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citoplasmética distal em sémen descongelado (EP); d) auséncia de
acrossomo em sémen descongelado EL); €) cabeca dupla em sémen
descongelado (EL); f) protrusdo de acrossomo em sémen descongelado
(EL), Botucatu, 2004.

Ultraestrutura espermética do sémen descongelado de gato doméstico,
oriundo de eetrogaculacdo (EL) e da colheita do epididimo e vaso
deferente de gato domeéstico (EP). a) espermatozoide mostrando distensdo
de membrana acrossomal externa (MAE), dteracdo de conteldo e
membrana acrossomal interna (MAI) aderida ao nuicleo (EL) (42000x); b)
vesiculagdo de acrossomo, MAI aderida ao nucleo EP) (31500x); c)
distensdo e ruptura da MAE (seta), manutencdo na homogeneidade de
contelido (23000x) (EP); d) distensdo de membrana plasmética (MP) e
MAI, semelhante a edema, heterogeneidade de contelldo e membrana
MAI aderida ao nucleo (EP) (42000x), Botucatu, 2004.
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INTRODUCAO

A conservacdo das espécies esta intrinsecamente ligada a manutencdo da variabilidade
genética. Quando uma populacdo é isolada geograficamente e fica sujeita a uniformidade
genética, véarios fatores se aliam para desencadear 0 processo de extingdo. Entre estes fatores
estdo a diminuicdo da fertilidade, maior susceptibilidade a doencas e elevacdo da mortalidade

infanto-juvenil (Rallset al., 1979; O’ Brien et al., 1985, Wildt et al., 1987)

A populacdo humana e suas atividades continuam se expandindo de maneira desenfreada,
tornando a fragmentacdo de habitat desordenada e continua. Pela méo do homem, tivemos
uma abrupta aceleracdo no processo de extingdo de espécies e um rompimento com o

processo evolutivo natural (Wildt, 1989; Lasley et al., 1994; Bainbridge e Jabbour, 1998).

Na tentativa de minimizar este caminho destrutivo, idealizou-se 0 Banco Gendmico que visa
armazenar materiais bioldgicos de cunho genético (Wildt, 1992; Leibo e Songsasen, 2002) e
gue, no Brasl, estd inserido dentro de um conceito mais amplo, o0 Banco de Amostras
Biologicas. Gametas e embrides congelados que permanecem vidveis apds a descongel agdo

podem ser transportados no tempo e no espago e ser utilizados, com auxilio das biotécnicas



reprodutivas, para incrementar o vigor genético de populacdes ameacadas. A teoria € |ogica.

A préticaainda deixa a desgjar.

Muitas espécies apresentam uma queda inaceitavel na qualidade do sémen apbs a
descongelacdo, devido principalmente aos danos causados na membrana plasmatica e
acrossomais. Entre as espécies fdinas isto € comum (Byers et al., 1989, Pukazhenthi et al.,
1999, Leibo & Songsasen, 2002), ainda mais se considerarmos que muitas S&o
teratospérmicas, isto € possuem alta porcentagem (> 60%) de espermatozdides defeituosos
(Wood et al., 1993; Pukazhenthi et al., 1999; Pukazhenthi et al., 2001; Penfold et al., 2003).
Além disto, as fémeas da maioria das espécies felinas apresentam ovulacdo induzida. O
sucesso da inseminacdo artificial com sémen descongelado em felinos €, portanto, um
multiplo desafio, pois aém da rotéavel queda na fertilidade do sémen (Pukazhenthi, 2000), a
inducdo hormonal a ovulacéo ndo é bem sucedida nas espécies (Pope, 2000) e gera alteracdes

do ambiente uterino, afetando o transporte embrionério (Graham et al., 2000).

Varios estudos em fisiologia e biotecnologia reprodutiva tém sido desenvolvidos em felinos.
Muito ainda esté por se saber. Esperase que, numa corrida contra o tempo, as proprias maos
do homem possam abrandar 0 processo destrutivo que desencadearam, visto que sua

interferéncia no meio é real e irrevogavel.

Em termos gerais, 0 objetivo deste estudo foi analisar as conseqliéncias do processo de
congelacdo e descongelacdo do sémen em trés espéecies de pequenos felinos. jaguatirica
(Leopardus pardalis), gato-do-mato-pequeno (. tigrinus) e gato doméstico Felis catus),
aém de experimentar um protocolo diferenciado de congelacdo para as espécies, com a

finalidade de obter sémen viadvel para utilizacdo em biotécnicas reprodutivas.
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EVI SAO DE LI TERATURA




1. ASPECTOS GERAIS DA CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

“A tecnologia do armazenamento de sémen foi revolucionada ha aproximadamente 50 anos,
com a descoberta do glicerol como crioprotetor. Isto permitiu que o sémen pudesse ser
congelado, estocado por periodos prolongados e, entdo, utilizado para inseminacéo artificial.
Por sorte, 0s pioneiros escolheram trabalhar com sémen de bovinos e galos. Se tivessem
comegado com roedores, marsupiais ou suinos, por exemplo, teriam encontrado uma série de

problemas espéci e-especificos até hoje dificeis de solucionar” (Holt, 2000b).

Durante 0 processo de criopreservacdo, a célula espermética € exposta a inimeros fatores
estressantes, que podem estar ligados ao chogue térmico durante o resfriamento do sémen, a
formacéo de cristais intracelulares de gelo ou ao choque osmatico durante a congelacdo e
descongelacdo, ou ainda ao estresse ligado a adicdo e acdo do crioprotetor (Watson, 2000). A
resposta celular a cada particularidade deste processo é diferente em cada espécie (Holt,

2000b).

Durante o resfriamento entre +30°C e zero, a célula espermética pode sofrer uma gama de
alteracBes que afetam principalmente a membrana plasmatica. A este conjunto de alteractes

dé se 0 nome de estresse térmico ou choque térmico (Watson, 2000).

A membrana espermética possui uma proporcdo e uma combinagdo de lipidios distinta das

demais membranas, o que lhe proporciona fluidez e instabilidade e garante maleabilidade na



funcéo seletiva da membrana. Em temperaturas fisiologicas, regides de lipidios em fase gel e
em fase fluida coexistem. Quando submetidos a reducdes artificiais de temperatura, porém,
principalmente em temperaturas entre 36°C e 17°C, os lipidios ateram seu estado fisico
fazendo atransicdo do estado fluido para gel (Holt, 2000a). Esta mudanca de estado € causada
por uma desorganizacdo dos componentes lipidicos e gera alteracbes na capacidade de

permeabilidade seletiva da membrana (Watson, 2000).

E possivel que a desordem da camada lipidica possa desestruturar os constituintes protéicos
da membrana, conduzindo a um aumento de permeabilidade apds o resfriamento. Se isto
ocorre as proteinas que funcionam como canais iénicos, a funcédo destas proteinas é afetada. A
conseqiiéncia € um aumento pronunciado no influxo celular de Ca'™ durante o resfriamento,
mimetizando o que ocorre fisiologicamente na capacitacdo espermatica, todavia, de maneira

cadtica (Watson, 2000).

A capacitacdo do espermatozéide, quando ocorre fisiologicamente, advém da resposta a
secrecoes do trato genital feminino (Bedford, 1970) e € definida como um conjunto de
eventos reversiveis e tempo-dependentes que antecedem a reacdo acrossomica (Muller, 2000).
Entre estes eventos estdo: a perda de proteinas extrinsecas, incluindo fatores de estabilizacéo
de acrossomo; perda de colesterol, resultando em maior fluidez da membrana; influxo de ions
cécio e bicarbonato (Muller, 2000). Acredita-se que a capacitacdo possa ainda envolver
mudancas na superficie espermatica, desmascarando supostos receptores de membrana
(Bedford, 1970). Durante 0 processo, a motilidade espermatica tem seu padréo alterado
(Yanagimachi, 1993; Muller, 2000) e é entdo denominada hipermotilidade (Y anagimachi,
1993). A capacitacdo precede a reagdo acrossOmica, que abrange a fusdo das membranas

acrossomica e plasmética, vesiculacdo e exocitose das enzimas acrossdbmicas quando o



espermatozdide entra em contato com a zona pelUcida, propiciando a fecundacédo do ovécito

(Muller, 2000).

As alteragbes “tipo capacitacdo” ou “falsa capacitacdo”, derivadas do choque térmico,
também causam ateracdo do padrdo de motilidade e podem culminar numa reacéo
acrossomica “espontanea’ (Holt, 2000a; Muller, 2000), porém diferindo bioquimicamente e
morfologicamente da reagdo acrossbmica induzida pela zona pelucida (Muller, 2000) e

inviabilizando a célula espermatica parafertilizagdo (Holt, 2000a).

Outras estruturas celulares também mostram sensibilidade ao frio, auxiliando no
desenvolvimento da lesdo acrossdmica. A F-acting, um dos elementos formadores do
citoesgueleto, sofre despolimerizacdo induzida pelo frio (Saunders e Parks, 1999; Macintosh,
2003), desestabilizando a estrutura de sustentacdo celular e permitindo a aproximagdo e a
fusdo das membranas plasmética e acrossomal externa, semelhante ap que ocorre durante a

reagao acrossomica que ocorre no trato feminino (Spungin et al., 1995).

Os danos provocados pela queda de temperatura ndo séo totalmente reversiveis quando o
sémen € reaquecido, o que se traduz diretamente em queda da motilidade espermatica, quer

sgja quantitativa ou qualitativa (de Leeuw et al., 1993; Gilmore et al., 1998).

Algumas espécies necessitam de uma pausa de vérias horas antes do congelamento para
desenvolver resisténcia maxima ao choque térmico (Watson, 1979). Este periodo,
denominado de periodo de equilibrio, permite que tgja tempo suficiente para que ocorram
alteracOes na membrana ou para que ocorra fluxo de ions que resultem em ganho de

resisténcia contra choque térmico (Watson, 1990). Em algumas espécies, como nos suinos, o



sémen mantém melhor suas caracteristicas se incubado em temperatura ambiente (Watson,
2000); porém, em outras espécies, ha vantagens em resfriar o sémen até 4 a 5°C, quando este &
diluido em um meio adequado, permitindo que os espermatozdides diminuam seu
metabolismo (Brinsko et al., 2000), intergjam @m o0 meio e adquiram resisténcia ao frio

(Jasko, 1994).

Quando as células sdo congeladas lentamente, sGo submetidas a0 estresse resultante das
interacOes &gua- soluto que surge apds o congelamento do meio extracelular (de 0 a— 50°C). O
meio extracelular rfo se congela de maneira homogénea. Na proporcdo em que atemperatura
cal, a aua cristaliza e, conseqiientemente, formam-se bolsas de solu¢des concentradas néo
congeladas. Algumas células ficam excluidas dos cristais de gelo e sdo, portanto, expostas ao
meio hiperosmaético. Isto resulta em efluxo de aguaintracelular com consequente desidratacéo
e possivel influxo de ions (Mazur, 1984). Se a célula for exposta a0 meio hiperténico por
tempo prolongado, ocorrem danos a membrana por remocado de proteinas de sua constitui¢éo
(Holt, 2000a), o que se traduz em lesdo desta membrana. A descongelacdo envolve um efeito
reverso. Se ndo for realizada lentamente, causara um rapido influxo de agua, podendo resultar

em ruptura da membrana plasmética.

Por outro lado, quando a congelacdo € realizada de maneira ultra-rapida, ndo ha tempo
suficiente para que ocorra efluxo de &gua e ha possibilidade de formacéo de cristais de gelo
intracelulares. Neste caso, se 0 processo de descongelacdo ndo for rpido também, os cristais

se rearranjam e acabam por romper a membrana (Mazur e Koshimoto, 2002).

Acredita-se que a taxa idea para congelacdo sgja lenta o suficiente para prevenir este

desfecho letal, mas veloz o bastante para minimizar os efeitos deletérios da exposicao



prolongada a0 meio hipertdnico (Holt, 2000a). Embora esta afirmacéo seja subjetiva, estudos
espécie-especificos sobre a condutividade hidraulica da membrana plasmética durante o
processo de congelagdo vém sendo desenvolvidos (Pukazhenthi et al, 1997; Devireddy et al.,
1999; Devireddy et al., 2002; Mazur e Koshimoto, 2002,). Estes dados tornaro possivel a
adequacdo das taxas ideais de congelacdo para cada espécie, otimizando as técnicas de

criopreservacdo (Devireddy et al., 1999).

N&o estd bem estabelecido se a maior parte das lesdes de membrana plasmética ocorre, de
fato, durante o processo de congelacdo do sémen, ou durante 0 seu reaquecimento. Medrano
et al. (2002), utilizando um criomicroscopio, verificaram que a membrana plasmatica
permanecia intacta durante a congelacdo até —50°C; entretanto, quando reaquecido, 0 sémen
apresentava baixa proporcéo de células com membranas integras. Sugere-se, com isso, que o

reaquecimento seja 0 momento critico na criopreservacao do sémen.

Para minimizar os efeitos estressantes da congelacéo, algumas substancias crioprotetoras séo
adicionadas ao diluente de sémen, promovendo alteractes das propriedades fisicas da solugéo.
Estes agentes crioprotetores podem penetrar ou ndo a membrana plasmética, dependendo do

seu peso molecular (Amann e Pickett, 1987).

Os crioprotetores intracelulares sdo caracterizados pelo baixo peso molecular e por sua
propriedade de ligacdo com moléculas de égua (propriedade coligativa), reduzindo a
formacéo de cristais de gelo durante a congelacdo. O crioprotetor intracelular de escolha para
espermatozdides é o glicerol (Watson, 1990), porém outras substancias podem ser utilizadas,

de maneira isolada ou associada, como outros acoois (etanol, etilenoglicol, metanaol), o



dimetil sulféxido (DMSO) e as aminas (formamida, acetamida, lactamida) (Nash, 1966;

Watson, 1990; Devireddy et al., 1999).

A acdo benéfica do glicerol esta vinculada a suas propriedades coligativas, depressdo do
ponto de congelacdo e conseqliente reducdo da concentracdo de eletrdlitos na fracdo néo
congelada, 0 que minimiza os efeitos deletérios da hiperosmolaridade durante o processo de
congelacéo (Lovelock e Polge, 1954). Noiles et al. (1997) acreditam que o crioprotetor cause
uma ruptura das interagdes entre as proteinas de membrana e o citoesgueleto, tornando a
célula mais tolerante a0 estresse osmotico e consequente fluxo de agua pela membrana.
Porém, apesar de aumentar a taxa de sobrevivéncia dos espermatozéides apds a
descongelacdo, o glicerol € apontado como responsavel por perda na habilidade de fertilizacéo

do espermatozoide (Hammerstedt e Graham, 1992).

Os efeitos colaterais do glicerol sdo resumidos na toleréncia espécie-especifica da célula
espermética ao crioprotetor. Algumas espécies ndo toleram o glicerol, como os camundongos,
e outras, como aguns marsupiais, necesstam de porcentagens relativamente altas
(aproximadamente 20%) de glicerol no diluente de sémen para que se exerca funcdo
crioprotetora (Holt, 2000b). N&o se conhece, a0 certo, o que define esta tolerancia.
Hammerstedt e Graham (1992) sugeriram que o glicerol afete a fluidez da membrana,
intercalando-se a camada lipidica bidimensional e que sua presenca influencie a viscosidade
do meio intracelular, alterando as taxas dos processos de difusdo e as reacfes metabdlicas.
Portanto, de acordo com as variages de congtituicdo da membrana e da viscosidade

intracelular, cada espécie pode mostrar uma toleréncia particular ao crioprotetor.



Além destes supostos efeitos, acredita-se que a adicdo ou remocdo de crioprotetores
intracelulares possa gerar estresse osmotico transitorio para a membrana plasmética (Gao et
al., 1995) e que o glicerol possa agir agente indutor de alteracGes caracteristicas da

capacitacao espermatica (Slavik, 1987).

