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CONGELACAO DE CELULAS ESPERMATICAS PROVENIENTES DE EPIDIDIMO DE
GATOS DOMESTICOS CONTENDO ANTIOXIDANTE NO MEIO DILUIDOR

RESUMO - Este estudo foi conduzido com o objetivo de o uso do meio diluente
Botu-crio associado a vitamina E, em diferentes concentracdes, que se demonstrem
efetivas para a criopreservacdo de sémen obtido de recuperado epididimario em felinos
domésticos. Cinquenta e quatro gatos domésticos foram utilizados no experimento apés
serem submetidos a orquiectomia eletiva e os espermatozéides obtidos diretamente da
cauda e ducto deferente do epididimo. Foram constituidos 18 “pools”, com o material de
trés animais cada e estes, divididos em quatro grupos experimentais. No grupo controle
(GO) o sémen foi congelado com o diluente Botu-Crio®. Nos grupos G 0,3, G 0,6 e G
0,9, ao diluente Botu-Crio® foi acrescido vitamina E em trés concentracdes, 0,3, 0,6 e
0,9mM, respectivamente. Para cada grupo, as amostras de sémen fresco foram
inicialmente avaliadas quanto a motilidade, vigor, morfologia supravital e teste
hiposmotico, para verificar a qualidade minima exigida para a congelagdo (motilidade
270% e vigor 23). Os mesmos parametros foram reavaliados apds a descongelacéo
também para o TBARS. Na avaliacdo da motilidade e vigor, ndo foi observado diferenca
estatistica entre o grupo controle e as concentracdes de vitamina E. Nos testes
supravital, hiposmético, morfolégico e teste TBARS, também ndo houve significancia
entre as trés diferentes concentracbes de vitamina E e o grupo controle. Pode-se
concluir que as trés concentragcbes de vitamina E, n&o ofereceram protegcéo
antioxidante ao recuperado de epididimo de felinos domésticos.

Palavras chave: antioxidante, estresse oxidativo, felino, recuperado epididimario



FREEZING SPERM CELLS OF EPIDIDYMIS DOMESTIC CATS WITH ANTIOXIDANT
IN THE DILUENT MIDLE

ABSTRACT - This study was conducted with the objective of using the medium
Botu-crio®, associated vitamin E, at different concentrations, which demonstrate
effective for cryopreservation of epididymal semen obtained recovered from domestic
cats. Fifty-four domestic cats were used in the experiment after undergoing elective
orchiectomy and sperm obtained directly from the tail of the epididymis and vas
deferens. 18 " pools " were made with the material of three animals each and these
were divided into four experimental groups. In the control group (G0O) semen was frozen
with Botu-crio®. In the groups G 0.3, G 0.6 to G 0.9, the diluent was added at three
concentrations of vitamina E, 0.3, 0.6 and 0.9 mM, respectively. For each group, the
fresh semen samples were initially evaluated for motility, viability, morphology and
supravital and hypoosmotic test to verify minimum quality required for freezing (= 70 %
motility and vigor = 3). The same parameters were reassessed after thawing also for
TBARS. In the evaluation of motility and vigor, no statistical difference was observed
between the control group and the concentrations of vitamin E. In supravital tests,
hyposmotic, morphological and TBARS assay, there was no significance between the
different concentrations of vitamin E and the control group. It can be concluded that the
three concentrations of vitamin E, antioxidant protection not offered recovered from
epididymis of domestic cats.

Keywords: antioxidant, oxidative stress, feline, retrieved epididymal



1. INTRODUCAO

Espécies de animais selvagens estdo ameacadas de extingcdo, como
consequéncia da mortalidade pela caca predatoria, destruicdo dos seus habitats e
também pelo trafico ilegal (PRIMACK; RODRIGUES, 2000). Os carnivoros,
principalmente os grandes felinos, necessitam ocupar extensas areas para atender
suas necessidades, sendo animais vulneraveis a fragmentacéo e degradacao ambiental
(SUTHERLAND, 2000). Entre estas, estdo 36 espécies de felinos selvagens, como o
leopardo-nebuloso (Neofelis nebulosa) e o Lince-ibérico (Lynx pardinus), segundo
dados do IUCN (2009). No Brasil, as oito espécies de felinos selvagens que compdem a
fauna estdo em risco de extingao, tal como a oncga-pintada (Panthera onca) (OLIVEIRA;
CASSARO, 2005; IBAMA, 2014). As pesquisas relacionam a extingcdo destes animais a
fatores como a reclusdo a determinadas regides o que dificulta as migragdes para
reproducdo, reduzindo a variabilidade genética, com consequente queda da fertilidade,
aumento da susceptibilidade as doencas e elevacdo da mortalidade infanto-juvenil
(WILDT et al.,, 1995; FRANKHAM et al., 2004). Nesse sentido, a utilizacdo da
reproducédo assistida como a inseminacéo artificial (IA) e a fertilizacdo in vitro (FIV),
entre outras técnicas como a criopreservacdo do sémen, demonstraram ser uma
excelente forma de preservacédo de germoplasma, além de solucionar problemas como
disturbios fisicos e comportamentais dos animais que impedem a reproducao natural;
ou ainda descartam a necessidade de transporte destes animais, facilitando a execucao
da variabilidade genética (PUKAZHENTHI; WILDT, 2004).

Contudo, a manipulacdo de felinos selvagens e a dificil obtencdo de exemplares

sdo um dos grandes obstaculos para o desenvolvimento das pesquisas. Para tanto, o
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emprego de gato doméstico, espécie longe do risco de extincdo, € uma excelente
opcdo como modelo experimental pelas facilidades de obtencdo, manejo e fisiologia.
Atualmente acrescenta-se ainda, o crescimento do interesse de criadores nos avancos
das técnicas de reproducdo assistida devido ao grande aumento do mercado pet
mundial voltado para a venda de gatos domésticos, que ja supera o niumero de caes
como animais de estimacdo em muitos paises como o Brasil; além de também servir
como modelo de estudo para patologias humanas, principalmente nas pesquisas sobre
teratospermia (LUVONI, 2006; PUKAZHENTHI et al., 2006).

Novas técnicas de processamento do sémen estdo sendo constantemente
atualizadas, existindo grandes avancgos principalmente com animais de producéo. No
entanto, poucos dados literarios estdo disponiveis para as espécies felinas, mesmo
para os felinos domésticos (PUKAZHENTHI et al.,, 2006). Nos estudos sobre
criopreservacdo de sémen € sabido que os danos causados no processamento e
observados ap6s a descongelacdo, reduzem a sua qualidade fertilizante. Este fato,
somado as caracteristicas especificas do sémen felino, o qual apresenta altas taxas de
teratospermia (>60% de espermatozoides defeituosos), dificulta o sucesso dos
processos de biotecnologia do sémen e reforca a necessidade de estabelecer melhores
formas de processamento (PUKAZHENTHI et al., 2006).

Existem alguns métodos de colheita de sémen na espécie felina. Os mais
comuns sao a eletroejaculacdo (EE) e a vagina artificial (VA) (DOOLEY et al., 1991).
Também ha a possibilidade de recuperar as células espermaticas armazenadas na
cauda do epididimo e ducto deferente dos testiculos retirados na orquiectomia.

Recentemente, uma nova técnica foi descrita, com a obtencdo de sémen pela
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cateterizagao uretral (CUr) depois da administracdo de medetomidina (ZAMBELLI et al.,
2008). Todas estas técnicas sao eficientes para obtencdo de ejaculado e plasma
seminal, tendo cada uma, vantagens e desvantagens (ZAMBELLI et al., 2008).

