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Resumo

Brito, M. M. Efeito da senescéncia reprodutiva sobre aspectos morfoldgicos,
funcionais e de estresse oxidativo do sémen fresco e criopreservado de cées.
[Effect of reproductive senescence on morphological, functional and oxidative stress
features of fresh and cryopreserved sperm in dogs]. 2017. Dissertacado (Mestrado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2017.

O presente estudo teve como objetivos comparar o sémen de caes jovens e
senis, por avaliacdo morfo-funcional, estresse oxidativo e quantificacdo de produtos
avancados de glicacado (AGEs); comparar a congelabilidade seminal de caes jovens
e senis e verificar a acdo dos produtos avancados de glicacdo, oxidacdo proteica e
estresse oxidativo na criopreservacao seminal de cées senis. Foram selecionados
22 caes, alocados em dois grupos experimentais de acordo com a idade: Grupo
Jovem (n=11) e Grupo Senil (n=11). Os grupos foram adicionalmente subdivididos
em Grupo Sémen Fresco e Grupo Sémen Criopreservado. A divisdo etaria foi
realizada de acordo com o porte dos animais, sendo porte pequeno considerado
senil a partir de 8 anos de idade, porte médio a partir de 7 anos de idade e porte
grande acima de 6 anos de idade. Independentemente do porte, os cédes jovens em
idade reprodutiva foram considerados entre 1 e 5 anos de idade. O Grupo Fresco foi
submetido a avaliacbes seminais imediatas, incluindo volume, cor, aspecto do
ejaculado, concentracdo espermatica e analise computadorizada da motilidade
(CASA). Logo apéds, foram realizadas avaliagbes morfo-funcionais, incluindo
atividade mitocondrial dos espermatozoides, estresse oxidativo lipidico, estresse
oxidativo proteico, dosagem de produtos avancados de glicacdo e dosagem de
concentragéo proteica, citometria de fluxo utilizando as sondas fluorescentes para a
avaliacdo espermatica da integridade de membrana plasmatica e acrossomal e de
potencial de membrana mitocondrial e andlise de fragmentacdo de DNA. O Grupo
Congelado foi submetido ao protocolo de congelacdo em uma etapa e apoés, no
minimo uma semana, as amostras foram descongeladas a 37°C por 30 segundos e,
entdo, avaliadas quanto a concentracdo espermatica, analise computadorizada da
motilidade (CASA) e as mesmas avaliacdbes morfo-funcionais realizadas para o
Grupo Jovem. Como resultados, os machos do Grupo Jovem apresentaram maior
escore de libido, parametros da motilidade espermaética, alta atividade mitocondrial

dos espermatozoides e menores valores de atividade mitocondrial média, defeitos



espermaticos totais, defeitos espermaticos maiores e gota citoplasmatica proximal.
No sémen fresco, o Grupo Jovem obteve maiores valores de integridade da
membrana acrossomal dos espermatozoides e baixo potencial de membrana
mitocondrial, assim como menores valores de integridade da membrana plasmatica
e acrossomal e alto potencial de membrana mitocondrial. No sémen descongelado, o
Grupo Jovem apresentou maiores valores de integridade de membrana acrossomal
dos espermatozoides. No sémen de cées jovens, o Sub-grupo Fresco obteve
maiores valores de integridade de membrana acrossomal e integridade de
membrana acrossomal com lesdo de membrana plasmatica. No sémen de caes
senis, 0 Sub-grupo Fresco apresentou maiores valores de integridade de membrana
acrossomal, integridade de membrana plasmatica e acrossomal e alto potencial de
membrana mitocondrial, assim como menor porcentagem de espermatozoides com
baixo potencial de membrana mitocondrial. Na comparagdo entre 0s sub-grupos,
houve maiores valores para parametros da motilidade espermatica, integridade de
membrana plasmatica com lesdo de acrossomo, médio potencial de membrana
mitocondrial, integridade de membrana plasmatica, alta atividade mitocondrial e
estresse oxidativo no Sub-grupo Descongelado, além de maiores valores de
amplitude de deslocamento lateral da cabeca, espermatozoides estaticos, lesdo de
membrana acrossomal e plasmatica, média atividade mitocondrial e concentracéo de
proteinas no pellet de espermatozoides. A partir de tais resultados, € possivel
concluir que o sémen de cées senis apresenta qualidade inferior ao de cédes jovens,
bem como reduzida congelabilidade. Nos cées senis, possivelmente, a falha na
eliminacdo da gota citoplasmatica dos espermatozoides promova disfuncoes
mitocondriais, culminando na alteracdo da motilidade espermatica. Por fim, as
avaliacbes de parametros oxidativos ndo se mostram acuradas para a avaliacdo do

impacto da senescéncia reprodutiva.

Palavras-chave: Espermatozoides caninos, Senescéncia reprodutiva, Estresse
oxidativo, Criopreservagao



Abstract

Brito, M. M. Efeitos da senescéncia reprodutiva sobre parametros do sémen
fresco e criopreservado de cdaes. [Reproductive senescence effects on fresh and
cryopreserved dog’s semen parameters]. 2017. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2017.

This study aimed to compare the semen of young and senile dogs, through the
evaluation of morphological and functional attributes, oxidative stress and
quantification of advanced glycation ending products (AGEs); compare the seminal
freezability of young and senile dogs and evaluate the effects of advanced glycation
ending products, oxidation protein and oxidative stress on seminal cryopreservation
of senile dogs. Twenty two dogs were selected and allocated into two experimental
groups according to their age: Young Group (n=11) and Senile Group (n=11). These
groups were additionally divided into Fresh Semen Group and Frozen Semen Group.
Age distribution was performed according to the size of the animals, being small
animals considered senile from 8 years of age onwards, medium size from 7 years
old and large size over 6 years old. Regardless of the body size, dogs were
considered young if they were at reproductive maturity from 1 to 5 years old. The
Fresh Group was subjected to immediate seminal assessments, including volume,
color, aspect of the ejaculate, sperm concentration and computer analysis of sperm
motility (CASA). Then morpho-functional assessments were carried out, including
sperm mitochondrial activity, lipid oxidative stress, protein oxidative stress, dosage of
advanced glycation ending products and of protein concentration, flow cytometry
using fluorescent probes to evaluate plasmatic and acrosomal membrane integrity
and mitochondrial membrane potential and DNA fragmentation analysis. The semen
from the Frozen Group was submitted to one step freezing protocol and samples
were thawed after not less than 1 week at 37°C for 30 seconds and evaluated for
sperm concentration, motility computerized analysis (CASA) and same the morpho-
functional analysis performed for the Young Group. Male dogs from the Young Group
presented higher libido score, parameters of sperm motility, percentage of sperm with
high mitochondrial activity and lower percentage of sperm of medium mitochondrial
activity, total spermatic defects, major spermatic defects and proximal cytoplasmic

droplet. For the fresh semen of the Young Group, higher values of acrosomal



membrane integrity and low mitochondrial membrane potential, as well as lower
values of plasma and acrosomal membrane integrity and high mitochondrial
membrane potential were noticed. In the post-thaw semen, the Young Group showed
higher values of spermatic acrosomal membrane integrity. For the semen of young
dogs, the Fresh Group had higher values of acrosomal membrane integrity and
acrosomal membrane integrity with plasma membrane damage. In the semen of
senile dogs, the Fresh Group presented higher values of acrosomal membrane
integrity, plasma and acrosomal membrane integrity and high mitochondrial
membrane potential, as well as lower percentage of sperm with low mitochondrial
membrane potential. Comparing sub-groups, higher values for sperm maotility
parameters, plasma membrane integrity with acrosome injury, medium mitochondrial
membrane potential, plasmatic membrane integrity, high mitochondrial activity and
oxidative stress was noticed for the Thawed group, as well as greater values of
lateral displacement amplitude of the sperm head, static spermatozoa, acrosomal
and plasmatic membrane lesions, medium mitochondrial activity and protein
concentration in the spermatozoa pellet. Based on the present results, it is possible
to conclude that the semen of senile dogs presents inferior quality compared to
young dogs, as well as less freezability. The possible failure to eliminate the sperm
cytoplasmic droplet in senile dogs sperm promotes mitochondrial dysfunctions,
culminating to alterations on sperm motility. Finally, the evaluation of oxidative

parameters is not feasible for the impact evaluation of reproductive senescence.

Keywords: Dog sperm, Reproductive senescence, Oxidative stress, Cryopreservation
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1. INTRODUCAO

Diante do notorio avanco da Medicina Veterinaria, os animais tém se tornado
mais longevos. Em associagdo a tal progresso, o mercado pet vem crescendo
exponencialmente a cada ano, assim como o numero de caes nos lares brasileiros.
Como consequéncia, cada vez mais caes em idade avancada séo utilizados como
reprodutores, porém ndo ha conhecimento das consequéncias do uso destes
padreadores senis nos resultados de fertilidade. Desta maneira, na atualidade, os
médicos veterinarios deparam-se com uma area de atuagdo em geriatria animal, na
qual diversas situacdes decorrentes da senilidade séo verificadas (BELLOWS et al.,
2015). Por outro lado, tais circunstancias séo relativamente desconhecidas e pouco
estudadas, dificultando a abordagem médica ao paciente geriatrico (GUNES et al.,
2016).

Os estudos sobre a senescéncia reprodutiva da espécie canina ganharam
grande enfoque nas pesquisas, tanto para aplicacdo na espécie, como para modelo
de estudos em humanos, pois 0 homem apresenta tendéncia a reproducdo tardia. O
modelo canino é de grande valia, pois 0s cdes possuem acesso a opc¢bes de
cuidados de saude, por meio de diversas especialidades veterinarias, analogas a
medicina humana (GILMORE e GREER, 2015). De acordo com os ultimos autores,
0os cédes dividem com o homem sua casa, e até os habitos de exercicios, com
enfermidades ocorrendo naturalmente a semelhanca das condicbes humanas,
posicionando tal espécie como um poderoso e excepcional modelo de
envelhecimento.

Na reproducéo animal, observa-se diminuicdo da capacidade reprodutiva
conforme o envelhecimento e, especificamente nos machos, possivel alteracdo na
qualidade seminal. Portanto, a maior expectativa de vida da espécie canina ampliou
a area de estudo em andrologia e biotecnologia da reproducdo, denominada
senescéncia reprodutiva. Mesmo com o0s avancos observados nas técnicas de
reproducdo assistida, pouco se conhece do envolvimento dos fatores
desencadeadores do envelhecimento no status reprodutivo animal. Neste contexto,
torna-se desafiador decifrar a fisiologia reprodutiva de animais senis, caracterizando

alteracdes funcionais da célula espermatica.



25

O envelhecimento possui efeito aparente na fungao testicular em humanos e,
para a espécie canina, ha indicios de que a espermatogénese pode ser incompleta
nos individuos senis (PETERS et al., 2001). Em humanos, também foi verificado
reducdo da qualidade espermatica por causas patologicas ou naturais do
envelhecimento, configurando uma importante causa de infertilidade masculina (LIU
et al.,, 2015). J4 nos caes senis, sabe-se que tendem a apresentar menor
porcentagem de espermatozoides normais no ejaculado (RIJSSELAERE et al.,
2007).

Diferentes teorias acerca do envelhecimento bioldgico foram desenvolvidas e
0 centro em comum é a descricdo da perda da funcionalidade progressiva com a
idade, com consequente aumento da susceptibilidade e incidéncia de doencas
(MOTA et al., 2004). Independente da influéncia genética, os fatores estocasticos
(aleatdrios) também podem ser determinantes para a longevidade, sugerindo que a
perda funcional no envelhecimento decorre do acumulo aleatério de lesdes,
associadas a acdo ambiental, provocando o declinio fisiolégico progressivo (MOTA
et al., 2004). Dentre os fatores estocasticos encontram-se diferentes teorias
bioguimicas a influéncia temporal, incluindo o surgimento do processo de glicacdo e
0 estresse oxidativo nos tecidos organicos, fazendo-se necessarios experimentos
com o objetivo de esclarecer a influéncia de tais processos no envelhecimento
reprodutivo na espécie canina. Como a reacao de Maillard, também conhecida como
processo de glicacdo, promove transformacfes diretamente relacionadas ao
envelhecimento (DYER et al., 1991), a avaliacdo dos niveis de seus produtos
(produtos avancados de glicagcdo — AGEsS) no sémen torna-se fonte de informacao
interessante a respeito do efeito da senescéncia reprodutiva. Tais conhecimentos
poderdo dar subsidios a instituicdo de terapias anti-envelhecimento a partir da
suplementacdo animal, visando ao melhor desempenho reprodutivo apds a
senescéncia.

Diante do exposto, maiores entendimentos a respeito dos parametros
seminais de cées senis poderdo contribuir para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na fisiologia e patogenia da senescéncia reprodutiva em cées. Neste
particular sentido, a avaliacdo de atributos morfo-funcionais do sémen, estresse
oxidativo, oxidagcdo de proteinas e avaliacdo dos niveis de AGEs no sémen foram
selecionados no presente estudo para elucidar os referidos processos de

envelhecimento. Ainda, a busca por maiores esclarecimentos sobre o emprego da
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criopreservacédo seminal em caes idosos pode contribuir para criar alternativas para

manutencgao do potencial reprodutivo durante a senescéncia.
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2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1. As teorias do envelhecimento

2.1.1. Areacao de Maillard

Durante o envelhecimento dos tecidos, ocorre diminuicdo da atividade
biossintética e aumento da atividade proteolitica, causando a perda tecidual (LABAT-
ROBERT e ROBERT, 2014). Dentre os desencadeadores do envelhecimento,
destaca-se a possibilidade de ocorréncia da chamada reacédo de Maillard nos tecidos
organicos, conceitualmente uma reacao espontanea (nao catalisada) de reducao de
acucares e derivados com grupos amina-livre em qualquer proteina ou nucleotideos
base (DYER et al, 1991). Tal reacdo culmina com a formacdo de glicosilamina, a
qual sofre transformacdes quimicas, originando produtos avancados de glicacdo
(AGEs) (HELLWIG e HENLE, 2014).

A reacdo de Maillard inicia-se com a condensacao do grupo carbolixa de um
acucar (p.e., a glicose) com um grupo amina proveniente de uma proteina, lipideo ou
acido nucléico, formando a base de Shiff. Os acucares redutores reagem de forma
reversivel com a amina para formar a base de Shiff (a qual pode originar um anel
para formar a glicosilamina) e, por ser muito instavel, sofre uma reacdo chamada
rearranjo de Amadori, originando um composto de Amadori, 0 qual, apés diversas
reacoes, formam os AGEs (FENNEMA et al., 2008; MONNIER, 2003; SINGH et al.,
2001) (Figura 1).
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Figura 1 - Reag&o de Maillard (BEM e KUNDE, 2006).

A formacdo dos AGEs €, em sua maioria, enddgena, porém também pode
ocorrer introducao destas moléculas de maneira exégena, através de alimentacao e
tabagismo. Alimentos ricos em lipideos e carboidratos e métodos de preparo
utilizando altas temperaturas e baixa umidade sdo a principal fonte exdgena de
AGEs (GOLDBERG et al., 2004). Em condicdes fisiologicas, os AGEs sao formados
em um processo lento e gradual que afeta, geralmente, moléculas de meia vida
longa, como componentes da membrana basal e componentes estruturais da matriz
celular (SINGH et al., 2001). Porém, em condi¢des hiperglicemiantes a formacéo de
AGEs aumenta significativamente (BROWNLEE, 2005).

Os produtos AGEs podem interferir com as fung@es fisioldgicas normais por
diversos mecanismos, tais como a ligagdo cruzada com proteinas, producdo de
radicais livres, modificacdes pos-traducionais de proteinas, inativagcdo de enzimas,
citotoxicidade, diminuicdo da capacidade antioxidante e mutagénese (HELLWIG e
HENLE, 2014; LABAT-ROBERT e ROBERT, 2014). Conforme Mota et al. (2004), as
modificacdes de proteinas pela glicose, ocasionadas pela reacdo de Maillard, levam
a formacéao de ligagbes cruzadas graduais no colageno, caracteristica dos individuos
idosos. Tal processo provoca a deterioracdo estrutural e funcional dos tecidos.
Macromoléculas modificadas por AGEs apresentam alteracdo estrutural importante e
irreversivel, comprometendo sua funcao biolégica (DYER e al., 1991; ARSQV et al.,
2014). Tais moléculas apresentam caracteristicas fluorescentes por alteracdes

moleculares causadas pelos rearranjos (SATTARAHMADY et al.,, 2007) e quanto
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maior a intensidade de modificacdo da molécula, mais fluorescéncia sera emitida
(SCHMITT et al, 2005).

Embora seja prevalente em situacdes de hiperglicemia, a formacdo de AGEs
também ocorre na doenca renal crénica e em estados inflamatérios crénicos, como
artrite reumatoide, doenca inflamatéria intestinal, Alzheimer e aterosclerose (ARSOV
et al.,, 2014; TAM et al.,, 2013; KATO et al., 2008). At¢é o momento, ndo foram
encontrados estudos comparativos entre a producdo de AGEs decorrentes da
reacdo de Maillard e o status reprodutivo em qualquer espécie animal.

Além do processo de glicacdo, a senescéncia desencadeia o estresse oxidativo
tecidual, resultando em acumulo de espécies reativas de oxigénio e diminuicdo da
defesa antioxidante local (PACE et al., 2010). Os processos de senescéncia celular
podem ser exacerbados quando, simultaneamente, ha formacdo de AGEs e o
estresse oxidativo, ou seja, a glicacdo de macromoléculas invariavelmente associa-
se a modificagdo das mesmas por processos oxidativos, exacerbando o estresse
oxidativo, criando um ciclo no qual o estresse oxidativo favorece a glicacdo e vice-
versa (KOYAMA e NISHIZAWA, 2010).

2.1.2. O estresse oxidativo tecidual

Segundo Mota et al. (2004), o envelhecimento é agravado pelo acumulo de
lesGes moleculares provocadas pelos radicais livres nos componentes celulares,
principalmente provenientes de espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a
perda funcional e a doenca, conforme o estagio de vida. A oxidacdo proteica é
causada pela interacdo de proteinas com espécies reativas de oxigénio (radical
hidroxila, O27, peroxido de hidrogénio, 0z6nio) e pode causar fragmentacdo da
cadeia polipeptidica, formacédo de ligacdes cruzadas entre proteinas e modificagéo
de cadeias laterais de aminoacidos para derivados de hidroxil e carbonil (FAGAN et
al., 1999). Os processos de senescéncia celular podem ser exacerbados quando,
simultaneamente, ha formacdo de AGEs e o0 estresse oxidativo (Figura 2). O
malondialdedo (MDA), produto da peroxidacdo lipidica, pode reagir com o &cido

glicosilamino e com os primeiros intermediarios da reacdo de Maillard, produzindo
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derivados altamente lesivos a ligacdo cruzada de proteinas e envelhecimento celular
(GOMEZSANCHEZ et al, 1992; HIPKISS et al., 1998).

