre as 591 colhidas, Devido ao fato do material
espermatico ser emitido geralmente sob a forma coagulada ou em parte coagulado, segundo SCOTT
& DZIUK!7®) e FREUND'?8) (1969), as formas gelatinosas obtidas mostram que quando o animal
ejacula ativamente ndo ha tempo suficiente para que a vesiculase promova a coagulagdo do sémen antes
de ser expelido. A importancia da obtencdo do ejaculado sob essa forma deve-se ao fato de que a amostra
ao ser colhida na solugdo tampdo adicionada de alfa-quimotripsina, permite a enzima agir sobre o0s sitios
da proteina ainda ndo ocupados pela vesiculase, propiciando liquefacdo mais eficiente.

O nosso aparetho n3do possui amplificador conforme descrito por FREUND'28! (1969), mas um
sistema oscilador. O processo de manipulacdo apds o estimulo, por ser eficiente na maior parte das
colheitas, evita a utilizagdo de sistemas mecanicos ou eletroeletronicos mais complexos para a
regularizagdo do tempo de descanso, podendo isso ser feito através de um cronometro.

E evidente gue os dados sobre os niveis gue controlam a ere¢do e a ejaculagdo ndo podem ser
usados para uma localizacdo precisa dos centros espinais na cobaia. Quando estimulos externos s3o
aplicados, a parte do sistema nervoso que efetivamente os recebe é incerta, visto que os nervos eferentes
que emergem da espinha ou 0s centros da corda espinal podem ser estimulados.

Os sistemas de contengdo para colheita de sémen, preconizados para outras espécies, nio se
mostraram adequados a cobaia. Para tanto foi construfdo um dispositivo de contencdo, baseado em
dados fornecidos pela literatura, que ap0Os algumas modificagbes mostrou-se altamente eficiente.

Os eletrodos retais bipolares unicos, relatados por SUMAR e Col.'83) ¢ SCOTT & DZIUK'?Y,
ndo mostraram eficiéncia para a obtengdo de ejaculagdes, provavelmente porque o centro da ejaculagcdo
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ou o0s nervos emergentes da corda espinal ndo foram atingidos oelos estimulos elétricos. A erecdo
obtida é explicada devido a localizac§o de seu centro encontrar-se ao nivel das vértebras sacras, enquanto
que o centro da ejaculagdo situado mais acima, provavelmente nao seja atingido por um UGnico eletrodo
por via retal.

A eficiéncia enzimitica da alfa-quimotripsina preconizada por FREUND'25 (1958), toi
observada quando o material espermitico era emitido sob a forma gelatinosa. Mesmo assim, dentro do
perfodo preconizado de uma hora, nio houve liquefagdo completa do material, observando-se em
algumas amostras, espermatozodides presos em malhas. Nos casos em que o material foi emitido sob a
forma de codgulo, sua agdo era parcial, observando-se restos de coagulo no fundo do cilindro coletor ao
término de uma hora.

Experimentos prévios foram executados para a observagao da agdo da alfa-quimotripsina em
quantidades de até 5 mg por ml, durante uma hora. A enzima colhida desses wbos e levada a promover
acdo hidrolftica sobre um substrato mais simples, caseina, através do método de KUNITS40) (1947),
mostrou-se ativa, tendo o mesmo ocorrido quando experimentos prévios foram executados com
quantidades de 1 mg por mi

Segundo FREUND 25! (1958) e SUMAR e Col.'s:”, eletroejaculagGes bissemanais ou mesmo
semanais mostraram um aumento progressivo de amostras liquefeitas. Este fato, contudo, nao foi
observado durante nosso experimento. As amostras liquefeitas apresentadas na Tabela Xl e detalhadas
nas Tabelas | a X, foram obtidas de animais que desde a primeira ejaculacdo da fase pré-experimental,
mostravam emissdes liguidas, como por exemplo a cobaia F-2-1; em outros casos, algurs animais
apresentaram ejaculacGes liquefeitas combinadas com porgoes gelatinosas ou coaguladas totalmente e
esporadicamente, numa determinada colheita, ejacularam amostras liquefeitas, sem continuidade nas
colheitas seguintes.

O dispositivo de contengdo das cobaias utilizado para as irradiagcbes, mostrou-se eficiente.
Contudo, notamos que manutengdes muito prolongadas, cerca de 2horas, provocam certa
intranquilidade nos animais pela posi¢do forcada. O processo n3o se mostrou injuriante, nem ocorreram
perdas de animais por asfixia.

O Sistema de irradiacdo com plataforma movel, permite a obten¢do de taxas de dose
pré-estipuladas.