A obtencdo diretamente da cauda do epididimo apresenta como vantagens a
possibilidade de preservacdo do material genético de animais submetidos a
orquiectomia ou mesmo que vieram a 6bito (TSUTSUI et al., 2000); e em termos de
pesquisa com gatos domesticos, facilita a obtencdo de material para estudo, pois
podem estar associadas as castracdes de rotina para controle populacional. Este
sémen pode ser facilmente empregado, pois apesar do menor volume obtido, mantém
caracteristicas semelhantes ao sémen fresco apds os processos de refrigeracado e
congelacdo (THUWANUT, 2010).

Independente da técnica de colheita de sémen, os danos ocorridos durante a
criopreservacdo podem prejudicar sua viabilidade. Para tanto, é necessaria a
associacdo de componentes ao sémen que possam garantir a integridade dos
espermatozoides. Um dos requisitos é a adicdo de meios diluentes com crioprotetores
gue garantam a nutricdo das células e evitem danos morfolégicos decorrentes do
choque térmico e osmético (WATSON, 2000). O diluente comercial Botu-crio®, apesar
de formulado inicialmente para uso com sémen de equinos (MELO et al., 2008), tem se
demonstrado efetivo para o emprego em outras espécies, como a felina (MACENTE et
al., 2012). Por se tratar de um produto comercial, proporciona o facil manuseio, além de
reduzir os custos do processamento.

Aos diluentes podem ser acrescidos varios aditivos para aumentar sua eficacia,

como o0s antioxidantes, os quais atuam principalmente na preservagao celular
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espermatica ao diminuir os danos causados pelo estresse oxidativo (THUWANUT,
2010). Entretanto, devido a escassez de estudos com sémen felino, ndo se conhece até
0 momento quais antioxidantes sdo 0s mais eficazes e principalmente quais as
concentracbes adequadas para a preservacao da integridade celular e capacidade

fertilizante.



OBJETIVOS

Geral: Avaliar se diferentes concentracdes de vitamina E associado a um meio diluente
comercial é viavel para a congelacéo das células espermaticas felinas.

Especifico:

- Avaliar se a técnica de colheita de espermatozodides por ordenha da cauda de
epididimo (SAVI et al., 2014*) sera eficiente para a espécie felina.

- Avaliar se o teste hiposmatico é eficiente para avaliar os espermatozoides de gatos
obtidos do epididimo e ducto deferente.

- Determinar qual a concentracdo de vitamina E que adicionado ao meio Botu-crio®

favorece a preservacdo das células espermaticas obtidas de epididimo de gatos

domeésticos.

*SAVI, P.A.P. (Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Unesp — Jaboticabal).
Comunicacéo pessoal, 2014.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomo-fisiologia da Reproducéo do Gato Domeéstico
Anatomia

Anatomicamente, os gatos domeésticos possuem 0 pénis inserido na posicao
ventral ao escroto, voltado para tras, mas que se reverte durante a erecao para
conclusao da copula (JOHNSTON et al., 1996). A genitalia masculina nos felinos pode
ou ndo conter um 0SSO peniano vestigial e papilas corneas recobrindo cerca de dois
tercos da superficie, direcionadas a base do pénis (JOHNSTON et al., 1996;
PARAGON; VAISSAIRE, 2001).

As papilas corneas estdo completamente desenvolvidas apenas com a
maturidade sexual (aproximadamente aos 9 meses de idade), com desenvolvimento e
persisténcia androgeno-dependentes, ou seja, regride o desenvolvimento em animais
castrados (JOHNSTON et al., 1996; MORAES et al, 2002; SILVA et al., 2003). O papel
principal destas papilas € a estimulacdo de mecano-receptores presentes na vagina das
fémeas induzindo a ovulacdo no momento da copula (BAKKER; BAUM, 2000).

Os testiculos migram para o escroto ainda durante o desenvolvimento fetal,
estando presentes ao nascimento, mas sendo palpaveis apenas as 6 a 8 semanas de
vida. A espermatogénese inicia-se apenas aos 5 meses, com possivel liberacdo de
espermatozoides em ejaculados logo apos este periodo (FELDMAN; NELSON, 1996).
Na espécie felina doméstica, os testiculos de animais adultos medem em média

1,5x1,0x1,0cm cada (JOHNSTON et al., 2001).



Morfofisiologia

Pouca informacdo estd disponivel na literatura para melhor entendimento da
morfofisiologia reprodutiva dos felinos, mesmo para o gato doméstico (PUKAZHENTHI
et al., 2006). Na Tabela 1, estdo descritos alguns dos parametros disponiveis quanto as
caracteristicas seminais dos gatos domeésticos e sua compara¢cdo com outros animais

de interesse reprodutivo.

Tabela 1. Caracteristicas do liquido seminal das principais espécies de interesse

reprodutivo na fase adulta.

Caracteristicas Gato(a) Cao(c) Touro (e) Carneiro (e) Cachaco (e) Garanhao (e)
Volume (mL) 0,01a0,7 05a20 5a8 0,8al.2 150 a 200 60-100
Concentracéo 96 a 5101 800 a 2000 a

(10%mL) (b) 47,7 (d) 2000 3000 200 a 300 150 a 300
Motilidade (%) 60 a 90 75 40a 75 60 a 80 50 a 80 40a 75
Morfologia normal (%) >90 (c) 85% 65a 95 80 a 95 70a90 60 a 90

(@) KUSTRITZ, 2009

(b) ZAMBELLI et al., 2008
(c) MIALOT (1988)

(d) AGUIAR et al., 1994
(e) GANER; HAFEZ, 2004

2.2. Colheita de células esperméticas da cauda do epididimo e ducto deferente

O sémen dos felinos pode ser obtido com o uso de vagina artificial ou
eletroejaculador, por meio da cateterizagdo wuretral apd6s administracdo de
medetomidina e sondagem ou ainda diretamente do epididimo e ducto deferente de
testiculos de animais castrados ou que vieram a 6bito (AXNER; LINDE-FORSBERG,

2002; ZAMBELLI et al., 2008). As principais diferencas entre estes métodos de colheita
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referem-se ao volume e a concentragcdo do sémen obtido (Tabela 2). Além disso,

independentemente da técnica utilizada e de sua correta execucédo, estes valores sdo

considerados inferiores em comparagao a outras espécies, como 0s bovinos e caninos

(THUWANUT, 2010).

A colheita diretamente do epididimo e ducto deferente pode ocorrer de duas

formas: com a compressdo dessas estruturas como uma “ordenha” ou apds o

fatiamento do epididimo e centrifugacdo com coloide. Independente do meétodo, a

colheita diretamente do epididimo resulta em quantidades muito pequenas, com baixas

contagens de espermatozoéides e baixos indices de motilidade quando comparado a

outras técnicas, fato este que limita sua utilizagcdo (COCCHIA et al., 2009).

Tabela 2. Comparativo entre os métodos de colheita de material espermatico por meio

dos parametros seminais em gatos domésticos obtidos da literatura.

Cauda do Cateterizacéo
Paradmetro Vagina Artificial  Eletroejaculac&o epididimo uretral
Volume (mL) 0,01a0,12(a) 0,019a0,74 (a) * 0,0105 (a)
Concentracdo espermatica
(10%mL) 96 a 5101 (a) 168 a 361 (a) 55a72(a) 1868,4 (a)
Numero total de
espermatozdides (10°) 3all7 (a) 9 a 153 (a) 5,4 a 58,2 (b) 21 (a)
Morfologia espermatica
(% normais) 38,2 a >90 *** (a) 49 a 90,5 (c) 91,8 (a)
Motilidade (%) 56 a 84 (a) 50 a 80 (d) 78,1 (a)
pH 6,6 2 8,8 (a) *x 7(2)
Osmolaridade 274 a 390 (a)
(mOsm/Kg) *x *x

Esta tabela é modificada de Axnér e Linde-Forsberg, 2002

*O volume de espermatozoides da cauda de epididimo depende do método de colheita.