FeZ*/Cu*
Formacao
02. - de espécies
— -
reativas ao
i oxigénio
- NAD*
o - Fe3*/Cu2* (EROs)
NADFf #es,
Deh)}drogenasg‘. I 4H@2/'2H20 \
H A Pose,
6\t \\-/ -

‘....-"bx?iase ATP

Cit.C e Synthase
I TEstresse oxidativo

Produtos
avangados
da glicacdo
(AGEs)

, LESAO CELULAR E
Proteinas + ‘ ‘
[ J [ ENVELHECIMENTO ]

aclcares

Figura 2 - Interacdes entre a glicagdo e estresse oxidativo na mitocdndria celular (Imagem propria,
2017)

Em particular, o espermatozoide é bastante susceptivel ao estresse oxidativo,
pois possui volume citoplasmatico extremamente reduzido e, consequentemente,
baixa capacidade antioxidante citoplasmatica, além de possuir alta quantidade de
acidos graxos poli-insaturados (mais facilmente oxidados) em sua membrana
plasmatica. Portanto, o estresse oxidativo pode causar danos as diferentes
estruturas espermaticas, como membrana plasmatica e acrossomal, mitocondria e
DNA espermatico, sendo que o0 espermatozoide ndo possui capacidade de
restauragdo, por deficiéncia de enzimas citoplasméticas reparadoras (VERNET et
al., 2004; NICHI et al., 2007; AGARWAL et al., 2014).

A oxidacdo de proteinas, por influéncia das espécies reativas ao oxigénio,
também estd envolvida no envelhecimento biolégico, por meio da alteracdo de
diversas enzimas metabdlicas (FAGAN et al., 1999). Hellwig e Henle (2014)
destacaram a relacéo entre o aumento do estresse oxidativo e o acumulo de AGEs

nas proteinas mitocondriais. A mitocondria participa de diversos processos celulares,
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incluindo a producgéo de ATP pela fosforilagdo oxidativa (BENKHALIFA et al., 2014).
Segundo Amaral et al. (2013) e Edeas e Weissing (2013), a disfuncdo mitocondrial
tem sido associada a diversas desordens, incluindo infertilidade e envelhecimento.
Ainda, diferentes teorias destacam a mitocondria como papel principal nos eventos

celulares relacionados ao envelhecimento.

2.2. Funcao mitocondrial

De acordo com Benkhaifa e colaboradores (2014), diferentes teorias colocam
a mitocondria em papel central nos eventos celulares relacionados ao
envelhecimento, pelo acimulo de espécies reativas ao oxigénio e danos oxidativos a
células e tecidos. Ainda, defeitos mitocondriais causam desordens fisiopatologicas,
incluindo infertilidade e patologias reprodutivas. Amaral e colaboradores (2013)
relatam que as caracteristicas mais notaveis em uma célula senil sdo alteracdes
mitocondriais. As mitocondrias envelhecidas exibem deterioracdo estrutural,
variando de inchaco e perda de cristais para destruicdo completa e homogeneizacéo
da matriz e membranas mitocondriais, resultando na formac¢ao de material amorfo.

A sintese de ATP nas mitocdndrias ocorre através do acoplamento de duas
reacoes, o transporte de elétrons e a fosforilacdo, como consequéncia do gradiente
de protons. A forca motora do préton criada na membrana interna também influencia
a producéo mitocondrial de EROs, e o desacoplamento leve causado pela ativacéo
de proteinas desacopladoras (UCPs) pode diminuir esta forca motriz do proton,
atenuar a producdo de EROs mitocondrial e proteger contra danos celulares
relacionados aos EROs (MOOKERJEE et al., 2010).

E importante ressaltar que a teoria do estresse oxidativo ndo exclui outros
fatores envolvidos no processo de envelhecimento. Parece claro que uma
abordagem multifatorial deve ser reconhecida, uma vez que é extremamente
improvavel que uma unica linha de pesquisa forneca resultados conclusivos neste
campo (AMARAL et al., 2013). A funcdo mitocondrial dos espermatozoides também
pode sofrer outras alteracdes como, por exemplo, influenciada pela presenca da
gota citoplasmatica proximal. De acordo com Angrimani et al. (2015), a mitocéndria €

a principal fonte de energia para a motilidade e homeostase espermatica, por meio
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da fosforilagdo oxidativa. Porém, a gota citoplasmatica é constituida por diversos
substratos, tais como substéncias envolvidas na producdo energética, incluindo
enzimas metabdlicas responsaveis pela catalisacdo da glicolise anaerobica (YUAN
et al., 2013), podendo haver interferéncia da gota citoplasmatica proximal na
funcionalidade mitocondrial.

Ainda, Suzuki-Toyota e colaboradores (2010) relatam que a passagem da
gota citoplasmatica pela membrana mitocondrial durante a maturacdo espermatica
acarreta em diversas mudancas, tais como estreitamento do espaco entre a
membrana plasmética e as membranas mitocondriais externas, aparecimento de
filamentos finos que reticulam as duas membranas acima e abaixo da gota e
alteracbes no arranjo de particulas intramembranosas (IMPs) na membrana

plasmatica na peca central.

2.3. Alterac@es reprodutivas no envelhecimento

Mudancas no sistema reprodutivo relacionadas a idade incluem aspectos
funcionais, desde desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal e interacédo
local autdcrina e paracrina, até efeito no epitélio celular testicular, flacidez na
arquitetura testicular e espermatogénese, e finalmente, reducdo na secrecdo de
testosterona e diminuicdo da funcdo espermatica (KATIB et al, 2014). Ainda
segundo este ultimo autor, o envelhecimento predispde ao estresse oxidativo e ao
aumento dos danos oxidativos nos &cidos nucléicos celulares e, em adi¢cdo, ao
impedimento da espermatogénese e fungcdo espermatica, causas comuns de
infertilidade em homens.

Segundo Amaral e colaboradores (2013), um dos aspectos mais marcantes do
envelhecimento reprodutivo masculino no homem é o gradual e progressivo declinio
dos niveis de testosterona. Em adicdo, estudos em homens senis mostraram
significativa diminuicdo nos niveis de testosterona e seus precursores (PIRKE et al.,
1980 e FELDMAN et al., 2002), assim como nos niveis de estrégeno (FELDMAN et
al., 2002). Tais redugfes sao frequentemente associadas ao decréscimo do namero
de células de Leydig no parénquima testicular, diminuicdo da perfusdo testicular,
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distarbios no ritmo diurno de GnRH e secrecdo de gonadotrofina coribnica
(HAMMAR, 1985; FERRINI e BARRETT-CONNOR, 1998; MORLEY et al., 1997).

Para que a espermatogénese seja desencadeada, um ambiente hormonal
adequado é necessario, incluindo a testosterona para o desenvolvimento das
espermatogobnias; LH para a producdo e secre¢do da testosterona pelas células de
Leydig e estrogeno proveniente da conversdo de testosterona nas células de Sertoli
por acdo da aromatase (SILVA e CARVALHO, 2011). Mais especificamente em
relacdo a producdo espermatica no homem, a maior parte das evidéncias sugerem
que o aumento da idade est& associado ao declinio no volume de sémen, motilidade
espermética e quantidade de espermatozoides morfologicamente normais, mas nao
a concentracdo de espermatozoides (KIDD et al., 2001 e SARTORIUS e
NIESCHLAG, 2010). Outros estudos também revelam aumento da fragmentacéo de
DNA, reduzida compactacdo da cromatina (PLASTIRA, et al., 2007) e cinematica
alterada (SLOTER et al., 2006). De fato, dados humanos e animais sugerem que a
paternidade em homens idosos esta associada ao maior risco de perda gestacional
ou disturbios genéticos na prole, causado por aneuploidias cromossémicas sexuais
ou anormalidades estruturais do espermatozoide (SLOTER et al., 2004; TEMPLADO
et al., 2011).

2.4. Criopreservacao seminal e os efeitos no espermatozoide

A estratégia global para manter a viabilidade reprodutiva dos animais € a
criopreservagcdo seminal, por manter a habilidade fecundante do espermatozoide
apos processamento em baixas temperaturas seguido da descongelacdo. Na rotina
pratica da criopreservacdo do sémen canino, nota-se que o material proveniente de
animais idosos possui menor congelabilidade e maior susceptibilidade aos danos
morfoldgicos da criopreservagdo. A perda da qualidade espermatica no processo de
criopreservacao €, possivelmente, relacionada ao ataque das espécies reativas ao
oxigénio (EROs), causadoras do estresse oxidativo (IRVINE et al., 2000) e a maior
formacao de AGEs.

Para que o objetivo final da criopreservacdo da célula espermatica seja

mantido (habilidade fecundante), o espermatozoide deve apresentar, apos o
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descongelamento: metabolismo preservado, motilidade progressiva, DNA integro,
acrossoma intacto e integridade de membrana plasmatica. Porém, como descrito por
Barbas e Mascarenhas (2009), a criopreservacdo dos espermatozoides induz a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, bem como declinio na motilidade,
viabilidade e progresséo no trato reprodutivo feminino, causando, por fim, reducéo
na fertilidade. Em adicdo as modificagcdes inerentes & senescéncia promovidas pelas
AGEs e EROs, teoriza-se que a congelacdo do sémen possa ser um agravante
maior a perda da qualidade espermatica, por vezes, inviabilizando o procedimento
para reprodutores senis (BARBAS e MASCARENHAS, 2009).

Com o intuito de preservar a capacidade reprodutiva de individuos idosos ou
portadores de afeccdes reprodutivas da senescéncia, o desenvolvimento de novas
terapias surge como possibilidade nos estudos em andrologia. O emprego de
terapias relativas ao envelhecimento podera, ademais, contribuir para o melhor
desempenho dos animais senis em biotecnologias reprodutivas, tais como a
criopreservacdo seminal. O interesse de proprietarios e criadores de caes pela
congelacdo do sémen transformou tal biotécnica em recurso amplamente utilizado
em clinicas reprodutivas, especialmente com o objetivo de armazenamento do
material genético de reprodutores de alto valor e de animais com elevada estima

afetiva.
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3. HIPOTESE

O sémen de caes senis apresenta concentracdo elevada dos produtos
avancados de glicacdo (AGEs), causando, portanto, maiores niveis de estresse
oxidativo (Figura 3). A formacdo de AGEs e estresse oxidativo na senescéncia
determina danos celulares e maior perda na qualidade espermatica apos a
criopreservacao seminal (Figura 3).

Produtos
avancgados de
glicagdo (AGEs)
T Estresse oxidativo

: Produtos
" @ ) avancados de

glicagdo (AGEs)

¢ Estresse oxidativo

Figura 3 - Modelo hipotético grafico do presente experimento (Imagem prépria, 2017).
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4. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:
. Comparar:
v A qualidade seminal entre cades jovens e senis, por andlise dos

atributos espermaticos morfo-funcionais;

v' Os niveis de estresse oxidativo, AGEs e oxidacdo de proteinas no
sémen de cées jovens e senis;

v' As diferencas de congelabilidade seminal entre cées jovens e senis.



Material e Métodos
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5. MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi realizado obedecendo as normas estabelecidas pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP), sob protocolo
n° 7045270115.

5.1. Animais e grupos experimentais

Foram selecionados 22 cées, alocados em dois grupos experimentais de
acordo com a idade: Grupo Jovem (n=11) e Grupo Senil (n=11). Os grupos foram
adicionalmente subdivididos em Grupo Sémen Fresco e Grupo Sémen
Criopreservado. A divisao etéaria foi realizada de acordo com o porte dos animais,
sendo os caes senis de porte pequeno partir de 8 anos, de porte médio a partir de 7
anos e de porte grande a partir de 6 anos (BELLOWS et al., 2015), enquanto os caes
jovens, independentemente do porte, foram considerados entre 1 e 5 anos de idade,

conforme tabela abaixo:

Tabela 1 - Animais alocados nos grupos experimentais e a respectiva raca, porte, peso e idade. Sdo
Paulo, 2017

CAO|GRUPO RACA PORTE | 50 IDADE
(kg) (anos)
1 | Jovem Lhasa Apso Pequeno 7 5
2 | Jovem Boston Terrier Pequeno 6 3
3 Jovem Boston Terrier Pequeno 7,3 1
4 | Jovem Boston Terrier Pequeno 6,2 3
5 Jovem Poodle Toy Pequeno 2,2 3
MEDIA 5,74 3
6 | Jovem SRD Médio 21,6 1
7 | Jovem Chow Chow Médio 25 1
8 | Jovem Chow Chow Médio 27 3
MEDIA 24,53 1,67
9 Jovem Cane Corso Grande 52 1
10 | Jovem Dobermann Grande 40 2
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11 | Jovem | Schinauzer Gigante | Grande 48 4
MEDIA 46,67 2,33
12 Senil Pastor de Shetland |Pequeno 11,7 8
13 Senil Boston Terrier Pequeno 5,7 8
14 Senil Poodle Toy Pequeno 2 13
15 Senil Cocker SApanleI Pequeno 12 10
Inglés
MEDIA 7,85 9,75
16 Senil SRD Médio 24 12
17 Senil Chow Chow Médio 23,5 7
18 Senil Chow Chow Médio 23 9
19 Senil Chow Chow Médio 29 7
MEDIA 24,875 8,75
20 Senil SRD Grande 32,2 10
21 Senil Labrador Grande 46 8
22 Senil Cane Corso Grande 49,5 7
MEDIA 42,57 8,33

Os critérios de exclusdo adotados referem-se ao monorquidismo e
criptorquidismo uni ou bilateral, doencas da prostata tais como prostatite, neoplasias
de préstata e hiperplasia prostatica benigna e uso de medicamentos tais como
qualquer tipo de hormdnio ou corticoides (anti-inflamatérios esteroidais). Todos o0s
animais apresentavam manejo alimentar semelhante, a base de racdo comercial
para caes.

No intuito de obter amostras seminais fidedignas e homogéneas, foi efetuada
colheita prévia de sémen 15 dias anteriores ao processamento das amostras, para
renovacdo epididimaria dos espermatozoides. Nesta mesma data, 0os animais
também foram submetidos a aplicacdo de GnRH (Prorelin® — Buserelin 4 pg/mL) por
via intramuscular na dose de 0,2 ug/kg e apés 1 hora, uma amostra de sangue foi
colhida por puncéo da veia cefalica ou jugular, direita ou esquerda, para separacéo
do soro sanguineo, utilizado para dosagem de testosterona e estrégeno (ROMERO
etal., 2011).

Para as amostras experimentais, 0 sémen foi colhido por manipulacéo digital
do pénis e, entdo, uma aliquota foi imediatamente analisada (sémen fresco),
enquanto o restante foi submetido a protocolo de criopreservacdo (sémen
criopreservado). Para o Subgrupo Sémen Fresco, as amostras foram imediatamente
submetidas a avaliagbes espermaticas, estresse oxidativo lipidico e proteico e

dosagem de AGEs. Para o Subgrupo Sémen Criopreservado, as amostras foram
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submetidas ao protocolo de congelacdo em uma etapa (BRITO et al., 2017), o qual
consistiu em centrifugacdo da amostra a 800 xg por 5 minutos, retirada do
sobrenadante, adicdo de diluidor Tris-gema-citrato contendo 5% de glicerol (Anexo
1) a 37°C em volume suficiente para atingir a concentracdo final de
200x10° espermatozoides/mL de diluidor. Os tubos com as amostras diluidas a 37°C
foram colocados em beckers com aproximadamente 200 mL de agua a mesma
temperatura e levados a geladeira a 5°C até que atingissem tal temperatura,
mantendo-se o controle por meio de um termémetro. Apos o periodo de refrigeracao,
a mistura foi envasada em palhetas de 0,5 mL e lacradas com &lcool polivinilico. As
palhetas foram expostas ao vapor de nitrogénio, a altura de 4 cm da coluna liquida,
durante 20 minutos e, em seguida, imersas em nitrogénio liquido a temperatura de -
196°C. Apds, no minimo, 1 semana, as amostras foram descongeladas a 37°C por
30 segundos e foram avaliadas quanto aos atributos esperméticos, estresse
oxidativo lipidico e proteico e dosagem de AGEs.

5.2. Analise do poder de teste

A analise do poder de teste foi realizada através do aplicativo SAS Power and
Sample Size 12 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), utilizando valores de médias e
desvios padrdo de algumas variaveis experimentais. A partir de amostras
provenientes dos grupos Jovem e Senil, foram selecionadas as variaveis de defeitos
espermaticos totais, porcentagem de gota proximal e linearidade dos
espermatozoides. As analises mostraram um poder de teste acima de 0,80,
demonstrando que o numero de animais assegura o valor cientifico do presente

experimento.

Tabela 2 - Poder do Teste e respectivas unidades experimentais (n) has comparac¢fes entre 0s
grupos experimentais (Jovem e Senil) para as variaveis de defeitos espermaticos totais,
porcentagem de gota proximal e linearidade dos espermatozoides. Sdo Paulo, 2017

Defeitos totais Gota proximal Linearidade
Grupos n Poderdo Teste n Poderdo Teste n Poderdo Teste
Jovem 11 >0,99 11 >0,99 11 0,82

Senil 11 >0.99 11 >0,99 11 0,82
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5.3 Avaliagéo dalibido

Para a colheita de sémen, foi utilizado swab de fémea em cio (proestro ou
estro) para estimulacdo da libido. Assim, a libido foi classificada em graus de 0 a 3,
sendo considerado O: a total falha de erecéo do pénis e interesse pela fémea; 1:
interesse transitorio pela fémea, mas sem erecdo durante a manipulacdo do pénis e
prepucio; 2: interesse sexual constante, e erecdo parcial da glande do pénis durante

a massagem prepucial; 3: rdpida erecdo e movimentos pélvicos durante a colheita.

5.4 Avaliacdo seminal

As trés fracdes ejaculatorias (fracfes 1, 2 e 3) foram diferenciadas no momento
da colheita por inspecdo visual e apenas a fracdo rica em espermatozoides foi
colhida. A fracdo esperméatica foi avaliada quanto ao volume (utilizando tubo
graduado), coloracéo e aspecto (graduado de 1 a 3 de acordo com a opacidade da
amostra) e, entdo, destinada as analises morfologicas e funcionais dos
espermatozoides. Ja a terceira fracdo, correspondente ao fluido prostatico, foi
colhida separadamente e acondicionada em microtubos plasticos a -20°C, para

posterior processamento.

5.4.1. Exames imediatos (andlise computadorizada da motilidade e concentracdo

espermatica)

A concentracdo espermatica foi avaliada em céamara de Neubauer, sob
microscopia optica. Para tanto, os espermatozoides foram diluidos em solucdo de
formol salino e azul de metileno na diluicdo 1:200. O resultado foi obtido em milhdes
de espermatozoides por mL.