Os efeitos adversos do glicerol sobre o espermetozoide podem ser minimizados em
temperaturas mais baixas (Watson, 1990). Por esta raz&o, alguns autores defendem a adicéo
de glicerol durante uma segunda diluicdo do sémen, realizada apds o resfriamento a 5°C
(Axnér e Linde-Fosberg, 2002; Gil et al., 2003). Este procedimento, porém, pode ser
considerada pouco pratico (Watson, 1990), principalmente quando se opta pela técnica de
armazenamento do sémen em pahetas, uma vez que seria necessario dispor de uma camara

fria para efetuar o envasamento.

A formamida € outro crioprotetor intracelular, asssim como o glicerol. Possui a metade dos
sitios de ligagcdo com moléculas de agua que o glicerol, portanto menor propriedade
coligativa. Apresenta menor solubilidade em é&gua e proporciona menor Vviscosidade,
permitindo maior permeabilidade de membrana e diminuindo a possibilidade de danos

celulares por estresse osmético (Ball e Vo, 2001).

Agentes crioprotetores intracelulares sdo frequentemente utilizados no diluente de sémen,
associados a crioprotetores ndo penetrantes ou extracelulares. Os crioprotetores extracelulares
sd0 representados por macromoléculas de ato peso molecular, tais como os agucares,
lipoproteinas da gema de ovo, proteinas do leite e aguns aminoécidos. Aumentam a
osmolaridade extracelular e produzem efluxo de agua, prevenindo a formacéo de cristais de

gelo no interior da célula (Amann e Pickett, 1987).



A gema de ovo, por exemplo, é amplamente utilizada como agente estabilizador da membrana
plasmética, protegendo-a contra o choque térmico (Watson, 1990; Holt, 2000a; Luvoni et al.,
2003a). Acredita-se que esta agdo protetora sgja fornecida pela sua acdo coloidal no meio e
por um componente da gema, uma lipoproteina de baixa densidade (LDP), cujo mecanismo de
acao ainda ndo foi eucidado (Watson, 1979). A despeito disto, ha autores que acreditam que a
gema de ovo também tenha acBes deletérias, agindo como indutora de capacitacdo

espermatica e alterando a estrutura da cromatina do sémen criopreservado (Gil et al., 2003).

Outro produto de origem animal de uso freqlente na composicéo de meios diluidores € o leite.
Salomon e Maxwell (2000) verificaram que o leite, assm como a gema de ovo, confere uma
acdo protetora sobre 0 espermatozdide contra o choque térmico, atuando também como
tampéo e agente quelante frente a metais pesados. Porém, tanto a gema de ovo quanto o leite
representam riscos para a sanidade animal, ja que podem carrear patégenos (Gil et al., 2003;
Luvoni et al., 2003a). Além disto, as proteinas existentes no leite e na gema podem funcionar
como agentes alergénicos dentro do trato genital feminino, interferindo no processo de

fertilizacéo (Watson, 1990).

Os aglcares, dém de atuarem como fonte de energia (monossacarideos. frutose, glicose),
também exercem acdo crioprotetora (dissacarideos e trissacarideos. sucrose, rafinose,
trealose), prevenindo a desidratacdo intensa da célula espermética durante o processo de

congelacéo (Holt, 2000b).

Além de crioprotetores, vérios tipos de aditivos podem ser incorporados ao diluente de sémen
a fim de incrementar sua acéo, tais como tampdes, estimulantes, antioxidantes e detergentes.

Os tampdes tém a funcéo de neutralizar o pH do diluente e do sémen, ja que este é constituido



por células com metabolismo ativo, cujos metabdlitos promovem a acidificacdo constante do
meio extracelular. S&0 frequentemente utilizados o citrato de sodio, o tris-hidroximetil-
aminometano (TRIS), o &cido N-trishidroximetil metil-2-aminometano-sulfénico (TES) (Holt,

20008).

Acredita-se que os detergentes a base de SDS (dodecil sulfato de sodio) — Equex STM PasteO

(Nova Chemical Sales, Scituate Inc., M.A., EUA) e Orvus ES PasteO (Proctor & Gamble,
Cincinatti, OH, EUA) - dissolvam as lipoproteinas da gema de ovo, aumentando seu potencial
de penetracdo na membrana plasmatica e, por consequéncia, sua acdo crioprotetora (Holt,
2000b; Pefia et al., 2003). Em cées, entretanto, a exposicao prolongada ao SDS antes do
congelamento ndo foi benéfica, ocasionando uma provavel fluidez excessiva da membrana

(Pefia et al., 2003).

2. A FAMILIA E AS ESPECIES

A familia Felidae esta classificada dentro da ordem Carnivora, que por sua vez pertence a
classe Mammalia (Nowak e Paradiso, 1991). E constituida atualmente de 37 espécies, que
divergiram de um recente ancestra comum, ha cerca de 10 a 15 milhdes de anos (Johnson e
O'Brien, 1997) e se espalharam por todos os continentes, exceto a Antartica e Austraia
(Wilson e Reeder, 1992). Sdo atualmente reconhecidos oito grupos que refletem as radiactes

evolucionarias monofiléticas na historia da familia (Johnson e O’ Brien, 1997).



Na América Latina, encontram-se dez espécies (Oliveira, 1994) que representam trés desses
grupos: da linhagem da jaguatirica, tendo como representantes a jaguatirica, 0 gato- maracaja,
0 gato-do-mato-pequeno, 0 gato-do- mato-grande, o gato-palheiro, o gato-andino e o gato-
chileno; do grupo panthera, a onca pintada; do grupo do puma, a suguarana e 0 gato- mourisco
(Johnson e O'Brien, 1997). Pelo fato de habitarem a Regido Neotropical, séo conhecidos

como felideos neotropicais (Eisenberg e Redford, 1992).

A linhagem da jaguatirica é formada por um grupo de sete espécies felinas de pequeno a
médio porte, que se irradiaram provavelmente de um ancestral comum, durante a formacéo do
istmo do Panamd, cerca de cinco a seis milhdes de anos atras (Slattery et al., 1994). Seus
integrantes se distribuem em dois géneros. Oncifelis e Leopardus (O’ Brien, 1996). Possuem
uma caracteristica especial em comum: um par de Cromossomos a menos em seu material

genético que os demais felinos, consequiéncia de uma fusdo cromossdmica (Robinson, 1974).

O género Leopardus constitui-se de trés espécies de gatos pintados. Leopardus pardalis, L.
wiedii e L. tigrinus, respectivamente conhecidas como jaguatirica, gato-maracgja e gato-do-
mato-pequeno. Na natureza estas trés espécies possuem uma distribuicdo ampla dentro da
Ameérica Latina, ocupando uma grande variedade de habitats, no caso da jaguatirica, e
mostrando uma preferéncia por florestas, no caso do gato-do-mato-pequeno e do gato-

maracgja (Oliveira, 1994).

A maior causa do declinio da populacdo destes felinos na América Latina esta vinculada a
fragmentag&o ou perda de habitat em decorréncia das atividades humanas, como a expansao
agro-pecuaria, a construcdo de hidrelétricas, o crescimento demogréfico e também a caca em

resposta a acao predatoria de felinos sobre animais domésticos (Oliveira, 1994).



Embora sgja comum avistélos nos zooldgicos brasileiros, sabe-se que os pequenos felinos
ndo se reproduzem facilmente em cativeiro (Censo de Animais da Sociedade de Zoologicos
do Brasil, 2002), por motivos principalmente ligados a nutricdo (Swanson et al., 1995), ao
estresse causado pelas mas condicBes de manutencdo (Mellen, 1991; Swanson et al., 1995;
Moreira, 2001), a problemas genéticos e a falhas no mangjo reprodutivo derivadas da falta de

conhecimento da fisiologia reprodutiva basica (Mellen, 1991).

Baseando-se em todo este quadro, um ndmero crescente de estudos vem sendo desenvolvido
no intuito de esclarecer as peculiaridades da fisiologia reprodutiva de cada espécie. Estes
dados tornam possivel a adequacdo do manejo reprodutivo para espécimes cativos, aém de

fornecer informagdes para o incremento das biotécnicas reprodutivas especificas.

Fisiologia Reprodutiva

Em termos morfolégicos, o pénis dos felinos do género Leopardus é semelhante ao do gato
domeéstico, com excecdo ao gato-maracaja (Leopardus wiedii), que ndo apresenta espiculas
penianas (Swanson et al., 1995, Morais, 1999). As espiculas sd0 estruturas corneas
androgeno-dependentes, responsavels pelo estimulo neuro-enddcrino necessario para que
ocorra ovulagdio durante a copula (Johnston et al., 2001). E interessante destacar que, assim
como 0 macho, a fémea de gato- maracaja também apresenta particul aridades reprodutivas,
sendo a Unica em seu género a apresentar episodios frequientes de ovulacdo espontanea

(Moreiraet al., 2001), sugerindo necessitar de estimulos menos intensos para ovular.



Em 1995, Swanson et al. publicaram um levantamento sobre parémetros reprodutivos em
machos de oito espécies endémicas de Elinos, mantidas em institui¢des |atino-americanas.
Constataram que, em geral, 0s animais se reproduziam pouco e que a maior parte dos
gjaculados obtidos era azoospérmico ou possuia menos que um millhdo de espermatozéides.
Embora os autores deste estudo reconhecessem que multiplas variaveis pudessem estar
envolvidas, sugeriram gue a dieta inadequada e 0 estresse decorrente de condicdes precarias

de manutencdo pudessem ser os fatores mais limitantes.

Morais et al. (1996) e Morais et al. (1997) apresentaram dados preliminares sobre a funcéo
reprodutiva das espécies do género Leopardus, mantidos sob dieta adequada. Observaram que
0s machos de jaguatirica apresentaram a maior concentracéo média de androgenos fecais, e a
menor concentracdo meédia de corticdides fecais, sugerindo que, em relacdo as duas outras

espécies, ajaguatirica pudesse ser menos sensivel ao estresse gerado pelo cativeiro.

O sémen de jaguatirica foi considerado de excelente qualidade quando comparado a outros
integrantes da familia Felidae (Swanson et al., 1996a), com boa motilidade espermética e
uma taxa de espermatozéides morfologicamente normais acima da média (Morais et al.,
2002). O gato-do-mato- pequeno apresentou maior incidéncia de defeitos esperméticos, porém
dentro da faixa esperada para felinos selvagens, com destague para a peca intermediéria
dobrada com gota, 0 que os autores relacionaram aos defeitos de maturacdo espermética.
Constatouse que as espécies do género Leopardus mantém atividade espermatogénica
durante o ano inteiro, embora haja picos de atividade no verdo (Morais et al., 2002).

Alguns poucos estudos relataram valores médios para as caracteristicas seminais das espécies
jaguatirica e gato-do-mato-pequeno, que estéo relatados nas tabelas 1 e 2. A escassez de

dados esta elacionada as dificuldades em trabalhar com estas espécies. A quantidade e a



disposicdo geogréfica dos animais cativos mostram-se pouco préticas a pesquisa. Por este
motivo, 0 gato doméstico assume um importante papel como modelo experimental para a
compreensdo da fisiologia reprodutiva e utilizagdo de biotécnicas reprodutivas em felideos

(Goodrowe et al., 1989; Swanson e Wildt, 1997; Farstad, 2000; Pukazhenthi et al., 2001).

Tabela 1. Vaores médios (+ erro padrdo) para peso corpora, volume testicular e
caracteristicas seminais de Leopardus tigrinus, obtidos em duas referéncias
de literatura*. Entre parénteses. nimero de gaculados e nimero de animais
utilizados, respectivamente.

Leopardustigrinus
1* (10, 18) 2% (52, 4)
Peso corporal (Kg) - 3,00+ 0,10
Volume testicular total (cnt) - 4,20 + 0,20
Volume do gjaculado (mL) 0,11 £ 0,02 0,30+ 0,10
pH - 7,60 + 0,10
Concentraco espermética (x10P sptz/mL) 78,50 + 33,80 411,90 £ 46,30
N° sptz méveis por ejaculado (x10P) 9,40 £ 3,70 74,20 + 9,90
indice de motilidade progressiva 62,80 + 5,30 74,10 + 1,80
Espermatoz6ides normais (%) 35,60 = 6,00 59,20 + 3,50

* 1 Swanson et al. (1995)
2 Moraiset al. (2002)



Tabela 2. Vaores médios (+ erro padrao) para peso corpora, volume testicular e caracteristicas

seminais de Leopardus pardalis, obtidos em trés referéncias de literatura*.Entre
parénteses. nimero de gaculados e nimero de animais utilizados, respectivamente.

Leopardus pardalis
1* (5, ?) 2* (12, 39) 2% (42,3
Peso corporal (Kg) - - 14,30 + 0,40
Volume testicular total (cnt) - - 32,00 + 1,30
Volume do gjaculado (mL) 0,30+ 0,10 0,62 £ 0,08 1,40+ 0,10
pH - - 7,50+ 0,10
Concentraco espermética (x10° sptz/mL) 28,00+ 17,00 5380+ 17,80 101,20+ 10,6
N° sptz méveis por ejaculado (x10°) - 34,30+ 11,90 114,70+ 15,8
Motilidade espermaética (%) 72,00 £ 12,50 7040 + 230 81,40+ 1,20
Motilidade progressiva (0-5) 4,00+ 0,50 3,70+ 0,10
Espermatozéides normais (%) 80,80+ 090 5840+580 8240+ 1,20

* 1 Howard (1993)
2 Swanson et al. (1995)
3 Moraiset al. (2002)

Assm como o macho do género Leopardus, o gato doméstico € capaz de produzir
consistentemente espermatozoides viaveis, com motilidade espermética progressiva por todo
0 ano (Spindler e Wildt, 1999). Franca e Godinho (2000) relataram que, embora as células de
Sertoli tenham uma baixa capacidade de suporte na espécie, 0 paréngquima testicular possui
um alto percentual de tubulos seminiferos (90%) e uma duracdo relativamente curta de cada
ciclo espermatogénico (10,4 dias), fazendo com que a eficiéncia espermatogénica dos gatos

domeésticos esteja situada em um patamar intermediario entre as espécies de mamiferos.

O pénis do gato apresenta glande em formato conico, com 6 a 8 fileiras totalizando 120 a 150
espiculas andrégeno-dependentes gque, histologicamente, sdo constituidas de tecido conjuntivo
coberto por epitélio cornificado, semelhantes as papilas da lingua do gato (Johnston et al.,

2001).



Em uma revisdo sobre erecdo e gaculacdo no gato domeéstico, Johnston et al. (2001)
descreveram que a erecdo peniana, assim como a gjaculacdo, é mediada por fibras nervosas
somaticas, parassimpéticas e smpéticas. A estimulacdo de fibras parassimpéticas de nervos
sacrais € responsavel pela erecdo; por sua vez o estimulo do tronco ssmpético de L1 a L2, ou
do nervo hipogéastrico causa emissdo de fluido seminal pela uretra. Quando se estimula o
nervo pudendo interno (somatico), temse 0 estimulo para a gjaculacdo. O estimulo em fibras
nervosas simpéticas periféricas ou centrais causa a abertura do colo da vesicula urinéria,
sendo comum o achado de espermatozoides neste 6rgdo, fendmeno este conhecido como

gjaculacdo retrograda.

A egaculacéo retrégrada pode ocorrer numa freqiéncia de 15 a 92% das ejaculacbes

fisiol6gicas. Os espermatozoides encontrados na urina colhida logo apos a gjaculacdo podem

manter uma certa motilidade, a despeito do ambiente desfavoravel (Dooley et al., 1991).

Colheita de sémen

A técnica de eleicdo para colheita de sémen em felinos € a eletrogjaculacdo, visto que a
técnica pode ser aplicada em animais anestesiados. Um dos primeiros protocol os adaptado
para gatos domeésticos foi descrito por Platz et al., em 1978, que sugeria estimul os seriados de
2 a8 volts e 5 a 220 miliamperes. Estudos posteriores verificaram gque a contaminacdo do
sémen com urina estava associada a aplicacdo de estimulos com voltagens altas (8V) (Pineda

e Dooley, 1984).