Os discos de chumbo com o objetivo duplo de blindagem e colimagdo do feixe radioativo para
radiagdo testicular, foi altamente eficiente, propiciando a irradia¢do de 5 animais ao mesmo tempo. Esse
fato foi comprovado pelos dosimetros presos aos testiculos dos animais, mostrando que a exposi¢ao
estabelecida para cada grupo foi atingida. As medidas efetuadas com o simulador ‘“‘phantom’,
comprovaram também a eficiéncia do sistema de blindagem e colimagdo, pois enquanto o orgdo alvo,
testiculo, recebeu dose de 7 R/min., as regides ocupadas pela cabega do animal mostraram dose de cerca
de 60 mR, derivadas do espalhamento. As por¢des ocupadds pelo torax e abdome também se mantiveram
proximas dessa medida (Figura 11), do que podemos inferir que na exposi¢do de 400 R as regides
ocupadas pela cabega (niveis 1-5, 7 ¢ 9; H-5, 7, 8 e 9), tor:x e abdome (niveisE-5, 6, 8e 10; F-5, 7e 9;
G-5, 7 e 9) receberam cerca de 3,5 R. As regides mais proximas da érea testicular irradiada (nivel D)
receberam aproximadamente 12 R.

O aspecto caracteristico de espermatozOides acumulados, com as cabecas empithadas
verticalmente (Figura64), descrito e estudado por LEBLOND & CLERMONT!4®) (1952), FREUND 25!
(1958), FAWCETT & HOLLENBERG'2% (1963), MARTAN & SHEPHERD'S'! (1973) e SHEPHERD e
Col.!79) (1974) foi comprovado no presente experimento, sendo comumente encontrado nos ejaculados
dos animais na fase pré-experimental e nos testemunhas durante todo o experimento. Notou-se
entretanto, que apods as irradiacdes com doses Onicas, ocorreu um total desaparecimento, observado
principaimente durante as 7 semanas iniciais, com reaparecimento ocasional no grupo irradiado com
50 B. Nos grupoes com doses fracionadas, essas formacdes foram parcialmente observadas em alquinas
amostras, sendo mais freqientes os empilhamentos com 2 ou 3 espermatozéides.
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A idade e peso dos animais utilizados satisfizeram as exigéncias do trabalho, de acordo com os
conceitos emitidos por FREUND'?7) (1962), RIGAUDIERE(€6) (1973) e RIGAUDIERE e Col.'67!
(1976). A procedéncia das cobaias também foi satisfatoria quanto 3 uniformidade, propiciando a
realizag30 de todas as provas propostas e evitanto a obtengdo de resultados conflitantes, conforme
assinalou FREUND 28 (1969), trabalhando com animais fornecidos por dois diferentes centros de
cruzamentos.

Em qualquer experimento envolvendo radiagdo testicular deve-se lembrar que estas gonadas
contém células germinativas em vdrios estagios de maturagdo, os quais ndo s3o igualmente radiossensfveis
(HELLER'7?, 1948; SHAPIRO e Col.!??’, 1961; ROOSEN-RUGE'6?), 1862; PLATNIKOVA e Col.'63!,
1962; LEONARD'4”, 1970, LYON'4?!, 1970; MILLS'5%), 1974). No entanto, ESTON'??' (1974),
trabalhando com coelhos, encontrou indicagbes de que mesmo Os espermatozdides maduros e as fases
anteriores de espermatidas e espermatécitos, que sdo considerados radiorresistentes, na realidade, sao
lesados a ponto de perderem a motilidade, mesmo com doses de 50 rad. Em nosso experimento dados
similares foram observados, porquanto, ainda que nao perdendo totalmente a motilidade, esta foi
sensiveimente diminuida em todos 0s esquemas de irradiacdo utilizados (Tabelas | a X e Figuras 30 a
41), atingindo apenas 18,0% n2 décima semana para os animais tratados com dose Unica de 200 rad
(Tabela 1X e Figura 38). Trabalhando com irradiacdes X testiculares com 300 R em cobaias, FREUND
& BORRELLI'3') (1965), em um primeiro experimento partindo de 70,0% fase de pré-irradiagdo
obtiveram 64,0% na 1écima-primeira semana. Contudo em um segundo experimento, estes mesmaos gutares
atingiram somente 15,0% de motilidade em lotes de 28 animais, cuja média da fase pré-experimental era
de 39,0%. Em nosso trabalho, partindo de 66,0%, respectivamente, nos grupos de 200 e 400 R, os valores
obtidos foram de 24,0 a 37,0% na décima-primeira semana,

Ainda quanto ao aspecto motilidade do sémen, verificamaos que existe concordancia quanto 3
sua perda gradual apos as irradiagGes, porém os resultados por nos apresentados s3o superiores Nos
periodos de pré-irradiagdo (controle) e mesmo nos animais testemunhas (média de 82,0% com variagdo
de 66,0 a 90,0% do que 51%, apontado por FREUND?5! (1958), 38 a 45% (FREUND &
BORRELLI'3®', 1964), 32 a 45% e 55 a 70% (FREUND & BORRELLI'3Y, 1965) e 66%
(FREUND'?8) 1969,