A avaliacdo da motilidade espermatica foi realizada utilizando-se a analise

computadorizada do sémen (Computer Assisted Sperm Analysis - CASA; Hamilton-
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Thorne Ivos 12.3). Desta forma, foram observados diferentes padrdoes de motilidade
do sémen, segundo Verstegen et al. (2002): porcentagem de espermatozoides
moveis e progressivos, velocidade -curvilinea (VCL- um/s), velocidade linear
progressiva (VSL- uym/s), velocidade média da trajetoria (VAP- pm/s), amplitude de
deslocamento lateral da cabeca (ALH - pm), frequéncia de batimento flagelar
cruzado (BCF- Hz), retilinearidade (STR - %), linearidade (LIN - %) e porcentagem
de espermatozoides rapidos, em velocidade média, baixa e estaticos. Para a
avaliacdo, dez microlitros de cada amostra seminal foram depositados entre lamina
comum e laminula previamente aquecidas a 37°C em placa aquecida. Sete campos
foram selecionados aleatoriamente e avaliados quanto a motilidade dos
espermatozoides. Em seguida, o resultado foi calculado, em porcentagem, com a
média dos sete campos avaliados. Utilizou-se o setup para caes, previamente

estabelecido pelo aparelho, conforme imagem abaixo:

tic Gates (on QC Plots)
TATIC INTENSITY GATES STATIC SIZE GATES
o el
==l .
STATIC ELONGATION GATES
2 =
I )
|
Figura 4 - Setup do aparelho de analise automatizada da motilidade espermética para o sémen da
espécie canina (Imagem propria, 2017).
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5.4.2. Testes espermaticos funcionais e morfolégicos (morfologia espermatica,
integridade de membrana plasmatica e membrana acrossomal, atividade

mitocondrial e fragmentacédo de DNA)

Para a avaliacdo da morfologia espermatica, foi utilizada a técnica de camara
umida, sob diluicdo do sémen em formol salino na propor¢cédo de 1:3 (10 pL de
amostra em 20 uL de formol salino). Posteriormente, 5 uL desta solucdo foi
depositada entre lamina comum e laminula e avaliada em microscopio de luz
transmitida, sob objetiva de imerséo (Nikon, Eclipse E200), mediante a contagem de
200 espermatozoides. Os espermatozoides foram classificados em normais, com
defeitos menores ou maiores, expressos em porcentagem (%), assim como 0
detalhamento especifico da presenca de gota citoplasmética proximal ou distal
(FRESHMAN, 2002).

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi realizada a
coloracdo de eosina/nigrosina, possibilitando a diferenciacdo das células com
alteracdes de permeabilidade da membrana plasméatica. Em lamina pré-aquecida a
37°C, 5 yuL da amostra espermatica e 5 uL do corante eosina/nigrosina foram
depositados para a confeccdo do esfregaco. A lamina foi analisada em microscépio
de luz transmitida, sob objetiva de imersdao (Nikon, Eclipse E200), mediante a
contagem de 200 espermatozoides (BARTH e OKO, 1989). Os resultados foram
expressos em porcentagem.

A coloracdo de Fast-Green/Rosa-Bengala foi realizada para avaliacdo da
integridade de membrana acrossomal dos espermatozoides. O esfregacgo
espermatico foi realizado utilizando 5 puL da amostra e 5puL do corante Fast-
Green/Rosa-Bengala em lamina pré aquecida a 37°C e analisado em microscoépio de
luz transmitida sob objetiva de imers&o (Nikon, Eclipse E200) (POPE et al., 1991).
Apds contagem de 200 espermatozoides, o0s resultados foram expressos em
porcentagem.

Com o objetivo de avaliar a atividade mitocondrial dos espermatozoides, foi
utilizada a técnica citoquimica da 3,3'-diaminobenzidina (DAB), a qual categoriza 0s
espermatozoides em quatro classes: alta (DAB — Classe 1), média (DAB — Classe 2),
baixa (DAB — Classe 3) e auséncia de atividade mitocondrial (DAB — Classe 4)

(HRUDKA, 1987). Para tanto, uma aliquota da amostra foi incubada a 37°C por 1
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hora com a DAB na proporcao de 1:1 (20 puL de amostra : 20 uL de DAB). Apoés este
periodo, foram feitos esfregacos das amostras em laminas de vidro com posterior
fixacdo em formol 10% por 15 minutos. A leitura transcorreu em microscépio optico,
sob objetiva de imersdo (100x), com contagem de 200 espermatozoides e o0s
resultados expressos em porcentagem.

Para analise da integridade do DNA espermatico, foi utilizada a técnica de
coloracdo do azul de toluidina (FLORES et al., 2016). Desta forma, os esfregacos de
sémen foram fixados na solucao alcool 96% e acetona (1:1) a 4°C por 30 minutos.
Em seguida, os esfregacos secaram por 30 minutos e sO entdo, introduzidos em
solucdo acida de HCI (0.1N) a 4°C por 5 minutos, para hidrélise celular. Entdo, as
laminas foram lavadas trés vezes em agua destilada por 2 minutos. Apés a lavagem,
as laminas foram coradas em solucdo de azul de toluidina (0,05%) por 20 minutos.
Por fim, as laminas foram lavadas duas vezes em agua destilada por dois minutos e
apos secagem em temperatura ambiente, a leitura foi realizada em microscoépio de
luz transmitida, sob objetiva de imersdo (Nikon, Eclipse E200), com contagem de

200 espermatozoides e resultados expressos em porcentagem.

5.4.3. Andlise por citometria de fluxo (integridade de membrana acrossomal e de

membrana plasmatica e potencial de membrana mitocondrial)

As amostras seminais foram analisadas pela técnica de citometria de fluxo,
por meio do aparelho BD FACSCalibur (Becton Dickinson, East Rutherford, NJ,
USA). Os espermatozoides foram corados com sondas fluorescentes de acordo com
0os objetivos de analise. Adotou-se a concentracdo de sémen de 188.000
espermatozoides diluidos em 37,5 pL de TALP.

Para avaliar a integridade de membrana plasmatica utilizou-se a sonda
fluorescente de iodeto de propidio (PI), na concentragédo de 6 uM, diluido em 200 pL
de TALP, o qual penetrou em células com alteragbes na permeabilidade da
membrana plasmatica, corando-as em vermelho (CELEGHINI et al., 2007). Para a
avaliacdo da integridade acrossomal, utilizou-se 5 pL da sonda fluorescente
aglutinina de Psium sativum conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC-
PSA), na concentracdo de 100 pg/mL, diluido em 1995 uL de Azida Sédica 1%,
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corando os acrossomos lesionados em verde (PETERSON et al.,, 1974). Desta
forma, foram adicionados 11,2 pL de PI, na concentracdo 6 uM na solucao de FITC-
PSA em Azida Sodica 1%. Entdo, o volume de 188.000 espermatozoides diluidos
em 37,5 uL de TALP, foi incubado a 37°C por 5 minutos, em 13 puL da solucao de
FITC-PI. Posteriormente, foram adicionados 300 uL de TALP para a amostra ser
processada no aparelho de citometria de fluxo. Tal procedimento foi realizado com o
intuito de obter o resultado combinado entre integridade de membrana plasmatica e
acrossomal, da mesma populacéo de células. Ainda, utilizou-se os devidos controles
para compensacéo das sondas separadamente.

@) JC-1 (iodeto de 5,5',6,6’ tetracloro 1,1,3,3
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) foi a sonda fluorescente de escolha para a
avaliacdo do potencial mitocondrial dos espermatozoides, classificando-os em
elevado potencial de membrana mitocondrial (fluorescéncia laranja), médio potencial
de membrana mitocondrial (fluorescéncia laranja claro esverdeada) e baixo potencial
(fluorescéncia verde). Para tal andlise, foi adicionado 1 yL da sonda JC-1, na
concentracdo de 50 pg/mL em 188.000 espermatozoides diluidos em 37,5 puL de
TALP. As amostras foram incubadas a 37°C por 10 minutos e, entdo, 300 yL de
TALP foram adicionados para, em seguida, a amostra ser processada no aparelho.
Os espermatozoides foram separados em trés populagbes, os que continham
elevado potencial de membrana mitocondrial, médio potencial de membrana
mitocondrial e baixo potencial de membrana mitocondrial.

Ainda, amostras sem corante (branco) foram utilizadas para a adequada
separacdo dos espermatozoides no grafico, impedindo a consideracdo de outras

particulas.

5.4.4. Andlise da Peroxidacédo Lipidica (TBARS), Oxidac&o de Proteinas, Dosagem

de Produtos Avancgados de Glicacdo (AGESs) e Concentracdo de proteinas

A avaliacdo da susceptibilidade ao estresse oxidativo foi realizada pelo teste
desenvolvido por Ohkawa et al. (1979), comumente designado de TBARS

(Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico). Um milhdo de espermatozoides
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foram diluidos em volume suficiente de PBS para alcancar o volume total de 200 pL
e entdo foi adicionado 50 pL de sulfato ferroso (4mM) e 50 pL de ascorbato de sodio
(20 mM) por uma hora e meia a 37°C para que ocorresse a inducdo da peroxidacao
lipidica. Posteriormente, foram adicionados 600 yL de &cido tricloroacétido 10%
(TCA 10%, Sigma Aldrich®) a 5°C. Entao, a amostra foi centrifugada na capacidade
de rotacdo de 20.817 x g na centrifuga Eppendorf 5810R, durante 15 minutos a 5°C
para que ocorra a precipitacdo das proteinas da amostra. Sequencialmente,
aliquotas de 600 yL de sobrenadante foram transferidas para criotubos, nas quais
foram adicionados 600 uL de acido tiobarbiturico 1% (TBA 1%, Sigma Aldrich®) e
submetidas a 100°C durante 10 minutos. Em seguida, as amostras foram imersas
em banho com gelo para interrupcao da reacdo. Ao ocorrer a peroxidacao lipidica,
ha formacéo de malondialdeido, substancia reativa ao acido tiobarbitarico, a qual em
contato com o TBA, apresenta coloracdo résea. A mudanca de coloracdo das
amostras foi quantificada em espectrofotbmetro (Ultrospec 3300 pro®) com
comprimento de onda de 532 nandmetros. Sendo assim, a avaliacdo da
susceptibilidade ao estresse oxidativo é expressa em nanogramas de TBARS por
milhdo de espermatozoides.

O protocolo utilizado para a avaliacdo da oxidacao de proteinas seguiu aquele
proposto por Odetti et al. (1996) e Levine et al. (1990), para os quais 100 pL do
plasma seminal ou 20 milhdes de espermatozoides diluidos em PBS em quantidade
suficiente para volume final de 100 pL foram adicionados a 100 puL de Acido
Tricloroacético (TCA) 20%. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a
20.817 xg e descartado o sobrenadante. Foi adicionado, entdo, 500 uL de 2,4
Dinitrofenilhidrazina (10 mM) nas amostras e 500 yL de HCI 2M nos respectivos
brancos de cada amostra e ambos foram mantidos por 1 hora a 37°C, agitando a
cada 15 minutos. Apos, foi adicionado 500 pL de TCA 20%, centrifugado por 5
minutos a 20.817 xg e descartado o sobrenadante. Foi adicionado 1 mL de acetato
de etila/etanol (1:1) e, apés 10 minutos, a mistura foi centrifugada a 20.817 xg.
Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de NaOH 1M e a absorbancia
maxima gerada foi lida entre 380 nm de comprimento de onda em espectrofotdmetro
(Ultrospec 3300 pro®).

A dosagem de Produtos Avancados de Glicagdo (AGESs) seguiu o protocolo
proposto por Schmitt et al. (2005), para os quais as amostras de plasma seminal

(2 mL) foram acondicionadas em cubetas de cristal, submetidas a leitura no aparelho
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de espectrofluorometro Fluorolog 3 (Jobin Ivon®) excitadas no comprimento de onda
de 330nm. Os resultados sao expressos em comprimento de onda (nm),
diretamente proporcional a concentracdo de AGEs das amostras.

A dosagem de proteinas foi realizada de acordo com protocolo descrito por
Lowry (LOWRY, 1951), para o qual 5 pL da amostra foram diluidos em 495 uL de
NaOH 0,1N para, em seguida reagir com 2,5 mL de Reagente Alcalino de Cooper
por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds 10 minutos, foi adicionado 250 pL
de reagente de Folin diluido e as amostras foram imediatamente vortexadas e
ficaram em descanso por 30 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram
submetidas a leitura em espectrofotdbmetro (Ultrospec 3300 pro®) em comprimento

de onda de 660 mm. Os resultados foram expressos em mg de proteinas/ml.

5.5. Perfil hormonal

Apbés o teste de estimulacdo hormonal com GnRH, o soro obtido foi
armazenado em microtubos de polipropileno (Eppendorf®) de 2 mL em freezer a -
20°C. As dosagens hormonais foram realizadas com kits comerciais de
radioimunoensaio para mensuracdo quantitativa de testosterona e estrogeno
(Beckman Coulter ®), previamente validados para a espécie (KAWAKAMI et al.,
2001; POLISCA et al., 2013). Para o hormonio estradiol, os coeficientes intra e inter

ensaio encontram-se na tabela 3 e, para o hormonio testosterona, na tabela 4.

Tabela 3 - Coeficientes intra e inter ensaio para a dosagem de estradiol em soro sanguineo. S&o
Paulo, 2017

: Coeficiente de variagao Coeficiente de variagao
Ensaio . . . . :
intra ensaio baixo intra ensaio alto
1 7,15% 3,45%
2 7,56% 3,53%
Coeflc_lente de variagao 2 67% 0.52%
inter ensaio

Tabela 4 - Coeficiente intra ensaio para a dosagem de testosterona em soro sanguineo. Sao Paulo,
2017*

. Coeficiente de variacao intra ensaio
Ensaio .
baixo
1 4,52%

*Houve somente um ponto de controle.
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5.6. Andlise estatistica

Os dados foram avaliados de acordo com um fatorial 2X2, sendo os fatores: o
grupo de idade (jovem vs. senil) e o congelamento do sémen (fresco vs. congelado),
pelo programa SAS System for Windows (SAS, 2000).

Pelo aplicativo Guided Data Analisys, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos (distribuicdo normal) e homogeneidade das variancias.
Quando ndo obedeceram a estas premissas, foram transformados de acordo com
sugestbes do aplicativo (logaritmo na base 10 - LoglOX; Raiz quadrada - RQ X;
Quadrado - X2, Arco seno — arcsin(X); entre outras) e quando a normalidade néo foi
obtida, empregou-se, entdo, o procedimento NPAR1IWAY de analise de variancia nao
paramétrica. Para as andlises paramétricas foi utilizado o teste Least Significant
Differences (LSD) para a comparacao entre 0S grupos.

Para descricdo dos resultados, foram empregadas as médias, seus respectivos
erros padrdes, intervalos de confianca e niveis de significancia (p) dos dados
originais, quando obedeceram as premissas; dos dados transformados, quando
necessaria a transformacédo; e dos dados analisados pela analise ndo paramétrica,
quando ndo obedeceram as premissas e ndo houve transformagfes possiveis.

As variaveis resposta foram submetidas aos testes de correlacdo de Pearson e
Spearman para variaveis paramétricas e nao parameétricas, respectivamente. O nivel
de significancia utilizado para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de 5%, isto €, para
um nivel de significancia menor que 0,05, considerou-se que ocorreram diferencas

estatisticas entre os diferentes grupos.

5.7. Delineamento experimental

O presente experimento foi realizado de acordo com o delineamento

apresentado na figura 5.



: Grupo jovem | ;  Grupo senil I
N=11 | . N=11
Fresco Fresco
Congelado Congelado

- Andlise computadorizada da motilidade;
- Concentragéo;

- Atividade mitocondrial;

- Integridade de membrana plasmatica;

- Integridade de membrana acrossomal;
- Peroxidacao lipidica;

- Oxidacao de proteina no pellet de espermatozoides;

- Dosagem de estrogeno sérico
- Dosagem de testosterona sérica

- Volume, cor e aspecto

- Plasma seminal:
*Oxidacao proteica
*Dosagem de AGEs
*Concentracao proteica

- Concentracao de proteinas no pellet de espermatozoides;
- Citometria de fluxo (Integridade de membrana plasmatica

e acrossomal e potencial de membrana mitocondrial);

- Fragmentacg&o de DNA;
- Morfologia espermatica.

Figura 5 - Delineamento experimental (Imagem propria, 2017).
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Resultados




6. RESULTADOS

6.1. Padronizacao de técnicas

6.1.1. Padronizacao da avaliacdo de oxidacado de proteinas

54

O protocolo utilizado para a avaliacdo da oxidacdo de proteinas foi aquele
proposto por Odetti et al. (1996) e Levine et al. (1990), com modificacdes. A referida

padronizacdo para o plasma seminal da espécie canina foi realizada com uma

proteina conhecida (Albumina Sérica Bovina — BSA - Sigma®) e em concentracao

previamente determinada.

Para a padronizacdo da técnica, 100 uL de Albumina Sérica Bovina nas

concentracbes de 0 mg/mL; 10 mg/mL; 20 mg/mL; 40 mg/mL e 80 mg/mL foram

incubadas em 50 pL de peroxido de hidrogénio 1,14M a fim de induzir a oxidacao

das proteinas. Posteriormente, seguiu-se os procedimentos descritos para a técnica.

A leitura foi feita em espectrometria a absorbancia de 380nm.

Os resultados da padronizagao estéo expressos na figura 6.

[ carbonil mm/mg de BSA

0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

0 &

-0,02

Oxidacao de Proteina em BSA

R*=0,9892

*

Carbonil = 0,0009+0,0005BSA+104x10-"xBSA?

>4

%

(

e

10 20 30 40 50 60 70 80

90

Concentragoes de BSA (mg/mL)

Figura 6 - Efeito de concentracdes crescentes de BSA em peroxido de hidrogénio 1,14M para
avaliacdo da técnica de oxidacao de proteinas modificada.
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O coeficiente de regressédo linear (R?) foi considerado alto (0,9892) e os
resultados seguiram um padrdo crescente de acordo com o aumento da indugao
oxidativa. Tais resultados demonstram adequada padronizacdo da técnica para

avaliacdo da oxidacao proteica no plasma seminal de céo.

6.2. Avaliacdo da senescéncia reprodutiva nos parametros seminais de

amostras frescas e criopreservadas

6.2.1. Analise das dosagens de testosterona e estrogeno

Para as dosagens de estrogeno e testosterona séricos, apds inducdo com
GnRH, ndo houve diferenca entre os grupos (Tabela 5), embora houvesse tendéncia
estatistica (p=0,07) de superioridade das concentracdes de testosterona para o

Grupo Senil.

Tabela 5 — Concentracao de testosterona e estrégeno séricos nos grupos Jovem e Senil. Sdo Paulo,

2017
Variavel Jovem Senil p
Testosterona (ng/mL) 1,85+0,26 2,79+0,47 |0,0734
Estrégeno (pg/mL) 3,58+0,79 6,60+1,54 | 0,1259

6.2.2. Analises seminais nos Grupos Jovem e Senil

A comparacdo entre os Grupos Jovem e Senil, apenas a variavel libido
apresentou diferenca estatistica, sendo que o0s cées jovens apresentaram maior
escore de libido em comparacdo aos senis (Figura 6). As demais varidveis nao

apresentaram diferenca estatistica (Tabela 6).



Libido (1-3)

Jovem

Senil
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Figura 7 — Escore de libido (1-3) nos Grupos Jovem e Senil. * Indica diferenca estatistica entre grupos

para p=0,0071.

Tabela 6 - Variaveis seminais nos Grupos Jovem e Senil.