O protocolo mais utilizado hoje é o proposto por Howard et al. (1990) para gatos domésticos
e extrapolado para carnivoros (Howard, 1993). Consiste na utilizagdo de um transdutor
composto por trés eletrodos longitudinais dispostos ventralmente, cuja funcéo é estimular o
plexo pélvico, mimetizando uma gaculacdo fisiologica. O tamanho do transdutor varia de
acordo com o porte do animal. S80 descritas trés séries de 30, 30 e 20 estimulos
respectivamente, separadas por 2 a 3 minutos de descanso, sendo cada sé&rie dividida em 10

subséries, com estimulos crescentes que variam entre 2 a5V (Tabela 3)

Tabela3 Protocolo de estimulos para el etrogjaculagdo proposto para carnivoros (Howard, 1993).

12<érie 22série P série
NUmero de estimul os 10 10 10 10 10 10 10 10
Intensidade (V) 2 3 4 3 4 5 4 5

O sémen proveniente de eletrogaculacdo tende a ter volume e pH mais elevados e
concentracdo menor que o sémen obtido durante uma gjaculacéo fisiologica (Platz e Seager,
1978; Johnston et al., 1988; Johnston et al., 2001; Axner e Linde-Fosberg, 2002). Isto ocorre
devido ao estimulo direto sobre as glandul as acessorias, principalmente a prostata, cujo fluido

éacalino (7,8 £ 0,6). (Johnston et al., 1988; Axner e Linde-Fosberg, 2002).

A obtencdo de sémen diretamente da cauda do epididimo e ducto deferente € umatécnica que
tem sido utilizada com freguiéncia para os propésitos da reproducdo assistida. E um recurso
precioso em casos de animais que precisam ser esterilizados ou que vém a 6bito, ja que o
espermatozdide obtido por esta técnica é capaz de se capacitar, ligar-se a zona pelUcida,
descondensar o nucleo e fertilizar (Goodrowe e Hay, 1993; Hay e Goodrowe, 1993; Luvoni et

al., 2003a; Tsutsui et al., 2003).



Os testiculos podem ser mantidos em temperatura ambiente por até 5 horas, sem grande perda
da motilidade espermética (Schéfer e Holzmann, 2000); ou overnight, sob refrigeracdo a 5°C
(Goodrowe e Hay, 1993). Axner et al. (1998) estudaram diferencas entre a morfologia de
espermatozoides provenientes da cauda do epididimo e do sémen obtido por eletroejacul agéo.
Relataram que o gaculado apresentava maior porcentagem de células com anormalidades de
cauda e sugeriram gue era efeito das alteragdes de fluido seminal provocadas pela técnica de
colheita. A gota citoplasmética distal foi o defeito mais incidente em espermatozéides
provenientes da cauda do epididimo e estd relacionada com o processo de maturagdo
espermdtica durante sua passagem pelo epididimo (Axnér et al., 1999). Supbe-se que 0

espermatozdide perca este resquicio citoplasmético durante a gjaculacdo (Axner et al., 1998).

Criopreservacdo do sémen felino

S0 dois os métodos de criopreservacdo de sémen em felinos: a refrigeracéo e a congel agéo.
A refrigeragdo consiste na manutencdo do sémen a 4 ou 5°C, geralmente adicionado a um
diluente (Harris et al., 2001; Harris et al., 2002). E 0o método indicado para utilizacdo em
biotécnicas reprodutivas, quando o transporte do sémen pode ser realizado em questdo de
horas ou até poucos dias. A congelacdo do sémen em nitrogénio liquido é o segundo método.
E a forma de armazenamento de eleicio para integrar o Banco de Recursos Genéticos. O
sémen congelado tem um grande potencial para conservacdo, ja que pode ser armazenado por
tempo indeterminado e transportado a qualquer distancia para utilizacdo em biotécnicas

reprodutivas.

Ja foram descritos protocolos variados para congelar o sémen felino (Swanson et al., 1996a;

Axner e Linde-Fosberg; 2002; Zambelli et al., 2002). O mais utilizado para espécies



selvagens € o0 proposto pelo manual de treinamento do CENTER FOR NEW
OPORTUNITIES IN ANIMAL HEALTH SCIENCES, National Zoological Park, EUA,

proposto na década de 90. As etapas desta técnica serdo descritas a seguir.

A colheita de sémen segue o protocolo proposto por Howard (1993). Cada uma das trés
fragbes de sémen obtidas das séries de estimulos € mantida a 37°C. O volume total do
gjaculado é mensurado e diluido (1:1) em meio de cultura Ham's F10 (piruvato, glutamina,
antibioticos e 5% de soro fetal bovino) a 37°C. A diluicdo €, entdo, mantida em temperatura
ambiente. S80 retiradas as aliguotas necessarias a avaliacdo do sémen (motilidade
espermatica, motilidade progressiva ou vigor espermatico, concentracdo, morfologia
espermatica). O sémen é centrifugado a 300g por 10 minutos para a retirada do plasma
semina. Ao pellet formado € adicionado lentamente (durante 5 minutos) o criodiluente PDV-
62 (Platz Diluent Variant - 11% lactose, 20% gema, estreptomicina e penicilina 1 mg/mL, 4%
glicerol, em &gua destilada ultrapurificada) até atingir uma concentracdo final de 50 a 100
milhdes de espermatozdides méveigmL. A amostra diluida é mantida em geladeira a 5°C por
30 minutos. Deve-se manter todo o material que entrard em contato com 0 sémen, como
pipetas e ponteiras, a 5°C. O armazenamento do sémen pode ser feito com auxilio de palhetas

ou em forma de pellets

Para proceder a técnica de congelacdo em pellets, devem ser feitas depressdes de 3 mm de
didmetro por 3 mm de altura em um bloco de gelo seco. O sémen mantido em geladeira €
homogeneizado e, com auxilio de pipeta, depositado nas depressdes do bloco, por trés
minutos. O pellet formado € mergulhado em nitrogénio liquido e transferido para um criotubo

identificado, que sera conservado em botij&o criogénico, até o momento da utilizac&o.



Para congelagdo em palhetas, sugere-se a utilizacdo de palhetas de 0,25 mL para grandes
felinos, e palhetas seccionadas para um volume de 40 pL para pequenos felinos. Palhetas
identificadas sdo preenchidas com 30 pL de sémen diluido em PDV-62, antes do
resfriamento. As palhetas séo transportadas a um refrigerador e permanecem a 5°C por 30
minutos. Todo o processo de resfriamento e congelacdo do sémen deve ser monitorado
utilizando-se um termémetro. A taxa de congelacdo proposta para palhetas € de - 40°C/min
até que sgja atingida a temperatura de — 100°C, quando as palhetas sdo mantidas por 1 minuto
e finamente mergulhadas em nitrogénio liquido. As palhetas sdo armazenadas em botijéo

criogénico.

Dando continuidade a orientacdo do manual, a descongelacdo do sémen estocado em forma de
pellet ou palheta é realizada em banho- maria a 37°C por 30 segundos. Centrifuga-se a amostra
a 300g/10 min, retira-se 0 sobrenadante e adiciona-se 100 a 200 pL de Ham’s F10 a 37°C.
Mantémse a amostra em temperatura ambiente, protegida da luz, para avaliagcbes ou para

utilizagdo em biotécnicas reprodutivas.

Esta metodologia tem sido utilizada, ®m poucas modificacfes, para congelar sémen de
felinos selvagens (Donoghue et al., 1992; Swanson et al., 1996a; Swanson et al., 1996b).
Porém, foi desenvolvida de maneira empirica, antes mesmo de se conhecer algumas
propriedades especificas dos gametas, e possui muitas inadequactes (Pukazhenthi et al.,
2000). Atualmente, estudos vém sendo desenvolvidos em gatos domésticos com a finalidade
de se conhecer melhor o comportamento da célula espermética felina frente as varias
condigdes estressantes da criopreservagado, objetivando a formulagdo de um protocolo mais

apropriado.



Pukazhenthi”, em estudos n&do publicados, testou vérias forcas de centrifugacdo para o sémen
do gato domeéstico e, verificou que 300g era a que causava menos danos ao espermatozoéide

felino.

Taxas mais lentas de resfriamento - 0,5°C/min (Pukazhenthi et al., 1999) - e de congelamento
— 3,85°C/min (Zambelli et al., 2002)-tém sido propostas para minimizar lesdes de membrana

plasmética e acrossomais.

Nelson et al. (1999) verificaram que porcentagens de glicerol ou DMSO acima de 4%
comprometem o espermatozoide felino. A despeito disto, estudos recentes ainda preconizam a
utilizacdo de concentragbes mais atas de glicerol para congelar o sémen felino (Axnér e

Linde-Fosberg, 2002; Tsutsui et al., 2003).

Outros diluentes podem ser utilizados para substituir o Ham's F10, como o Kenney (E-Z
mixin Dupree, ARS, Cadliférnia, EUA), com incrementacdo de motilidade e vigor
espermaticos (Comercio et al., 2002); ou substituir o PDV-62, todos utilizando 20% de germa
de ovo como substrato, tampdes como o TRIS (trishidroximetil-aminometano), o TES (&cido
N-trishidroximetil- metil-2-aminometano-sulfénico) e/ou &cido citrico;, aglcares como a
frutose ou glicose, detergentes como o SDS (dodecil sulfato de sodio) e glicerol, como
crioprotetor intracelular (Hay e Goodrowe, 1993; Axnér e Linde-Fosberg, 2002; Zambelli et
al., 2002), com melhores resultados para a motilidade espermatica apds a descongelacéo (Hay

e Goodrowe, 1993).

" Pukazhenthi, B. comunicag&o pessoal, 2002.



Quanto ao tipo de armazenamento do sémen congelado, comparouse a utilizacdo de palhetas
de 0,25 mL e pellets sem diferencas significativas ap0s o descongelamento para gatos
domeésticos e selvagens (Wood et al., 1993; Swanson et al., 1996b). Deve-se enfatizar que, se
0 objetivo for adaptar a técnica pararealizacdo a campo, deve-se optar pelas pahetas, ja que a

utilizacdo do gelo seco nestas condi¢des pode ser inviavel (Swanson et al., 1996b).

S80 escassos os trabalhos que apresentam dados sobre sémen criopreservado em felinos
selvagens. Byers et al. (1989), verificaram que o processo de congelacéo/descongel acéo
causava uma “capacitacdo” prematura de espermatozoides, o que Pukazhenthi et al. (1999)
atribuiram aos danos em membranas acrossomais decorrentes da criopreservagdo. Este mesmo
estudo afirmou que estas lesBes acrossomicas induzidas pelo frio tém inicio durante o
resfriamento rapido (4 a 14°C/min) de 30°C até 4°C, porém ndo resultam em perda

significativa da motilidade espermatica.

As membranas acrossomais dos felinos parecem ser especialmente sensiveis ao frio (Leibo e
Songsasen, 2002). Pope et al., 1991, publicaram uma técnica simples e bastante utilizada para
acessar a integridade do acrossomo por microscopia Optica, utilizando os corantes rosa
bengala e fast green para coloragdo de acrossomos, sendo conhecida como coloragéo simples
de “Pope’. Outros métodos, utilizando microscopia de epifluorescéncia, como o FITC-PNA
(aglutinina de amendoim conjugada a fluoresceina) ou mesmo a microscopia eletrénica de
transmissdo também sdo eficientes, embora sofisticados (Long et al., 1996; Pukazhenthi et al.,

1999).

Swanson et al. (1996a) avaliaram a integridade de acrossomo em espermatozéides de

jaguatirica apés a descongelacdo, utilizando a técnica de “Pope’. Encontraram uma



porcentagem de espermatozoides com lesbes de acrossomo abaixo da esperada (50-60%),
concluindo que o espermatozdide da espécie pode ser mais resistente as ateracOes de
temperatura que os do gato doméstico (60-80%) (Hay e Goodrowe, 1993) ou da onca-pintada

(Panthera onca) e do guepardo (Acinonyx jubatus) (70%) (Swanson et al., 1996b).

Dados de literatura mostram que o sémen de felinos domésticos e selvagens apresenta uma
gueda de 10 a 40 pontos percentuais na motilidade espermética apds a congelacdo (Byers et
al., 1989, Donoghue et al., 1992; Hay e Goodrowe, 1993; Swanson et al., 1996b; Zambelli et

al., 2002; Tsutsui et al., 2003).



Experimento |

Efeitos da criopreservacéao sobre a célula
espermatica em duas espécies de felinos neotropicais:
gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) e
jaguatirica (Leopardus pardalis), utilizando dois

diluentes de congelacao.



OBJETIVOSESPECIFICOS

% comparar a eficiéncia de dois diluentes (TEG e MP-50) sob 0 mesmo método de
criopreservacao, nas espécies Leopardus tigrinus e Leopardus pardalis utilizando-se da

guantificacdo dos danos causados ao sémen;

X/
°

descrever as ateraces ultra-estruturais da célula espermética resultantes do processo de

congelacao nas espécies Leopardus tigrinus e Leopardus pardalis.



MATERI AL E METODO



1. LOCAL DO EXPERIMENTO

As colheitas de sémen, andlises iniciais e a congelacdo propriamente dita foram executadas
nas dependéncias da Organizacdo ndo Governamental Associagdo Mata Ciliar, em Jundial,

Sao Paulo.

As andlises pbs-descongelacdo foram readlizadas nos laboratérios do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da UNESP de Botucatu. O processamento do material para andlise ultra-
estrutural e a obtencdo das respectivas imagens foram efetuadas no Setor de Microscopia

Eletronica, junto ao Instituto de Biociéncias (IB) da UNESP de Botucatu.



2. ANIMAIS

Foram colhidas amostras de cinco machos de cada espécie de felino neotropical: Leopardus
tigrinus (gato-do-mato-pequeno) e Leopardus pardalis (jaguatirica), totalizando 15 e 17
gjaculados, respectivamente, sendo que dois animais foram considerados jovens (L.tigrinus,
com aproximadamente dois anos de idade) e os demais, adultos. Os felinos estavam alojados
em recintos providos de poleiros, caixas para esconderijo e plantas, em piso de terra e
expostos a luz natural. Durante 0 experimento, foram mantidos nas mesmas condi¢des em que
j& se encontravam, isto &, pareados ou ndo e sob 0 mesmo regime aimentar, constituido de
pescoco de frango sem pele (3 a 5 vezes por semana), musculo bovino (1 a 2 vezes por

semana) e presas inteiras (1 a 2 vezes por semana).

Tabela 3. Origem, idade estimada (anos), histérico de reproducdo em cativeiro
(n° de paricbes geradas) dos animais que integraram este estudo,

Leopardus tigrinus (n=5) e Leopardus pardalis (n=5), Botucatu, 2004.

Gato-do-mato- pequeno (Leopardus tigrinus)

animal origem Idade Historico reprodutivo
1 cativeiro >4 3
2 natureza +2 0
3 natureza +2 0
4 cativeiro >4 0
5 natureza >3 0
Jaguatirica (Leopardus pardalis)
1 natureza >4 2
2 cativeiro >8 0
3 cativeiro >8 0
4 cativeiro >10 0
5 natureza >3 1




3. CONTENCAO FARMACOLOGICA

A contencdo fisica dos animais para aplicacdo dos fa&rmacos foi readlizada com auxilio de
gaiolas de prensa e pucés. Foram utilizados trés protocol os anestésicos:

1) cloridrato de cetamina, midazolam,

2) cloridrato de quetamina, midazolam, tartarato de butorfanol;

3) cloridrato de tiletamina e zolazepam.

Os animais foram inicialmente contidos com a utilizacdo de um dos trés protocol os descritos,
cujas doses e outras especificacOes estdo expostas na Tabela 4. Aplicacbes complementares de
5 mg/kg de cetamina ou 2 mg/kg de tiletamina/zolazepam foram efetuadas quando a
contencdo nao proporcionava seguranca para a manipulagdo do animal. A manutencdo da

anestesia para a colheita de sémen foi realizada utilizando- se isoflurano.