Em todos os tratamentos experimentais a gue foram submetidas as cobaias, houve efeitos
deletérios das radiacées sobre a concentragdo espermatica (Tabelas ! a X Figuras 42 a 53). Todavia, os
declinios mais marcantes foram observados com as doses fracionadas de 10 e 20 rad, com as fracionadas
de 20 rad com intervalos de 21 dias e as doses Unicas de 50, 100, 200 e 400 rad, sugerindo que o grau
de depressao foi diretamente proporcional 3 dose aplicada. Verificou-se ainda que as baixas concentracoes
espermaticas ocorreram entre a 52 e 9?2 semana, havendo relativa recuperacdo nas doses fracionadas e
unicas de 50 e 100 rad, porém persistindo nas doses mais elevadas. Estes fatos estao de acordo com os
estudos efetuados em suinos (PACE e Col.(ez), 1959; WILLHAM & COX(BQ), 1961 e COX
& WILLHAM!'®) 1961) em touros (MURPHREE & PARISH'5®), 1956; GILLETTE e Col.'32! 1964),
em cdes (CASARETT & HURSH'®) 1056, CASARETT!”, 1964; TOLLE e Col.'8%, 1972), em ratos
e camundongos (HELLER'37) 1948; OAKBERG & DIMINNO'61), 1960; LAWSON e Col.'45), 1967:
RUGH & SKAREDOFF'’? 1971; SEARLE & BEECHEY!?®' 1974; BRUCE e Col.‘'®’, 1974), no
homem (ROWLEY e Col.'70), 1974; POPESCU & LANCRANJAM'®4) 1975) e em cobaias
(HELLER'3?), 1048; ESCHENBRENNER & MILLER'?') 1954; SHAPIRO e Col.'7”), 1961,
PLATNIKOVA e Col.'®3, 1962; FREUND & BORRELLI'™Y’, 1964; LYON'49’ 1970) e reforcam
o conceito de que as irradiacOes afeiam as espermatogonias, sendo que as espermatidas e os espermatocitos
presentes nos tdbulos seminiferos por ocasido do tratamento radioativo complietam seu desenvolvimento
e sao ejaculados em concentragdo normal, a qual consegiientemente vai diminuindo de modo gradativo.
FREUND & BORRELLI'3V) {1965}, através de irradiagdo X testicular com 300 R, em grupos de cobaias
cujas concentracSes pré-experimentais eram de 6,381 e 11,610 x 10°/ejaculado, provocaram queda
acentuada na décima-primeira semana ao nivel de 0,170 e 0,105 x 10°/ejaculado, respectivamente,
Nossos grupos de 200 e 400 R, com radiagdo gama mostraram valores concordantes, uma vez que
partindo de 33,649 e 44,977 x 10%/ejaculado atingiram respectivamente, apenas 1,899 e 1,114 x 10%/
ejaculado na décima-primeira colheita semanal [Tabelas }X e X, Figuras 50 e 51).
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As concentracoes espermaticas obtidas na fase pré-experimental (Controle) nos grupos irradiados
@ testemunhas (fase préexperimental e experimental) observadas nas Tabelas | a X, variaram em média
de 18,809 (Grupo F-2) a 48,906 x 10% /ejaculado (Grupo testemunha — 8? colheita). Esta variagdo sera
mais acentuada se compararmos o comportamento individual dos animais nos vdrios grupos, onde
observamos concentracoes de 3,398 (F4-20-5) a 73,333 (C-1-1 — 22 colheita).

A variagdo que observamos, embora mais acentuada, concorda com FREUND!28! (1969), que
aponta média de 13,376, com variagao de 2,875 a 35,003,

As concentracBes espermaticas obtidas neste experiniento foram inferiores 3s fornecidas por
SCOTT & DzIUK'7®) (1950) e superiores as de FREUND & BORRELLI'*9! (1964); FREUND &
BORRELLI'3!) (19656) e FREUND!28} (1969).

As concentragdes espermaticas por mm® situam-se dentro da faixa citada por MANN {5.000 a
17.000 com média de 10.000 espermatozoides}, contudo, as médias encontradas nos varios grupos foram
inferiores a citada.

Pelo método utilizado para a avaliagdo da concentragdo dos espermatozodides por ejaculado
total, ndo foi observada diferenca entre as concentracdes espermaticas das amostras liquefeitas e aquelas
em que a enzima teve acao parcial (6,09% das amostras, Tabela XI, criterio I},