Variavel Jovem Senil p

Volume do ejaculado (mL) 1,96+0,28 1,77£0,45 |0,7231

Aspecto do ejaculado (1-3) 2,73+0,14 2,55+0,16 | 0,3996

Concentragao (milhGes de 605,45+110,82 | 465,45+93,44 | 0,3457

espermatozoides/mL)

Concentracao prc;‘;]egllcni[l)o plasma seminal 35,4145,48 35,4646,26 | 0,9957

Oxidacéao proteica no plasma se,mmal (mm 0,020,005 0,01£0,005 |0.4985
de carbonil/mg de proteina)

Produtos Avancados de Glicagdo no 306,70£0.56 | 396,25+0,83 | 0,6494

plasma seminal (nm)

6.2.3. Analise seminal de acordo com 0s grupos experimentais (Jovem X Senil)

e processamento do sémen (Fresco X Descongelado)

Foi detectada interacdo estatistica (p<0,05) entre a faixa etaria dos caes

(Jovem vs. Senil) e o processamento do sémen (Fresco vs. Congelado) apenas para

as variaveis de integridade de membrana acrossomal (esfregago corado), lesdo de
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membrana plasmatica com membrana acrossomal integra (citometria de fluxo),
membranas plasmatica e acrossomal integras (citometria de fluxo), alto potencial de
membrana mitocondrial (citometria de fluxo), baixo potencial de membrana
mitocondrial (citometria de fluxo) e oxidacdo de proteina no pellet de

espermatozoides (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores de probabilidade (p) para os efeitos principais Idade (Jovem e Senil) e
Processamento (Fresco e Descongelado) e sua interacéo (Idade X Processamento) para
as distintas variaveis seminais. Sdo Paulo, 2017

Idade X
Variavel Idade Processamento | Processament
0
Velocidade média da 0,0359 0,02 0,6674
trajetoria (um/s)
Velocidade linear (um/s) 0,0445 0,0084 0,7068
Velocidade curvilinea 0.119 0.1147 0.7105
(Um/s)
Amplitude de
deslocamento lateral da 0,5284 0,0092 0,1609
cabeca (um)
Frequéncia de batimento 0,2861 <0,0001 0.3352
flagelar cruzado (Hz)
Retilinearidade (%) 0,1799 0,1387 0,3682
Linearidade (%) 0,0504 0,0073 0,4101
Motilidade (%) 0,153 <0,0001 0,2892
Motilidade progressiva (%) 0,3667 <0,0001 0,5959
Motllldad'e em velocidade 0.3069 <0,0001 0.5465
rapida (%)
Motllldade' em velocidade 0.3738 0.1759 0.7694
média (%)
Motilidade em baixa
velocidade (%) 0,9358 0,5601 0,7389
Estaticos (%) 0,1999 <0,0001 0,8896
Defeitos esperméaticos 0.4358 0.8317 0.1475
menores (%)
Defeltos_espermatlcos 0,0083 0.9216 0.3309
maiores (%)
Defeitos espermaticos 0,0001 0.3176 0.2961
totais (%)
Gota proximal (%) 0,0137 0,3029 0,6486
Gota distal (%) 0,4104 0,7605 0,2924
Integridade fj_e membrana 0.9268 <0,0001 0.1608
plasmatica (%)
Integridade de membrana 0,0048 <0,0001 0.0141
acrossomal (%)




Alta atividade mitocondrial
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0,0089 0,0003 0,8522
(%)
Média atividade 0,0006 <0,0001 0,8417
mitocondrial (%)
Baixa atividade
mitocondrial (%) 0,3494 0,0053 0,3394
Atividade mitocondrial 0.2074 0.8172 0.8172
ausente (%)
Lesdo de membrana
plasmatica com integridade 0,1084 0,0909 0.0168
de membrana acrossomal
(%)
Lesdo de membrana
plasmética e acrossomal 0,3126 0,001 0,3283
(%)
Membrana plasmética
integra com leséo de 0,4064 0,0079 0,1824
membrana acrossomal (%)
Membrana p'Iasmatlca e 0.051 0.8584 0.0262
acrossomal integras (%)
Alto potencial de
membrana mitocondrial (%) 0,0822 0,0054 0,0093
Médio potencial de
membrana mitocondrial (%) 08872 0,0004 07152
Baixo potencial de
membrana mitocondrial (%) 00224 <0,0001 0,0019
Integridade de DNA (%) 0,8501 0,1709 0,2096
Concentracao proteica no
pellet de espermatozoide 0,7355 <0,0001 0,4863
(ng/mL)
Oxidacéo proteica no pellet
de espermatozoide (mm de 0,6436 0,3227 0,0461
carbonil/mg de proteina)
Peroxidacao lipidica
(TBARS/milhao de 0,4478 0,0029 0,3928

espermatozoides)

No sémen fresco, comparando caes jovens e senis, foi possivel observar

maiores indices de integridade de membrana plasmatica e acrossomal e menor

integridade de membrana acrossomal com lesédo de membrana plasmatica nos céaes

senis (Figura 7), assim como menor porcentagem de espermatozoides com baixo

potencial de membrana mitocondrial e maior porcentagem de espermatozoides com

alto potencial de membrana mitocondrial

(Figura 8), avaliados por sondas
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fluorescentes em citometria de fluxo. As demais varidveis ndo apresentaram

diferenca estatistica (Tabela 8).

Integridade de Membranas Plasmatica e
Acrossomal no Sémen Fresco

60
*
*
50
40
30
20 l
10
19,21 45
0
Integridade de Membrana Integridade de Membrana
Acrossomal com Lesédo de Plasmatica e Acrossomal (%)

Membrana Plasmatica (%)

m Jovem

Senil

Figura 8 — Porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana acrossomal e lesdo de
membrana plasmatica e integridade de membrana plasmatica e acrossomal, avaliados por sondas
fluorescentes na citometria de fluxo no sémen fresco dos Grupos Jovem e Senil. * Indica diferenca

estatistica entre grupos para p<0,05.

Potencial de Membrana Mitocondrial no Sémen
Fresco
80 *
70
60
50 *
40 ]
30
20
0 3,56 33,7 35,92
0o |
Alto Potencial Mitocondrial (%) Baixo Potencial Mitocondrial (%)

H Jovem

Senil

Figura 9 — Porcentagem de espermatozoides com alto e baixo potencial de membrana mitocondrial
avaliados por sondas fluorescentes em citometria de fluxo no sémen fresco dos Grupos Jovem e

Senil. * Indica diferenca estatistica entre grupos para p<0,05.
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Tabela 8 - Variaveis de integridade de membrana acrossomal (esfregaco corado em DAB) e oxidagcéo
de proteina no pellet de espermatozoides para o sémen fresco nos grupos Jovem e Senil.
Séo Paulo, 2017

Variavel Jovem Senil p

Integridade de membrana 97,36+1,25 95,0041,18 | 0,1677
acrossomal (%)

Oxidacéo proteica no pellet de
espermatozoide (mm de 0,00064+0,00029 | 0,00029+0,00012 | 0,2893
carbonil/mg de proteina)

Considerando o sémen descongelado, o Grupo Jovem apresentou maior
integridade de membrana acrossomal (esfregaco corado em Fast Green / Rosa
Bengala) em comparacdo ao Grupo Senil (Figura 9), enquanto as demais variaveis

nao apresentaram diferenca estatistica (Tabela 9).

Integridade de Membrana Acrossomal no Sémen
Descongelado (%)

94
92 -
90 -
88 -
86 -
84 -
82 -
80 -
78
76 -
74 -
72 -

Jovem Senil

Figura 10 — Porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana acrossomal por
esfregaco corado em Fast Green / Rosa Bengala, no sémen descongelado para os grupos Jovem e
Senil. * Indica diferenca estatistica entre grupos para p=0,0014.

Tabela 9 - Variaveis seminais para o sémen descongelado nos grupos Jovem e Senil. Sdo Paulo,

2017
Variavel Jovem Senil p
Lesdo de membrana plasmatica com
integridade de membrana 13,28+2,60 18,12+2,78 0,1406

acrossomal (%)

Membrana plasmatica e acrossomal

. 24 24+4 58 20,57+3,40 0,842
integras (%)
Alto pot_enC|aI dg membrana 10,02+4.56 5 28+1 79 0.893
mitocondrial (%)
Baixo potencial de membrana 80.65+4,53 85.33+3,01 0.3861

mitocondrial (%)
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Oxidacéo proteica no pellet de
espermatozoide (mm de carbonil/mg
de proteina)

0,00014+0,00004

0,0011+0,00078

0,1758

Para as amostras de cées jovens, o sémen fresco apresentou maior

integridade de membrana acrossomal (esfregaco corado em Fast Green / Rosa

Bengala — Figura 10) e maior porcentagem de lesdo de membrana plasmatica com

integridade de membrana acrossomal (Citometria de fluxo - Figura 11), comparando-

se ao sémen descongelado. As demais variaveis ndo apresentaram diferenca

estatistica (Tabela 10).

Caes Jovens (%)
100
98 -
96 -
94 -
92 -
90 -
88 -
86 -
84 -
82 -

Fresco

Integridade de Membrana Acrossomal no Sémen de

Descongelado

Figura 11 — Porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana acrossomal por
esfregaco corado em Fast Green / Rosa Bengala nos Grupos Fresco e Descongelado para cées
jovens. * Indica diferenga estatistica entre grupos para p=0,0007.

Integridade de Membrana Acrossomal com Lesédo de

Membrana Plasmatica no Sémen de Caes Jovens (%)
60 -

*
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 T T
Fresco

Descongelado

Figura 12 — Porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana acrossomal e lesédo de

membrana plasmatica nos grupos Fresco e Descongelado para caes jovens. * Indica diferenca

estatistica entre grupos para p=0,0036.
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Tabela 10 - Variaveis seminais nos grupos Fresco e Descongelado para caes jovens. Sdo Paulo,
2017

Variavel Fresco Descongelado p
Membrana plasmaética e 14,94+6,04 24,2414 .58 0,1965
acrossomal integras (%)

Alto potencial de membrana 3,56+1,42 10,02+4,56 0,9268
mitocondrial (%)
Baixo potencial mitocondrial 70,45%5,55 80,65+4,53 0,1719
(%)
Oxidacdao proteica no pellet de | 0,00064+0,00029 | 0,00014+0,00004 | 0,0504
espermatozoide (mm de
carbonil/mg de proteina)

Quanto ao sémen de cédes senis, houve maior integridade de membrana
acrossomal (esfregaco corado em Fast Green / Rosa Bengala — Figura 12) e maior
porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana plasmatica e
acrossomal (Citometria de fluxo - Figura 13) no sémen fresco em comparacdo ao
descongelado, assim como maior porcentagem de espermatozoides com alto
potencial mitocondrial e menor porcentagem de espermatozoides com baixo
potencial mitocondrial (Figura 14). As demais variaveis ndo apresentaram diferenca

estatistica (Tabela 11).

Integridade de Membrana Acrossomal no Sémen de
Caes Senis (%)
120 -

100
80
60 -
40

20

Fresco Descongelado

Figura 13 — Porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana acrossomal por
esfregaco corado em Fast Green / Rosa Bengala nos grupos Fresco e Descongelado para caes
senis. * Indica diferenca estatistica entre grupos para p<0,0001.
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Figura 14 — Porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana plasmética e
acrossomal nos grupos Fresco e Descongelado para cées senis. * Indica diferenca estatistica entre
grupos para p=0,0316.
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Potencial de Membrana Mitocondrial no Sémen de

Caes Senis
*
I
* H Fresco
Descongelado
5,28 85,33
I

Alto Potencial Mitocondrial Baixo Potencial
(%) Mitocondrial (%)

Figura 15 — Porcentagem de espermatozoides com alto e baixo potencial de membrana mitocondrial
nos grupos Fresco e Descongelado para cées senis. * Indica diferenca estatistica entre grupos para
p<0,05.

Tabela 11 - Variaveis seminais nos grupos Fresco e Descongelado de caes senis. Sao Paulo, 2017

Variavel Fresco

Descongelado

p

Lesdo de membrana plasmatica com 19,2145,66
integridade de membrana acrossomal

(%)

18,12+2,78

0,474

espermatozoide (mm de carbonil/mg de

Oxidacéao proteica no pellet de 0,00029+0,00012 | 0,0011+0,00078

proteina)

0,5545
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Na comparacao entre os Grupos Jovem e Senil, 0 sémen de cées jovens
apresentou maior velocidade média da trajetéria (VAP) e maior linearidade da

motilidade (Figura 15), sem outras diferencas estatisticas para as avaliacdes dos

parametros da motilidade realizados pelo CASA (Tabela 12).

Parametros da motilidade espermatica
140 -
120 *
100 I
80
* = Jovem
60 iy .
Senil
40
20 |
57,45 93,53
0
Linearidade (%) Velocidade médiada
trajetéria (um/s)

Figura 16 - Velocidade média da trajetéria (VAP) e linearidade da motilidade nos grupos Jovem e

Senil. * Indica diferenca estatistica entre grupos para p<0,05.

Tabela 12 - Variaveis da andlise computadorizada da motilidade (CASA) nos Grupos Jovem e Senil.

Séao Paulo, 2017

Variavel Jovem Senil p
Velocidade linear (um/s) 99,8145,27 81,50+7,21 0,0507
Velocidade curvilinea (um/s) 159,30+8,76 | 137,70+10,58 0,128
Amplitude de deslocamento 6784031 6.4740.60 0.6101
lateral da cabeca (um)
Frequéncia de batimento flagelar 21.97+1 68 23074173 0.6504
cruzado (Hz)
Retilinearidade (%) 86,95+0,78 81,09+4,04 0,1681
Motilidade (%) 63,80+5,86 51,95+6,63 0,1916
Motilidade progressiva (%) 36,40+4,99 30,41+5,43 0,4241
Motilidade em E/O(/?)I)omdade rapida 41,8045,66 34,3246,12 0.378
Motilidade em Egzl)oudade media 21.90+3.54 17644268 0.3374
Motilidade em(lg/(z)a)lxa velocidade 10.25+1 50 11.00+1.94 0.9157
Estaticos (%) 25,95+5,59 36,86+6,54 0,1989
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Ja nas avaliagdes realizadas com as sondas fluorescentes em aparelho de
citometria de fluxo, ndo houve diferenca estatistica (Tabela 13).

Tabela 13 - Variaveis seminais nos Grupos Jovem e Senil. Sdo Paulo, 2017

Variavel Jovem Senil P

Lesdo de membrana plasmaética e 51.45+6,36 43,1045 25 0.3223
acrossomal (%)

Membrana plasmaética integra
com lesdo de membrana 3,35+0,95 5,96+2,12 0,3898
acrossomal (%)

Médio potencial de membrana

mitocondrial (%) 16,62+3,42 | 19,38+3,97 | 0,8177

Considerando as avaliagbes morfofuncionais do sémen, os caes jovens
apresentaram maior porcentagem de espermatozoides com alta atividade
mitocondrial e menor porcentagem de espermatozoides com atividade mitocondrial
meédia (Figura 16), assim como menor porcentagem de defeitos maiores, defeitos
totais e gota citoplasmatica proximal (Figura 17). As demais varidveis néao
apresentaram diferenca estatistica (Tabela 14).

Atividade mitocondrial espermatica (%)
100 -
90 - *
80 |
70 -
60 -
S0 - m Jovem
40 | = Senil
30
i *
20 I
10
0 |
Alta atividade mitocondrial Média atividade
mitocondrial

Figura 17 — Porcentagem de espermatozoides com alta e média atividade mitocondrial nos grupos
Jovem e Senil. * Indica diferenca estatistica entre grupos para p<0,05.
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Figura 18 — Porcentagem de espermatozoides com defeitos espermaticos totais, defeitos

espermaticos maiores e gota proximal nos grupos Jovem e Senil. * Indica diferenca estatistica entre

grupos para p<0,05.

Tabela 14 - Variaveis seminais nos Grupos Jovem e Senil. Sdo Paulo, 2017

Variavel Jovem Senil p

Defeitos esper(rp/gtlcos menores 2.6440 52 4.23+1.36 0.2841

Gota distal (%) 0,86+0,25 2,32+1,24 0,2622

Integridade de membrana 63,05¢6,71 | 62,55+6,29 | 0,9569

plasmatica (%)

Baixa atividade mitocondrial (%) 2,59+0,47 3,59+0,68 0,2309

Atividade mlto(g/(on)ndrlal ausente 2.59+0,79 5184165 0.1668

Integridade de DNA (%) 88,37+1,58 86,90+2,35 0,6806

Concentracao proteica no pellet 0,04+0,008 0.06£0,02 0.7657
de espermatozoide (ng/ml)

Peroxidacdo lipidica
(TBARS/milhao de 448,46+65,41 | 373,40+39,58 | 0,4244

espermatozoides)
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Na comparacdo entres os Grupos Fresco e Descongelado, as amostras

descongeladas apresentaram menores valores para as seguintes variaveis obtidas

pela avaliagdo computadorizada da motilidade: velocidade média da trajetoria (VAP),

velocidade linear progressiva (VSL), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF),

linearidade (%), motilidade espermatica (%), motilidade progressiva (%), motilidade

em velocidade

rapida

(%) (Tabela 10).

Ainda, a

respeito da avaliacao

computadorizada da motilidade, as variaveis de amplitude de deslocamento lateral
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da cabeca (ALH) e espermatozoides estaticos (%) apresentaram maiores valores

para amostras descongeladas. (Tabela 15).

Tabela 15 - Variaveis da analise computadorizada da motilidade (CASA) nos Grupos Fresco e

Descongelado. S&o Paulo, 2017

Variavel Fresco Descongelado p
Velocidade média da trajetoria 115,5816,26 89,70+7,11 0,0091
(um/s)

Velocidade linear (um/s) 102,88+5,74 76,30+6,38 0,0035
Velocidade curvilinea (um/s) 160,15+8,89 | 134,60+10,57 0,07
Amplitude de deslocamento 6,36+0,32 6,90+0,63 0,0074

lateral da cabeca (um)
Frequéncia de batimento flagelar | 27,92+0,67 16,63+1,55 <0,0001
cruzado (Hz)
Retilinearidade (%) 87,32+0,97 80,10+4,34 0,1193
Linearidade (%) 65,68+2,06 56,65+3,39 0,0083
Motilidade (%) 78,05+3,44 35,10+5,13 | <0,0001
Motilidade progressiva (%) 49,00+3,98 15,95+3,51 | <0,0001
Motilidade em velocidade rapida 55,27+4,65 18,75+4,02 <0,0001
(%)
Motilidade em velocidade média 22,73+£3,52 16,30+2,35 0,1451
(%)
Motilidade em baixa velocidade 9,50+1,33 12,00+2,13 0,4389
(%)
Estaticos (%) 12,50+2,96 52,7545,60 | <0,0001

Para as variaveis obtidas a partir da analise no aparelho de citometria de

fluxo, as amostras frescas apresentaram maior integridade de membrana plasméatica
com lesdo de membrana acrossomal (%) e porcentagem de espermatozoides com
(%),
descongeladas apresentaram maior lesdo de membrana plasmatica e acrossomal
(%) (Tabela 16).

médio potencial de membrana mitocondrial enquanto as amostras

Tabela 16 - Variaveis seminais nos Grupos Fresco e Descongelado. Sao Paulo, 2017

Variavel Fresco Descongelado p

Lesdo de membrana plasméticae | 30,11+5,96 59,85+3,36 <0,0001
acrossomal (%)

Membrana plasmaética integra 8,48+2,68 1,99+0,36 0,0024

com lesdo de membrana

acrossomal (%)

Médio potencial de membrana 28,57+4,15 9,36+1,94 0,0004
mitocondrial (%)
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Para as variaveis obtidas nas analises morfofuncionais do sémen, as

amostras frescas apresentaram maior integridade de membrana plasmatica

(esfregaco corado em Eosina / Nigrosina- %), alta atividade mitocondrial (%) e

peroxidacao lipidica (TBARS/milhdo de espermatozoides) e menor porcentagem de

espermatozoides com media atividade mitocondrial (%) e concentragao proteica no

pellet de espermatozoides (ng/mL) (Tabela 17).