**N&o ha dados disponiveis.
***Esta média varia entre os estudos, provavelmente devido aos diferentes métodos de fixacéo e
leitura.

(a) Zambelli et al., 2008

(b) Cochia et al., 2009

(c) Goodrowe e Hay, 1993; Axnér et al., 2004; Thuwanut et al., 2010

(d) Goodrowe e Hay, 1993; Axnér et al., 2004; Kashiwasaki et al., 2005; Hermansson e Axnér,

2007.

As caracteristicas dos espermatozoides obtidos de epididimo de gatos possuem
padrbes diferentes, quando comparado ao sémen ejaculado como foi demonstrado na
Tabela 2. Contudo, esta técnica se ressalta das demais pela possibilidade de
preservacdo de material genético dos animais castrados ou que vieram a Obito
inesperadamente, sendo relatado que suas caracteristicas ndo foram significativamente
sensiveis aos processos de congelacdo ou pés-descongelagédo, quando comparado ao

sémen ejaculado (TEBET et al., 2006; ZAMBELLI et al., 2008).

2.3. Avaliacdo seminal

As técnicas de avaliacdo seminal devem permitir uma analise quantitativa e
gualitativa. Os critérios mais empregados séo as caracteristicas morfolégicas tais como:
aspecto, volume, pH, motilidade, vigor, concentracdo e morfologia espermatica (PLATZ
et al., 1976; HOWARD, 1993; WILDT et al., 1993; SWANSON et al., 1996).

Aspecto: fornece informacdes sobre glandulas acessorias e testiculos (MANN;

LUTWAK-MANN,1981).
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Volume e Concentracdo: determinam a qualidade de producdo de sémen

(SALISBURY et al., 1961). Sao dependentes do grau de estimulacao sexual, nUmero de
ejaculacdes sucessivas e método de colheita (WILDT et al., 1986).

pH: determina o poder tampdo do ejaculado e possiveis contaminacdes do
mesmo (ex. urina) (PLATZ; SEAGER, 1978).

Motilidade: é a porcentagem de espermatozéides em movimento progressivo,
classificado de 0 a 100% (HOWARD, 1993).

Vigor: é verificada a qualidade do movimento progressivo executado pelos
espermatozoides, avaliada em uma escala de 0 a 5 (HOWARD, 1993).

Morfologia: visa classificar os espermatozoides normais e as formas anormais,
sendo estas divididas em defeitos menores e maiores (BLOM, 1950). O sémen é
normospérmicos quando encontrados valores iguais ou superiores a 60%; e
teratospérmicos quando inferiores a 40%. Teratospermia é achado frequente nos
felinos domésticos, mas os mecanismos celulares e moleculares causadores ainda sao
desconhecidos (NEUBAUER et al., 2004). Amostras de sémen obtidas do epididimo
apresentam maior porcentagem de espermatozoides com alteracbes morfologicas, com
valores entre 36 a 54% (GOODROWE; HAY, 1993; LENGWINAT; BLOTTNER, 1994),
uma vez que 0s espermatozolides continuam o processo de maturacdo ainda no
epididimo e ductos deferentes (LUVONI et al., 2003).

Entretanto, alguns autores ja verificaram em pesquisas que as avaliacdes
morfologicas previamente descritas sao insatisfatorias para determinar o potencial
fecundante do sémen (GOODROWE; HAY, 1993; HOWARD, 1993; AITKEN, 2006).

Sendo assim, a avaliacdo da capacidade fecundante deve ser feita por meio de testes
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denominados funcionais: avaliacdo da integridade de membrana plasmatica,
integridade de acrossomo, entre outros (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003). Os testes
funcionais empregados neste estudo estdo mais detalhados a seguir:

Teste hiposmotico: serve para avaliar a integridade funcional da membrana

espermatica, por meio da submissdo dos espermatozoides ao estresse ocorrido ao ser
colocado em uma solugcdo com a osmolaridade menor do que a encontrada em seu
interior (BITTENCOURT et al., 2005). A condicdo hiposmadtica do meio externo ao
espermatozoide promove um influxo de agua pela membrana plasmatica, causando a
sua dilatacdo com consequente dobramento ou enrolamento do flagelo no interior da
membrana (JEYENDRAN et al.,, 1984; OBERST et al., 2003). A ocorréncia destas
alteracbes morfolégicas € desejavel, pois caracterizam a integridade funcional da
membrana (JEYENDRAN et al., 1984; FERREIRA et al. 2001, OBERST et al. 2003,
ALVES et al.2005a, BORGES et al. 2005a,b).

Teste de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitlrico (TBARS): este teste

determina a oxidacéo lipidica desencadeada durante a formacédo de um complexo entre
0s compostos de gordura com o acido tiobarbitdrico. Esta unido resulta em uma solucéo
roséa que pode ser lida e quantificada por meio de um espectofotbmetro a 532-535nm

(BERNHEIM et al., 1948; MELTON, 1983; IGENE et al., 1985).

2.4. Criopreservacdo do sémen de gatos domésticos
A criopreservacdo € uma técnica de processamento de sémen amplamente
pesquisada com importantes estudos direcionados para os felinos (AXNER et al.,2004;

LUVONI, 2006). Porém, os dados obtidos ainda demonstram uma grande dificuldade
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em eliminar os efeitos causados pelo congelamento e descongelamento do sémen, com
muitos resultados variaveis e contraditorios, persistindo as buscas por um protocolo
ideal para criopreservacdo do material genético dos felinos (LUVONI et al., 2003a,
AXNER, 2006; HOWARD et al.,1986; HAY; GODROOWE, 1993; LUVONI et al., 2003b;
TSUTSUI et al., 2003; ZAMBELLI et al., 2002).

E conceito que a criopreservacio do sémen soé é efetiva se as andlises do sémen
a fresco apresentem as caracteristicas minimas para congelacdo: motilidade de 70% e
vigor igual ou superior a 3 (JOHNSTON et. al., 2001). Os protocolos utilizados para o
recuperado epididimario de gatos domésticos demonstraram que apos a descongelacao
houve queda na qualidade devida a diminuicdo da integridade acrossomal para valores
entre 30-50% (LENGWINAT; BLOTTNER, 1994). Axner et al. (2004), demonstraram
melhora destes valores nas analises pos-descongelacdo, quando o meio Tris gema de
ovo foi suplementado com Equex STM®.
Botu-crio®

Os diluidores mais empregados para o sémen de felinos sdo o Tes e o Tris,
usados de forma isolada com a adicdo de acucares como frutose e glicose, ou
associados (HAY; GOODROWE, 1993; SANCHEZ; TSUTSUI, 2002). Estes diluidores
sdo acrescidos de 3 a 4 % de glicerol para o processo de congelacdo (HAY;
GOODROWE, 1993; ZAMBELLI et al., 2002), contendo antibiéticos como a penicilina e
amicacina (SANCHEZ; TSUTSUI, 2002; LUVONI et al., 2003; TEBET, 2004).

Contudo, ndo h& um consenso sobre o melhor meio diluidor para a
criopreservacdo do sémen de felinos domeésticos, sendo testados ao decorrer das

pesquisas, novos meios diluidores como o MP-50 (TEBET, 2004) e o Botu-crio®
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(MACENTE et al., 2012); ou novos adjuvantes que venham a melhorar a eficiéncia da
criopreservacdo, como o Equex® ( ZAMBELLI et al., 2010).