De acordo com FREUND'28) (1969) a porcentagem de espermatozoOides morfologicamente
normais em cobaias varia de 92 a 98%. Conforme pode ser observado nas Tabelas Xll a XXi e Figuras
84 a 63A, tanto nos animais testemunhas em todo o experimento como durante a fase pré-experimental
{Controle) dos grupos irradiados, os valores encontrados situam-se nesta faixa, tendo-se obtido uma variagao
de 93,5 a 97,2%. A formacdo de espermatozéides normais envolve uma série de fatores que dependem
do perfeito sincronismo fisioldgico, morfoldégico e bioquimico. As razdes do aparecimento de porcentagens
permissiveis de espermatozdides anormais nas ejaculagGes de reprodutores com fertilidade comprovada
ainda encontram-se obscuras. Talvez elas resultem dc nivel natural de equivocos gue ocorre no Processo
de diferenciacio das células (CLELAND'®', 1951; ROOSEN-RUNGE!69), 1862) e a irradiacdo, assim
como outros fatores adversos, aumenta a freqiéncia, o que jd foi bem estabelecido por OAKBERG &
DIMINNO'6" | 1960; OAKBERG & CLARK!60) 1964; LEONARD'*”, 1970; BRUCE e Col.'®! 1974
e MILLS'®® (1974) em camundongos e ratos, por BARNABE'! (1974) em coelhos, por CASARETT
& HURSH'® 1956; CASARETT(7), 1964 e TOLLE e Col.'®%', 1972 em cies, por GILLETTE e Col.'32)
(1964) em touros e por MACLEOD e Col.'S®! (1964), ROWLEY e Coi.!70) (1974) e POPESCU
& LANCRANJAN'®*) (1975) no homem.

Os animais expostos as doses Unicas e fracionadas com °°Co apresentaram um aumento na
porcentagem de células anormais até cerca ds sétima semana ap0s as irradiacGes. Por esta época, a
porcentagem de anormalidades espermaticas variou de 7,8% a 24,5%, comparadas a 5,1% nos animais
testemunhas. Estas anormalidades consistiam principalmente de espermatozoides estreitos, gigantes,
pequenos, redondos e largos, abaxiais, cabecas normais livres, presenga de gotas citoplasmaéticas
proximais, defeitos do acrosoma e da pega intermediaria e caudas curvas simples ou em angulc reto,
além de caudas curvas enroladas na ponta e ao redor da cabega. A partir da oitava semana, iniciou-se um
processo de recuperacdo, com o retorno aproximado aos niveis normais dos controles na décima-primeira
semana, com exce¢do do grupo tratado com dose fracionada de 2 rad. Este periodo fornece um lapso de
tempo do tratamento a recuperagdo de aproximadamente 49 dias, sugerindo ser esta a duragio da
espermatogénese nesses animais, o que concorda com FREUND & BORRREL(!3?) (1964) e
CLERMONT!' 1! (1972), diferindo porém de LEBLOND & CLERMONT!® (1952), cLERMONT!1?!
(1960) e NOLLER e Col.!58 {1977) que indicam periodos menores.

A fase de aspermia indicada por CASARETT'”! (1964), MILLS'®*) (1974) e L USHBAUGH &
CASARETT!48) {1976}, citando dados de SPEISER (1973) ndo foi observada nas cobaias em nenhum
dos tratamentos institufdos, provavelmente devido a utilizacdo de doses relativamente baixas para
atingirem esse estagio.
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Uma vez que ndo foram encontradas na literatura, citacdes pertinentes 3 frequéncia de
anormalidades espermdticas em cobaias irradiadas, baseamo-nos na classificacdo proposta por sLOM!S)
(1950), reunindo nas Tabelas XIl a XX| e Figuras 54 a 63A, as porcentagens médias das anormalidades
primérias e secundarias.

No tocante as anormalidades primarias, isto é, aquelas formas cuja ocorréncia se supGe seja
devida a transtornos no epitélio germinativo dos tibulos seminiferos & considerando ainda a
radiorresisténcia dos espermatozdides e das espermatidas, ndo seria de se esperar que, j4 na segunda
semana, as porcentagens de defeito aumentassem. A nosso ver, este fato ocorreu devido ao epitélio do
epididimo, que absorve substancias inativas, incluindo espermatozoéides defeituosos, uma vez lesado,
perdeu em parte esta capacidade, resultando na emissdo de maior nimero de anormalidades espermaticas.
BRUCE e Col.'8 (1974), colhendo sémen diretamente da cauda do epididimo de camundongos expostos
a 300 rad verificaram nivel maximo de 30% de anormalidades em 5 a 7 semanas e OAKBERG &
DiMINNO!ET! {1960) irradiando apenas o terco posterior de camundongos com a mesma dosagem
assinalaram um aumento de 5,4% a partir da 42 semana, atingindo o maximo de 31% na 7? semana.
MACLEOD e Col.!59! (1964) registraram, no homem, 56% de formas defeituosas um més apos
exposicdo a doses varidveis de irradiacdo, encontrando um maximo de 63,4%, depois de 14 meses do
acidente. Em nosso experimento, a porcentagem maxima alcancada foi de 33,1% na 52 semana {Grupo
de dose Unica com 200 rad) e valores variando de 4,8% a 33,1%, desde a 22 a 72 semana, nos diferentes
tratamentos. Verfica-se, portanto, embora em épocas diferentes, sempre houve emissdo de
espermartoz 6ides mor fologicamente normais juntamente com formas defeituosas.