Tabela 17 - Variaveis seminais nos Grupos Fresco e Descongelado. Séo Paulo, 2017

Variavel Fresco Descongelado p
Defeitos esperméaticos menores 3,50+0,92 3,36+1,16 0,9268
(%)
Defeitos esperméticos maiores 19,77+5,97 19,95+5,58 0,9823
(%)
Defeitos espermaéticos totais (%) 23,2745,94 23,3245,69 0,6603
Gota proximal (%) 15,41+5,95 13,95+5,93 0,8634
Gota distal (%) 1,68+0,69 1,50+1,08 0,8882
Integridade de membrana 85,55+3,41 40,05+4.87 | <0,0001
plasmatica (%)
Alta atividade mitocondrial (%) 86,73+2,17 74,64+2,63 0,0005
Média atividade mitocondrial (%) 7,23+0,70 17,95+2,05 |<0,0001
Baixa atividade mitocondrial (%) 2,36+0,55 3,82+0,59 0,0784
Atividade mitocondrial nula (%) 3,68+1,65 4,09+0,87 0,8283
Integridade de DNA (%) 86,37+1,63 88,71+2,31 0,307
Concentracao proteica no pellet 0,02+0,003 0,09+0,02 <0,0001
de espermatozoide (ng/ml)
Peroxidacdo lipidica 478,34+57,67 | 343,52+47,13 | 0,0055

(TBARS/milh&o de
espermatozoides)

6.3. Analise de correlacao

6.3.1. Grupo Jovem

Nas andlises de correlacdo do grupo jovem, a oxidacdo de proteinas no

plasma seminal

espermatozoides com

correlacionou-se positivamente

com a porcentagem de

leséo de membrana plasmatica e acrossomal e
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negativamente com a linearidade da motilidade e amplitude de deslocamento lateral
da cabeca (ALH) (Figura 18). J& o estrégeno sérico correlacionou-se positivamente
com a oxidagdo de proteina no pellet de espermatozoides e negativamente com a
velocidade média da trajetéoria (VAP) (Figura 19). Os demais valores de correlacdes

do grupo jovem encontram-se no Anexo 2.

Linearidade da
motilidade

Oxidacao de
proteinas no
plasma seminal

Lesdo de
membrana
plasmaticae
acrossomal

Amplitude de
deslocamento lateral
da cabeca (ALH)

Figura 19 - Analise de correlacdo da variavel oxidagdo de proteinas no plasma seminal com as
variaveis de lesdo de membrana plasmatica e acrossomal, amplitude de deslocamento lateral da
cabeca (ALH) e linearidade de motilidade.

Estrogeno sérico

Oxidagao de
proteinas no pellet
de espermatozoide

Velocidade media
da trajetoria (VAP)

Figura 20 - Andlise de correlacdo do estrégeno sérico com as variaveis de oxidagcéo de proteinas no
pellet de espermatozoides e velocidade média da trajetéria (VAP).

6.3.2. Grupo Senil

Nas andlises de correlagcdo do grupo senil, a oxidagéo de proteinas no plasma
seminal correlacionou-se positivamente com a concentracdo dos produtos
avancados de glicacdo no plasma seminal e negativamente com a porcentagem de

espermatozoides com integridade de membrana plasmatica e acrossomal (Figura
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20). Ja o estrégeno seérico correlacionou-se positivamente com a auséncia de
atividade mitocondrial (Figura 21) e a testosterona sérica correlacionou-se
negativamente com os defeitos espermaticos menores e com 0s produtos
avancados de glicacdo no plasma seminal (Figura 22). Os demais valores de

correlagdo no Grupo Jovem encontram-se no Anexo 3.

Integridade de
membrana
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Oxidacao de
proteinas no
plasma seminal

Produtos Avangados
de Gicag&o no
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Figura 21 - Analise de correlagdo da oxidacdo de proteinas no plasma seminal com os produtos
avancados de glicag&o no plasma seminal e integridade de membrana plasmética e acrossomal.

Estrégeno sérico

Atividade
mitocondrial nula

Figura 22 - Analise de correlagcdo do estrogeno sérico com a atividade mitocondrial nula.
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Gicagao no plasma
seminal
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Figura 23 - Analise de correlacdo da testosterona sérica com as variaveis de defeitos espermaticos
menores e produtos avancados de glicacdo no plasma seminal.
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Discussao
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7. DISCUSSAO

Em relacdo a espécie canina, principalmente no que diz respeito a
senescéncia reprodutiva, as doencas de proOstata (especialmente a Hiperplasia
Prostatica Benigna - HPB), mostram-se bastante importantes. De acordo com Berry
et al. (1986), a incidéncia de HPB em caes é de 16%, 50% e 95%, respectivamente,
aos 2, 5 e 9 anos de idade. Nesta afeccdo, hd um desequilibrio hormonal,
representado por reducdo em 40% da concentracdo de testosterona e 60% de
estradiol (COCHRAN et al., 1981). De acordo com nossos resultados, ndo houve
diferenca nas dosagens séricas de estrégeno e testosterona entre os grupos Jovem
e Senil, o que demonstra ndo haver deficiéncia na sintese hormonal, em resposta
ao GnRH, nos cédes em idade avancada, descartando, portanto, a influéncia do
envelhecimento sobre a relacdo dos niveis circulantes dos horménios esteroidais e
até, possivelmente, sua influéncia nas afeccfes relacionadas a senescéncia. Por
outro lado, para o grupo Jovem, a concentracdo de estrégeno sérico correlacionou-
se positivamente com a oxidacao proteica nos espermatozoides e negativamente
com a velocidade média da trajetéria (VAP) analisada pelo CASA. Segundo Hess et
al. (2011), a enzima aromatase citocromo P450, responséavel pela conversdo de
androgenos em estrOgeno, esta presente na gota citoplasmatica e peca
intermediaria espermatica. Portanto, acreditamos que o conteuddo da gota
citoplasmatica aumente o nivel estrogénico no sémen, e ambos fatores levam a
alteracbes seminais, promovendo estresse oxidativo (oxidagdo proteica). Ainda
segundo os referidos autores, as células epiteliais do trato reprodutivo masculino
apresentam concentracbes equivalentes de receptores estrogénicos e
androgénicos, sugerindo haver adequado balanco hormonal para a fisiologia
reprodutiva nos machos. Apesar do papel fundamental do estrégeno na funcéo
reprodutiva masculina, o desbalanco entre 0s niveis hormonais parece causar
disfuncdes espermaticas. No presente experimento, observamos correlacao positiva
entre as concentracfes de estrogeno sérico e a auséncia de atividade mitocondrial
espermatica em caes senis, sugerindo que, durante o envelhecimento, o desbalanco
hormonal (aumento da concentracdo estrogénica) no tecido testicular é responsavel
por efeitos deletérios aos espermatozoides. Ademais, em relacdo a testosterona no

grupo Senil, houve correlagdo negativa com a porcentagem de defeitos
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esperméticos menores e a concentragdo dos produtos avancados de glicagéo,
evidenciando a importancia de adequados niveis circulantes de testosterona para a
manutencdo da esperematogénese e maturacdo espermatica, especialmente em
individuos senescentes.

No presente experimento, o grupo Jovem demonstrou maior escore de libido
em comparacdo ao Grupo Senil. A testosterona esté diretamente ligada a libido e
Snyder et al. (2016) indicam que o aumento dos niveis de testosterona no homem
estd associado a aumentos significativos de desejo sexual e funcao erétil. Portanto,
embora demonstramos que ndo ha deficiéncia gonadal na producdo ou conversao
de testosterona e estrégeno apds estimulo exdgeno de GnRH, ndo é possivel
descartar desbalancos na producdo hormonal fisiologica ao longo do ciclo
circadiano. Ainda, mesmo com niveis hormonais inalterados, pode-se inferir possivel
disfuncdo dos receptores hormonais em 6rgéos alvo, diminuindo a resposta a acao
hormonal mesmo sob concentracbes séricas adequadas. Neste sentido, futuros
estudos com enfoque na quantificacdo de receptores teciduais para 0s principais
horménios esteroidais sdo necessarios para elucidar tal constatacao.

Com relacdo a analise exclusiva no sémen fresco, as amostras de cées senis
apresentaram maior porcentagem de espermatozoides com integridade das
membranas plasmatica e acrossomal, enquanto as amostras de caes jovens
apresentaram maior porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica
lesionada e membrana acrossomal integra. Neste sentido, podemos inferir que os
espermatozoides provenientes de caes jovens possuem maior permeabilidade de
membrana plasmatica em comparacdo aos cées senis, ndo necessariamente
significando lesdo de membrana plasmatica no grupo Jovem. Segundo Cooper et al.
(2004), espermatozoides com gota citoplasmatica possuem um mecanismo de
protecdo celular para suportar meios hiposmoéticos, dificultando o transporte de
substéancias para o meio intracelular. Desta forma, é possivel inferir que as sondas
fluorescentes, utilizadas no presente experimento para analise da integridade de
membranas espermaticas, apresentem reduzido grau de permeabilidade no
espermatozoide contendo gota citoplasmatica. De fato, o grupo Senil apresentou
maior porcentagem de defeitos espermaticos maiores e totais, representados por
maior indice de espermatozoides com gota citoplasmatica proximal. Portanto, os

espermatozoides oriundos de caes senis apresentam reduzido influxo de substratos



74

para o interior da célula esperméatica, principalmente decorrente da presenca da
gota citoplasmatica.

Estudos recentes no homem demonstram haver reducdo da qualidade
seminal (vitalidade e morfologia espermaticas) com o avancar da idade (SHARMA et
al., 2015). De forma geral, os resultados do presente experimento permitem
observar tal constatacdo também na espécie canina. De acordo com Rijsselaere et
al. (2007), os caes, de fato, produzem ejaculados com menor porcentagem de
espermatozoides normais durante a progressao da senilidade, corroborando nosso
estudo, o qual detectou aumento de defeitos esperméaticos (principalmente os
maiores, dentre eles, a gota citoplasmatica proximal). Supfe-se que tal resultado
esteja relacionado a falha na espermatogénese ou maturacdo espermatica em caes
idosos. De acordo com Carreira et al. (2012), o maior nimero de espermatozoides
com gotas citoplasméaticas proximais em touros € considerado um sinal de
anormalidade na espermatogénese ou maturacdo epididimaria. Da mesma forma,
Pefla et al. (2007) elucidam que espermatozoides caninos com gotas
citoplasmaticas proximais sofrem falha na capacitacéo espermatica.

No presente experimento, o Grupo Senil apresentou maior porcentagem de
espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto o Grupo
Jovem apresentou maior porcentagem de espermatozoides com baixo potencial de
membrana mitocondrial. Por outro lado, a porcentagem de espermatozoides com
alta atividade mitocondrial apresentou-se maior no Grupo Jovem em comparacao ao
Grupo Senil. Por mais que a atividade mitocondrial e o potencial de membrana
mitocondrial sejam indicadores da func&o mitocondrial, cada parametro representa
um mecanismo de acdo da mitocOndria na célula espermatica. O potencial de
membrana mitocondrial estd relacionado a capacidade das mitocondrias em
bombear protons da matriz mitocondrial para o espaco inter-membrana, utilizando a
energia livre gerada pelo transporte de elétrons, produzindo um gradiente
eletroquimico (CHEN, 1988; SARASTE, 1999). Portanto, o potencial mitocondrial
funciona como indicador para o estado energético das mitocéndrias e da célula,
caracterizando o metabolismo celular (MARCHETTI et al., 2004), porém, ndo €
sinbnimo de atividade mitocondrial. Ou seja, a mitocéndria pode manter seus
processos de oxirredugcdo através do transporte de elétrons mesmo com baixo
potencial de membrana (CHEN, 1988; TERADA, 1990). Portanto, as avaliacbes dos

dois parametros podem ser utilizadas de forma complementar. Por exemplo,
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Nascimento e colaboradores (2008) demonstraram que a motilidade de
espermatozoides humanos ndo depende do potencial de membrana mitocondrial.
De forma semelhante, em nosso experimento, o sémen de caes jovens apresentou
maior velocidade média da trajetoria (VAP) e maior linearidade da motilidade, a
despeito do menor potencial de membrana mitocondrial, em comparacédo aos céaes
senis. Desta forma, podemos afirmar que a senilidade interfere com a atividade
mitocondrial dos espermatozoides e, como consequéncia, com o padrdao de
motilidade espermatica, mesmo havendo maior metabolismo celular (ou potencial de
membrana mitocondrial).

A gota citoplasmatica proximal é considerada um remanescente do processo
de fagocitose do citoplasma de células germinativas pelas células de Sertoli durante
a espermatogénese normal. Na fase de espermiacdo, a gota citoplasmatica
permanece aderida a peca intermediaria da espermatide quando esta € modificada
em espermatozoide (COOPER, 2005). A gota citoplasmatica é constituida por
diversos substratos, tais como substancias envolvidas na producdo energética,
incluindo enzimas metabdlicas responsaveis pela catalisagdo da glicdlise
anaerébica (YUAN et al.,, 2013). De acordo com Angrimani et al. (2015), a
mitocondria é a principal fonte de energia para a motilidade e homeostase
espermatica, por meio da fosforilagdo oxidativa. Portanto, a presenca da gota
proximal na regido da peca intermediaria pode determinar deficiéncia na fosforilacao
oxidativa pela mitocdéndria e mesmo na propria acdo dos substratos para glicolise
anaerobica presentes na gota. Em nosso experimento, observamos maior
porcentagem de espermatozoides com gota citoplasmatica nos individuos senis,
resultado que acreditamos ser responsavel pela baixa atividade mitocondrial e,
compensatoriamente, pelo maior potencial de membrana mitocondrial no Grupo
Senil em comparacéo ao Grupo Jovem.

No grupo de cées senis, o potencial de membrana mitocondrial e a atividade
mitocondrial sdo mais elevados no sémen fresco em comparacdo ao sémen
criopreservado. Ademais, o Grupo Descongelado apresentou menor motilidade,
motilidade progressiva, linearidade da motilidade, porcentagem de espermatozoides
rapidos, velocidade média da trajetoria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL) e
batimento flagelar cruzado (BCF), assim como maior amplitude de deslocamento
lateral da cabeca e porcentagem de espermatozoides estaticos. Lucio et al. (2016)

relatam que o estresse oxidativo durante o processo de criopreservacdo €
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responsavel por danos ao espermatozoide canino, causando perda da atividade
mitocondrial, altera¢cdes na motilidade espermética e danos & membrana plasmatica
e acrossomal. Embora tenhamos identificado as mesmas alteracbes morfo-
funcionais do sémen criopreservado nos cédes senis, surpreendentemente no
presente estudo, os resultados de peroxidacdo lipidica mostraram-se mais altos no
Grupo Fresco. Acreditamos, portanto, que 0sS espermatozoides de cées senis
tenham sofrido extensa injuria apés a criopreservacao, inviabilizando as etapas do
protocolo de determinacdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) utilizado neste
experimento (p.e., tempo total de incubacao).

De acordo com Pefia et al. (1999), a citometria de fluxo deve ser interpretada
com cautela quando se utiliza amostras celulares ndo submetidas a prévia lavagem
para remocdo de debris e particulas. Para o caso de espermatozoides pdés
descongelacao, a lavagem das amostras torna-se inviavel, havendo possibilidade de
ruptura e morte celular por maior fragilidade da célula espermatica. Tal dificuldade
técnica pode incorrer em resultados incongruentes como, por exemplo, a menor
porcentagem de espermatozoides com lesdo de membrana plasméatica (e
membrana acrossomal integra) nas amostras descongeladas de cées jovens, em
comparacao ao sémen fresco. Acreditamos, portanto, que no sémen descongelado
o meio diluente possa ter interferido na contagem de espermatozoides lesionados.
Ainda, o Grupo Descongelado apresentou maior concentracdo de proteina no
espermatozoide, resultado que pode ser atribuido a adesdo de componentes do
meio diluente a membrana plasmatica da célula esperméatica. Desta maneira, €
possivel que proteinas do diluidor aderidas a membrana plasmatica tenham efeito
protetor ao espermatozoide durante a criopreservacao. Em contrapartida, houve
maior integridade de membranas acrossomal e plasmatica no sémen fresco de cées
senis, em comparacéo ao sémen descongelado, demonstrando que o efeito protetor
do meio diluente néo foi capaz de evitar danos as membranas espermaticas apos a
criopreservacao quando o doador de sémen é idoso.

Com relagéo a integridade de membrana acrossomal avaliada por esfregago
corado em Fast Green/Rosa Bengala, o sémen fresco dos cées jovens e senis
apresentou maior integridade em comparacdo ao sémen criopreservado. Ainda, o
sémen descongelado de cées jovens apresentou maior porcentagem de
espermatozoides com membrana acrossomal integra em comparacdo aos caes

senis, demonstrando que o0 sémen criopreservado de animais idosos € mais
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susceptivel ao dano acrossomal. De acordo com Lucio et al. (2016), € importante
manter a integridade acrossomal do espermatozoide para que nao haja perda de
enzimas acrossomais fundamentais no potencial de fertilizacdo espermatico. O
processo de criopreservacao pode causar mudancas na membrana acrossomal,
podendo funcionar como gatilho para a capacitacdo espermética precoce (ROTA et
al., 1999; BURGESS et al, 2012). Portanto, o efeito da senilidade no
espermatozoide € representado por alteracbes na membrana acrossomal,
especialmente do sémen criopreservado, reduzindo significativamente seu potencial
fecundante.

Embora nossos resultados ndo permitam assegurar diferencas no estresse
oxidativo, oxidacdo de proteinas e produtos avancados de glicacdo a comparacao
dos grupos Jovem e Senil, verificamos efeitos deletérios da oxidacdo de proteinas
no plasma seminal a andlise de correlacdo. No sémen de caes jovens, a oxidacao
de proteinas do plasma seminal correlacionou negativamente com os parametros da
motilidade espermatica e positivamente com a lesdo de membranas plasmatica e
acrossomal. Portanto, conforme relatado por Vernet et al. (2004); Nichi et al. (2007)
e Agarwal et al. (2014), a oxidacao proteica pode atuar negativamente em diferentes
estruturas espermaticas, como a membrana plasmatica e acrossomal, mitocondria e
DNA espermético. No sémen de caes senis, a oxidacao de proteinas do plasma
seminal apresentou correlacdo positiva com os produtos avancados de glicacédo e
negativa com a integridade de membranas plasmatica e acrossomal, corroborando a
ideia de potencializacdo dos efeitos oxidativos dos AGEs (KOYAMA; NISHIZAWA,
2010; HELLWIG; HENLE, 2014) sobre a integridade da célula espermatica.
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CONCLUSAO

v' O sémen de caes senis apresenta reduzida qualidade, representada por

maior incidéncia de defeitos esperméticos, em sua maioria gotas
citoplasmaticas proximais, as quais alteram a funcdo mitocondrial

espermatica, culminando em modificacdes nos parametros de motilidade;

O sémen de caes senis nao apresenta distingdes aos caes jovens quanto ao
estresse oxidativo, oxidacdo proteica e produtos avancados de glicacao,
portanto tais avaliacbes ndo se mostram acuradas para a avaliacdo do

impacto da senescéncia reprodutiva;

O sémen de cdes senis apresenta reduzidas -caracteristicas de
congelabilidade em comparacdo aos cées jovens, sendo possivel indicar o
emprego da criopreservacdo seminal idealmente para cdes jovens em

maturidade reprodutiva.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1 - Diluidor a base de Tris-Gema-Citrato (BRITO et al., 2017)

Tabela 18 - — Composicao do diluidor utilizado no processo de criopreservacdo de sémen de céo.