O meio diluente Botu-crio® foi elaborado para a espécie equina (MELO et al.,
2008), sendo ja comprovada sua eficacia nesta espécie. Seu uso € uma forma de
reduzir os custos do procedimento e facilitar o emprego, uma vez que se trata de um
produto comercial, com padrédo de formulacéo e fabricacdo, aumentando a acuracio de
seu desempenho. A sua eficacia pode ser devido a associacédo de dois crioprotetores
intracelulares, o glicerol e a amida, com um extracelular, a gema de ovo, reduzindo o
estresse osmotico (BALL; VO, 2001) e prevenindo a formacdo de cristais de gelo
intracelular (AMANN; PICKETT, 1987). A associacao de crioprotetores reduz oS riscos
do efeito téxico do glicerol, visto que a quantidade de 8% ao diluente ja foi comprovada

ser toxica em felinos (ZAMBELLI et al., 2002).

Vitamina E

Véarias sdo as etapas para os processos de congelacdo e descongelacdo do
sémen, que podem levar a danos morfofuncionais como: lesdo de membrana
plasmética, lesdo da membrana acrossomal, ou ainda lesdo ao material genético
(DNA). Estes danos diminuem a funcdo e o potencial de fertilizacdo dos
espermatozoides. Entre as causas podemos citar o choque térmico, 0 estresse
osmatico (WATSON, 2000) e o estresse oxidativo (AGARWAL et al., 2006).

O estresse oxidativo, responsavel pela queda de qualidade do sémen, é
caracterizado por um desequilibrio da homeostase celular dos espermatozoides pela

producdo excessiva ou acumulo das espécies reativas do oxigénio (ROS), vinculado a
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falhas nos mecanismo antioxidantes naturais (AGARWAL et al.,, 2003). Um efeito
benéfico pode ser obtido sobre as células esperméticas com um nivel baixo de estresse
oxidativo, mas em grande quantidade pode levar a morte celular (AITKEN et al., 1996).

Os ROS séo espécies reativas do oxigénio que possuem elétrons livres e
instaveis, que necessitam parear com outros elétrons em moléculas proximas para se
tornar estaveis, causando a oxidacdo das mesmas. Como exemplo de ROS, podemos
citar os radicais superoxidos e hidroxilas (NOGUSHI; NIKI, 1999; SILVA, 2006).

Nos processos de criopreservacdo de sémen, os radicais sdo gerados durante 0s
processos de congelacdo e descongelacdo, sendo eles o0s responsaveis pela
diminuicdo da funcdo das células pos-descongelacdo (CHATTERJEE; GAGNON,
2001). O periodo de resfriamento antes da congelacdo, bem como o tempo de
armazenamento pos-descongelacdo, sdo fatores importantes no desencadeamento do
estresse oxidativo (THUWANUT et al.,2008).

As células esperméaticas possuem em sua conformacdo de membrana, uma
camada lipidica susceptivel aos processos de peroxidacdo (SILVA, 2006). A reacao
entre os ROS e os acidos graxos poliinsaturados € conhecida como peroxidacao
lipidica (AGARWAL et al., 2003). Esta reacao € responsavel por afetar a integridade e a
permeabilidade de membrana e causar perdas irreversiveis da motilidade espermatica
(STOREY, 1997). Os radicais podem afetar diretamente o DNA espermatico, causando
lesBes deletérias no genoma paterno do embrido (TREEMELLEN, 2008).

A protecdo das células contra os ROS ou outros radicais livres, pode ser obtida
por meio da acéo dos antioxidantes. Eles podem ser classificados em duas categorias,

de acordo com sua funcdo: enzimaticos e ndo enzimaticos (SILVA, 2006). Outra
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classificacdo referida a eles diz respeito a suas solubilidades em agua ou lipidio
(PAPAS, 1999).

Os antioxidantes atuam suprimindo as reacdes em cadeia do ferro e o cobre; ou
ainda eliminando os radicais livres liberados pelo metabolismo celular e os advindos de
fontes exogenas, impedindo a peroxidacao dos lipidios ou 0 ataque aos aminoacidos
das proteinas e das bases de DNA (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Como exemplo de
antioxidantes enzimaticos, podemos citar a catalase (CAT), a glutationa
peroxidase/redutase (GSH-PX/GSH), superéxido dismutase (SOD) (IRVINE, 1996) e a
vitamina E (SILVA, 2006). E para exemplificar os ndo enzimaticos, podemos citar a N-
acetil-cisteina (SILVA, 2006).

Uma possibilidade de uso de antioxidante natural diz respeito a vitamina E,
composto lipossoluvel presente nas membranas celulares lipoprotéicas, como nas
células espermaticas. Esta vitamina esta presente em oito diferentes formas (a-, B-, y-,
0-, tocopherol/tocotrienols), sendo o a-Tacoferol 0 mais ativo e abundante antioxidante
lipossolavel (BONI et al., 2010).

A vitamina E desempenha importantes fun¢cdes como a supressao da reacao de
peroxidacao lipidica causada pelas ROS, a regulacdo das funcdes fisiolégicas das
células e a interacdo com os fosfolipidios de membrana, aumentando a sua estabilidade
(WANG; QUINN, 1999). A atuacédo deste antioxidante sobre os ROS ocorre sob a forma
de quebra de cadeia, reduzindo o poder de lesédo destes. Mas ndo promove a
eliminacao total dos radicais livres como um antioxidante de limpeza (DAD et al., 2006;

CHOW, 1991; SHARMA; AGARWAL, 1996). A inibicdo da peroxidacéo lipidica ocorre
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quando a vitamina E doa um H" para os radicais O,, OH e ROO, neutralizando o0s
mesmos (WANG; QUINN, 1999).

Apesar de alguns antioxidantes estarem presentes naturalmente nas células dos
seres vivos, a diminuicdo ou o desequilibrio entre eles e os niveis de ROS podem
causar disfuncbes celulares e predispor a doencas (PAPAS, 1999). No ambito da
reproducdo animal, estes compostos sdo encontrados no plasma seminal, no epididimo
e no citoplasma da peca intermediaria dos espermatozoides (IRVINE, 1996). Contudo,
estdo presentes em concentracdes insuficientes para impedir o estresse oxidativo e
manter a viabilidade espermatica nos processos de congelacdo e descongelacdo do
sémen (AURICH et al.,, 1997; STOREY, 1997). Além do fato de que, durante os
processos de criopreservacao de sémen, o plasma seminal pode ser descartado (CHEN
et al., 2003).

Um estudo utilizando hamsters dourados avaliou o0 estresse oxidativos de
recuperados de epididimo, sendo verificados maiores danos quando comparado ao
sémen, devido a este Ultimo possuir o plasma seminal produzido pelas glandulas
acessorias, uma excelente fonte de antioxidantes (CHEN et al., 2003).

Muitos estudos estdo sendo conduzidos com o intuito de minimizar os efeitos
toxicos dos ROS e a peroxidacdo lipidica dos espermatozoides, tanto em humanos
como em animais, sendo que estes ultimos tém servido como modelo experimental. A
suplementacdo com medicacOes orais ou alimentacao, formulados com antioxidantes
como a GSH, cisteina, vitamina E ou vitamina C demonstrou aumentar a qualidade do
sémen pos-refrigeracdo ou descongelacdo em humanos (SULEIMAN et al., 1996), e

muitas espécies animais, como os touros e cdes (MICHAEL et al., 2008). Na
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criopreservacdo de sémen canino a adicdo de 0,1 mM e 0,3mM de vitamina E
aumentou a viabilidade espermatica poés-descongelacdo, mas nao preservou a
integridade acrossomal (MICHAEL et al., 2007; MICHAEL et al., 2009). Ja na
concentracdo de 0,6 mM, esta adicdo promoveu aumento da motilidade e da
integridade espermatica (LOPES, 2010).