Relativamente as formas de cabegas espermdticas estreitas, verificamos que estas contribuiram
desde 0,41% a 0,80% nos animais irradiados, enquanto que atingiram 0,31% nos testemunhas.
MACLEOD e Col.!%¢ {1974) assinalaram a presenca de espermatozodides estreitos em semen humano,
com variagdo de 2 a 7,3%, em periodos de 1 a 41 meses apds a exposi¢do acidental dos individuos a
irradiacdo. Sequndo BRUCE e Col.'8! (1974), talvez esse defeito seja consequéncia de um complemento
cromossomico anormal.

Quanto aos espermatozoides gigantes, pequenos, redondos e largos, a incidéncia foi de 4,34% a
12,33% nos tratados contra 2,77% nos testemunhas. MACLEOD e Col.'50) {1964), no homem,
registraram 46,5% de formas gigantes a partir de 21 dias até 4 meses, enquanto que OAKBERG &
DiIMINNO'6) (1960) notaram 31% em camundongos ap6s 7 semanas de irradiagdo e BARNABE (3!

{1975), trabalhando com coelhos, verificou um valor maximo de 15,1%, 7 dias apos a irradiagio com
200 rad.

Embora FAWCETT'23) (19A5) e NICANDER & BANE®7! (1966) descrevam a insercio abaxial
da superficie articular convexa da base da cauda a concavidade caudal do nicleo, como sendo caracteristica
morfologica normal na cobaia, pudemos verificar que os tratamentos radioativos instituidos apresentaram
variagdo de 2,23% a 4,93% contra 1,57% nos animais testemunhas,

Com base ainda na classificacdo de aLom!s! {1950) reunimos nas Tabelas XHl a XX) e Figuras
54A a 63A as anormalidades secundarias, ou seja, aquelas formas que ocorrem depois dos espermatozéides
terem abandonado o epitélio germinativo, durante sua passagem através dos dutos mesonéfricos ou
quando jd armazenados no epididimo.

Segundo LAGERLOF 42) (1934) a presenca de gotas citoplasmaticas proximais em bovinos,
mesmo em pequenas porcentagens, sugere disturbios do processo de maturagdo do espermatozoide.
Considerando as observagbes de FAWCETT(23) (1965) de que, na cobaia, a gota é encontrada
usualmente a meio caminho da peca intermedidria, preocupamo-nos em anotar apenas aquelas que
ocupavam posicdo caiacteristicamente proximal. Assim, verificou-se que os animais irradiados
apresentaram 0,17% a 0,58% dessas anormalidades em contraposi¢io a 0,29% do grupo testemunha,
indicando certas disfungdes epididimarias, 0 que também foi assinalado, em porcentagens maiores, por
BARNABE ‘3! (1975) trabalhando com coelhos.



156

Para muitos autores, a presenga de cabegas normais destacadas da pe¢a ntermediania sena
consequéncia do manuseio inadequado na confec¢do de esfregacos. Todavia, quando pesquisadas em
montagens 3 base de formol salino (DOTT & FOSTER!''®) 1975; DOTT e Col!19), 1976), ess
anomalia pode estar associada a primeira manifestacio de processos de degeneraagdo testicular,
admitindo-se, porém, a presenca de 2 a 3% como limite dentro da normahdade. Podemos verificar,
contudo, que tanto nos grupos tratados (0,03 a 0,53%), como no testemunha {0,29%), as porcentagens
n3o ultrapassaram este limite, embora em coelhos submetidos 3 irradiagdes com 600 rad, BARNABE(J)

(1975) tenha assinalado 40,0% na 42 semana, caindo posteriormente para 8,2% no fim do experimento.

Os acrosomas dos e.permatozoides de cobaia sio bastante desenvoividos, contribuindo para
determinar a forma total da cabega e estendendo-se para além das margens anterior e lateral do nucleo.
Os tratamentos radioativos provocaram 1,57 a 3,70% de defeitos no acrosoma, ao passOo que no grupo
, sabendose, contudo, que em outras espécies, apenas
acira de 5,0% hid indicacao de sub-fertilidade nos animas.

testemunha esse numero n3o ultrapassou 1,11%

Os defeitos concernentes 3 pega intermediaria geraimente constituem-se de alteragles na
disposi¢cdo das mitocOndrias, resultantes de espermiogénese imperfeita e, as vezes, relacionadas com
imaturidade sexual. Em nosso caso, os efeitos da radiacdo foram pouco evidentes, porguanto Os grupos
tratados revelaram 0,20 a 0,93%, tendo sido observado apenas 0,157 nos testenmunhas. Ji no casu de
coelhos, o valor maximo encontrado por BARNABE'Y (1975) foi de 5,8% em animais submetidas a
50 rad.