Tabela 4. Farmacos utilizados para contencdo de Leopardus tigrinus e Leopardus

pardalis, nome comercial, concentragdo, dose e via de administragdo, Botucatu,

2004.
INDUCAO ANESTESICA

Farmaco Nome comer cial dose via
Cloridrato de cetamina V etaset® 10% (Fort Dodge) 15 mg/kg
Midazolam Dormire® 5mg/mL (Cristdia) 0,5 mg/kg g
Tartarato de butorfanol Torbugesc® 1% (Fort Dodge) 0,2 mg/kg @
Cloridrato de tiletamina . ) §

Zoletil® 50 (Virbac) 10 mg/kg £

Zolazepam

O plano anestésico, assm como as freqléncias respiratdria e cardiaca e a temperatura

corporal foram monitorados durante a intervencdo. A qualquer sinal de irregularidade que



causasse desconforto ap animal ou perigo para a equipe técnica, o procedimento de colheita

era momentaneamente interrompido.

4. EXAME ANDROLOGICO

4.1 Avaliacdo da genitélia externa

Os testiculos foram palpados para definicdo da consisténcia. Com auxilio de um paquimetro

de aco inox de 15,24 cm, foram mensurados o comprimento, a largura, e a altura, os quais

foram aplicados a férmula para obtencdo do volume testicular (VT), em cn:

VT=4/3xp xC/2 x L/2 x H/2

Onde C = comprimento (cm); L = largura (cm) e H = atura (cm).
Para obtencéo do Volume Testicular Total (VTT), efetuouse a somatéria do volume dos dois

testicul os.

O pénis foi exposto para verificacdo da anatomia, aspecto, presenca de espiculas e de

secrecOes no preplcio.

4.2 Colheita de sémen

O sémen foi colhido pelatécnica da eletrogjaculacdo. O aparelho utilizado para a geracéo dos

estimulos consistiu em um aplicador de corrente alternada com controle de voltagem (1 a 12



V) (Eletroveto, S0 Paulo, Brasil) (Figura 1). Os transdutores utilizados seguiram as
dimensBes propostas por Morais (1999) para as espécies em questdo. O protocolo de
eletrogaculacdo utilizado foi baseado no proposto por Howard (1993), para carnivoros
selvagens, porém houve variages, com exclusdo ou inclusdo de estimulos conforme a

resposta do animal aos estimul os.

Figura 1. Detalhe do eletrogjaculador (El etrovet®, Sio Paulo) e do frasco coletor,

em colheita de sémen em jaguatirica (eopardus pardalis), Botucatu,
2004.

Para cada série de colheitas foi utilizado um frasco pléstico tipo Eppendorf com capacidade
para 1,5 mL (Figura 1). O frasco era substituido ao final de cada série ou quando havia
indicios de contaminagdo com urina. Cada amostra de sémen era avaliada em microscopio
Optico para presenca de espermatozéides moveis. O frasco era mantido em estantes adaptadas
de isopor, em temperatura ambiente. Ao final do procedimento, mensurava-se o volume total

resultante da unido das amostras e se efetuavam as avaliagdes e o processamento do sémen.



Quando se suspeitava de contaminagcdo por urina, procedia-se a lavagem da amostra, por
diluiciio em TRIS EQUEX (TE) (Tabela 6), centrifugacdo a 300g (minicentrifuga HettichO,
Alemanha) por 10 minutos, descarte do sobrenadante e suspensdo no mesmo meio, em

volume conhecido.

4.3 Avaliacbes do sémen in natura

O sémen foi analisado para: volume, aspecto, concentragdo e pH do eaculado, motilidade

esperméatica, vigor espermatico, morfologia espermética e integridade funcional da membrana

por meio do teste hiposmoatico.

Técnicas de avaiagdo parasémen in natura:

X Volume do gjaculado (nl.): as aliquotas de sémen em cada frasco coletor foram

agregadas e o0 volume total foi mensurado com auxilio de micropipetas de

volume variavel;

X pH do gaculado: foram utilizadas fitas graduadas entre 6,5 a 10 (M erko) para

mensurar o pH do gaculado total;

X Motilidade e vigor esperméticos: uma aliquota de sémen (2 ni) foi depositada

diretamente sobre [amina de vidro e coberta por laminula, mantidas a 37°C, e

observada em microscépio éptico com contraste de fase (200x) (Carl ZeissO,

Alemanha). A avaliacdo foi subjetiva e expressa em porcentagem para a



X/

motilidade, e escores de zero a cinco para o vigor, sendo zero equivaente a
auséncia de movimento e cinco representando movimento retilineo progressivo

intenso.

Concentracdo _espermética (sptz/mL): utilizouse a diluicdo sémen/dgua

destilada na proporcéo 1:50 ou 1:100, na dependéncia de uma avaliacdo subjetiva
inicial da concentragdo do sémen. Uma aliquota desta dilui¢éo (20 niL) era depositada
nos dois lados de uma camara de Neubauer espelhada e observada em microscopio
Optico com contraste de fase (200x). Procedeuse a contagem do numero de
espermatozéides em cinco quadrantes de cada lado. A concentracdo foi determinada

pelaformula padréo e representou 0 nimero de espermatozoides por mL do g acul ado.

C=5x10x N x D x 10°sptz/ mL

Onde C é a concentracdo, 5 € 0 nimero de quadrantes contados em cada lado da
camara, 10 é a dtura entre camara e laminula, N € a média do nimero de
espermatozoides contados em cada lado da cédmara, D é o fator de dilui¢do da amostra

(50 ou 100) e 10° corresponde & transformacao de mm® paramL.

X/
°

Teste Hiposmdtico (%): esta analise foi baseada nas técnicas utilizadas

para outras espécies (Jeyendran et al., 1984; Neild et al., 1999).
Efetuou-se a diluicdo (1:9) de uma aliquota de sémen em solucao
hiposmatica (Tabela 5). A diluicdo permaneceu em banho-maria a 37°C
por 30 minutos. A leitura foi realizada em microscopio optico (200 a
400x) anotando-se a porcentagem de espermatozodides com cauda

enrolada.



Tabela 5. Composicdo da solucdo hiposmotica (150
mOsm/kg), Botucatu, 2004

COMPOS CAO QUANTIDADE
Citrato de sodio 2H,0 7359
Frutose 1351¢g
Agua destilada 1000 mi

Morfologia espermética : para avaliacdo da morfologia espermatica utilizouse da

técnica descrita por Pope et al. (1991) para coloracdo de espermatozéides. Esta técnica
foi desenvolvida para avaliagdo de acrossomos, corando-o em azul escuro. Na
auséncia do acrossomo, a regido apical da cabeca mostra-se résea. A técnica consistiu
na diluicdo de sémen em citrato de sddio 2,9%, na proporcdo 9:1, seguida da adicdo de
corante de “Pope” (1% rosa bengala, 1% fast green FCF e 40% etanol em uma solucéo
tampéo de fosfato dissddico 0,2M + &cido citrico 0,1M) na propor¢do 1:1. A amostra
permaneceu 70 segundos em temperatura ambiente, apos os quais foi realizado um
esfregaco em lamina de vidro. A leitura dalaminafoi efetuada em microscépio optico
(400x e 1000x), anotando-se a ocorréncia de espermatozéides normais e de cada
defeito espermético. Os defeitos foram classificados em maiores e menores de acordo
com a sua importancia para afertilidade (Barth e Oko, 1989) e os resultados expressos
em porcentagem. Para 0s acrossomos, quaisquer alteracbes como irregularidade de

contorno ou heterogeneidade na coloragéo foram consideradas defeitos.



5. CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

5.1 Técnica de congelamento e diluentes

Depois da retirada das aiquotas destinadas as analises do sémen in natura, o volume
remanescente foi dividido de maneira eqlitativa em duas fragdes que foram
centrifugadas a 300g por 10 minutos. O sobrenadante foi removido. Para suspenséo
dos espermatozdides utilizou-se os criodiluentes TRIS EQUEX GLICEROL (TEG)
(Tabela 6) e MP-50 (Papa et al., 2002) (Tabela 7). A divulgacdo dos valores
guantitativos de cada ingrediente do meio MP-50 ndo foi autorizada pelos criadores

daférmula. O volume de cada diluente adicionado variou de acordo com a formula:

N
2 x (20 x 10°)

Volume do diluente (mL) =

Onde o N é o nimero total de espermatozdides méveis no gaculado (concentragdo x volume
do ejaculado x motilidade), 2 é o numero de diluentes utilizados para congelagdo e 20 x 10° é
0 nimero de espermatoziides que se desgja obter em 1 mL do diluente, com a finalidade de
gue cada palheta de 0,25 mL contenha 5 milhdes de espermatozdides. Optou-se por trabal har
com uma concentracdo estipulada de espermatozéides por palheta para minimizar os efeitos

desta variavel na viabilidade espermatica pds-criopreservacao (Leipold et al., 1998).

Apés a diluicdo, o sémen foi envasado em palhetas francesas (0,25 mL) e permaneceu em
equilibrio por 60 minutos em refrigerador de sémen (Minitubeo, Alemanha) a 5°C. Durante os
primeiros 50 minutos, as palhetas foram mantidas em um tubo de vidro inserido em um

recipiente repleto de &gua (taxa média de 0,3°C/min); nos 10 minutos restantes,



permaneceram diretamente sobre a grade do refrigerador de sémen (taxa média de 0,5°C/min).
Ap6s o equilibrio, as amostras foram transferidas para caixa de isopor (18 x 15 x 22 cnT) e
permaneceram durante 20 minutos em vapor de nitrogénio liquido, a 6 cm da coluna liquida,
depois dos quais foram mergulhadas no mesmo. O sémen congelado foi armazenado em
botij&o criogénico. Para as andlises posteriores, as amostras de sémen foram descongeladas a

46°C por 15 segundos, em banho- maria.

Tabela 6. Composicdo dos diluentes TRIS EQUEX (TE) (~ 330 mOsm) e TRIS

EQUEX GLICEROL (TEG) utilizados respectivamente para a
lavagem e congelacdo do sémen de Leopardus pardalise L. tigrinus

TE TEG
Componentes

Tris 2449 2449
Acido citrico 149 149
Glicose 0849 08¢
Sulfato de amicacina 0249 029
Gemade ovo 20 mL 20 mL
Equex 1mL ImL
Agua destilada e deionizada para 100 mL para 100 mL
Gliceral 7mL




Tabela 7. Composicéo simplificada do diluente MP-50: componentes (Papa

et al., 2002).
Grupo Componentes
AcUlcares Glicose, lactose, rafinose
Tampdes Citrato de sodio, citrato de potéssio, EDTA
Substratos Gema de ovo, leite em pd desnatado
Meios de cultivo celular Hepes e DME-Dubelcco’s Modified Eagle's
Antibiotico Sulfato de amicacina
Crioprotetores intracelulares Gliceral (3%), dimetil formamida (2%o)

5.2 Analise do sémen pos-descongelacao

Depois de descongel adas, as amostras foram analisadas para motilidade e vigor esperméticos,

morfologia espermética e integridade morfo-funcional da membrana plasmatica por meio do

teste hiposmético e de sondas fluorescentes.

Coloracéo por sondas fluorescentes. a integridade da membrana foi avaliada pela técnica de

coloracdo fluorescente, descrita por Harrison e Vickers (1990). Uma aiquota de sémen foi
diluida em solugdo de trabalho (1:4), contendo iodeto de propidio e diacetato de fluoresceina

(Tabela 8).



Tabela 8. Composicao da solugdo-trabalho utilizada para o teste de coloragéo de sondas

fluorescentes e composicdo das solugdes-estoque destinadas ao preparo da
solucgao-trabal ho, Botucatu, 2004.

SOLUCAO-ESTOQUE SOLUCAO
TRABALHO
DESCRICAO COMPOSICAO ~ QUANTIDADE
Diacetato de
luga d boxifl ' 92mg
1. solugéo estoque de carboxifluoresceina 20
fluoresceina DMSO 20 1ML
2. Solugao estoque de lodeto de propideo 10mg
_ ) 10mL
iodeto de propideo Solucdo fisioldgica 20 mL
i 0,
3. Solugdo de Formalina a 40% 1%
formaldeido Solucdo fisiolégica 80% 10nt
4. Citrato de sddio 3% 0,96 mL

A leitura foi realizada em microscopio de epifluorescéncia (400x) (NikonO, Japdo) e a

interpretacdo foi dada pela porcentagem de células coradas em verde, ou sgja, células com
membrana plasmatica integra. A coloracdo vermelha sinalizou a penetracdo do iodeto de

propidio no interior da célula, o que foi indicativo de lesdo de membrana,

As demais analises efetuadas ap0Os a descongelacdo das amostras de sémen estdo descritas no

item 4.3 do exame androl 6gi co.

6. ANALISE ULTRAESTRUTURAL



A andlise ultraestrutural do espermatozdéide foi realizada em dois momentos: in natura e apos
a descongelacéo. Realizamos um pool de sémen in natura e outros dois pools apos a

descongelacdo (um de cada diluente) para cada espécie.

A fim de obter uma amostra mais concentrada e livre de meio ou plasma, 0 material foi
centrifugado a 300g, por 10 minutos. O sobrenadarte foi descartado e os espermatozéides
foram suspensos em solugdo fixadora de glutaraldeido a 2,5% e tampéo fosfato 0,1M (pH
7,4). Depois de fixado, o material foi mantido sob refrigeragdo a 5°C até o momento de ser

processado.

O processamento foi executado da seguinte maneira:

*  Lavagem em tampéo fosfatado 0,1M pH 7,3 (3 lavagens de 15 minutos)

*  Pos-fixagdo em tetréxido de ésmio 15 no mesmo tampéo (2 horas)

*  Lavagem em agua destilada (3 lavagens de 5 minutos)

*  Incubagdo em acetato de uralina 0,5% em solugdo aquosa (2 horas)

*  Desdrataco em sequéncia crescente de solugdes de acetona (50, 70, 90 e 100%)

*  Embebicdo em resina (Aradite®) e acetona 100% (12 horas)

*  Embebicdo em resina na estufa a 37°C (1 hora)

*  Inclusdo em resina e polimerizacdo em estufa a 60°C (72 horas)

*  Trimagem

*  Selecdo de campos desgjados, com o uso de cortes semi-finos corados em azul de
metileno 1% e azur 11 1% em solucdo de borax 1%

*  Obtencdo de cortes ultrafinos, utilizando-se ultramicrtomo Ultratome [11 880 da

LKB



*  Coloragdo dos cortes ultrafinos com solucéo saturada de acetato de uranila em acool

50% e posteriormente em citrato de chumbo.

Depois de preparadas e coradas, as grades foram analisadas em microscopio de transmissao
(modelo CM 100, Philips®). As células espermaticas foram selecionadas e fotografadas para

andlise das ultra-estruturas.

7. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparagéo entre os diluentes de congelacéo, considerando a variagdo da resposta em
relacdo ao momento in natura (avaliada em porcentagem, ou sga, a variacdo relativa),
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon (Norman e Streiner, 1994). Para a andlise
estatistica dos dados obtidos pelas sondas fluorescentes, utilizou-se do mesmo teste, porém
ndo foi necess&rio o calculo da variagdo relativa, ja que a andlise ndo foi realizada no

momento inicial.

A apresentacdo dos resultados foi realizada considerando as medidas descritivas de posicéo e
variabilidade, seguidas do respectivo teste estatistico. O sinal negativo da medida descritiva
indicou um decréscimo da variacdo (queda do valor do descongelado em relacdo ao in
natura), enquanto o positivo, um acréscimo (elevacdo do valor do congelado em relagdo aoin

natura).



O nivel de confianca adotado para a significancia entre os dados foi de 5% (p<0,05). Quando
se obteve um nivel de confianca entre 5 e 10% (0,05<p<0,10), embora o resultado ndo fosse
significativo, foi indicativo de necessidade de aumento do tamanho da amostra para uma
definicdo mais objetiva. Quando o nivel de confianca foi superior a 10% (p>0,10), a diferenca

dos resultados foi considerada ndo significativa.

A analise das imagens obtidas em microscopia de transmissdo foi estritamente descritiva.