No entanto, a acdo dos antioxidantes na preservacdo da qualidade dos
espermatozoides nédo esta devidamente esclarecida, principalmente para algumas
espécies como os felinos, e mais precisamente os selvagens (THUWANUT, 2010).

Em pesquisas nutricionais sobre a suplementacao de vitamina E e 6leo de peixe
na dieta de coelhos néo foi verificada eficacia sobre os parametros seminais (GLIOZZI
et al., 2009). Em contrapartida, Thuwanut et al. (2008), avaliou a associacao do Trolox,
(um analogo hidrossoluvel da vitamina E) ao diluente Tris gema de ovo contendo Equex
STM antes da congelacdo e verificaram aumento da motilidade e integridade de
membrana, associado a preservacdo do DNA dos espermatozéides recuperados de

epididimo de gatos ap0s a descongelacao.
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Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais
Os animais foram provenientes da rotina do Setor de Obstetricia e Reproducao
Animal do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, campus de Jaboticabal — Unesp. Utilizou-se 54 machos da
espécie felina, submetidos a orquiectomia eletiva, sem predilecdo de raca, com idade
superior a 8 meses ou com peso corporal habil a reproducéo (entre 2,8 — 5,4Kg) ,
considerados em bom estado geral, apos inspecéo fisica. As colheitas foram realizadas
em épocas indeterminadas, uma vez que a literatura afirma ndo haver influéncias

sazonais na qualidade espermatica dos gatos domésticos (WILDT et al., 1999).

3.2. Constituicdo das amostras

Foram constituidos 18 “pools”, compostos cada um por células espermaticas
oriundas de trés animais submetidos a orquiectomia eletiva no mesmo dia. Apés o
procedimento cirdrgico, foram realizadas ligaduras dos ductos deferentes para impedir a
perda dos espermatozoéides durante o transporte e em seguida, imersos em solucéao
fisiologica NaCl 0,9% a temperatura ambiente e transportados ao laboratério de
Reproducdo Animal, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reproducdo Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de
Jaboticabal — Unesp, local de processamento de todas as amostras deste experimento
(Figuras 2). A colheita das células espermaticas foi realizada até uma hora apés a

cirurgia.
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Figura 2. a)Posicionamento dos gatos para o0 procedimento cirargico.
b)Realizacdo da orquiectomia. c)Armazenamento dos testiculos para
transporte até o laboratério. Observar a ligadura do funiculo espermatico para
evitar a perda dos espermatozdides. d), e) e f)Posicionamento do testiculo
para a disseccao dissecc¢édo e individualizagdo do ducto deferente e cauda do
epididimo. g)Compressao da cauda do epididimo e ducto deferente por meio
de uma lamina de vidro, com derrame do material coletado em uma gota de
250 pL de Ringer Simples (seta amarela). h)Observar o recuperado
espermatico diluido no Ringer Simples (seta amarela).
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3.3. Obtencéo do recuperado espermatico
Os espermatozoides foram obtidos por meio da técnica adaptada por Savi et al,
(2014)*. As estruturas em torno da cauda do epididimo e ducto deferente, em cada
testiculo, foram dissecadas e isoladas com auxilio de uma pingca hemostatica mosquito.
Essas estruturas foram recostadas sobre uma placa de Petri apoiada em diagonal, para
facilitar a descida do material espermatico, contendo uma gota de 250uL de solucéo
Ringer Simples (VILLAVERDE et al., 2007). Compressfes do ducto deferente foram
feitas com o auxilio de uma lamina de vidro, no sentido de dispor o conteudo sobre a
gota de Ringer. ApOs a ordenha, o recuperado foi pipetado e colocado dentro de um
tubo eppenforf de 1mL. A placa de Petri foi entdo lavada com mais 250uL de Ringer

para evitar possiveis perdas do recuperado.

3.4. Avaliacdo do recuperado espermético a fresco

O recuperado foi estabilizado em placa aquecedora a 38°C por 10 minutos e
entdo se realizou a avaliacdo do sémen a fresco, verificando-se o aspecto, volume,
motilidade e vigor, classificando o pool em apto (motilidade =270% e vigor 23) ou nao
para o experimento. Uma aliquota de 5uL foi utilizada para coloracdo vital com eosina
amarela, para avaliacdo posterior da vitalidade e morfologia. Outra aliquota de mesmo
valor foi separada para leitura do teste hiposmaético. Em seguida, o restante deste
recuperado foi centrifugado a 1.200 giros, por 10 minutos, sendo o sobrenadante
descartado. Do pellet foi retirada uma amostra de 5uL e diluido na proporcao de 1:20
em agua destilada para determinacdo da concentracdo espermatica. A descricdo exata

da realizacdo de cada técnica de avaliagdo esta descrita mais detalhadamente a seguir:

*SAVI, P.A.P. (Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Unesp — Jaboticabal).
Comunicacéo pessoal, 2014.
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Motilidade e Vigor
Uma amostra de 10uL dos “pools” foi colocada entre lamina e laminula, pré-
aquecidas a 37°C, para avaliacdo subjetiva sempre pelo mesmo observador, sob
microscopia Optica em aumento de 10 x e 40 x. Foram avaliados: motilidade
(porcentagem de células com movimento progressivo) variando de 0 a 100%; vigor
(qualidade do movimento progressivo dos espermatozdides) estabelecido em escala de
0 a5 (CBRA, 1998). Foram selecionadas as amostras com motilidade superior a 70% e

vigor superior a 3.

Concentracdo espermatica

Foram determinadas as concentracdes espermaticas ap0s a centrifugacdo do
recuperado epididimario. O sobrenadante foi desprezado e coletou-se 5uL do pellet que
foi diluido na proporcédo de 1:20 em agua destilada em eppendorf de 0,5mL. Apos 10
minutos de estabilizacdo em placa aquecedora a 37°C, foi feita leitura em camara de

Neubauer (AXNER; LINDE-FORSBERG, 2002; STORNELLI, 2007).

Morfologia espermatica

Uma aliquota de 0,5ul do recuperado foi utilizada para averiguar morfologia
espermatica por meio da coloracdo com eosina amarela, com a confeccdo de
esfregacos. Contou-se 200 células em microscopio 6ptico, com determinacdo das

alterac6es morfoldgicas classificadas em defeitos maiores e menores (BLOM, 1950).
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Teste supravital
A quantificacdo do percentual dos espermatozéides viaveis (com integridade de
membrana) foi feita apés a homogeneizacdo de uma amostra de 5 pL do material
recuperado com o corante eosina amarela e a confeccdo do esfregago (SAVI et al.,
2014). Foram avaliadas 200 células espermaticas, em microscopio Optico de luz, com
aumento de 100 vezes. Os espermatozoides que coraram em vermelho, indicaram
presenca de lesbes em membrana plasmatica. A ndo impregnacdo do corante
representou células espermaticas com membranas plasmaticas integras, sendo o0s

resultados expressos em porcentagem de espermatozoides (BARTH e OKO, 1989).

Teste hiposmoético

Esta avaliacdo seguiu a técnica escrita por Jeyendran et al. (1984), na qual os
espermatozoides foram incubados em uma solugdo hiposmoética (150mOSM) e
aguecidos a 37°C por 60 minutos. Posteriormente foram avaliados quanto a morfologia
em microscopio de contraste de fase, sendo classificados em células espermaticas
integras, as que apresentam a cauda enrolada. Foram avaliadas 200 células em cada
amostra e classificadas pelo formato da cauda. Para a determinacgéo do resultado final,
foi decrescido o numero de espermatozéides com cauda enrolada patolégica
(determinados durante a avaliacdo morfolégica) sobrando apenas células com cauda
enrolada devido ao teste hiposmotico (representando as células com membrana

plasmética integra).
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3.5 Grupos Experimentais

Apés todas as andlises no sémen fresco, foram formados os quatro grupos
experimentais com um mesmo pool. No grupo GO (controle), foi empregado apenas o
meio diluente Botu-crio® (Botupharma, Botucatu/SP, Brasil). Nos demais, este meio
diluidor foi acrescido de vitamina E (alfa-tacoferol - T3251, Sigma), nas seguintes
concentracdes: grupos G 0,3, G 0,6 e G 0,9mM.