Para faciidade de exposigdo, as disposi¢Oes anormais das caudas espermaticas foram englobadas,
incluindo-se as simples curvaturas, caudas em anguio reto e caudas enroladas na ponta ou ao redor da
cabeca. Estas anomalias parecem ser atriburdas as condicdes nao fisioldgicas durante a ejaculagao,
provocando movimentos retrogrados ou em circulo dos espermatozoides. No entanto, ¢ aumento de
caudas anormais pode ser consequéncia de disfuncies epididimarias que ocasionam  aiteracdes na
disposicdo normal das fibrilas. Nus condigles do presente eaperimento, a segunda 0pgd0 parece mais
plausivel pois enquanto gue o lote testernunha acusou 1,70%, os animgais tratodos revelaram 1,88 a
4,21% de deteitos caudais. Em coelhos, BARNABE(‘“ {1975) ity porcentagem de até 42,5%, quando
os animais foram expostos a 600 rad. QOAKBERG & piMinno'e Y {1960), submetendo camundongos
a 300 rad, evidencraram tambem a ocorréncia de caudas muito enrolardas, sem contudo fazer qualquer
alusdo quanto a sua frequéncia.

De um modo geral, podemos comentar que os efeitos dos tratamentos com ~"Co sobre a
qualidade do sémen de cobaias assemelham-se ao apresentado nos processos de degeneracio testicular,
em bovinos (RAO(GS), 1971) e em coelhos (BARNABE(B) 1975}, nos (juiais as porcentagens maximas
sdo verificadas no inicio da denegeracdo e no inicio da regeneracio. Cumpre assinglar, porém, que apesar
da sinilitude observada, os valores encontrados para cobaia, sempre foram sensivelmente inferiores aos
ap-esentados na literatura, o gue provavelmente, indice uma maior resisténcia dessa espécie as radiagoes
ionizantes.

Comentarios relativos a presenca de espermatozoides estreitos na base, piriformes,
subdesenvolvidos, cabecas anormais livres e gotas citopldsmaticas distais deixaraim de ser feitos por sua
inconstancia e minima frequéncia.

Relativamente a comparagdo entre doses unicas e fracionadas, foram assinaladas diferencgas
marcantes entre os grupos irradiados com 100 a 200 rad e os de 10 a 20 rad semanais, com respeito 30s
aspectos da concentragdao, motilidade, ¢ anormalidades espermaticas, nao obstante os resuitados gerais
observados na origntagdo do presente experimento, tanto com as doses fracionadas Guanto com as UNICas
concordam com os resultados apontados por SHERIDAN'89! (1971), RUDNICK! & TROJCZUK'7?
(1974) e RUDNICKI & KOCHMANSKA-TWARDOWSKA!?!" (1975), porém contraria o trabalho de
TIMBERLAKE!84) {1973), embora este autor tenha utilizado irradiagGes fracionadas de 6, 10, 20
e 40 R/dia e Unica de 1200 R, tendo concluido que esta ultima foi 10 vezes mais eficiente do que 6 e
10 e menos do que 20 e 40R.
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Quanto a0 efeito das wradiacOes testiculares, com corpo protegdo, NUsSIos dados MOstram que
elas promovern danos severos, contrariando as afirmacoes de SHAVER!"®) (1953) ¢ a favaor ous
trabalhas de KOHN'32! (1955), FREUND'2®! (1961). FREUND & BORRELLI'3!! (1965).

Embora o CLSD(30) para cobaias seja de 400 rad, segundo ROCHA.'68! (1976) citando
CASARETT (1968). em nosso caso, » radiagGes testiculares com a mesma dose, N30 PICJOCAram morie
em nenhum dos amimMais.

CONCLUSOES

Dentro da metodologia uttiizada no presente trabatho, visando aperfecoamento de aparetho
eletroejaculador para cobaies e efeitos de wradhacdo testicular com variadas doses fracionadas e Unicas de
$0Co. toi nos permitido concluir o segunte:

L}

2)

3)

4)

5)

6)

N

9)

10)

1)

O eletroejaculador ¢ o método de colheita, aperfercoados em nosso laboratonio,
mostraram elevada eficiencia na obtancio de 591 amostras de semen, sem ocorréncia de
qualquer INsucesso.

Das 591 amostras colhidas, 203 foram obuidas com apenas 1 estimulo elétrico, sendo
que 182 necessitaram 2 estimuios, obtendo-se desta forma um percentual de 65 15.

O uso de limite maximo pré-fixado, 5 estimulos, foi necessdno para a obtengao de
somente 10,99% das amostras.

O processo de disposicao dos eletrodos nas reqices ano-lombar, mostrou-se adequado e
altamente eficiente em comparacan a0 eletrodo retal bipolar unico.

A obtencao de ejaculados sob a forma gelatinosa emitidos ativamente pelo animal
atingiu 501 ou seja 84,77%, enquanto que os totaim:nte coagulados representaram
6,09% (36 amostras).

N3o foi observada crescente obtengdo de amostras liquefeitas, quando de colheitas
efetuadas semanaimente.

O emprego da alfa-quimotripsina para liquefacao do codgquio for satisfatéria guando as
amostras foram obtidas sob a forma gelatinosa, atuando parcuimente sobre as formas
totalmente coaguladas.