RESULTADOS E DI SCUSSAO



1. CONSIDERACOESINICIAIS

Em termos anatdmicos, 0s animais das espécies Leopardus tigrinus e L. pardalis
apresentaram posicionamento de escroto e pénis idénticos ao gato domeéstico (Popesko, 1985).
O pénis mostrou, invariavelmente, um aumento de volume na por¢éo mais apical da glande
(Figura 2), o que diferiu do aspecto conico homogéneo descrito por Jonhston et al. (2001) e

visualizado na Figura 10. Na porc¢éo basal da glande foram verificadas fileiras de

Figura 2. Pénis de Leopardus pardalis evidenciando a glande. Em detalhe
0 aumento de volume na porcéo apica (Botucatu, 2004).



espiculas queratinizadas, semelhantes as observadas no gato doméstico (Feldman e Nelson,
1996), provavelmente relacionadas ao estimulo mecéanico que gera o fendmeno da ovulacdo

induzida nas fémeas das duas espécies (Morais, 1999; Moreira et al., 2001).

Como o objetivo principal deste trabalho foi estudar o efeito da criopreservacéo sobre a célula
espermatica, priorizourse a obtencdo de sémen em quantidade suficiente para o
processamento. O protocolo sugerido por Howard (1993) foi mantido como base, porém, por
vezes, sofreu alteragdes no nimero de séries e intensidade do estimulo, em fungdo da resposta
do animal. Por este motivo, as comparacdes ef etuadas entre dados como volume do g aculado,
concentracdo espermdtica e nimero total de espermatozdides obtidos neste experimento, e

dados expressos em literatura, ndo podem ser consideradas fidedignas.

Figura 3. Colheita de sémen por eetrogiaculagdo em Leopardus pardalis. observar o
posicionamento simétrico dos membros pélvicos em sentido cauda em
resposta a0 estimulo elétrico, Botucatu, 2004.



2. GATO-DO-MATO-PEQUENO (Leopardus tigrinus)

Os gatos-do-mato- pequenos apresentaram o porte esperado para a espécie, em média 2,2 kg
(Tabela 9), segundo Eisenberg e Redford (1992), porém inferior a média gresentada por
Morais et al. (2002) -3,0 kg. Assim como em relagdo ao porte, a média do volume testicular
total (VTT) foi inferior - 2,89 cnt - ao relatado por Morais et al. (2002) - 4,2 cnt - e também
por Swanson et al. (1995) - 3,6 cn. Quando se corrigiu 0 volume testicular para 0 peso
(VTT/PC), porém, os valores obtidos para os animais deste experimento (1,35 cnt.kg?l)
praticamente se equivaleram aos dados obtidos por Morais et al. (2002) (1,4 cnt.kg?),
mostrando que os animais sdo proporcionalmente semelhantes. Todos os testiculos pal pados

apresentaram consisténcia fibroel astica.

Em relacdo ao aspecto do gaculado, variou de tranducido a leitoso. O sémen de aspecto
leitoso mostrava-se mais denso. Em todas as ocasifes em que foi obtido, a concentracéo de
espermatozdides no gaculado foi alta (250 a 755 milhdes sptz/mL). O sémen avermelhado

expressou contaminacdo por sangue. O amarelado foi indicativo de contaminacdo por urina.

Oito dos 15 gaculados (53%) apresentaram contaminacdo por urina em pelo menos uma das
series, uma porcentagem extremamente elevada quando comparada a obtida por Morais
(1999) — 26,9%. A contaminacdo do sémen por urina € frequente em felinos quando
submetidos a eletrogjaculacéo (Platz e Seager, 1978; Swanson et al., 1996a; Morato, 1998;

Morais, 1999) e pode estar relacionada a0 posicionamento mais cranial do transdutor. No



presente estudo, embora se buscasse sempre 0 correto posicionamento e aprofundamento da
probe, ndo foi possivel evitar a contaminagdo. Acredita-se que, os farmacos utilizados, de
maneira geral, apesar de terem propiciado um periodo de retorno anestésico mais tranquilo em
relacdo ao obtido com o0 uso exclusivo do Zoletil®, causaram relaxamento excessivo do
esfincter do cana urinario, efeito indesgjado para a colheita de sémen. Observouse, porém
sem comprovacdo por andlise estatistica, que animais em planos anestésicos muito profundos
ou muito superficiais e animais nos quais se utilizou associagcao de farmacos ao tartarato de

butorfanol, aincidéncia de contaminagdo por urina foi maior.

Deve-se destacar um dado ndo descrito em literatura, a alteracdo de cor do sémen poucos
minutos apos a gaculacdo, passando de tranducido ou esbranquicado a levemente réseo. A
coloracdo rosea se mostrou homogénea em todo o frasco, levando a crer que esta modificagéo
ndo tenha resultado de reacdo com o ar. Embora a hipétese sgja especulativa e hgja
necessidade de estudos mais esclarecedores, acredita-se que possa estar relacionada ao

metabolismo espermético.

Tabela 9 Médias ¢ DP) de peso corpora (PC), volume testicular total (VTT), volume do
gjaculado (VOL), pH e concentragdo espermética (CE) dos 15 g aculados obtidos em
cinco espécimes de Leopardus tigrinus, Botucatu, 2004.

ANIMAL | N* PC(kg) VTT(cn?)  VOL (mL) pH CE (x 10°sptz/mL)
1 4 27+05 29+03 020+019 76+07 4540 + 352,2
2 1 1800 24%#00 005+00 77+00 105,0 + 0,0
3 2 18+00 22+01 030+014 75%02 2462 + 199,7
4 5 2401 28+03 013+06 79+06 169,5 + 96,1
5 3 23+x01 4007 013+06 78%10 370,8 + 3232

médias 22+04 29+ 0,7 016+01 7,7%+01 269,1+ 1431

* ndmero de ejaculados por animal



Amostras sabidamente contaminadas por urina foram excluidas da mensuracdo de pH. A
media obtida, 7,7 (Tabela 9), foi semelhante a encontrada na literatura para a especie, 7,6
(Morais et al., 2002). Os limites abrangeram de 7,0 a 9,0. As amostras com maior
concentracdo de espermatozéides (acima de 700 x 10° sptz/mL) apresentaram pH mais baixo
(entre 7,0 e 7,1). As amostras cujas concentragdes foram menores (66 a 265 x 10° sptz/mL)

apresentaram pH alcalino (8,3 a9,0).

O volume do gaculado, 0,16 mL (Tabela 9), foi inferior ao obtido por Morais et al. (2002) —
0,30 mL - e maior que o volume relatado por Swanson et al. (1995) — 0,11 mL. As variaveis
concentracdo e nimero total de espermatozéides moéveis no gaculado (obtido pela férmula:
concentracdo espermatica x volume gaculado) seguiram o0 mesmo padrdo, sendo os valores
obtidos — 269 sptz/mL e 35 x 10° sptz moveis - intermediérios entre os valores apresentados
em literatura— 412 sptz/mL e 74,2 x 10° sptz méveis (Moraiset al., 2002) — e — 78,5 sptz/mL

e 9,4 x 10° sptz totais (Swanson et al ., 1995).

Utilizando-se da relacdo nimero de espermatozoides, dividido por volume testicular total
(NTE/VTT) verificase que os animais do presente estudo produziram em média, menos
espermatozdides por volume testicular (12,1 x 10° sptz/cnt) que os estudados por Morais et
al. (2002) (17,7 sptz/cnt). Vérios fatores como genética, sazonalidade, diferencas nos
protocolos de anestesia, colheita de sémen, dieta, idade dos animais e condicdes de cativeiro

podem ter influenciado a menor producdo espermatica nestes animais.

Todas estas comparagBes que envolvem volume e nimero total de espermatozdides no
gjaculado, entretanto, sdo especulativas, ainda quando desconsideramos a diferenca dos

protocolos para eletrogjaculacdo. Dooley et al. (1991), demonstraram que a eaculacéo



retrograda no gato doméstico acontece durante o acasalamento ou a el etroejaculagdo. Embora
a gjaculacdo retrograda seja, portanto, fisioldgica, a contaminacdo do sémen por urina, como
um fendmeno inverso, ndo o é. Aventa-se aqui a hipotese de que, assm como foi obtida uma
alta taxa de contaminacdo por urina devido ao relaxamento do esfincter uretral, o refluxo de
sémen para a vesicula urinédria pode também ter sido alto neste experimento, resultando em

diminuicéo de volume e nimero de espermatozdides no g aculado.

Tabela 10. Vaores médios (+ DP) das andlises do $2men in natura e pds-descongelado nos meios
TEG e MP-50 para Leopardus tigrinus (n = 5, 15 gaculados): motilidade espermética
(Mot), vigor espermatico (V), teste hiposmético (H), sondas fluorescentes (F),
espermatozoides morfol ogicamente normais (N), Botucatu, 2004.

MOMENTO| Mot (%) V (05) H (%) F (%) N (%)
innatura | 7627 %153 412+ 10 82,42 £ 8,9 - 52,01+ 125
TEG 3760+125  274+08  5906+130  3965+62  37,50+87
MP-50 | 2752+132  260+05 6024+56  3910+4,0  3054+113

O sémen in natura apresentou uma motilidade espermatica (76,27%) e vigor espermatico
(4,12) ligeiramente maiores gque 0s descritos em literatura (73,5% e 3,4) (Morais et al., 2002).

Quando calculado o indice de Motilidade Progressiva (IMP), obtido pelaformula:

Mot + (V x 20)
2

IMP =

Onde Mot é a porcentagem de espermatozéides moéveis, V € o vigor espermético, tem-se que
o IMP obtido (79,3) € superior aos encontrados por Morais et al., 2002 (74,1) e Swanson et
al., 1995 (62,1). Estes dados indicaram que a presenca de urina nem sempre resultou em

gueda de motilidade espermatica.



O sfmen apresentou uma porcentagem relativamente baixa de espermatozéides
morfologicamente normais - 52% (Tabela 10) (Figura 5a) 0 que, entretanto, ndo divergiu
demasiadamente da média encontrada por Morais et al. (2002) - 59,2%, mas foi maior que a
média obtida por Swanson et al. (1995) - 35,6%. Os defeitos concentraram-se em alteracoes
de flagelo como cauda enrolada, dobrada e fortemente enrolada (12,5%, 10,9% e 10,95%,
respectivamente) (Figura 5d). Swanson et al. (1996%), obtiveram altas porcentagens de
espermatozdides com caudas enroladas e dobradas em sémen de jaguatirica contaminado por

urina

A osmolaridade média dos fluidos corporais € basicamente a mesma, de 280 a 310 mOsm/kg
para a urina do gato doméstico (Osborne e Finco, 1995), e de 290 a 323 mOsm/kg para o
sémen da mesma espécie (Johnston et al., 1988). Osborne e Finco (1995) relataram, porém,
gue a osmolaridade da urina pode variar amplamente no gato (50 a 3200 mOsm/kg). Sabe-se
gue o meio hiposmdtico causa influxo de dgua em membranas funcionais e consequiente
edema. O edema no espermatozdide € notado pelo enrolamento da cauda (Neild et al., 1999).
Portanto, a exposicdo de espermatozéides a uma urina hiposmaética poderia explicar o

aumento de incidéncia de alteraces de flagel o neste experimento.

Axnér et al. (1997), verificaram gue os espermatozoOides obtidos na primeira série da
eletrogjacul agcdo apresentavam uma quantidade elevada de defeitos de flagelo (cauda enrolada
e dobrada). Apds este relato, grande parte dos trabalhos que utilizam avaliacdes de morfologia
espermética em felinos retira uma amostra da segunda fragcéo do g aculado para destinar a esta
anadlise. Em nosso estudo, a aliquota de sémen destinado ao exame morfoldgico foi extraida
do volume total do egjaculado, e ndo da segunda série da eletrogjaculacdo, uma vez que se

pretendeu avaliar o gaculado como um todo, ou da maneira como é inseminado ou



criopreservado. Talvez também por este fato, tenha-se obtido uma quantidade relativa maior

de defeitos menores ligados ao flagelo.

Tabela 11. Médias (+ DP) das porcentagens de espermatozéides morfol ogicamente normais e de
espermatozéides pleiomérficos no sémen in natura e apds a descongelacdo nos

diluentes TEG e MP-50 em Leopardus tigrinus (n = 5, 15 gaculados), Botucatu,

2004.
In natura TEG MP-50
Espermatozéides normais (%) 5201+ 125 37,53+ 8,7 30,94 + 10,0
Defeitos maiores (%) 21,84+93 29,70+ 8,2 2852+ 6,1
Cabeca estreita (%) 0,38+ 04 0,00 + 00 0,00 £ 00
Contorno anor mal de cabega (%) 067+08 00401 000+ 00
Cabega destacada anormal (%) 090+08 0,07+01 011+01
Microcefalia (%) 0,14+02 021+0.2 004+£01
Formas duplas (%) 015+ 02 0,00+ 00 004 +01
Defeito de acrossomo (%) 342+ 21 17,06 £ 7,7 15,22 +5,0
Defeito de pegaintermedidria (%) 147+10 134+16 0,70+£09
Cauda fortemente dobrada (%) 124+10 147+15 05807
Cauda fortemente enrolada (%) 1095+ 9,3 790+42 10,06 + 7,0
Fraturatotal da cauda (%) 022+04 017+02 0,00+ 0,0
Gota citoplasmética proximal (%) 250+18 134+14 157+11
Defeitos menores 26,15+ 8,9 328078 40,52 + 8,9
Cabeca destacada normal (%) 0,73+ 05 050+ 05 134+10
Insercéo anormal (%) 0,36 £ 0,2 0,38+03 056 +03
Cauda enrolada (%) 1250+ 5,8 1503+ 7,0 19,05+ 9,0
Cauda dobrada (%) 10,90+ 4,0 16,24+ 2,3 1759+ 5,2
Gota citoplasmética distal (%) 1,70+ 18 1,27 +1,5 1,9+ 10

Morais (1999), encontrou uma porcentagem bastante alta de espermatozoides com peca

intermediaria dobrada com gota citoplasmatica (18,7%), que, embora sgja um defeito de



maturacdo epididimaria, € considerado um defeito maior (Barth e Oko, 1989). No presente
estudo este defeito foi relativamente menos comum (1,47%) (Figura 5b), porém obteve-se
uma porcentagem elevada de espermatozéides com caudas fortemente enroladas (10,95%)
(Figura 5¢), que também é considerado um defeito maior, isto €, um defeito que causa maior

impacto na capacidade fertilizante do sémen (Barth e Oko, 1989) (Tabela11).

Em relacdo a eficiéncia dos dois diluentes utilizados para a congelagdo do sémen, ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre as andlises efetuadas, motilidade espermética, vigor,
teste hiposmatico, morfologia espermatica e sondas fluorescentes (Tabelas 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18). Apesar de ndo diferirem estatisticamente, a0 comparar as medias obtidas apds a
descongelagdo, observamos que o diluente TEG proporcionou uma queda menor de
motilidade em 10 pontos percentuais em relacdo ao diluente MP-50 (Tabela 10).
Provavelmente, se 0 nimero de animais (n = 5) do experimento fosse maior, esta diferenca

poderia se configurar significativa.

Tabela 12. Medidas descritivas para a motilidade espermética de Leopardus tigrinus, segundo a
variagdo relativa (%) dos momentos in natura e pos-descongelado, nos diluentes TEG e
MP-50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico

Média -50,43 -63,65

Desvio Padréo 13,01 19,63

Vaor Minimo -68,75 -93,75

Mediana -50,00 -56,94 10,00 (p > 0,10)

Vaor M&ximo -37,97 -42,02




De quaquer forma, devido a néo divergéncia estatistica dos dados, foi possivel tracar médias
para os valores obtidos apos a descongelacdo do sémen proveniente dos dois meios (TEG e
MP-50), com a finadidade de discutir a relacdo entre os momentos in natura e pos
descongelacdo. Os parametros avaliados expressaram uma gueda acentuada na qualidade de
sémen apOs a descongelacdo (Tabela 10). A motilidade espermatica caiu 43,7 pontos
percentuais (Ou em valores absolutos). Suspeita-se que, embora a motilidade do gaculado
contaminado por urina possa ter sido mantida em um primeiro momento, como observou
Dooley et al. (1991) para gatos domésticos, € possivel que o choque osmatico, de pH, e/ou
toxico possa ter causado ateracfes primarias nas membranas espermaticas, tornando-as mais
susceptiveis aos estresses gerados pelo processo de congelacao e descongelacdo. Entretanto,
guedas similares na porcentagem de espermatozdides moveis ja foram relatadas para outras

espécies de felinos (Wildt et al., 1987b; Zambelli et al., 2002; Tsutsui et al., 2003).