Apoés a avaliacdo da concentragéao foi estabelecido o nimero de palhetas e a
quantidade de diluente a ser utilizado. E importante ressaltar que foram considerados
apenas 0s pools que atendiam as qualidades minimas para congelacdo, motilidade
270% e vigor 23, bem como a quantidade minima de palhetas necessarias para a
realizacdo de todos os testes propostos por este trabalho (oito palhetas — duas por
grupo).O pellet foi entdo ressuspendido em 400pL de diluente Botu-crio® e em seguida,
esse volume foi redistribuido igualmente (100uL) em 4 eppendorfs identificados para
cada um dos grupos deste estudo. Cada um destes foi entdo completado com a

guantidade necessaria de diluente e vitamina E correspondente a concentracdo do

grupo.

3.6 Congelacéo

Todos os grupos foram envasados em palhetas francesas de 0,25 mL, com
concentracdo de 5x10° espermatozéides por palheta, lacradas com polivinil alcool e
levadas a refrigeragdo a 4°C, por 60 minutos. Por Ultimo, as palhetas foram transferidas
para o vapor da coluna de nitrogénio liquido de 6 cm em uma caixa isotérmica

preparada especificamente para este fim, por 20 minutos a -70°C. Ato continuo, as
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palhetas foram mergulhadas no nitrogénio da caixa térmica a -196°C e transferidas para

armazenamento final em botijdo criogénico por tempo indeterminado (TEBET, 2004).

3.7 Descongelacéao
A descongelacao se deu pelo método ultrarrapido, em banho-maria a 70°C, por 8
segundos (PENA; LINDE-FORSBERG, 2000) e mantidas em eppendorfs de 1,5 mL

sobre placa aquecida a 38°C para entdo passarem pelas analises finais.

3.8. Avaliacédo pos-descongelacao

As avaliacdes de motilidade, vigor, supravital, morfologia e teste hiposmatico foram
realizadas novamente, como descritas acima, para o recuperado pés-descongelacao.
Valendo-se do fato de que a integridade de membrana plasmatica do espermatozoide é
fator determinante para que o processo de fertilizacdo oocitaria possa ocorrer (PAPA et

al., 2000), os testes descritos abaixo foram realizados para complementar a avaliacao.

Avaliacdo do indice de Resisténcia ao Estresse Oxidativo - TBARS

O protocolo escolhido para realizacdo deste teste, neste experimento, foi o
descrito por Buege e Aust (1978). Foi utilizada uma aliquota de 200 yL de cada grupo
apos a congelacao, apresentando concentracdo de 5 milhdes de células espermaticas
cada. Foram adicionados 100 uL do recuperado descongelado em tubos de ensaio
contendo 2 mL de solucdo denominada Radical Livre (RL: 15% de &cido tricloroacético;
0,25N de acido cloridrico, 0,375% de &cido tiobarbiturico). Os outros 100uL foram

adicionados em tubos de ensaio contendo 2 mL de uma solugdo denominada Sistema
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Gerador (SG: idem a solugao anterior acrescido de 50 mM de BHT e 0,24 mM de
sulfato ferroso heptahidratado) (PAYA et al., 1992). Estes tubos foram incubados em
banho fervente por 15 minutos, e em seguida, refrigerados em recipiente contendo gelo
triturado por mais 15 minutos. Apos, as amostras foram centrifugadas a 1200 giros por
15 minutos e o sobrenadante foi utilizado para a leitura no espectrofotdmetro (Thermo
Fisher Scientific — Genesy 20, China) com comprimento de onda de 532 nm. Essa
leitura permitiu a determinacdo da peroxidacdo lipidica sofrida pelas células
espermaticas, por meio da mensuracao das substancias reativas ao acido tiobarbitarico
e a consequente avaliacdo da protecdo antioxidante do diluidor na viabilidade
espermatica. Os resultados de mensuracdo de lipoperoxidacdo foram expressos em
nmol de MDA/5x10° espermatozéides mediante curva padrdo de MDA realizada no

espectrofotometro.

3.9. Analise Estatistica

A normalidade e hemocedasticidade dos dados foram verificadas pela aplicacéo
dos testes de Shapiro-Wilks e Barlett.

A avaliacdo das diferencas das médias de qualidade seminal foi através das
analises de variancias (ANOVA) (p>0,05). Quando significativo, as médias foram
submetidos ao teste de Duncan (p<0,05), o programa estatistico utilizado foi o SAS 9.2

(2008).
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4. RESULTADOS

Os testes de motilidade, vigor, supravital, hiposmético e morfologia (defeitos
maiores e menores), dos seguintes tempos e tratamentos: sémen a fresco; pos-
congelacdo, com o diluente Botu-crioc® e nas trés concentracbes da vitamina E

acrescidas ao mesmo diluente, estao representadas na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios (+ desvio padrao) obtidos nos testes de Motilidade (Mot),
Vigor, Supravital (Vital), Hiposmotico (Hip) e Morfologia (Def Mai e Def Men), para o
recuperado epididimario a fresco e apds a congelagéo, para o grupo controle (G0) e as
trés concentragdes diferentes de vitamina E (G0,3; G0,6; G0,9) Jaboticabal, 2014.

Momento/ Morfologia
Gruoo Mot (%) Vigor Vital (%) Hip (%) Def Def

P Mai (%) Men (%)
Afresco  75,0+1,42% 355+0,122 74,5+1,8% 76,7+1,9% 12,8+1,3% 225+2,6%
GO 15,8+1,8° 2,50+0,14* 38,9+2,5° 49,3+1,9° 26,1+1,7° 29,3+1,4°
G0,3 20,3+2,5° 2,77+0,17° 40,3+2,8° 52,4+3,9° 22,4+1,8° 30,5+1,7°
G0,6 14,7+1,9° 2,44+0,16° 40,0+2,5° 45,3+3,0° 22,6+1,7° 35,3+2,9°
G0,9 12,7+1,8°¢ 2,11+0,17° 38,0+3,0° 48,5+2,8° 258+2,1° 31,5+2,5°
Valor-P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0048

*Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Duncan (p<0,05).

Os resultados obtidos na avaliacdo do recuperado espermatico fresco foram
significativamente superiores aos encontrados para 0s quatro grupos pesquisados apos
a congelacéo, como ja era esperado.

Na avaliagdo da motilidade e vigor, ndo houve diferencga estatistica entre o grupo
controle e as duas concentragcdes mais baixa de vitamina E, 0,3mM e 0,6mM. Contudo,
foi possivel verificar uma diferenca significativa entre G0,3 e G0,9, para ambos o0s
quesitos (20,3 e 12,7% para motilidade; 2,77 e 2,11 para vigor, respectivamente).

Para os testes supravital e hiposmético, foi possivel observar ndo haver

significancia entre as trés diferentes concentragdes de vitamina E e o grupo controle. A
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mesma condicao foi encontrada na analise morfolégica comparando 0s grupos entre 0s
defeitos maiores e os defeitos menores.