Os discos de chumbo com objetivo diplo de blindagerr. e cobmagdo do feixe radioativo
para radiacao testicular for altamente eficiente, propiciando a uradiagao de 5 cobaias ao
mesmo tempo.

A utihzacao de um simulador “phantom’™ serviu para evidenciar s eficiéncia do sistema
de blindagem e colimagao na distrnibuigado e avahiagdo das doses de rradiacao.

O volume de sémen ejaculado nao sofreu alteracdo em nenhum dos tratamentos
utilizados.

A motilidade espermatica foi em hinhas verais, sensivel & gradativamente diminuida em
todos os esquemas de wradiacdo aphicados
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' grau e a duragdo da dejpressdo na concentragdo espermatica apoOs as irradiagoes foram
oiretamente proporcionais as doses aplicadas.

A porcentagem de anormalidades esperméticas aumentou gradativamente até cerca da
sétima semana apoOs as irradiacdes, iniciando-se processo de recuperacdo a partir da

oitava semana, excetuando-se unicamente o grupo tratado com dose fracionada de 2 rad.

Do perfodo de tratamento ao inicio da recuperacao dos animais sugere um ciclo
espermatogénico de cerca de 49 dias em cobaias.

Os tratamentos radioativos aplicados nao foram suficientes para o estabelecimento de
azoospermia nas cobaias irradiadas.

Em todos os tratamentos verificou-se, embora em épocas diferentes, emissao de
espermatozoides morfologicamente normais juntamente com formas defeituosas.

As anormalidades primarias, de acordo com os maiores valores observados foram, pela
ordem, as seguintes:

a) Espermatozoides gigantes, pequenos, redondos e largos — 12,33%.
b) Espermatozodides com inser¢do abaxial do nicleo 3 pe¢a intermediaria — 4,93%.
c) Espermatozoides estreitos — 0,80%.

As anormalidades secundarias, de acordo com a maior incidéncia foram, pela ordem, as
seguintes:

a) Caudas defeituosas — 4,21%.

b) Defeitos do acrosoma — 3,70%.

c) Defeitos de peva intermediaria — 0,93%.

d) Gotas citoplasiméticas proximais — 0,59%.

e) Cabecas normais livres — 0,53%.

As anormalidades espermaticas, de modo geral, revelaram valores sensivelmente inferiores
aos encontrados na literatura, sugerindo maicr resisiéncia das cobaias 3s radiagOes
ionizantes,

Os resultados gerais evidenciaram diferengas marcantes a favor das doses Gnicas de 100 e
200 rad nos aspectos de concentragdo, motilidade a anormalidades esperméticas,

comparadas as fracionadas de 10 e 20 rad semanais, 0 mesmo ndo ocorrendo quanto ao
volume ejaculado.
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Tabela |

Cobaias Cavia porcellus . Grupo Testemunha e Grupos lrradiados

com Doses unicas e Fracionadas . Média por Colheita.

VOLUME EJACULADO

GRUPOS ]

1

| TESTEMUNHA F-2 F-5 F-10 F-20 F4-20 U-50 U-100 u-200 U-400 !

3 1

PRE-IRRADIACAD | 1,10 0,91 0,86 1,35 1,37 1,27 0.82 0,84 1,28 098

12 _ 1.58 [ o072 o094 o088 07 132 088 112 150 Y Y

2 1,32 z £.5u 0.90 1,32 0,66 1,16 0.66 0.66 1.40 062

33 : 0,82 ’ 0,25 0.48 1,02 0,68 0.96 0.54 0.76 1.40 112 '

a? ‘ 0,98 . 035 0,56 114 0.98 1,10 0.84 0,64 1.00 116 l

g ‘ 52 ‘ 0.86 0,37 1,26 0.86 1,40 0,92 0,50 0,50 0.68 0,90 |

ul_tj 6? _' 0.76 ; 1,07 0,80 1,42 0.68 1,08 0,58 0.50 1,02 070
S 7 ; 0,96 ; 1,00 0,56 1,32 1,46 096 0,78 0,86 1,22 0.94

‘ g > 1,02 g 0,75 0,86 1,20 0,96 0,88 1,00 0,78 1,02 106

{ 9 : 1,04 v 0,92 0,72 0,88 1,26 1,52 1,08 1,10 1,20 0,94 '
102 : 1,60 117 0.94 1,14 0,78 1,20 0,84 0.86 0,94 1,08
112 1,38 : 1.45 0,88 1,30 1,06 1,30 0,84 1,02 1,20 1,22

: R - - -

091t



Cobaias Cavia porcellus .

com Doses Unicas e Fracionadas, Média por Colheita.