Sao Paulo, 2017

REAGENTE 100ml
Tris-hidroxi-metil-aminometano (T-6791) 3,1868g
Acido citrico mono-hidratado (C-1909) 1,799
D-frutose (F-2543) 1,1369
Gema de ovo 20ml
Glicerol 5ml
Agua destilada 75ml
Gentamicina (G-1264) 500ul
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8.2. Anexo 2 — Analise de correlagdo para o grupo jovem

Tabela 19 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em cées jovens. Sdo Paulo, 2017

Vol Asp Conc Def Me Def Ma Def Tot Gota Prox Gota Dis E/N POPE DAB | DAB Il DAB Il DAB IV
Libido 0,50815 | -0,19365 0,1 -0,21189 | -0,20278 -0,2523 0,368 0 0,05058 | -0,26901 | 0,10092 -0,0518 -0,25898 | -0,10595
0,1105 0,5683 0,7699 | 0,5317 0,5498 0,4542 0,2655 1 0,8826 0,4238 0,7678 0,8798 0,4419 0,7565
Vol 1 0,19681 | 0,1617 | -0,18598 | -0,47307 | -0,42192 0,25257 0,15661 0,53505 | -0,37282 | -0,01399 0,1005 -0,2656 -0,30833
0,5619 0,6348 0,584 0,1417 0,1962 0,4537 0,6456 0,0899 0,2588 0,9674 0,7688 0,4299 0,3563
Asp 1 0,5164 | -0,27355 | -0,09817 | -0,19543 -0,10181 -0,06839 | -0,13059 | 0,10419 | -0,19543 | 0,50152 | -0,26748 | 0,13678
0,1039 | 0,4157 0,774 0,5647 0,7658 0,8416 0,7019 0,7605 0,5647 0,116 0,4265 0,6884
Conc 1 -0,4912 -0,13826 | -0,29818 0,04301 -0,02889 0,13794 0,26412 | -0,01835 | 0,03767 | -0,33433 | 0,30821
0,1249 0,6852 0,3731 0,9001 0,9328 0,6859 0,4326 0,9573 0,9124 0,3149 0,3565
Def Me 1 0,19421 0,43594 0,22133 0,56881 0,01106 | -0,00176 | -0,10307 | -0,15207 | 0,16683 0,16543
0,3865 0,0425 0,3222 0,0057 0,961 0,9938 0,6481 0,4993 0,4581 0,4619
Def Ma 1 0,95127 0,03318 -0,22276 | -0,49986 | -0,52608 | -0,36327 | 0,39221 0,58452 0,21552
<.0001 0,8835 0,319 0,0178 0,0119 0,0966 0,071 0,0043 0,3354
Def Tot 1 0,14009 -0,03509 | -0,44818 | -0,48445 | -0,37289 | 0,36052 0,58726 0,19797
0,5341 0,8768 0,0365 0,0223 0,0874 0,0993 0,0041 0,3772
Gota 1 0,13795 0,38097 0,20667 0,33394 | -0,36753 | -0,35593 | -0,21147
Prox 0,5404 0,0802 0,3561 0,1288 0,0924 0,104 0,3448
Gota 1 0,26657 0,20051 0,25019 | -0,28944 | 0,03498 | -0,15522
Dis 0,2304 0,371 0,2615 0,1914 0,8772 0,4904
EIN 1 0,65403 0,58523 | -0,69926 | -0,50709 | -0,34939
0,001 0,0042 0,0003 0,016 0,111
POPE 1 0,67603 | -0,71976 | -0,48668 | -0,49858
0,0006 0,0002 0,0216 0,0182
DAB | 1 -0,82518 -0,6668 -0,64202
<.0001 0,0007 0,0013
DAB Il 1 0,59015 0,27436
0,0038 0,2166
DAB Il 1 0,2047
0,3608
DAB IV 1
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Tabela 19 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em cées jovens. (Continuacéo) Sao

Paulo, 2017

VAP VSL VCL ALH BCF STR Lin Mot Prog Rapid Med Slow Static

Libido -0,3 -0,3 -0,1 -0,05023 -0,1 -0,30347 | -0,25057 0,40091 0 0,10116 0,3508 -0,30068 | -0,41039
0,3701 0,3701 0,7699 0,8834 0,7699 0,3643 0,4574 0,2217 1 0,7673 0,2902 0,3689 0,21

Vol 0,31413 0,31413 0,42962 0,23203 0,03696 -0,60982 | -0,34263 0,58339 0,20788 0,38552 -0,07408 | -0,32411 | -0,85312
0,3468 0,3468 0,1873 0,4924 0,9141 0,0464 0,3023 0,0596 0,5396 0,2416 0,8286 0,3309 0,0008

Asp 0,1291 0,1291 0,19365 0,16211 | -0,45185 | -0,29383 0,0647 0,51758 0 0,09794 0,19409 | -0,45288 | -0,26491
0,7052 0,7052 0,5683 0,6339 0,163 0,3805 0,8501 0,103 1 0,7745 0,5674 0,1619 0,4311

Cone 0,39091 0,39091 0,41818 0,3653 0,10909 0,12874 | -0,01822 | 0,34169 0,28182 0,39083 | -0,14579 | -0,66971 | -0,08861
0,2345 0,2345 0,2006 0,2693 0,7495 0,706 0,9576 0,3037 0,4011 0,2346 0,6689 0,0242 0,7956

Def Me 0,09941 0,06471 0,06702 | -0,17243 | 0,13019 | -0,03195 | 0,14035 | -0,06131 | 0,06632 0,12435 -0,3642 0,24783 | -0,04918
0,6767 0,7864 0,7789 0,4673 0,5843 0,8936 0,5551 0,7973 0,7812 0,6014 0,1144 0,2921 0,8369

Def Ma -0,10072 | -0,17033 | -0,06056 | 0,11221 | -0,39516 | -0,10299 | -0,29787 | -0,64268 | -0,3922 -0,41367 | -0,11246 | 0,47227 0,67276
0,6726 0,4728 0,7998 0,6376 0,0846 0,6657 0,2021 0,0022 0,0872 0,0698 0,6369 0,0355 0,0012

Def Tot -0,0597 -0,13456 | -0,04789 | 0,04568 | -0,31169 | -0,0719 -0,22091 | -0,62941 | -0,35085 | -0,35443 | -0,22664 | 0,50249 0,61331
0,8026 0,5717 0,8411 0,8483 0,181 0,7633 0,3493 0,0029 0,1293 0,1252 0,3366 0,0239 0,004

Gota 0,38484 0,32868 0,35751 0,27844 0,23724 | -0,02166 | -0,05085 | 0,33648 0,55337 0,58477 | -0,14264 | 0,07773 | -0,32753
Prox 0,0938 0,1571 0,1217 0,2345 0,3139 0,9278 0,8314 0,1469 0,0114 0,0068 0,5486 0,7446 0,1586
Gota 0,2581 0,27941 0,15424 | -0,19289 | 0,29394 0,11925 0,29748 0,18513 0,17179 0,22347 | -0,17468 | 0,10254 -0,3158
Dis 0,2719 0,2329 0,5162 0,4152 0,2084 0,6165 0,2027 0,4346 0,4689 0,3436 0,4614 0,6671 0,175

E/N 0,41447 0,52354 0,38041 -0,07582 0,88738 0,35811 0,38374 0,66742 0,68477 0,68807 -0,13837 | -0,09527 | -0,74669
0,0692 0,0178 0,098 0,7507 <.0001 0,1211 0,0949 0,0013 0,0009 0,0008 0,5607 0,6895 0,0002

POPE 0,12715 0,21082 0,11264 -0,1555 0,67965 0,52002 0,45494 0,62518 0,57299 0,56584 0,00955 -0,45227 | -0,57232
0,5932 0,3723 0,6363 0,5127 0,001 0,0188 0,0439 0,0032 0,0083 0,0093 0,9681 0,0453 0,0084

DAB | 0,24207 0,28011 0,15478 | -0,13611 | 0,53908 0,43835 0,46343 0,67423 0,71807 0,6813 -0,03183 | -0,22016 | -0,66566
0,3038 0,2316 0,5147 0,5672 0,0142 0,0532 0,0396 0,0011 0,0004 0,0009 0,894 0,351 0,0014

DAB Il -0,43618 | -0,49395 | -0,42382 | -0,10306 | -0,71424 | -0,30108 -0,2525 -0,60898 | -0,77915 | -0,78148 | 0,19205 0,09258 0,66861
0,0545 0,0269 0,0626 0,6655 0,0004 0,1971 0,2828 0,0044 <.0001 <.0001 0,4173 0,6979 0,0013

DAB Il -0,14963 | -0,16644 | -0,11352 | 0,01652 | -0,32062 | -0,02754 | -0,19287 | -0,77979 | -0,63812 | -0,65369 | -0,14937 | 0,39998 0,65736
0,5289 0,4831 0,6337 0,9449 0,1681 0,9082 0,4153 <.0001 0,0025 0,0018 0,5297 0,0806 0,0016

DAB IV -0,00308 | -0,00847 0,07697 0,25363 -0,31174 | -0,46948 | -0,50454 | -0,43116 | -0,39648 | -0,33572 0,04172 0,18698 0,4612
0,9897 0,9717 0,747 0,2806 0,1809 0,0368 0,0233 0,0577 0,0835 0,1479 0,8614 0,4299 0,0407
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Tabela 19 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em cées jovens. (Continuacéo) Sao

Paulo, 2017

MLAI MLAL MIAL MIAI A P Mit M P Mit B P Mit

- 0,20412 | -0,40825 | 0,40825

Libido

. . . . 0,6606 0,3632 0,3632

Vol -0,61791 | 0,70619 0,88273 | -0,88273 | 0,03637 | -0,05455 | 0,29096
0,1911 0,1168 0,0198 0,0198 0,9383 0,9075 0,5267

Asp -0,13093 | 0,39279 0,65465 | -0,65465 | -0,61237 | 0,20412 0,20412
0,8047 0,4411 0,1583 0,1583 0,1438 0,6606 0,6606

Conc -0,08571 | 0,08571 0,54286 | -0,42857 | 0,21429 0,42857 | -0,03571
0,8717 0,8717 0,2657 0,3965 0,6445 0,3374 0,9394

Def Me 0,30992 | -0,44785 | 0,30992 0,32671 0,05778 0,04258 | -0,23265
0,261 0,0941 0,261 0,2346 0,8317 0,8756 0,3859

Def Ma -0,1204 0,04317 | -0,15813 | 0,14299 | -0,18963 | -0,48001 | 0,42223
0,6691 0,8786 0,5735 0,6112 0,4818 0,0599 0,1033

Def Tot -0,0343 -0,10208 | -0,00722 | 0,23488 | -0,14573 | -0,41638 | 0,30188
0,9034 0,7173 0,9796 0,3994 0,5902 0,1087 0,2558

Gota 0,49608 | -0,25115 | -0,02307 | -0,04041 0,4126 0,07996 | -0,31345
Prox 0,06 0,3666 0,9349 0,8863 0,1122 0,7685 0,2371
Gota 0,43457 | -0,49826 | 0,12853 0,07147 | -0,08094 | -0,17344 | 0,05781
Dis 0,1055 0,0587 0,648 0,8002 0,7657 0,5206 0,8316

E/N 0,475 -0,12869 | 0,05357 | -0,49509 | 0,05298 0,65931 | -0,45916
0,0736 0,6476 0,8496 0,0606 0,8455 0,0055 0,0736

POPE 0,42653 | -0,12287 0,2043 -0,23049 | -0,11382 | 0,64302 | -0,37547
0,1129 0,6627 0,4652 0,4085 0,6747 0,0072 0,1518

DAB | 0,48159 | -0,02428 | -0,09704 | -0,49911 | -0,10348 | 0,33408 0,06209
0,0691 0,9316 0,7308 0,0582 0,7029 0,206 0,8193

DAB Il -0,48334 | -0,03069 | -0,14969 | 0,51356 0,05362 -0,5436 0,24574
0,068 0,9135 0,5944 0,0502 0,8437 0,0295 0,3589

DAB Il -0,46631 | -0,00824 | -0,09143 | 0,43836 | -0,24706 | -0,51822 | 0,33594
0,0798 0,9768 0,7459 0,1022 0,3563 0,0397 0,2033

DAB IV -0,1508 0,1224 0,19678 0,12517 0,1503 -0,16852 | -0,07743
0,5916 0,6639 0,4821 0,6567 0,5785 0,5327 0,7756
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Tabela 19 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em cées jovens. (Continuacéo) Sao
Paulo, 2017

Int DNA Oxi Pt PL [1PtPL Oxi Pt SPTZ [] Pt SPTZ TBARS Testo E2 AGE PL
Libido -0,3319 0,5 0,5 0,3 0,5 -0,3 0,5 0,27262
0,4219 0,1173 0,1173 0,3701 0,1173 0,3701 0,1173 0,4173 .
Vol -0,33539 0,70217 0,6375 0,07391 0,19864 -0,05081 | 0,24946 | -0,10075 | 0,37422
0,4167 0,016 0,0349 0,829 0,5582 0,882 0,4595 0,7682 0,2867
Asp 0 0,45185 0,3873 0,06455 -0,2582 0,19365 | -0,58095 0 0,81009
1 0,163 0,2393 0,8504 0,4433 0,5683 0,0609 1 0,0045
Conc -0,41917 0,47273 0,55455 -0,56364 -0,68182 0,15455 | -0,32727 | -0,53534 | 0,24003
0,3013 0,142 0,0767 0,071 0,0208 0,65 0,3259 0,0897 0,5042
Def Me 0,03745 -0,32747 -0,42378 0,20876 -0,0416 0,04242 | -0,04816 | 0,28883 | -0,54022
0,879 0,3256 0,194 0,3771 0,8618 0,8513 0,8882 0,389 0,1069
Def Ma 0,03636 -0,08296 -0,106 -0,10594 0,3148 0,23156 | -0,06452 | -0,15831 -0,3851
0,8825 0,8084 0,7564 0,6567 0,1764 0,2998 0,8505 0,642 0,2718
Def Tot 0,07692 -0,16514 -0,22937 -0,11887 0,29107 0,23846 -0,0734 -0,12006 | -0,47516
0,7543 0,6275 0,4975 0,6177 0,2131 0,2852 0,8302 0,7251 0,1652
Gota 0,05455 0,4158 0,32499 -0,00247 -0,20924 0,14274 0,38234 | -0,00261 | -0,19042
Prox 0,8245 0,2034 0,3295 0,9917 0,376 0,5263 0,2459 0,9939 0,5982
Gota -0,19423 -0,183 -0,23115 0,01534 -0,23095 0,05533 0,14447 | -0,23107 | -0,29916
Dis 0,4256 0,5902 0,4941 0,9488 0,3272 0,8068 0,6717 0,4942 0,4011
E/N -0,24571 0,41842 0,53337 0,3081 -0,75932 0,37603 0,06437 | -0,33595 | -0,06231
0,3106 0,2003 0,0911 0,1863 0,0001 0,0846 0,8509 0,3125 0,8642
POPE -0,35708 -0,29347 -0,26412 0,32803 -0,62181 0,38086 | -0,17119 | 0,10134 0,15979
0,1334 0,3811 0,4326 0,158 0,0034 0,0803 0,6148 0,7669 0,6593
DAB | 0,0239 -0,23854 -0,32111 0,38279 -0,52473 0,15319 0,50461 -0,005 -0,10592
0,9226 0,48 0,3356 0,0958 0,0175 0,4961 0,1134 0,9884 0,7709
DAB II 0,12628 0,08005 0,13185 -0,33679 0,66368 -0,11238 | -0,32491 | 0,21567 0,44307
0,6064 0,815 0,6992 0,1465 0,0014 0,6185 0,3296 0,5242 0,1997
DAB Il -0,16511 -0,2684 -0,2684 -0,3947 0,33963 0,05681 | -0,00942 | -0,33121 | -0,28629
0,4993 0,4249 0,4249 0,085 0,1429 0,8017 0,9781 0,3198 0,4226
DAB IV -0,11856 0,05779 0,17337 -0,24691 0,12694 -0,30071 | -0,62604 | -0,03676 | -0,13506
0,6288 0,866 0,6102 0,294 0,5938 0,1739 0,0393 0,9145 0,7099
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Tabela 19 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em céaes jovens.