Nas Tabelas 4 e 5, esta detalhado cada item observado na analise morfologica
dos espermatozoides recolhidos da cauda do epididimo e ducto deferente. Nesta, pode
ser verificado que a maior concentracdo de anormalidades encontradas se concentra
nas alteracbes de cauda, tanto em defeitos menores, quanto em maiores, entretanto,
nao diferiram estatisticamente (Figura 3).

Tabela 4. Porcentagens de anormalidades menores na analise morfolégica dos
espermatozoides obtidos da cauda de epididimo e ducto deferente de gatos domeésticos

antes (fresco) e apos o processo de congelacdo (GO/ G0,3/G0,6/G0,9). Jaboticabal,
2014.

Grupos Anormalidades Alteracdo Anormalidades Gota cito Def.
Cabeca iInsercao cauda distal Menores

fresco 3,77+0,43 0,83+0,38 9,2+1,12° 6,94+2,06° 20,77+2,17"
GO 4,05+0,67 0,83+0,27 24,3+1,55% 0,38+0,20° 29,61+1,67%
G0,3 4,05+0,46 0,94+0,21 25,1+1,78% 0,16+0,09° 30,22+1,77%
G 0,6 3,61+0,57 0,33+0,14 29,442,20% 2,22+2,16° 35,61+2,96%
G 0,6 3,33+0,60 0,50+0,18 27,3+2,59% 0,27+0,19° 31,38+2 54%
Valor-P 0,8738 0,3777 0,0001 0,0020 0,0004

*Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Duncan (p<0,05).
GO=grupo controle; G0,3=0,3 mM de vitamina E; G0,6mM de vitamina E; G0,9= 0,9 mM de

vitamina E.
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Tabela 5. Porcentagens de anormalidades maiores na analise morfologica dos
espermatozoides obtidos da cauda de epididimo e ducto deferente de gatos domésticos
antes (fresco) e apods o processo de congelacao (G0/ GO0,3/G0,6/G0,9). Jaboticabal,
2014.

Grupos Anormalidades Peca Anormalidades  Gota cito Formas Def. Maiores
cabeca intermediaria cauda proximal  teratogénicas

fresco  2,11#0,44  0,77+0,26*  8,50+1,19° 2,16x0,82* 0,00+0,00 13,55+1,58°

GO 2,44+0,37 1,22+40,27*  20,88+1,612 0,33+0,16° 0,16+0,09 25,05+1,662

G0,3 1,50+0,32 0,94+0,28% 19,66+1,592 0,44+0,23° 0,05£0,05 22,61+1,70?
G 0,6 1,72+0,35 0,38+0,18° 20,661,842 0,05+0,05° 0,00£0,00 22,83+1,822
G0)9 1,61+0,34 0,27£0,10°  24,16%+2,092 0,11+0,07° 0,16%0,09 26,33+2,09°

Valor-P 0,3551 0,0302 0,0001 0,0010 0,1310 0,0001

*Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Duncan (p<0,05).
GO=grupo controle; G0,3=0,3 mM de vitamina E; G0,6mM de vitamina E; G0,9= 0,9 mM de
vitamina E.

Figura 3. Fotomicrografia do campo 6ptico no teste de avaliagdo morfoldgica, evidenciando:
a) dois espermatozoides com a cauda fortemente dobrada. b) forma teratogénica (cabecas
multiplas). Coloragdo: eosina amarela. Aumento de 1000x.
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Os resultados para o indice de resisténcia ao estresse oxidativo, feito por meio

do TBARS, estéo representados a seguir (Tabela 5):
Tabela 6. Valores médios (+desvio padréo) das analises de lipoperoxidagéo lipidica pelo
teste TBARS nos quatro grupos, apos a congelacdo, demonstrando a producédo (RL), a

maxima producéo (SG) e a poder antioxidante (Delta) de radicais livres. Jaboticabal,
2014.

Tratamento RL SG Delta

GO Vit E 0,036+0,0012 0,359+0,0262 0,323+0,0262
GO,3 VitE 0,038+0,0022 0,349+0,0272 0,301+0,0272
GO0,6 Vit E 0,034+0,0022 0,300+0,0222 0,265+0,0212
GO,9 VitE 0,036+0,0022 0,313+0,0262 0,277+0,0262
Valor-P 0,7149 0,3243 0,3492

*Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Duncan (p<0,05).
GO=grupo controle; G0,3=0,3 mM de vitamina E; G0,6mM de vitamina E; G0,9= 0,9 mM de
vitamina E.

As trés concentracgdes de vitamina E usadas nos grupos, G0,3, G0,6 e G0,9, nédo
apresentaram diferenca significativa entre si e para com 0 grupo controle, tanto em
relacdo a dosagem da quantidade de radicais livres produzidos pela amostra (RL),
guanto no poder antioxidante das amostras (Delta) (obtido pela diferenca entre a
guantidade de RL e o maximo de radicais livres possiveis de ser produzido pela mesma

amostra (SG)).
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5. DISCUSSAO

A criopreservacao do sémen de felinos, assim como para outras espécies, possui
como vantagens a preservacdo, o deslocamento e a repetibilidade de emprego do
material genético presente nas ceélulas espermaticas (VILLAVERDE, 2006).

Na busca por melhorias nas técnicas de criopreservacdo, muitas pesquisas estao
sendo desenvolvidas a cerca dos diluentes, na tentativa de se obter adequada nutricdo
e protecdo as células espermaticas, de acordo com as necessidades de cada espécie
(WATSON, 2000). Como adjuvantes a estes diluentes, o emprego de antioxidantes
também visa melhorias na criopreservacao, reduzindo o choque térmico, o estresse
osmotico e oxidativo (WATSON, 2000; AITKEN; KRAUSZ, 2001).

A recuperacdo de espermatozdides da cauda de epididimo possibilita o
aproveitamento do material genético de animais submetidos a orquiectomia ou que
vieram a oObito (TSUTSUI et al., 2000). Ademais, nas pesquisas de criopreservacao com
felinos domésticos, facilita a obtencédo dos espermatozoides, uma vez que esta espécie
requer treinamento e adaptacdo para que seja possivel colher o sémen por meio de
vagina artificial (JOHNSTON et al., 2001). Contudo, ainda nao foram estabelecidos
padrbes Otimos e protocolos adequados para a criopreservacao desta espécie
(LUVONI, 2006; PUKAZHENTHI et al., 2006).

As analises do sémen a fresco confirmaram a qualidade do recuperado
epididimério, uma vez que foram selecionados para o experimento apenas 0s pools que
apresentaram condi¢des minimas para a congelagcédo (motilidade =270% e vigor 23). Os
valores médios, encontrados no presente estudo, para o sémen fresco em relacdo aos

parametros motilidade e vigor foram de 75% e 3,5, respectivamente, semelhantes aos
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encontrados por Macente et al. (2012; 72,5%) e superiores aos de Axnér et al. (2004
59%). Este fato pode ser explicado pela diferenca no modo de obten¢c&o das amostras,
visto que no presente estudo e no Macente et al. (2012) utilizou-se Ringer simples e 0
método de ordenha por compressdo da cauda do epididimo e ducto deferente,
enquanto que no de Axner et al. (2004) os espermatozoides foram recuperados apos
imersdo da cauda do epididimo e ducto deferente em PBS Dulbecco com posterior
centrifugacdo. Estudos indicam que a centrifugacdo apresenta efeito deletério sobre a
motilidade espermatica e, neste quesito, 0 método empregado neste trabalho causou
menos danos ao espermatozoide, podendo, portanto, ser considerado uma alternativa
viavel para a obtencdo de espermatozoides com motilidade mais alta (PAPA et a.,
2000).