Tabela 1l

MOTILIDADE (%)

Grupo Testemunha e Grupos lrradiados

—
Grupos !
T 4
| | TESTEMUNHA F-2 F-5 F-10 F-20 F4.20 U-50 U-100 U-200 U400
| 1
PRE-IRRADIACAO 85.80 74,00 77,40 79.20 69,40 78,00 75,60 80,60 66,00 78,60
r T 12 irrad. o T wj
12 83,00 i 69,00 69.00 80,00 61,00 69,00 68,00 81,00 64,00 72,00 |
? ! 8500 | 5800 52,00 73,00 36,00 72,00 72,00 79,00 59,00 71,00 |
3 : 8800 | 5375 40,00 83,00 56,00 69,00 53,00 82,00 55,00 86,00
' ' 22 irrad. )
2 4 | 85,00 65,00 60,00 70,00 40,00 70,00 63,00 79,00 65,00 69,00 |
w g l 86,00 ' 50,00 76,00 56,00 66,00 57,00 41,00 59,00 52,00 6300 |
g 6 86,00 | 7500 78,00 78,00 73,00 73,00 46,00 73,00 64,00 5100 |
{ . 32 irrad,
7 ? 87.00 72,50 71,00 67.00 56,00 62,00 54,00 71,00 64,00 47,00 l
§ g ‘ 90,00 65,00 78,00 59,00 59,00 74,00 52.00 72,00 58,00 47,00 |
f g° 89,00 63,75 81,00 59,00 50,00 76.00 39,00 68,00 30,00 65,00 ‘
: , 48 jrrad. |
| 10 88,00 76,25 76.00 72,00 27.00 67.00 41,00 58,00 18,00 3400 !
| 12 : 9000 . 8125 81,00 76,00 48,00 62,00 53,00 56.00 24,00 37.00 J‘
1 ! i

191



Cobaias Cavia porcellus .

Tabela 111

Grupo Testemunha e Grupos trradiados

com Doses unicas e Fracionadas .

Média por Colheita.

CONCENTRACAO ESPERMATICA

i Grupos “
1 1
| TESTEMUNHA F-2 F5 F-10 £-20 Fa4-20 U-50 U-100 U-200 U-400 ;
I i |
PRE-IRRADIACAO 38,624 18,809 27030 41,570 26510 | 21,308 | 23358 34,665 33,649 44977 |
19 irrad. l
18 38,554 16,334 24,676 31,660 23,064 19,763 21,856 32,532 32,716 42,633 '
2 38,908 18,111 28,289 34,508 11,791 16,118 14,116 27,238 26,286 26,619 !
3° 33,846 15,284 21,840 27,628 9033 | 74711 | 6819 16,303 22,163 24,670 |
" l 29 irrad. ! :
S 4 ssas% 18332 33940 19528 7813 | 984 | 8210 8144 19816 29%5 |
¥ 2 27,731 15,13 34,433 16,465 6484 | 12,018 2,763 2,633 7,115 1,907 ;
é _ 6° 37,618 31,818 24,163 23,952 4,897 12,859 3675 2,616 3,697 0712
| ' 39 irad, |
: 8 38,233 30,890 26,159 26,421 3850 | 12820 | 3220 2,790 1,746 0.676
: N | 48,906 26,980 25,742 30,960 4304 | 795 | 4713 5,949 1,033 0,725 i
’, 9? t 42,884 23,405 32,505 20,461 4,403 21,939 ] 4,436 10,983 1,351 0913 |
,______________;_____.__,,_...__ ————— 43 irrad. - - 7 - T T
102 ‘ 42,964 28,938 28,238 26,971 4,455 14,025 6411 11,734 1,998 0,726
113 46,669 19,944 26,767 25,257 5,951 13,070 14,268 18,261 1,899 1,114

]!
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ABSTRACT

An investigation was made on improvements in restraint systems and in the technique of electr._ejacula(ion
in guinea pigs, witlr emphas: giuin to safety, effectiveness and repetition. Arrangements for simultaneous testicular
irradiation with ®%Co in 5 animals and a phantom to test dose levels in the target region and scattering were also made.
Effects of single and fractionated exposures on sperm voluma, motiity, traton and p age of abnormalities
were studied. A collimated point-shaped °°Co-machine calibrated to 7 R/min was used as radiation source.

Groups of five 12 months ayed male guinea pigs were exposed to either single testicular irradiation of 50, 100,
200 and 400 R or fractionated weekly testicular irradiation of 2, 5, 10 and 20 R, during 10 weeks. A last group was
exposed 1o 4 fractionated testicular irradiations of 20 R at time intervals of 21 days and a group of 8 animals was used
as control.

. Semen samples evaluations were made during 5 weeks before irradiation and in the subsequent 11 weeks.
L. $perm morphology 'was examined by counting 200 cells in each of 591 smears, stained by William's method and 581
formot satine preparations under phase contrast microscopy These 236, 400 data are presented individustly in varous
tabtes and figures. Mean percentages of semen normal espermatozoons and spermatic abnormalities are shown in figures

and photomicrographs.

<3 The resu'ts in general_showed marked differences on concentration, sperm motility and sperm abnormalities,
. but not on volume, in favour of 100 and 200 R single doses levels, as compared to tractionatect 10 and 20 R,
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