Tabela 13. Medidas descritivas para 0 vigor espermético de Leopardus tigrinus, segundo a variagéo
relativa (%) dos momentos in natura e pés-descongelado, nos diluentes TEG e MP-50,

Botucatu, 2004.
Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Edtatistico

Média -32,99 -36,46

Desvio Padréo 12,61 1334

Vaor Minimo -50,00 50,00

Mediana -30,00 -40,00 1,00 (p > 0,10))
Vaor Maximo -16,67 -16,67

Em relagdo a morfologia, obteve-se um aumento no percentual de caudas enroladas e dobradas (10,5 pontos),
assim como das |lesfes de acrossomo (12,7 pontos) apos a descongelacdo do sémen (Figuras 5d e 5€). Segundo
Lin et al. (1998), defeitos de flagelo, como o enrolamento, séo frequientemente observados em resposta ao

processo de criopreservagao.



Tabela 14. Medidas descritivas para a morfologia espermética — espermatozdides normais - de

Leopardus tigrinus, segundo a variacdo relativa (%) dos momentos in natura e pos-

descongelado, nos diluentes TEG e MP-50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico

Média -22,78 -47,27

Desvio Padréo 18,82 -14,51

Vaor Minimo -48,73 -66,85

Mediana -27,84 -4317 0,00 (p>0,10)

Vaor M&ximo -3,70 -31,%4

Tabela 15. Medidas descritivas para a morfologia espermatica — defeitos menores - de Leopardus

tigrinus, segundo a variacdo relativa (%) dos momentos in natura e pds-descongelado, nos
diluentes TEG e MP-50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico

Média 33,21 67,30

Desvio Padréo 25,74 60,08

Vaor Minimo 6,94 22,72

Mediana 26,47 47,22 2,00 (p>0,10)

Vaor Maximo 73,46 164,71

Tabela 16. Medidas descritivas para a morfologia espermética — defeitos maiores - de Leopardus

tigrinus, segundo a variacdo relativa (%) dos momentos in natura e pds-descongelado, nos
diluentes TEG e MP-50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico

Média 55,02 49,99

Desvio Padréo 74,42 63,09

Vaor Minimo -17,24 -27,59

Mediana 54,17 62,59 10,00 (p > 0,10)

Vaor Maximo 170,42 125,35




Os felinos, de forma geral, parecem ser especiamente sensiveis as lesdes de acrossomo induzidas pelo frio
(Pukazhenthi, 1999; Leibo e Songsasen, 2001). O sémen do gato-do-mato-pequeno, quando avaliado pela técnica
de coloragdo de “Pope”, mostrou que o defeito mais incidente apds a descongelagdo foi de fato a lesdo
acrossdmica (média de 16,14%). Outras espécies apresentaram proporcdes maiores de alteragcdes de acrossomo
apos a descongelacdo do sémen, como jaguatirica, 50-60% (Swanson et al ., 1996a), ongas-pintadas e guepardos,
aproximadamente 70% (Swanson et al., 1996b), e os gatos domésticos, 60-80% (Hay e Goodrowe, 1993). Deve-
se observar, entretanto, que a contagem de defeitos acrossomai s realizada neste estudo foi relativa, levando-se em
consideracao todas as alterages espermaticas, enquanto nos demais estudos citados a avaliacdo do acrossomo foi

uma andliseisolada.

26,15

@ Normais

Defeitos maiores

52,01 g Defeitos menores

@ Normais
Defeitos maiores

O Defeitos menores

Figura 4. Representacéo gréfica dos resultados obtidos na andlise da morfologia espermética de
Leopardus tigrinus nos momentos in natura (A) e apos a criopreservagdo (B) (meédias
dos resultados obtidos utilizando-se os diluidores TEG e MP-50), Botucatu, 2004.
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Figura 5 Morfologia espermética em sémen in natura (IN) ou criopreservado (C) de Leopardus
tigrinus, utilizando-se a coloragcdo simples de “Pope” (Pope et al., 1991), em microscopia
Optica, 1000x. @) Espermatozdéide norma (IN); notar acrossomo intacto (A). b)
Espermatozo6ide com defeito de peca intermediéria (dobrada) (IN). c¢) Cauda duplamente
enrolada (IN). d) Cauda dobrada e acrossomo intacto (C). €) Contorno anormal de

acrossomo, (C). e?) Cauda dobrada e destacamento de acrossomo (C), Botucatu, 2004.

A andlise do teste hiposmaético, como ja relatado, néo diferiu entre os criodiluentes (Tabela
17) e teve uma queda média de 22,7 pontos percentuais em relacdo a0 momento in natura
(Tabela 10). Os resultados obtidos por este teste ndo representaram a porcentagem de células
com integridade funcional da membrana plasmatica, em nenhum dos dois momentos (pré e
pos-congelacdn). Conforme ja discutido, a solucdo hiposmética causa edema no
espermatozéide com membrana plasmatica funcional, o que resulta em enrolamento de

cauda. Neste estudo, a porcentagem de espermatozéides com caudas morfologicamente



enroladas ou dobradas foi elevada. Para que estes espermatozoides fossem desconsiderados
como funcionais seria necessaria a realizagcdo de uma etapa complementar nesta andlise, a
diluicdo do sémen em solucdo isosmética (Lin et al.,, 1998), subtraindo-se 0s
espermatozéides que apresentassem cauda enrolada. Embora o teste hiposmético seja de facil
preparo e requeira somente um microscopio Optico para a leitura, ele demanda tempo e,

portanto, ndo se mostrou muito prético para utilizacdo a campo.

Tabela 17. Medidas descritivas para o teste hiposmaético de Leopardus tigrinus, segundo a variacdo
relativa (%) ap0s o processo de criopreservagdo de sémen nos diluentes TEG e MP-50,

Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico

Média -28,41 -26,52
Desvio Padréo 12,60 6,69
Vaor Minimo -42,07 -33,52
Mediana -33,80 -28,05 7,00 (p > 0,10))
Vaor Maximo -14.21 -1543

A andise de integridade morfo-funcional da membrana plasmética por sondas fluorescentes
ndo foi realizada em um primeiro momento, portanto, ndo se pdde discutir 0 quanto se perdeu
em integridade apos a criopreservagdo. O valor obtido para o gato-do-mato-pegqueno (média
de 39,4% de espermatozbides com membrana integra apds a descongelacdo) foi
intermediério entre valores obtidos para sémen criopreservado de cdes, entre 21% e 74%
(Strém et al., 1997; Yu et al., 2002; Chirinéa et al., 2003) e para equinos, entre 30 e 55%

(Aurich et al., 1996; Neild et al., 1999; Papa et al., 2002).



Tabela 18. Medidas descritivas para a integridade de membrana por sondas fluorescentes de

Leopardus tigrinus, segundo a porcentagem (%) obtida apdés o processo de

criopreservacdo de sémen nos diluentes TEG e MP-50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico

Média 39,64 39,07

Desvio Padréo 6,23 3.9

Vaor Minimo 30,50 33,50

Mediana 41,25 40,50 1,00 (P> 0,10

Vaor M&ximo 47,50 43,38




3. JAGUATIRICAS (Leopardus pardalis)

As jaguatiricas estudadas tiveram media de peso corporal de 13,1 kg, 0 que esta dentro dos
padrdo descrito para a espécie (Novak e Paradiso, 1991). Ao exame dos 6érgdos genitais
externos, os testiculos apresentaram consisténcia fibroeléstica em 15 das 17 colheitas. As
alteracOes de consisténcia ndo foram permanentes e estiveram relacionadas a lesdes de pele no
escroto. Também ndo estiveram relacionadas com queda na qualidade do sémen na respectiva
colheita, nem nas subsegiientes. O volume testicular médio obtido, 27,21 cn, foi inferior ao

obtido por Morais et al. (2002), 32 cnT.

A relacdo obtida pelo calculo do volume testicular total pelo peso corporal (VTT/PC), 2,07
cnt.kg?, foi semelhante & obtida por Morais et al. (2002), 2,3 cnt.kg?!, o que confirma que ha
proporcionaidade especifica entre gbnadas e porte corporal. Em geral, os valores desta
relacdo sdo mais atos para as espéecies do género Leopardus que para outras espécies de
felinos ja estudadas (Barone et al., 1994; Swanson et al., 1995; Morais et al., 2002). Os
testiculos proporcionalmente maiores nessas espécies garantem uma eficiéncia maior na

producdo de espermatozdides por kilo de peso corpora (Morais, 1999).

Os gaculados de jaguatiricas apresentaram coloracdo levemente amarelada a esbranquicada.
Um dos animais gaculou sémen com coloracdo enegrecida e consisténcia oleosa em duas

colheitas consecutivas, com um intervalo de 35 dias. Ao microscépio, observouse que 0s



espermatozoides provenientes destes gjaculados apresentaram boa motilidade (70 e 85%) e
vigor excelente (5), além de uma concentracdo (507,5 e 300,0 milhdes sptz/mL) acima da
média obtida para a espécie (164,2 sptz/mL) (Tabela 19) . Outras ateragdes de cor estiveram

ligadas a contaminacdo por sangue (avermelhado) e urina (amarel o).

Foi dificil quantificar a contaminac&o do sémen por urina, ja que os gaculados mostraram-se
amarelados em 59% das colheitas, apesar de apresentarem motilidade e vigor espermaticos
muito bons (Tabela 20). Morais (1999), baseando-se na cor e pH do gaculado, constatou que
69% dos 42 gjacul ados obtidos de jaguatirica estavam contaminados por urina, porém também
obteve bons indices de motilidade progressiva para o sémen dos quatro machos estudados
(75,4 a 79,3). Supde-se que 0 sémen da espécie sgja mais resistente as alteragdes provocadas
pela contaminagdo por urina, talvez porque estas ateracdes ndo sgjam tdo limitantes, isto €, o
pH da urina pode ndo ser tdo &cido ou a osmolaridade possa ser similar a do sémen,
minimizando os danos aos espermatozoides. Outra possibilidade é que o sémen da espécie

possa apresentar fisiologicamente uma coloragdo amarelada no € aculado.

Tabela 19. Médias (= DP) de peso corpora (PC), volume testicular total (VTT), volume do gjaculado
(VOL), pH e concentracéo espermatica (CE) para cinco espécimes de Leopardus pardalis,

Botucatu, 2004.
ANIMAL | N* PC(kg) VTT(cm3) VOL(mL) pH CE(x 10° sptz/ml)

1 3 143+11 388+17 092+0.5 7607 151,25 + 107,2
2 3 118+07 2647+ 1,0 0,76+ 0,1 6,7+0,1 145,42 + 58,9
3 4 141+12 22912+16 0,76 + 0,3 74+04 99,06 + 14,6
4 3 105+ 05 2742+24 022+007 6605 349,16 + 140,3
5 4 14,7+ 06 2044 +2.3 0,35+ 0.2 79+10 76,56 + 35,2

médias 13,10+ 1,8 27,21+7,0 0,60+ 0,3 72+06 164,29 + 108,0

* ndmero de gjacul ados/animal



O pH médio do gaculado (7,2) (Tabela 19) esteve proximo ao da média obtida por Morais
(1999) para a espécie (7,5). Dentre os 17 gjaculados, entretanto, os valores limitrofes foram
6,1 e 9. O anima que apresentou a menor média de pH (6,6) foi 0 que mostrou maior
concentracao espermatica (349,16), assim como o que apresentou o valor mais elevado de pH
(7,9), amenor concentracdo espermética (76,56). Poder-se-ia esperar que 0 sémen proveniente
da eletrogjacul acdo expressasse alcalinidade, devido a estimulacdo direta na regido da préostata
(Axnér e Linde-Fosberg, 2002), porém, a participacdo da secrecdo prostatica no gaculado
parece ter sido variavel de acordo com o individuo e, como ja discutido, ndo se pode avaliar
com clareza a porcentagem total de amostras contaminadas com urina, o que também deve ter

sido uma das causas para obtencéo de pH mais acido em alguns gaculados.

A meédia de volume do gaculado (0,60 mL) foi inferior ao obtido por Morais et al., 2002
(1,40 mL), porém, equiparou-se ao relatado por Swanson et al.,1995 (0,62 mL), e superou 0
valor obtido por Howard, 1993 (0,30 mL). A concentracdo espermética (164,2 10° sptz/mL)
foi superior ao descrito nestes trés estudos (101,2; 53,8; 28,0 x 10° sptz/mL, respectivamente).
A média do nimero de espermatozdides moveis por gaculado encontrada neste estudo, 84,3 x
10°, foi inferior ao valor obtido por Morais et al. (2002), de 114,7 x 10° sptz méveis, mas foi
10 vezes maior que a relatada por Howard (1993), e pouco mais de duas vezes maior que a
obtida por Swanson et al. (1995). Convém relembrar que o protocolo de colheita utilizado

neste experimento foi, por vezes, diferenciado dos utilizados nos estudos aqui comparados.

O sémen in natura da jaguatirica apresentou uma motilidade espermética média muito boa
(85,6%) e um excelente escore para motilidade progressiva (4,6) (Tabela 20). Transpondo
estes dados para o indice de motilidade progressiva (IMP), obtémse um valor (89,1) acima

dos j& descritos em literatura (76,0; 70,4; 83,1 e 77,5), por Howard (1993); Swanson et al.



(1995); Swanson et al. (1996a) e Morais et al. (2002), respectivamente. Todos estes dados,
porém, sdo subjetivos e pouco discrepantes e sugerem gue a espécie tenha uma boa qualidade

seminal.

A porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais (70,4%) encontrada para a
espécie (Tabelas 20 e 21) esta acima da média apresentada pela maioria dos felinos (Howard,
1993) e se assemelha ao valor obtido por Morato et al., 2001, para oncas-pintadas (Panthera
onca) de vida livre (73,5%). Outros autores mostraram resultados ainda melhores (acima de

80%) para a espécie (Howard, 1993; Morais et al., 2002).

Tabela 20. Vaores médios (+ DP) das andlises do sémen in natura e pds-descongelado nos meios
TEG e MP-50 de Leopardus pardalis (n = 5, 17 gjaculados) para: motilidade espermética
(Mot), vigor espermatico (V), teste hiposmético (H), sondas fluorescentes (F),
espermatozoides morfol ogicamente normais (N), Botucatu, 2004.

MOMENTO| Mot (%) V (05) H (%) F (%) N (%)
innatura | 8560+ 38 460+ 03 79,80+ 70 - 7040+ 156
TEG 7310+34 360 + 02  5190+21 4750+ 31 47,90+ 116

MP-50 61,00+ 9,2 380+02 57,60+ 5,4 38,70+ 2,5 4390+ 16,0

De fato, os defeitos que mais incidiram na andlise realizada pela coloracéo de “Pope’, foram
novamente os defeitos de flagelo (13,3% de caudas dobradas e enroladas e 4,4% fortemente
enroladas) (Tabela 21) (Figura 7b). Morais et al., 2002, obtiveram uma porcentagem bastante
inferior de caudas enroladas ou dobradas (0,6%), porém uma quantidade relativamente maior
de defeitos de peca intermediaria (7,8% contra 1,3%) (Figura 7c). Além de todas as variaveis
ja discutidas para o gato-do-mato-pegqueno em relacdo a alta incidéncia de caudas dobradas e

enroladas, suspeita-se que durante o preparo do sémen para a coloracéo de “Pope’, possa ter



ocorrido chogue osmdtico, influenciando a resposta. Como ja mencionado, a técnica de
coloracdo utilizada foi desenvolvida para verificar o status do acrossomo, e ndo é

regularmente utilizada para avaliacdo dos demais defeitos espermaticos.

Tabela 21. Médias (+ DP) das porcentagens de espermatozéides morfologicamente normais e de
epermatozdides pleiomorficos no sémen in natura e apds a descongelacdo em meio
TEG e MP-50, em Lepardus pardalis (n = 5, 17 gaculados), Botucatu, 2004.