(Continuacgédo) Séo

Paulo, 2017
VAP VSL VCL ALH BCF STR Lin Mot Prog Rapid Med Slow Static
VAP 1 0,96954 0,95374 0,56422 0,38135 -0,07722 | -0,14156 0,27937 0,60203 0,65686 -0,48773 0,07475 -0,40152
<.0001 <.0001 0,0096 0,0971 0,7463 0,5516 0,2329 0,005 0,0017 0,0291 0,7541 0,0793
VSL 1 0,91128 0,46536 0,54436 0,0829 -0,01736 0,35755 0,6609 0,69733 -0,44831 0,02717 -0,47015
<.0001 0,0387 0,0131 0,7283 0,9421 0,1217 0,0015 0,0006 0,0474 0,9095 0,0365
VCL 1 0,7003 0,28421 | -0,18632 | -0,33057 | 0,19646 0,5239 0,58274 | -0,54265 | 0,05962 -0,3152
0,0006 0,2246 0,4316 0,1546 0,4064 0,0177 0,007 0,0134 0,8028 0,1758
ALH 1 -0,18524 | -0,49926 | -0,80499 | -0,11044 | 0,05805 0,11401 | -0,15382 | 0,19048 0,04391
0,4343 0,025 <.0001 0,643 0,8079 0,6322 0,5173 0,4212 0,8542
BCE 1 0,56049 0,50265 0,61649 0,67595 0,66491 | -0,08528 | -0,09585 | -0,68784
0,0102 0,0239 0,0038 0,0011 0,0014 0,7207 0,6877 0,0008
STR 1 0,79315 0,19834 0,31216 0,19597 | -0,15306 -0,321 -0,12194
<.0001 0,4019 0,1803 0,4077 0,5194 0,1676 0,6085
Lin 1 0,40877 0,38119 0,30004 -0,0322 -0,31439 | -0,34863
0,0735 0,0973 0,1987 0,8928 0,177 0,1319
Mot 1 0,75923 0,78189 0,24934 | -0,44957 | -0,93607
0,0001 <.0001 0,2891 0,0467 <.0001
Prog 1 0,98377 | -0,25425 | -0,15867 | -0,76769
<.0001 0,2794 0,504 <.0001
. 1 -0,23383 | -0,17745 | -0,80068
Rapid
0,3211 0,4542 <.0001
Med 1 -0,14545 | -0,11381
0,5406 0,6328
Slow 1 0,23938
0,3094
Static 1
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Tabela 19 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em cées jovens. (Continuacéo) Sao

Paulo, 2017

MLAI MLAL MIAL MIAI A P Mit M P Mit B P Mit

VAP 0,14286 0,24307 0,31071 | -0,56122 | 0,17647 0,24412 | -0,20882
0,6115 0,3827 0,2597 0,0295 0,5133 0,3622 0,4377

VSL 0,3 0,07507 0,275 -0,51653 | 0,16471 0,38824 | -0,30588
0,2773 0,7903 0,3212 0,0487 0,5421 0,1373 0,2493

VCL -0,025 0,35031 0,39286 | -0,48972 | 0,13235 0,21471 | -0,16765
0,9295 0,2005 0,1475 0,0639 0,6251 0,4246 0,5349

ALH -0,3381 0,57117 0,06798 | -0,25694 | 0,14286 | -0,24153 | 0,02209
0,2177 0,0261 0,8098 0,3553 0,5976 0,3675 0,9353

BCE 0,66429 -0,3664 0,05357 | -0,33065 | 0,07647 0,74706 | -0,53529
0,0069 0,1792 0,8496 0,2287 0,7783 0,0009 0,0326

STR 0,32217 | -0,49644 | -0,07645 | 0,26234 0,11511 0,58005 | -0,35132
0,2416 0,0598 0,7866 0,3449 0,6712 0,0185 0,1821

Lin 0,40897 | -0,51167 | -0,09327 | 0,08528 0,07386 0,44904 | -0,24668
0,1301 0,0512 0,7409 0,7625 0,7858 0,081 0,357

Mot 0,68097 | -0,21288 | 0,10188 | -0,46691 | 0,17231 0,55228 | -0,37261
0,0052 0,4462 0,7179 0,0793 0,5234 0,0265 0,1552

Prog 0,6231 -0,23566 | 0,08774 | -0,32885 0,2594 0,61901 | -0,46721
0,0131 0,3978 0,7559 0,2314 0,332 0,0106 0,0681

Rapid 0,64401 -0,2068 0,15921 | -0,37422 | 0,23764 0,56679 | -0,43395
0,0096 0,4596 0,5709 0,1694 0,3755 0,0221 0,0931

Med 0,32229 | -0,00896 | -0,51925 | -0,19086 | -0,07681 | -0,24668 | 0,15805
0,2414 0,9747 0,0473 0,4956 0,7774 0,357 0,5588

Slow -0,17595 0,0593 -0,56374 | 0,04313 | -0,09756 | -0,53216 | 0,19808
0,5305 0,8337 0,0286 0,8787 0,7193 0,0338 0,4621

Static -0,66189 | 0,16922 | -0,07554 | 0,56527 | -0,08876 | -0,50297 | 0,32249
0,0072 0,5466 0,789 0,0281 0,7438 0,047 0,2231
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Tabela 19 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em cées jovens. (Continuacéo) Sao
Paulo, 2017

Int DNA Oxi Pt PL [1PtPL Oxi Pt SPTZ [] Pt SPTZ TBARS Testo E2 AGE PL

VAP 0,03446 0,23636 0,2 -0,26854 -0,55551 0,14366 | -0,15455 | -0,72865 | -0,23387
0,8955 0,4841 0,5554 0,2663 0,0135 0,5457 0,65 0,011 0,5155

VSL -0,11931 0,23636 0,2 -0,22807 -0,66667 0,23008 | -0,15455 | -0,72865 | -0,23387
0,6483 0,4841 0,5554 0,3477 0,0018 0,3291 0,65 0,011 0,5155

VCL -0,10086 0,55455 0,50909 -0,24912 -0,45088 0,12632 -0,1 -0,62456 | -0,03077
0,7001 0,0767 0,1097 0,3037 0,0527 0,5957 0,7699 0,04 0,9327

ALH 0,03574 0,60275 0,55708 -0,35589 0,03076 -0,13027 | -0,13699 -0,6548 0,13581
0,8917 0,0497 0,075 0,1348 0,9005 0,5841 0,6879 0,0288 0,7083

BCE -0,38377 -0,27273 -0,18182 0,25263 -0,79474 0,61203 | -0,22727 | -0,42629 | -0,35697
0,1283 0,4171 0,5926 0,2967 <.0001 0,0041 0,5015 0,1911 0,3113

STR -0,17365 -0,72189 -0,60234 0,01154 -0,56462 0,38101 0,0092 -0,1404 -0,29723
0,5051 0,0121 0,0499 0,9626 0,0118 0,0974 0,9786 0,6805 0,4043

Lin 0,12269 -0,6287 -0,56948 0,21382 -0,4989 0,23925 | -0,00456 0,3577 -0,01231
0,639 0,0383 0,0674 0,3794 0,0297 0,3097 0,9894 0,2801 0,9731

Mot -0,06831 0,42369 0,40091 0,42512 -0,54633 0,34099 0,10023 0,29809 0,74388
0,7945 0,1941 0,2217 0,0696 0,0155 0,1412 0,7694 0,3733 0,0136

Prog 0,01356 0,21818 0,17273 0,23003 -0,64706 0,27023 0,38182 | -0,24288 | -0,25849
0,9588 0,5192 0,6115 0,3434 0,0027 0,2492 0,2466 0,4717 0,4708

Rapid 0,01109 0,41382 0,36324 0,22701 -0,64233 0,26988 0,25749 | -0,28831 | -0,21363
0,9663 0,2058 0,2722 0,35 0,003 0,2498 0,4446 0,3899 0,5534

Med 0,02347 0,03645 0,05011 0,17686 0,21909 0,00906 | -0,10478 | 0,52165 0,6093
0,9288 0,9153 0,8837 0,4689 0,3675 0,9698 0,7591 0,0998 0,0615

Slow 0,17182 -0,34624 -0,43736 0,03872 0,34668 -0,00604 | 0,02733 | -0,00248 | -0,56177
0,5096 0,2969 0,1786 0,875 0,1459 0,9798 0,9364 0,9942 0,091

Static 0,06971 -0,44304 -0,35443 -0,4775 0,51634 -0,31444 -0,2052 -0,13985 | -0,43957
0,7904 0,1723 0,2849 0,0387 0,0236 0,1769 0,545 0,6817 0,2037

00T



Tabela 19 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em cées jovens. (Continuacéo) Sao

Paulo, 2017

MLAI MLAL MIAL MIAI APMit | MPMit | BP Mit
A 1 071671 | -015 | -0.01609 | 013571 | 038571 | -0.35
00026 | 05936 | 09546 | 06296 | 01556 | 0,2009
AL 1 023771 | -05814 | -0.29312 | -0.23235 | 043789
03936 | 0,023 0289 | 04047 | 01026
AL 1 2017337 | -0.18214 | 037143 | -0,02857
05366 | 05159 | 01728 | 09195
Al 1 042181 | -0,05541 | -0,37534
01173 | 08445 | 0,168
. 1 0.12059 | -0,62353
A P Mit : '
' 06564 | 0,0099
P it 1 -0,71176
0,002
B P Mit !

10T



Tabela 19 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em cées jovens. (Continuacéo) Sao
Paulo, 2017

Int DNA Oxi Pt PL [1PtPL Oxi Pt SPTZ [1 Pt SPTZ TBARS Testo E2 AGE PL

MLAI -0,29328 -0,82857 -0,77143 0,55604 -0,39341 0,47857 -0,2 0,57977 | -0,20292
0,3089 0,0416 0,0724 0,0389 0,164 0,0711 0,704 0,2278 0,6998

MLAL 0,34179 0,88571 0,77143 -0,27063 0,022 -0,32529 | 0,14286 | -0,72471 | 0,40584
0,2317 0,0188 0,0724 0,3494 0,9405 0,2368 0,7872 0,1032 0,4247

MIAL -0,27784 0,94286 1 -0,10769 -0,35385 -0,01786 -0,2 -0,7537 0,31887
0,3362 0,0048 <.0001 0,714 0,2145 0,9496 0,704 0,0835 0,5379

MIAI -0,1479 -0,82857 -0,77143 -0,20022 0,51925 -0,18052 | -0,02857 | 0,92763 | -0,55078
0,6138 0,0416 0,0724 0,4925 0,0571 0,5197 0,9572 0,0077 0,2574

AP Mit 0,29623 -0,21429 -0,07143 -0,425 -0,12857 -0,08824 | 0,42857 0,22237 | -0,49281
0,2837 0,6445 0,879 0,1143 0,6479 0,7452 0,3374 0,6317 0,3206

M P Mit -0,2711 0 0,07143 0,26786 -0,725 0,26765 | -0,57143 | -0,57143 | 0,17393
0,3284 1 0,879 0,3344 0,0022 0,3163 0,1802 0,1802 0,7417

B P Mit 0,10952 0,14286 0,10714 0,04286 0,44286 -0,18529 | 0,35714 0,03706 0,14494
0,6976 0,7599 0,8192 0,8795 0,0983 0,4921 0,4316 0,9371 0,7841

Int DNA 1 -0,52696 -0,65869 -0,20295 0,12915 -0,50088 | 0,01198 0,36816 -0,2364
0,1796 0,0757 0,4347 0,6213 0,0289 0,9775 0,3695 0,6098

Oxi Pt 1 0,96364 0,00909 -0,01818 0,01818 0,02727 | -0,19332 | 0,50468
PL <.0001 0,9788 0,9577 0,9577 0,9366 0,569 0,1368

] Pt PL 1 -0,13636 -0,14545 0,10909 0,04545 | -0,24784 | 0,41851
0,6893 0,6696 0,7495 0,8944 0,4625 0,2287

Oxi Pt 1 0,09774 0,2406 0,14545 0,9071 0,27696
SPTZ 0,6818 0,3069 0,6696 0,0001 0,4385
[1Pt 1 -0,28872 | 0,40909 0,82779 0,02462
SPTZ 0,217 0,2115 0,0017 0,9462
TBARS 1 -0,37273 | -0,24288 | 0,28927
0,2589 0,4717 0,4176

Testo 1 0,10905 | -0,44928
0,7496 0,1927

1 0,15757

E2

0,6638

[40)"



8.3. Anexo 3 - Analise de correlagado para o grupo senil

Tabela 20 - Andlise de correlagédo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em cées senis.

Sao Paulo, 2017

Vol Asp Conc Def Me Def Ma Def Tot Gota Prox Gota Dis E/N POPE DAB | DAB Il DAB Il DAB IV
Libido 0,64302 | 0,33642 | -0,11076 | -0,51757 -0,0915 -0,23168 0,02889 -0,15925 0,67729 0,45898 0,53818 -0,08545 | -0,63856 | -0,68927
0,0328 0,3117 0,7458 0,103 0,789 0,493 0,9328 0,64 0,022 0,1556 0,0877 0,8027 0,0345 0,019
Vol 1 0,14601 | -0,17013 | -0,23077 | -0,41382 | -0,57376 -0,34025 -0,18421 0,30948 0,42191 0,54841 | -0,09557 -0,4668 -0,67949
0,6684 0,617 0,4948 0,2058 0,0649 0,3059 0,5877 0,3544 0,1962 0,0807 0,7798 0,1478 0,0215
Asp 1 0,57735 0,11708 0,17321 0,28933 0,23094 0,55073 0,087 0,17562 -0,0868 0 -0,26914 0
0,0629 0,7317 0,6105 0,3882 0,4945 0,0791 0,7992 0,6055 0,7997 1 0,4235 1
Conc 1 0,32722 0 0,1549 0,19091 0,37578 -0,12786 | 0,19818 | -0,20046 | 0,06452 | -0,15539 | 0,12683
0,326 1 0,6493 0,5739 0,2547 0,7079 0,5591 0,5545 0,8505 0,6482 0,7102
Def Me 1 -0,23378 | -0,02977 -0,14115 0,65849 -0,1244 -0,27903 | -0,05325 | 0,05899 0,26458 0,09115
0,2951 0,8954 0,531 0,0009 0,5812 0,2086 0,8139 0,7943 0,2341 0,6867
Def Ma 1 0,93883 0,7881 -0,01844 0,14233 -0,1143 -0,26119 | 0,18617 | -0,12544 | 0,25172
<.0001 <.0001 0,9351 0,5275 0,6125 0,2404 0,4068 0,578 0,2584
Def Tot 1 0,82063 0,15775 0,11718 -0,14221 | -0,24171 0,09184 -0,0847 0,34115
<.0001 0,4832 0,6035 0,5278 0,2785 0,6844 0,7078 0,1202
Gota 1 0,13638 0,21999 0,03499 0,03316 | -0,00992 -0,4337 0,02741
Prox 0,5451 0,3252 0,8771 0,8835 0,965 0,0437 0,9036
Gota 1 0,14511 | -0,11209 | -0,17196 0,144 -0,05341 | 0,24957
Dis 0,5194 0,6195 0,4442 0,5226 0,8134 0,2627
EIN 1 0,75846 0,41733 | -0,40329 | -0,42546 -0,425
<.0001 0,0533 0,0627 0,0484 0,0486
POPE 1 0,55477 -0,62237 | -0,51054 | -0,48037
0,0074 0,002 0,0152 0,0236
DAB | 1 -0,88234 | -0,50923 | -0,87724
<.0001 0,0155 <.0001
DAB Il 1 0,38354 0,61184
0,0781 0,0025
1 0,4922
DAB Il 0,02
DAB IV 1

€0T




Tabela 20 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em caes senis. (Continuagao) Sao

Paulo, 2017

VAP VSL VCL ALH BCF STR Lin Mot Prog Rapid Med Slow Static

Libido 0,28894 0,32265 -0,02408 0,00726 0,04334 0,61338 0,49345 0,35718 0,10401 -0,03371 0,37081 0,24914 -0,56825
0,3888 0,3332 0,944 0,9831 0,8993 0,0448 0,123 0,2809 0,7609 0,9216 0,2616 0,46 0,0682

Vol 0,18852 0,21611 -0,19312 0,00231 0,26209 0,51621 0,39493 0,05991 0,09007 -0,11035 0,21151 0,49886 -0,469
0,5788 0,5233 0,5694 0,9946 0,4362 0,104 0,2293 0,8611 0,7923 0,7467 0,5324 0,1183 0,1456

Asp -0,34641 | -0,40415 0 0,40599 | -0,23094 -0,2616 -0,348 0,63653 -0,029 0,11547 0,28868 -0,29 -0,63509
0,2967 0,2177 1 0,2154 0,4945 0,4371 0,2943 0,0352 0,9325 0,7353 0,3893 0,387 0,0358

Cone -0,09091 | -0,21818 | 0,12727 0,33334 -0,5 -0,19222 | -0,15525 | 0,70615 0,43379 0,57273 | -0,22727 | -0,7169 -0,4

0,7904 0,5192 0,7092 0,3165 0,1173 0,5712 0,6485 0,0152 0,1825 0,0655 0,5015 0,013 0,2229

Def Me -0,19578 | -0,25602 -0,06 0,31207 | -0,06745 | -0,30578 | -0,34642 | -0,15405 | -0,21215 -0,1454 0,17897 | -0,00315 | 0,10604
0,3826 0,2501 0,7908 0,1574 0,7655 0,1664 0,1142 0,4937 0,3432 0,5185 0,4255 0,9889 0,6386

Def Ma -0,40894 | -0,37942 | -0,47837 | -0,34986 0,1168 -0,12869 | -0,15071 | -0,12161 | -0,25326 -0,3019 0,0396 0,29745 | 0,05628
0,0588 0,0816 0,0243 0,1105 0,6047 0,5682 0,5032 0,5898 0,2555 0,1721 0,8611 0,1788 0,8035

Def Tot -0,41188 | -0,40385 | -0,39819 | -0,21734 | 0,16662 | -0,23586 | -0,23548 | -0,09024 | -0,21706 | -0,23258 | 0,04556 | 0,23208 | 0,03055
0,0568 0,0623 0,0664 0,3312 0,4586 0,2906 0,2915 0,6896 0,3319 0,2976 0,8405 0,2987 0,8926

Gota -0,29598 | -0,31966 | -0,30608 | -0,13861 | 0,14092 | -0,20182 | -0,14257 0,0747 -0,08588 | -0,11051 | 0,14322 | 0,22761 | -0,12366
Prox 0,1811 0,147 0,1659 0,5385 0,5316 0,3678 0,5268 0,7411 0,7039 0,6244 0,5249 0,3083 0,5835

Gota 0,05492 | -0,00855 | 0,22159 0,50467 0,07794 | -0,22563 | -0,28363 0,1082 0,00626 0,08134 | 0,28619 | 0,18909 | -0,19008
Dis 0,8082 0,9699 0,3217 0,0166 0,7303 0,3127 0,2008 0,6317 0,9779 0,719 0,1966 0,3994 0,3968

E/N 0,46071 0,48545 0,29556 -0,17044 0,61334 0,62919 0,64439 0,73601 0,63222 0,5876 0,52389 0,21093 -0,79876
0,0309 0,022 0,1817 0,4482 0,0024 0,0017 0,0012 <.0001 0,0016 0,004 0,0123 0,3461 <.0001

POPE 0,52117 0,54799 0,38388 -0,16046 0,48339 0,53495 0,7286 0,90402 0,86544 0,8285 0,37898 | -0,01991 | -0,88982
0,0129 0,0083 0,0778 0,4756 0,0227 0,0103 0,0001 <.0001 <.0001 <.0001 0,082 0,9299 <.0001

DAB | 0,15308 0,20198 0,08713 | -0,15731 | 0,36191 0,26606 0,45663 0,48444 0,41667 0,38481 0,48684 | 0,02381 | -0,49802
0,4964 0,3674 0,6998 0,4844 0,0979 0,2314 0,0327 0,0223 0,0537 0,077 0,0216 0,9162 0,0183

DAB Il -0,1953 -0,24392 | -0,19185 | 0,16643 | -0,40249 | -0,19079 | -0,45875 | -0,57458 | -0,54948 | -0,54535 | -0,32899 0,1721 0,54373
0,3838 0,274 0,3924 0,4591 0,0633 0,3951 0,0318 0,0052 0,0081 0,0087 0,1349 0,4438 0,0089

DAB Il -0,21218 | -0,21327 -0,0751 0,05974 -0,2248 -0,34939 -0,4584 -0,48801 | -0,43686 | -0,39223 | -0,38318 | -0,14476 | 0,51841
0,3431 0,3406 0,7398 0,7917 0,3145 0,111 0,0319 0,0212 0,0421 0,071 0,0784 0,5204 0,0134

DAB IV -0,16762 | -0,22287 0,02622 0,1602 -0,26056 | -0,45504 | -0,54827 | -0,41393 | -0,31983 | -0,26036 | -0,53723 | -0,13507 0,45783
0,4559 0,3188 0,9078 0,4764 0,2415 0,0333 0,0082 0,0555 0,1468 0,2419 0,0099 0,549 0,0321

0T



Tabela 20 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em caes senis. (Continuagao) Sao

Paulo, 2017

MLAI MLAL MIAL MIAI A P Mit M P Mit B P Mit

Libido -0,22473 | -0,04495 | 0,62925 | -0,08989 | 0,04495 | -0,22473 | 0,13484
0,5325 0,9019 0,0513 0,8049 0,9019 0,5325 0,7103