Quando os valores da motilidade do sémen a fresco sdo comparados aos obtidos
apos a congelacdo, nota-se o0 ja esperado: uma reducdo deste parametro em
decorréncia dos danos causados pelo processo de congelacdo/descongelacdo, mesmo
suplementado com um antioxidante. Foi observado que a adi¢cdo da vitamina E nas trés
concentracfes empregadas neste estudo ndo exerceu o efeito de protecédo esperado,
visto que os valores da motilidade e vigor néo diferiram entre os grupos suplementados
e o grupo controle (que possuia apenas o diluente Botu-crio®). Ademais, apesar dos
valores encontrados terem sido semelhantes aos relatados por Macente et al (2012;
23,7% e 2,4 em relacdo a motilidade e vigor, respectivamente), foram inferiores ao
relatado por Thuwanut et al. (2008), que obteve 69,4%, ao suplementar o meio Tris com

5mM de um analogo da vitamina E solivel em &gua, o Trolox. Estas diferencas podem
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ser atribuidas aos diferentes meios utilizados (Tris x Botu-crio®) e as isoformas de
vitamina E.

Em relagédo ao teste supravital, notou-se que o recuperado a fresco apresentou
74,5% de espermatozdides viaveis, valor semelhante ao encontrado por Cocchia (2009;
74,3%), que comparou espermatozoéides obtidos do epididimo de gatos domésticos com
os de dois Tigres de Bengala (Panthera tigris). Na avaliacdo pds-descongelacao, foi
observada uma reducao significativa na viabilidade espermatica em todos os grupos e,
como néo diferiram estatisticamente entre si, podemos inferir que a adicdo da vitamina
E nestas concentracgdes foi insuficiente para proteger os espermatozoides contra 0s
danos causados pela criopreservacdo. De forma similar, os valores obtidos no teste
hiposmotico pés-descongelacdo nao diferiram entre os grupos e ficaram aquém do
sémen a fresco, como observado em outras espécies (BITTENCOURT et al., 2005;
TERRACIANO et al., 2008). Esta é a primeira vez que este teste € utilizado na espécie
felina e, portanto, ndo foram encontrados dados na literatura para comparacao.
Entretanto, como os resultados foram semelhantes aos do teste supravital, constatamos
ser um método valido para avaliar a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides felinos.

A analise morfolégica do sémen a fresco determinou 12,8% e 22,5% para 0s
Defeitos Maiores e Defeitos Menores, respectivamente. Estes valores foram bem
aguém dos encontrados por Macente et al. (2012) ao trabalhar com recuperado de
epididimo de gatos domésticos corados com eosina-nigrosina, no qual 82,6% dos
espermatozoides apresentaram defeitos maiores e 77,5% defeitos menores. Apés a

congelagao, notou-se aumento dos defeitos maiores e menores, independente do grupo
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experimental. Esta reducdo ja era esperada, uma vez que 0S processos de
criopreservacdo causam muitas injarias aos espermatozoides (LUVONI, 2004),
entretanto, acreditavamos que 0s grupos com vitamina E sofressem menos os efeitos
dos ROS, fato ndo confirmado nesta pesquisa.

A avaliagdo do TBARS reflete o indice de estresse oxidativo ao qual o
espermatozoide foi exposto durante o processo de congelacdo (BUEGE; AUST, 1978).
Os resultados obtidos neste teste, também demonstraram nao haver diferenca
estatistica entre o grupo controle e as trés concentracbes de vitamina E. Uma
possibilidade para este fato ter ocorrido pode ser a atuacdo da vitamina E, que ao
interferir na cadeia dos ROS por meio da doacao de ions hidrogénio, ofereceu protecao
aos componentes de membrana, mas nao eliminou os radicais livres diretamente como
um antioxidante de limpeza (DAD et al.,, 2006; CHOW, 1991; SHARMA; AGARWAL,
1996). Este fato pode ter interferido na determinacdo do seu desempenho pelo teste
TBARS. Outra possibilidade é que as concentracfes de vitamina E pesquisadas neste
estudo foram insuficientes para promover a devida reducédo na acao de radicais livres,
uma vez que, observando os valores obtidos, apenas numericamente, a menor
concentracdo de vitamina E (0,3mM) apresenta uma maior relevancia as demais
(BREININGER et al., 2005).

Muitos estudos com mamiferos (coelhos, equinos, bovinos, javali e carneiro)
pesquisando a atuacdo da vitamina E na qualidade do sémen obtiveram resultados
conflitantes (HATAMOTO et al., 2005; BAUMBER et al., 2002). A suplementacéo de
vitamina E ao meio Tris-gema-Equex, melhorou a motilidade progressiva, integridade de

membrana e protecdo ao DNA em sémen epididimario de gatos domésticos apos a
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descongelacdo, mas nao foi verificado nenhum efeito protetor na integridade de
membrana acrossomal (THUWANUT et al.,, 2008). Também n&o foram verificados
efeitos benéficos quando da adicdo de catalase e superoxido dismutase ao meio Tris-
frutose-citrato-gema (EYT-FC), sobre a motilidade, viabilidade e integridade acrossomal
de sémen de gatos apos a descongelacao (THIANGTUM et al., 2009).

Michael et al. (2007) pesquisaram o uso de vitamina E, também na concentracao
de 0,3mM, no processo de congelacdo de sémen de caes no meio Tris e Tris-Equex
STM, sem resultados satisfatérios. Contudo, LOPES (2010) obteve melhoras nos
indices de motilidade e preservacdo da membrana acrossomal pds-descongelacao, ao
empregar a vitamina E na concentracdo de 0,6mM, adicionada ao meio Tris-gema de
ovo/ glicerol. Estes resultados discrepantes ratificam a necessidade de se testar outras
concentracfes de vitamina E e/ou outros tipos de antioxidantes na tentativa de reduzir
consideravelmente os efeitos nocivos dos ROS sobre o0s espermatozoides
criopreservados.

A indiferenca observada nos testes entre as trés quantidades de vitamina E e o
grupo controle demonstram que as concentracdes empregadas neste estudo sédo
insatisfatérias para a protecdo antioxidante do recuperado epididimario de felinos
domeésticos.

O que pode ser definido neste estudo, é que as quantidades empregadas estao
proximas aos valores ideais, uma vez que em praticamente todos os testes ndo houve
diferenca estatistica entre as concentragées e o grupo controle, ndo sendo evidentes

efeitos tOxicos sobre 0s espermatozoéides.
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A realizacdo de mais testes como a avaliacdo da integridade de membrana
acrossomal e andlise da atividade mitocondrial, € uma alternativa de ampliar as analises
da eficacia da vitamina E, uma vez que alguns estudos ja comprovaram a sua atuacao

diferenciada entre as partes componentes dos espermatozoides.
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6. CONCLUSAO

Os resultados satisfatorios obtidos com o recuperado espermatico para o sémen
fresco, reafirmam a qualidade da técnica. O método de ordenha empregado
neste estudo garantiu a manutencdo da qualidade espermatica, abrindo caminho
para novas pesquisas e discussfes sobre a centrifugacdo nas técnicas de
criopreservacao seminal.

O teste hiposmético foi eficiente para avaliagcdo dos espermatozoides tanto a
fresco quanto apds o congelamento, tendo apresentado resultados semelhantes
ao teste supravital.

A adicao das concentracdes de Vitamina E (0,3; 0,6; 0,9) ndo foram suficientes
para melhorar a viabilidade das células espermaticas criopreservadas. Tais
concentracbes embora nédo tenham diferido do controle também néo
apresentaram protecdo antioxidante.

Portanto, sugere-se a realizacdo de mais pesquisas sobre a criopreservagao e
uso de antioxidantes para o recuperado espermatico de epididimo de gatos
domésticos, de modo a obter os melhores protocolos para a preservagdo do

material genético desta espécie.
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