In natura TEG MP-50
Espermatozoides normais (%) 70.40 + 15,6 47,90 + 11,6 43,90 + 16,0
Defeitos maiores (%) 13,20 + 10,3 36,90 + 5,7 38,90 + 10,0
Cabecaestreita (%) 013+0,1 0,00 + 0,0 0,00 = 00
Cabeca piriforme (%) 0,06 +0,1 0,00+ 00 0,00+ 0,0
Contorno anormal de cabega (%) 113+08 053+05 0,36+ 04
Cabeca destacada anormal (%) 0,16+ 02 0,05+ 01 023+03
Microcefalia (%) 033+04 0,00+ 00 0,06+0.1
Formas duplas (%) 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0 0,06+0,1
Defeito de acrossomo (%) 4,08+ 2,6 30,38+ 3,6 31,53+ 4,6
Defeito de pega intermediéria (%) 130+12 154+11 1,80+18
Cauda fortemente dobrada (%) 051+04 040+03 050+ 05
Cauda fortemente enrolada (%) 4,40+ 73 290+33 390+41
Fraturatotal da cauda (%) 0,03+01 017+01 0,06+ 0,1
Gota citoplasmética proximal (%) 095+0,7 095+10 038+ 04
Defeitos menores 16,35+ 6,2 15,00+ 9,3 17,20+ 8,3
Cabeca destacada normal (%) 005+01 048+ 0,7 047 +03
Insercdo anormal (%) 0,34+0,2 0,90+ 05 090+ 04
Cauda enrolada (%) 6,60 £ 33 540+ 36 6,00+ 4.2
Cauda dobrada (%) 6,70+ 30 6,90+ 33 780+ 15
Gota citoplasmética distal (%) 26015 1,30+1,8 205+23




Outra classe de defeitos com ocorréncia razoavelmente ata foi a de ateragdes de acrossomo,
gue se concentraram em espermatozoides com destacamento parcial ou total de acrossomo

(4,4%) (Tabela 21), algumas vezes associado com defeito de pecaintermediédria (Figura 7d).

ApGs a criopreservacdo, a andise estatistica revelou que ndo houve diferenca significativa
para o nivel de significancia estipulado em 5% entre os dois diluentes nas analises efetuadas.
Entretanto, em um nivel de confianga entre cinco e 10% (0,5 < p < 0,10), os resultados
obtidos em motilidade espermética e vigor espermético (Tabelas 22 e 23) representaram um
indicativo biolégico para um numero amostral reduzido, ou sgja, uma “tendéncia’ para

melhor motilidade espermatica em meio TEG e melhor vigor em meio MP-50 (Tabela 20).

Tabela 22. Medidas descritivas para a motilidade espermética de Leopardus pardalis, segundo a
variagcado relativa (%) dos momentos in natura e pos-descongelado, nos diluentes TEG e MP-
50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Edtatistico

Média -14.34 -28,30

Desvio Padréo 7,94 11,06

Vaor Minimo -26,03 -45,21

Mediana -14,81 -25,92 15,00 (0,05 < p < 0,10)

Vaor Maximo -4,09 -16,33

A motilidade mostrou uma queda em pontos percentuais (ou queda absoluta) de 12,5 (TEG) e
24,6 (MP-50) em relacdo ao sémen in natura, o que foi semelhante aos resultados obtidos

para sucuaranas (Oliveira et al., 2001) e para gatos domésticos (Zambelli et al., 2002).



Tabela 23. Medidas descritivas para o0 vigor esperméatico de Leopardus pardalis, segundo a variacéo

relativa (%) dos momentos in natura e pds-descongelado, nos diluentes TEG e MP-50,

Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico

Média -21,24 -17,30
Desvio Padréo 5,79 5,45
Vaor Minimo -25,05 -21,62
Mediana -23,40 -20,00 15,00 (0,05 < p<0,10)
Vaor M&ximo -11,03 -9,09

Ao se cdcular o indice de motilidade progressiva (IMP) para o sémen descongelado,
observou-se que os valores encontrados, 72,5 (TEG) e 68,5 (MP-50) foram semelhantes aos
obtidos para gatos domésticos congelados em diluente com 4% de glicerol, 67,8 (Nelson et
al., 1999). A queda de 16,6 pontos no meio TEG para o IMP foi semelhante ao obtido para

sémen de tigre siberiano descongelado (Donoghue et al., 1992).

O resultado estatistico da integridade funcional da membrana plasmética pelo teste
hiposmoético também mostra 0 mesmo impasse estatistico da motilidade e vigor espermético
(Tabela 24), sendo considerado superior no diluente MP-50 (Tabela 20), apenas em um nivel
de confianca entre 5 e 10% (0,05 < p < 0,10), ou sgja, seria hecessario ampliar 0 nUmero de

amostras para uma resposta mais clara.



Tabela 24. Medidas descritivas para o teste hiposmético de Leopardus pardalis, segundo a variacéo

relativa (%) dos momentos in natura e pés-descongelado, nos diluentes TEG e MP-50,

Botucatu, 2004.
Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico
Média -48,94 -27,60
Desvio Padréo 26,07 10,48
Vaor Minimo -93,80 -41,28
Mediana -42,89 -2395 15,00 (0,05<p<0,10)
Vaor M&ximo -26,38 -16,69

Tabela 25. Medidas descritivas para a integridade de membrana por sondas fluorescentes de
Leopardus pardalis, segundo a porcentagem (%) dotida ap0s 0 processo de criopreservacao
de sémen nos diluentes TEG e MP-50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico

Média 47,51 40,49

Desvio Padréo 8,80 6,46

Vdor Minimo 32,50 31,13

Mediana 51,86 40,83 9,00 (p>0,10)

Vaor Maximo 53,83 48,83

A andlise de integridade morfofuncional da membrana plasmatica por sondas fluorescentes,
ndo apresenta diferenca estatistica entre os meios (Tabela 25), sendo que o TEG apresenta até
uma meédia superior a média do diluente MP-50 (Tabela 20). A incoeréncia dos resultados
das andlises de integridade de membrana pelo teste hiposmatico e por sondas fluorescentes
leva a mesma problematica exposta para 0 gato-do-mato-pequeno em relacdo ao teste
hiposmético, cujos resultados ndo foram confiaveis para predizer a integridade de membrana

neste experimento.



A média obtida na andlise por sondas fluorescentes (43,1%) foi intermediaria entre médias
apresentadas em estudos que utilizaram cées (Strém et al., 1997; Yu et al., 2002; Chirinéa et

al., 2003) e equinos (Aurich et al., 1996; Neild et al., 1999; Papa et al., 2002).

Em relacdo a morfologia, os resultados encontrados para espermatozoides normais, defeitos
maiores e menores ndo foram significativamente diferentes entre os dois diluidores utilizados

(Tabelas 26, 27 e 28).
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Defeitos maiores
O Defeitos menores
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Defeitos maiores

g Defeitos menores

Figura €. Representacéo gréfica dbs resultados obtidos na andise da morfologia espermética
de Leopardus pardalis nos momentos in natura (A) e apds a criopreservacéo (B)
(médias dos resultados obtidos utilizando-se os diluidores TEG e MP-50), Botucatu,
2004.



A porcentagem de espermatozoides normais sofreu uma queda de 25,5 pontos percentuais, em
uma média entre os dois diluentes, apos a criopreservacdo, o que foi reflexo do consideravel
aumento na porcentagem de defeitos maiores (média de 24,7 pontos percentuais) (Figura 6).
A elevacdo na taxa de defeitos maiores foi representada pelo aumento de alteracBes de
acrossomo (27 pontos percentuais) (Figura 7d) decorrentes do processo de congelacéo e
descongelacdo. Os valores obtidos para os defeitos menores do sémen descongelado e do
sémen in natura foram semelhantes, mostrando gque nesta espécie ndo houve aumento relativo

de lesdes de cauda decorrentes do processo de criopreservacao. (Tabela 21).

Tabela 26. Medidas descritivas para a morfologia espermética — espermatozdides normais - de
Leopardus pardalis, segundo a variacdo relativa (%) dos momentos in natura e pos-
descongelado, nos diluentes TEG e MP-50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Edtatistico

Média -31,11 -38,95

Desvio Padréo 10,52 16,01

Vdor Minimo -47,78 -57,46

Mediana -25,30 -37,82 7,00 (p > 0,10)

Vaor M&ximo -23,03 -16,36

Tabela 27. Medidas descritivas para a morfologia espermatica — defeitos menores - de Leopardus
pardalis, segundo a variagdo relativa (%) dos momentos in natura e pds-descongelado, nos
diluentes TEG e MP-50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Edtatistico

Média -1357 551

Desvio Padréo 36,27 30,11

Vaor Minimo -56,70 -32,43

Mediana -16,22 1,03 11,00 (p > 0,10)

Vaor Maximo 43,84 45,61




Tabela 28. Medidas descritivas para a morfologia espermética — defeitos maiores - de Leopardus

pardalis, segundo a variacdo relativa (%) dos momentos in natura e pds-descongelado, nos
diluentes TEG e MP-50, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Diluente Resultado do Teste
TEG MP50 Estatistico

Média 305,82 318,17

Desvio Padréo 233,88 245,39

Vaor Minimo 46,46 84,43

Mediana 284,26 259,23 9,00 (p>0,10)

Valor Maximo 631,41 669,75

Figura 7. Morfologia espermética em sémen in natura (IN) ou criopreservado (C) de Leopardus

pardalis, utilizando-se a coloracéo simples de “Pope”’ (Pope et al., 1991), em microscopia
Optica, 1000x. &) Espermatozdide normal (IN). b) Espermatozéide com cauda dobrada (C).
c) peca intermediéria dobrada (C). d) Defeito de peca intermediéria (bainha mitocondria) e
auséncia de acrossomo (C), Botucatu, 2004.



Utilizando-se a média da porcentagem de defeitos acrossomais dos meios de congelacéo TEG
e MP-50, 31%, verificou-se que o valor obtido foi bastante inferior ao relatado por Swanson
et al, 1996a (50-60%) para 0 sémen descongelado da mesma espécie, ou do guepardo e da
onca-pintada (70%) (Swanson et al., 1996b). Porém, convém relembrar que a contagem neste

experimento foi relativa, levando-se em consideracao todas as alteracdes esperméticas.



4. ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Analisando as imagens em microscopia de transmissdo, observouse que espermatozoides
obtidos do sémen in natura, para as duas espécies (Leopardus pardalis e L. tigrinus)
apresentaram, em geral, membranas plasmética e acrossomais integras com conteldo

homogéneo e niicleo condensado e homogéneo (Figuras 8a e 9a).

Amostras de sémen criopreservado nos dois diluidores (TEG e MP-50) mostraram alteraces
de acrossomo em diversos graus, como:
1) distensdo da membrana plasmatica e acrossomal externa com alteracdo do conteido
interno (Figuras 8b', 8d, 9b);
2) fusdo e vesiculagdo das membranas plasmética e acrossomal externa com perda do
contetido e integridade da membrana acrossomal interna (Figuras 8b? e 9c);
3) fusdo e vesiculagdo das membranas plasmética e acrossomal externa e destacamento

da membrana acrossomal interna (Figura 8e).

AlteracBes semelhantes em membranas acrossomais ja foram descritas em espermatozoides
de gatos domésticos submetidos ao choque térmico durante o resfriamento de 25 a 4°C, sem
adicao de crioprotetor, comprovando que 0s danos em acrossomo S&0 iniciados nesta etapa da
congelagdo, principalmente quando a curva de resfriamento € répida (>4°C/min),

independente da presenca do crioprotetor (Pukazhenthi et al., 1999).



A fusdo e vesiculagdo da membrana plasmatica e acrossomal externa € um fendmeno
importante que ocorre durante a reacdo acrossomica verdadeira, liberando as enzimas
acrossomais que possibilitardo a penetragdo do espermatozdide no oocito (MUller, 2000). Se
este fenbmeno ocorre de maneira precoce e desorganizada, em resposta a criopreservacao,
inviabilizard o espermatozéide para utilizacdo em biotécnicas reprodutivas, como

inseminacao artificial ou fertilizagdo in vitro.

Os espermatozdides observados em microscopia eletronica apds a descongelacdo
apresentavam, com pouguissimas excecOes, alteracbes severas de acrossomo. A andlise da
morfologia em microscopia Optica (coloragdo simples de “Pope’), mostrou apenas 17% e 31%
dos espermatozdéides (tigrina e jaguatirica, respectivamente) com alteragdes de acrossomo.
Estes dados levam a crer que a coloracdo simples de “Pope” é bastante eficiente para apontar
a presenca ou auséncia de acrossomo, mas ndo € tdo eficiente para detectar alteracdes que

antecedem a perda do acrossomo durante a reagdo acrossomica.

Durante a andlise foi observado um espermatozéide de Leopardus tigrinus no momerto in
natura com um defeito de acrossomo semelhante ao “knobbed” (Barth e Oko, 1989) (Figura
8c). O “knobbed” € uma ateracdo de acrossomo que deriva de um distdrbio na
espermatogénese, raramente observado em altas proporcdes, e geralmente associado a outros
defeitos esperméticos ligados a espermatogénese (Barth e Oko, 1989). Long et al., 1996,
encontraram malformacbes de acrossomo similares em sémen de gatos domésticos
teratospérmicos (26% de incidéncia) e normospérmicos (1,1%) durante a andlise
ultraestrutural de espermatozéides. Acredita-se que, no presente estudo, este seja um achado

isolado, ja que ndo foi significativo nas contagens de morfologia em microscopia Optica.



Figura 8. Ultraestrutura espermética de Leopardus tigrinus nos momentos in natura (IN) e
apos a criopreservacdo (C). @) Espermatozdide com integridade acrossoma e
homogeneidade de ndcleo (N) (IN) (31500x). b') Espermatozéide mostrando
distensdo de membrana plasmatica (MP) e acrossomal externa (MAE), porém com
integridade de acrossomo; B). Vesiculagdo (VES) das membranas plasmética e
acrossomal externa (C) (21200x). c¢) Defeito de acrossomo “knobbed” (flexa cheid)
e irregularidade de acrossomo (flexa tracgjada) (N) (41200x). d) Distensdo de
membrana acrossoma externa e heterogeneidade de contelido, sem perda da
integridade acrossomal (C) (57500x). €) Vesiculagdo da membrana acrossomal
externa e destacamento da membrana acrossoma interna (MAI) C) (41200x),
Botucatu, 2004.



Figura 9. Ultraestrutura espermética de Leopardus pardalis, nos momentos in natura (IN) e
criopreservado (C). @) Espermatozoide com integridade de membrana plasmética e de acrossomo (IN)
(23000x). b) Inicio de vesiculagdo acrossdbmica (V), membrana plasmética (MP) fragmentada,
descontinuidade de acrossomo (flexa) (C) (42000x). ¢) Fusdo e vesiculacdo de membrana plasmética e
acrossoma externa (MAE), membrana acrossomal interna (MAI) aderida a membrana nuclear (C)

(31500x), Botucatu, 2004.



5. DISCUSSAO GERAL

A célula espermatica de cada espécie esponde de maneira particular quando submetida aos varios fatores
estressantes durante o processo de criopreservagéo, como alteraces de osmolaridade, de temperatura, formagéo
de cristais de gelo e toxicidade do crioprotetor, o que acarreta em danos irreversiveis as membranas plasméticas
e acrossomais, em diferentes graus. Além disto, as espécies também apresentam padrdes especificos para
caracteristicas reprodutivas e seminais, fazendo com que uma espécie apresente melhor qualidade seminal que

outra, refletindo nos resultados pds-criopreservagao.

Neste estudo, o gato-do-mato-pequeno foi a espécie que apresentou maior porcentagem de espermatozéides
pleiomorficos no momento in natura, o que provavelmente conferiu ao espermatozéide menor resisténcia aos
fatores estressantes da congel agao/descongel acdo. Pukazhenthi et al. (1999), estudando a resposta do sémen de
gatos normospérmicos e teratospérmicos submetidos ao resfriamento, perceberam que os espermatozdides de
gatos com alto grau de pleiomorfismo, mesmo quando selecionados pela técnica de swim up, apresentavam
menor resisténcia ao estresse térmico. Long et al. (1996), relataram que até mesmo 0s espermatozoides
considerados normais de espécimes teratospérmicos tém disfunces que impedem a interagdo normal ovdcito-

espermatozoide.