Vol 0,31098 | -0,10366 | 0,48172 | -0,20732 | -0,10366 | -0,16464 | 0,22561
0,3818 0,7757 0,1586 0,5655 0,7757 0,6495 0,5308

Asp -0,28427 0,2132 0,35533 -0,4264 0,28427 -0,4264 0
0,426 0,5543 0,3136 0,2191 0,426 0,2191 1

Conc -0,11515 | -0,12727 | -0,09091 | -0,21212 | 0,46667 | -0,35758 | -0,44242
0,7514 0,7261 0,8028 0,5563 0,1739 0,3104 0,2004

Def Me 0,23361 0,25272 -0,0558 | -0,32351 | -0,18439 | 0,04068 0,11877
0,3081 0,269 0,8102 0,1526 0,4236 0,861 0,6081

Def Ma -0,17106 | -0,39753 | -0,04164 | 0,54439 0,17886 0,10211 | -0,28683
0,4585 0,0743 0,8578 0,0107 0,4379 0,6596 0,2074

Def Tot -0,11447 | -0,30742 | -0,01236 | 0,40195 0,21594 0,14049 | -0,30634
0,6212 0,1752 0,9576 0,0709 0,3472 0,5436 0,1768

Gota -0,17768 | -0,30697 | -0,02767 0,3495 0,17442 0,11975 | -0,30068
Prox 0,441 0,1759 0,9052 0,1204 0,4495 0,6051 0,1854

Gota -0,10672 | 0,31614 0,22134 | -0,36567 | 0,19851 0,13657 | -0,12089
Dis 0,6452 0,1627 0,3349 0,1031 0,3884 0,555 0,6017

E/N -0,54841 | -0,49334 | 0,59766 0,44055 0,67771 0,36062 | -0,69006
0,01 0,0231 0,0042 0,0456 0,0007 0,1083 0,0005

POPE -0,429 -0,66853 | 0,60452 0,50409 0,7496 0,43945 | -0,80053
0,0523 0,0009 0,0037 0,0198 <.0001 0,0462 <.0001

DAB | 0,0026 -0,27669 | 0,40983 0,12756 0,23886 0,33388 -0,3124
0,9911 0,2247 0,065 0,5816 0,2971 0,1391 0,168

DAB Il 0,09177 0,35612 | -0,51107 -0,192 -0,43866 | -0,45558 0,5122
0,6924 0,1131 0,0179 0,4044 0,0467 0,0379 0,0176

DAB Il 0,17453 0,26254 | -0,15713 | -0,33589 | -0,43732 | -0,10208 0,3866
0,4492 0,2502 0,4964 0,1366 0,0474 0,6597 0,0834

DAB IV -0,04918 | 0,32209 | -0,36768 | -0,20067 | -0,03738 | -0,22165 | 0,16132
0,8323 0,1545 0,1011 0,3831 0,8722 0,3342 0,4848

SOT



Tabela 20 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em caes senis. (Continuagao) Sao
Paulo, 2017

Int DNA Oxi Pt PL [] PtPL Oxi Pt SPTZ [] Pt SPTZ TBARS Testo E2 AGE PL

Libido 0,23705 0,53197 0,43818 -0,08668 0,39007 -0,35636 | 0,02889 | -0,46657 | 0,37617
0,4828 0,1135 0,2381 0,7999 0,2356 0,2821 0,9328 0,148 0,3584

Vol 0,33257 0,55391 0,36604 -0,02299 0,50118 -0,57475 | 0,25749 | -0,16705 | 0,11803
0,3177 0,0966 0,3326 0,9465 0,1163 0,0644 0,4446 0,6235 0,7807

Asp 0,40599 0,59186 0,34641 0,46188 0,46188 0,17321 | -0,40415 | -0,23307 | 0,88345
0,2154 0,0715 0,3611 0,1527 0,1527 0,6105 0,2177 0,4904 0,0036

Conc -0,0137 0,52727 0,36667 0.1 -0,05455 0,2 -0,30909 0,0367 0,6868
0,9681 0,1173 0,3317 0,7699 0,8734 0,5554 0,355 0,9147 0,0599

Def Me -0,14471 0,36426 0,66398 -0,03885 -0,0586 -0,12115 | -0,64061 -0,1814 0,56098
0,5314 0,3008 0,0511 0,8672 0,8008 0,5912 0,0337 0,5935 0,148

Def Ma -0,09922 -0,56364 -0,53333 -0,19317 0,05203 0,3404 -0,05455 | 0,09175 0,19279
0,6687 0,0897 0,1392 0,4015 0,8228 0,1211 0,8734 0,7885 0,6474

Def Tot -0,15508 -0,57143 -0,51883 -0,1015 -0,04554 0,36934 | -0,12301 | 0,02299 0,18182
0,5021 0,0844 0,1524 0,6616 0,8446 0,0907 0,7186 0,9465 0,6665

Gota -0,18354 -0,39394 -0,13333 -0,13342 -0,05207 0,30495 | -0,04545 | -0,17432 | 0,32532
Prox 0,4258 0,26 0,7324 0,5642 0,8226 0,1676 0,8944 0,6082 0,4317
Gota 0,12714 0,51035 0,38797 0,24482 0,03187 -0,16175 | -0,52031 | -0,01167 | 0,60737
Dis 0,5829 0,1318 0,3022 0,2848 0,8909 0,472 0,1008 0,9728 0,1103
E/N -0,00065 0,23781 0,18488 -0,08125 -0,59149 0,11924 | -0,04566 | -0,17051 | 0,18788
0,9978 0,5082 0,6339 0,7263 0,0047 0,5971 0,8939 0,6162 0,6559

POPE 0,12102 0,0677 -0,00851 0,00654 -0,74381 0,22033 0,41018 0,21861 | -0,09877
0,6013 0,8526 0,9827 0,9776 0,0001 0,3245 0,2102 0,5184 0,816

DAB | -0,06987 0,19453 0,00837 -0,02733 -0,4242 0,11429 0,31891 | -0,52415 | -0,09091
0,7635 0,5902 0,983 0,9064 0,0553 0,6126 0,3391 0,0979 0,8305

DAB Il 0,07871 0,03087 0,2043 -0,11585 0,54605 -0,22298 | -0,35026 | 0,37675 0,24228
0,7345 0,9325 0,598 0,617 0,0104 0,3186 0,291 0,2534 0,5632

DAB Il -0,04501 -0,12671 0,0532 -0,031 0,12267 0,10205 | -0,43321 | 0,28038 0,01267
0,8464 0,7272 0,8919 0,8939 0,5963 0,6514 0,1832 0,4037 0,9763

DAB IV 0,0448 -0,5385 -0,4256 0,17395 0,2757 0,02394 | -0,03758 | 0,68266 | -0,39597
0,8471 0,1083 0,2534 0,4508 0,2264 0,9158 0,9127 0,0206 0,3315

90T



Tabela 20 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em caes senis. (Continuagao) Sao

Paulo, 2017
VAP VSL VCL ALH BCF STR Lin Mot Prog Rapid Med Slow Static
VAP 1 0,98503 0,89353 0,34805 0,1565 0,64671 0,58715 0,59605 0,78014 0,7703 -0,06386 | -0,33447 | -0,51582
<.0001 <.0001 0,1124 0,4867 0,0011 0,0041 0,0034 <.0001 <.0001 0,7777 0,1282 0,014
VSL 1 0,85319 0,26478 0,2039 0,71547 0,66308 0,60548 0,78812 0,7664 0,00169 -0,25403 | -0,53601
<.0001 0,2337 0,3627 0,0002 0,0008 0,0028 <.0001 <.0001 0,994 0,254 0,0101
VCL 1 0,51655 0,13894 0,35234 0,27157 0,49252 0,63932 0,67817 | -0,06158 | -0,39491 | -0,37504
0,0138 0,5375 0,1078 0,2215 0,0199 0,0014 0,0005 0,7854 0,0689 0,0855
ALH 1 -0,33871 | -0,11598 | -0,18056 | -0,01104 | 0,02041 0,07141 | -0,03255 | -0,24518 | 0,03169
0,1231 0,6073 0,4213 0,9611 0,9282 0,7522 0,8857 0,2714 0,8887
BCF 1 0,41005 0,34607 0,47542 0,41511 0,4215 0,44758 | 0,36361 | -0,53898
0,058 0,1146 0,0253 0,0547 0,0507 0,0367 0,0962 0,0096
STR 1 0,88602 0,53519 0,61683 0,54874 0,28612 | 0,07618 | -0,55733
<.0001 0,0103 0,0022 0,0082 0,1967 0,7362 0,007
Lin 1 0,65648 0,73923 0,67016 0,28106 | 0,02069 | -0,67176
0,0009 <.0001 0,0006 0,2051 0,9272 0,0006
Mot 1 0,9137 0,91316 0,39955 -0,1528 | -0,96102
<.0001 <.0001 0,0654 0,4972 <.0001
Prog 1 0,98725 0,11661 | -0,25028 | -0,86418
<.0001 0,6053 0,2613 <.0001
. 1 0,11234 | -0,30944 | -0,84357
Rapid
0,6187 0,1611 <.0001
1 0,52505 -0,48008
Med
0,0121 0,0237
Slow 1 -0,06565
0,7716
Static 1

LOT



Tabela 20 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em caes senis. (Continuagao) Sao

Paulo, 2017

MLAI MLAL MIAL MIAI A P Mit M P Mit B P Mit

VAP -0,35661 | -0,09974 | 0,39701 0,09549 0,49821 0,40728 | -0,48133
0,1126 0,6671 0,0747 0,6805 0,0215 0,0669 0,0272

VSL -0,36234 | -0,13121 0,4378 0,15974 0,50909 0,43766 | -0,50779
0,1065 0,5708 0,0472 0,4892 0,0184 0,0472 0,0188

VCL -0,36364 | 0,08834 0,37415 -0,0974 0,45714 0,42078 | -0,41688
0,1051 0,7034 0,0947 0,6745 0,0372 0,0575 0,0601

ALH -0,02731 0,3922 0,08228 | -0,51691 | -0,02211 | -0,02536 0,1528
0,9065 0,0787 0,7229 0,0164 0,9242 0,9131 0,5085

BCE 0,08574 | -0,40026 | 0,52047 0,31179 0,60409 0,26372 | -0,51835
0,7117 0,0722 0,0156 0,1689 0,0037 0,248 0,0161

STR -0,19713 | -0,27196 | 0,31473 0,36619 0,41319 0,06332 | -0,34465
0,3917 0,233 0,1647 0,1025 0,0626 0,7851 0,126

Lin -0,28962 | -0,42578 | 0,41048 0,4341 0,46534 0,17638 | -0,48292
0,2029 0,0543 0,0646 0,0493 0,0335 0,4444 0,0266

Mot -0,38389 | -0,51072 | 0,61631 0,30789 0,78857 0,41052 | -0,78142
0,0858 0,018 0,0029 0,1745 <.0001 0,0645 <.0001

Prog -0,32151 | -0,46419 | 0,59636 0,30394 0,79401 0,4341 -0,77514
0,1553 0,034 0,0043 0,1804 <.0001 0,0493 <.0001

Rapid -0,29538 | -0,39668 | 0,57794 0,21535 0,78074 0,42811 | -0,74626
0,1936 0,075 0,0061 0,3485 <.0001 0,0529 0,0001

Med -0,22222 | -0,14365 | 0,32499 0,16244 0,21248 0,21702 | -0,25601
0,333 0,5345 0,1506 0,4817 0,3551 0,3447 0,2627

Slow 0,00976 | -0,07031 | 0,22689 0,1959 -0,01692 | 0,00846 | -0,01171
0,9665 0,762 0,3226 0,3947 0,942 0,971 0,9598

Static 0,35076 0,51592 | -0,68681 | -0,30205 | -0,78012 | -0,39493 | 0,76323
0,119 0,0167 0,0006 0,1833 <.0001 0,0764 <.0001

80T



Tabela 20 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em caes senis. (Continuagao) Sao

Paulo, 2017

Int DNA Oxi Pt PL [] PtPL Oxi Pt SPTZ [] Pt SPTZ TBARS Testo E2 AGE PL

VAP -0,00456 0,12727 -0,18333 0,15714 -0,40519 -0,21632 | 0,56364 0,25689 | -0,53016
0,9843 0,7261 0,6368 0,4963 0,0684 0,3336 0,071 0,4457 0,1765

VSL 0,02542 0,00606 -0,36667 0,12987 -0,42987 -0,2332 0,63636 0,22019 | -0,56631
0,9129 0,9867 0,3317 0,5747 0,0518 0,2963 0,0353 0,5153 0,1434

VCL 0,04888 0,23636 0,06667 0,29091 -0,31818 -0,214 0,13636 0,02752 | -0,22893
0,8334 0,5109 0,8647 0,2008 0,1598 0,3389 0,6893 0,936 0,5855

ALH 0,32528 0,5183 0,10084 0,62545 0,26814 -0,28458 -0,0411 0,02304 0,40001
0,1502 0,1248 0,7963 0,0024 0,2399 0,1993 0,9045 0,9464 0,3262

BCE -0,21773 -0,13939 0,13333 -0,10393 -0,39753 0,20051 | -0,05455 | -0,29359 | -0,38557
0,3431 0,7009 0,7324 0,6539 0,0743 0,3709 0,8734 0,3809 0,3455

STR 0,0154 0,14068 -0,05064 -0,0875 -0,30559 -0,29674 0,3158 -0,15243 -0,2439
0,9472 0,6983 0,8971 0,7061 0,1779 0,1799 0,3441 0,6546 0,5605

Lin 0,01437 -0,15854 -0,26051 0,00911 -0,44893 -0,1884 0,51599 0,10599 | -0,66062
0,9507 0,6618 0,4984 0,9687 0,0412 0,4011 0,1042 0,7564 0,0745

Mot 0,13364 0,46809 0,1841 0,06106 -0,69178 0,16718 | -0,05467 -0,0046 0,72294
0,5636 0,1725 0,6354 0,7926 0,0005 0,4571 0,8732 0,9893 0,0427

Prog 0,02122 0,01216 -0,19247 0,0566 -0,70592 0,09562 0,60275 0,25807 | -0,40607
0,9273 0,9734 0,6198 0,8075 0,0003 0,6721 0,0497 0,4436 0,3182

Rapid -0,01501 0,16364 -0,01667 0,10537 -0,68878 0,09446 0,38182 0,22937 | -0,24098
0,9485 0,6515 0,9661 0,6494 0,0006 0,6759 0,2466 0,4975 0,5653

Med 0,2478 0,35758 0,36667 0,01365 -0,21053 -0,15819 | -0,63636 | -0,56883 | 0,83139
0,2788 0,3104 0,3317 0,9532 0,3597 0,482 0,0353 0,0678 0,0105

Slow 0,1757 -0,18237 0 -0,2317 0,05467 -0,1041 -0,00913 | -0,13825 | -0,18788
0,4462 0,6141 1 0,3122 0,8139 0,6448 0,9787 0,6852 0,6559

Static -0,19263 -0,44242 -0,13333 -0,03703 0,65021 -0,16493 | -0,01818 | 0,09175 | -0,62655
0,4028 0,2004 0,7324 0,8734 0,0014 0,4633 0,9577 0,7885 0,0965

60T



Tabela 20 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em caes senis. (Continuagao) Sao

Paulo, 2017
MLAI MLAL MIAL MIAI APMit | MPMit | BP Mit
LAl 1 003053 | -0.20071 | -0.19481 | -0.28961 | -0.25325 04
0.8955 0383 03974 | 02029 0.268 0,0724
AL 1 -0,40416 | -0,83988 | -0,46898 | -0,50536 | 0.71842
00692 | <.0001 0,032 00194 | 00002
AL 1 017083 | 053069 | 048133 | -0,57421
04591 | 00133 | 00272 | 00065
Al 1 035325 | 052468 | -0,67662
01162 | 00146 | 0,0008
. 1 031558 | -0,81039
A P Mit 01635 | <.0001
P it 1 20,72468
0,0002
B P Mit !

OTT



Tabela 20 - Andlise de correlagéo entre as variaveis de avaliagdo morfofuncionais e oxidativas do sémen e hormonais em caes senis. (Continuagao) Sao

Paulo, 2017

Int DNA Oxi Pt PL [] PtPL Oxi Pt SPTZ [] Pt SPTZ TBARS Testo E2 AGE PL

MLA -0,23481 0,06667 0,07143 -0,26015 0,29624 0,22468 0,21212 | -0,34043 | -0,36037
0,319 0,8647 0,8665 0,268 0,2047 0,3275 0,5563 0,3358 0,4271

MLAL 0,08573 0,43333 0,30952 0,434 0,68146 -0,60474 | -0,51515 -0,1459 0,34236
0,7193 0,244 0,4556 0,0559 0,0009 0,0037 0,1276 0,6876 0,4523

MIAL 0,06042 0,55 0,14286 0,09101 -0,47161 0,17993 | -0,13939 | -0,02432 | 0,54056
0,8002 0,125 0,7358 0,7028 0,0358 0,4351 0,7009 0,9468 0,2103

MIAI -0,1427 -0,81667 -0,69048 -0,54737 -0,56241 0,28312 0,41818 0,231 -0,70273
0,5484 0,0072 0,058 0,0125 0,0098 0,2136 0,2291 0,5208 0,0782

A P Mit 0,17592 -0,16667 -0,47619 0,18346 -0,55338 0,27403 0,28485 0,43161 | -0,25226
0,4582 0,6682 0,2329 0,4388 0,0114 0,2294 0,425 0,2129 0,5852

M P Mit -0,08532 -0,21667 -0,42857 -0,19398 -0,67669 0,23377 0,3697 0,10334 | -0,25226
0,7206 0,5755 0,2894 0,4125 0,0011 0,3078 0,2931 0,7763 0,5852

B P Mit -0,03549 0,31667 0,35714 0,11128 0,81353 -0,3013 -0,35758 | -0,51672 | 0,05406
0,8819 0,4064 0,3851 0,6405 <.0001 0,1844 0,3104 0,1262 0,9084

Int DNA 1 0,14025 -0,4622 0,23526 0,13816 -0,08146 | 0,20092 0,10599 0,21341
0,6992 0,2103 0,3046 0,5504 0,7256 0,5536 0,7564 0,6118

Oxi Pt 1 0,86667 0,06667 0,45455 -0,47879 | -0,47879 | -0,33745 | 0,80729
PL 0,0025 0,8548 0,1869 0,1615 0,1615 0,3403 0,0154

[] Pt PL 1 -0,3 0,26667 -0,28333 -0,75 -0,5594 0,56631
0,4328 0,4879 0,46 0,0199 0,1173 0,1434

Oxi Pt 1 0,37273 -0,31818 | 0,03636 0,53213 -0,0241
SPTZ 0,0961 0,1598 0,9155 0,092 0,9548
[1Pt 1 -0,43377 | -0,20909 | 0,08257 0,20483
SPTZ 0,0495 0,5372 0,8093 0,6265
TBARS 1 -0,04545 | -0,28442 | 0,19279
0,8944 0,3966 0,6474

Testo 1 0,33029 | -0,77114
0,3212 0,0251

1 -0,5309

E2

0,1758

11T