Donoghue et al. (1992) verificaram que o0 sémen de tigres possuia baixo indice de pleiomorfismo (8 a 22% de
espermatozéides defeituosos) e um ato indice de motilidade progressiva (87 a 95%), in natura. Apds a
congelacdo, os autores ndo constataram uma diminui¢cdo na porcentagem de espermatozoides normais, € uma
gueda reduzida no indice de motilidade progressiva, de 7 a 25 pontos. O sémen descongelado do tigre foi capaz
de fertilizar in vitro ovécitos de tigreza e de penetrar a zona pellcida de ovécitos de gata doméstica em igual

proporcdo ao sémenin natura.



No presente estudo, embora ndo se tenha utilizado bioensaios para predizer a capacidade de fertilizacdo do
sémen criopreservado ou in natura da jaguatirica, obtivemos valores semelhantes para indice de motilidade
progressiva, com queda média de 13 pontos apds a descongelagdo. Donoghue et al. (1992) nédo obtiveram
alteracbes na morfologia espermética apos a criopreservagdo, porém nado utilizaram nenhuma coloragéo especial
para acrossomos. Para as jaguatiricas, a queda na porcentagem de defeitos espermaticos (25,5 pontos
percentuais) ocorre em funcdo das lesBes acrossdmicas (24,7 pontos percentuais). Estes dados reforcam a

hipotese de que espécies com menor grau de pleiomorfismo respondem melhor ao processo de criopreservagao.

Donoghue et al. (1992), ainda no mesmo estudo, discutem a superioridade do criodiluente (PDV + 4% glicerol) e
da técnica de congelacdo (pellets) utilizada sobre o diluente (TesT + 7,5% glicerol) e a técnica (palhetas) que
foram utilizados por Byers et al. (1989) para congelar sémen de tigre, uma vez que o primeiro estudo obteve

mel hores resultados nas avaliagdes esperméticas apds a criopreservacao que o segundo.

Hay e Goodrowe (1993), compararam a eficiéncia de trés meios que continham 20% gema de ovo e 3% de
glicerol: 0 PDV, o TRIS-glicose e 0 TRIS-frutose, para congelar sémen de gato doméstico em pal hetas francesas.
Encontraram superioridade nos meios que continham TRIS, em relagio ao meio PDV. E possivel que a resposta
satisfatéria encontrada por Donoghue et al. (1992) apds a congelacdo do sémen de tigres esteja mais relacionada
com a técnica (pellets) associada a baixa concentragdo de glicerol (4%) utilizada, do que a composicdo do meio

PDV, que é um diluente de composi¢do simples (aglcar, gemade ovo e glicerol).

Para congelar o sémen do gato-do-mato-pequeno e da jaguatirica, optou-se por diluentes que possuiam tampdes;
porém, a concentracdo de crioprotetor (7% glicerol no meio TEG e 3% glicerol + 2% dimetilformamida no meio
MP-50)) esteve acima da sugerida para felinos - 4% (Nelson et al., 1999). Optou-se também por utilizar o
envasamento em palhetas. Para esta técnica de armazenamento, tornou-se necessario diluir o sémen em meio
glicerolizado antes do periodo de equilibrio. Foi adotado um periodo de equilibrio de uma hora em refrigerador
de sémen, trinta minutos mais longo que o utilizado por Donoghue et al. (1992) para tigres, por Swanson et al.
(1996a) para jaguatiricas e por Swanson et al. (1996b) para guepardos e ongas-pintadas. Este periodo foi
necessario para que ataxa de resfriamento fosse inferior a 0,5°C/min (Pukazhenthi, 1999). Porém, natentativa de

minimizar os danos acrossomais decorrentes do estresse provocado pelo resfriamento, o sémen foi exposto a



altas concentragdes de crioprotetor (7 e 5%) em temperatura acima de 5°C por um tempo prolongado (1h), o que

também pode ter causado danos as células espermaticas.

A concentragdo de crioprotetores no meio MP-50 foi inferior & concentragdo utilizada no meio TEG. Apesar
disto, ndo houve diferenca estatistica entre os resultados das anélises do sémen congelado nos dois diluentes. E
possivel que adequacBes em pH, osmolaridade e concentracdo de crioprotetores intracelulares possam aumentar

aeficiéncia do diluente MP-50, j& que este foi desenvolvido para equinos (Papaet al., 2002).

Neste estudo, embora a jaguatirica tenha apresentado melhor motilidade e vigor esperméticos que o gato-do-
mato-pequeno apos a criopreservacdo (Tabelas 10 e 20), as imagens obtidas em microscopia de transmissdo ndo
diferiram entre as espécies, demonstrando que o processo de congelagéo e descongelagdo sempre resulta em
danos severos ao acrossomo, a despeito do diluente utilizado. Seria interessante verificar se porcentagens
menores de crioprotetor minimizariam estes danos e também se estes niveis de lesdes ja estéo presentes apds o
periodo de equilibrio, antes da congelacdo. Seria também interessante provar a capacidade de fertilizagdo do
sémen criopreservado das duas espécies utilizando-se de bioensaios, com a finalidade de confirmar o

comprometimento da viabilidade destas células frente afertilizaco.



Experimento 11

Sémen do epididimo versus sémen eletroejaculado:
efeitos da criopreservacao sobre a célula espermatica

no gato domeéstico (Felis catus).



OBJETIVOSESPECIFICOS:

X Comparar a eficiéncia do sémen de gato doméstico colhido por duas técnicas, a
eletrogjaculacéo e pos-orquiectomia (cauda do epididimo e ducto deferente), utilizando-se

da quantificagéo dos danos causados pela criopreservacéo;

% relatar as ateracOes ultraestruturais do espermatozoéide do gato domeéstico apds 0 processo

de congel acéo/descongel agéo.



MATERI AL E METODO



LOCAL DO EXPERIMENTO

As colheitas e 0 processamento do material foram realizados nas dependéncias do
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria da Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia (FMVZ) da UNESP/Botucatu. Todas as andlises foram realizadas nos
laboratérios do mesmo Departamento, exceto o processamento do material e a obtencéo das
imagens para as andlises ultraestruturais, efetuados no Setor de Microscopia Eletronica do

Instituto de Biociéncias (IB) da UNESP/Botucatu.

1. ANIMAIS

Foram estudados 10 gatos domésticos de proprietarios particulares, machos, sem raca
definida, entre dois e seis anos de idade e pesando entre 4,1 e 5,0 kg. Todos tinham acesso a
luz natural e se alimentavam com ragbes comerciais de marcas variadas. Ndo foi exigida

restricdo sexual antes da colheita do sémen.



2. CONTENCAO FARMACOLOGICA

Foram utilizados dois protocol os anestési cos para colheitas de sémen:

1) Cloridrato de tiletamina e zolazepam (ZoletilO 50) 13 mg/kg, tartarato de butorfanol

(TorbugesicO 1%) 0,3 mg/kg, acepromazina (AcepranO 0,2%) 0,1 mg/Kg;

2) Cloridrato de tiletamina e zolazepam 15 mg/kg, morfina (DimorfO 1%) 0,3 mg/kg.

Quando necesséario, complementava-se a anestesia com 0,2 mg/kg de ZoletilO 50, via

intraverosa. Foram monitorados a frequéncia cardiaca e respiratoria, a pressao arterial, a

temperatura corporal e o plano anestésico durante a intervencao.

4. EXAME ANDROLOGICO

Avaliacdo da genitélia externa

Os testiculos foram palpados para definicdo da consisténcia e mensurados para a

determinacdo do volume testicular. O pénis foi exposto para verificagdo do aspecto, presenca

de espiculas e secregbes no prepucio.

Colheita de sémen

Colheuse 0 sémen de cada um dos 10 gatos domeésticos com auxilio de um eletroejacul ador

(Eletrovet®, Sao Paulo, Br), descrito no Experimento | e transdutor (1 cm de diametro e 13



cm de comprimento) contendo trés eletrodos de cobre no tergo proximal. O protocolo de
eletrogjaculacéo utilizado foi baseado em Howard (1990), porém, utilizou-se da incluséo de
estimulos e variagdo na voltagem de acordo com a resposta do animal. Com a finalidade de
evitar perdas do ja escasso volume gaculado, que freqlentemente ficava aderido a mucosa
peniana e ao preplcio, um cateter intravenoso (n° 22) foi introduzido na uretra peniana
(Verstegen, 2003%). Desta forma, o contetido ejaculado era direcionado ao canhdo do cateter,
recolhido com auxilio de micropipeta e depositado em frasco pléstico. A cada série de
estimulos, o frasco coletor era substituido, ou quando havia indicios de contaminagdo por
urina. Os frascos foram mantidos em suporte de isopor (suporte para tubos de colheita de
sangue), em temperatura ambiente. Apds o procedimento, os volumes contidos nos frascos

foram agregados em um so frasco pléstico com capacidade para 1,5 mL.

Ao término da eletrogjaculacdo, procedeurse a orquiectomia bilateral dos animais. Os
testiculos foram imediatamente manipulados para colheita de sémen por compressao da cauda
do epididimo e ducto deferente. A amostra obtida foi diluida em 300 nmL de solucéo
fisiologica a 0,9% (308 mOsm/kg) em temperatura ambiente e depositada em frasco plastico

com capacidade para 1,5 mL.

Avaliacdes do sémen

O sémen proveniente das duas técnicas de colheita foi avaliado para motilidade, vigor,

concentracdo e morfologia espermética em microscopia Optica (coloragdo simples de “Pope”)

! Verstegen, J., 2003. Comunicagao pessoal.



e de transmissdo, e integridade de membrana (sondas fluorescentes). As avaliacOes de

aspecto, pH e volume do sémen foram efetuadas somente no gjaculado.

No momento apos a descongelacdo, o sémen foi novamente avaliado para motilidade, vigor e
morfologia espermatica em microscopia Optica e de transmissdo e integridade de membrana
por sondas fluorescentes. Todas as técnicas utilizadas estdo descritas no item Material e

Método do Experimento I.

5. CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

O mesmo protocolo de congelacdo foi utilizado para 0 sémen proveniente das duas técnicas
de colheita. Apds a retirada das aliquotas destinadas as andlises iniciais, 0 sémen foi
centrifugado a 300g por 10 minutos. O sobrenadante foi removido. Ao pellet de células foi
adicionado o0 meio TEG Experimento ), mantido em temperatura ambiente e em volume
suficiente para que cada paheta (0,25 mL) contivesse aproximadamente 5 milhGes de

espermatozoides moveis, utilizando-se a formula:

Volumedo diluente (mL) = — ————
(20x 10°)

Onde N é o niimero total de espermatozdides méveis (concentracdo x volume) e 20 x 10°
representa 0 nUmero de espermatozdides que se desgja obter em 1mL de diluente, para que
cada paheta de 0,25 mL contenha 5 milhdes ce espermatozoides moveis. As técnicas de
equilibrio e congelacdo, o armazenamento e a técnica de descongelacdo seguiram a mesma

metodol ogia descrita no Experimento 1.



6. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparagdo entre as técnicas de colheita de sémen, considerando a variagdo da
resposta em relacdo aos respectivos momentosin natura (avaliada em porcentagem, ou sgja, a

variacdo relativa), utilizouse o teste ndo paramétrico de Wilcoxon (Norman e Streiner, 1994).

A apresentacdo dos resultados foi realizada considerando as medidas descritivas de posicéo e
variabilidade, seguidas do respectivo teste estatistico. O sinal negativo da medida descritiva
indicou um decréscimo da variagdo (queda do valor do sémen congelado em relacdo ao in
natura), enquanto o positivo, um acréscimo (elevacdo do valor do sémen congelado em

relacdo ao in natura).

O nivel de confianca adotado para a significancia entre os dados foi de 5% (p<0,05).

As andlises das imagens obtidas em microscopia de transmissdo foram estritamente

descritivas.



RESULTADOS E DI SCUSSAO



Foram utilizados dois protocol os anestésicos, sendo gque o primeiro (Zoletil®, Torbugesic® e
Acepran®) foi considerado inadequado apods a segunda colheita, devido a contaminacéo do
sémen por uring, durante a eletrogiaculacéo. O segundo protocolo (Zoletil®, Dimorf®) foi
considerado satisfatorio as colheitas, pois proporcionou tranquilidade ao animal, ndo
apresentando vocalizagcdo ou qualquer manifestacéo de desconforto, proporcionou seguranca
para a equipe técnica e ndo houve episddios de contaminagdo por urina em nenhuma das

séries de estimul os realizadas.

Em literatura, a contaminacdo do sémen do gato doméstico por urina ndo € freqlientemente
relatada e esta associada a aplicagdo de estimulos elétricos com voltagens superiores (8V)
(Pineda e Dooley, 1984) as utilizadas neste experimento (2 a 5V). Até mesmo em estudos que
utilizaram a associacdo cloridrato de tiletamina/ butorfanol / medetomidina ndo houve relatos
de contaminacdo (Pukazhenthi et al., 2002). No Experimento | utilizamos protocolos
anestésicos nos quais o butorfanol foi um dos farmacos integrantes, e obtivemos elevada
contaminagdo por urina. Neste experimento utilizamos um dos protocolos associado ao

butorfanol, e as duas colheitas realizadas com este protocolo foram contaminadas. Porém, no



experimento anterior o protocolo anestésico foi associado ao isoflurano e, no atual, a
acepromazina, aumentando o nimero de variaveis e impossibilitando qualquer conclusio.

A média do volume testicular total corrigido para o peso corporal para o gato doméstico foi de
0,78 cnm/kg (tabela 29), vaor intermediario entre os felinos do género Leopardus (Morais et

al., 2002) e os grandes felinos selvagens (Barone et al., 1994, Swanson et al., 1995).

Figura 10. llustragéo do formato conico da glande do pénis do gato (Felis catus), diferindo
do formato da glande e do gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) e da
jaguatirica (Leopardus pardalis), Botucatu, 2004.

A cor do gaculado variou de trandlcida a esbranquicada, dependendo da concentracdo do
sémen. O amarelado esteve associado a contaminagdo por urina (duas fragbes, em duas

colheitas), assim como o avermelhado esteve associado a contaminacdo por sangue (uma

fracéo).



Tabela 29. Idade (1D), peso corporal (PC), volume testicular total (VTT) e corrigido parao
peso corporal (VTT/PC) de gato doméstico (Felis catus, n = 10), e média find
para os valores obtidos, Botucatu, 2004.

gato |ID (anos)  PC (kg) VTT (cnt) VTT/PC (cn' .kg™)
1 4 49 3,58 0,73
2 3 46 267 0,58
3 3 41 343 0,84
4 4 45 2,28 0,51
5 6 44 3,95 0,90
6 3 43 354 0,82
7 3 45 3,48 0,77
8 4 42 3,61 0,86
9 4 45 5,07 1,13
10 2 50 3,60 0,72
médias 4503 352+0,7 0,78+ 0,1

O volume de sémen obtido pela eletrogjaculacdo, em nédia 0,14 mL (Tabela 30), esta de
acordo com os valores médios descritos para o gato doméstico (0,076 a 0,22 mL), porém a
concentracdo esta abaixo da média (111,27 x 10° contra 168 a 361 x 10° sptz/mL) (Axnér e
Linde-Fosberg, 2002). Os trabalhos que apresentam dados em eletrogjaculacdo utilizando
felinos domésticos ndo apresentam médias de peso corporal, ou médias de volume testicular.
E possivel que diferencas no protocolo e no equipamento de eletroegjaculacio possam ter
causado esta variagdo. Pineda e Dooley (1984), estudando a intensidade do estimulo e a
sequéncia na aplicacdo de voltagens em protocolos para e etrogjaculacdo, verificaram que
gatos domeésticos gjaculavam um nimero maior de espermatozéides em voltagens mais altas
(4 a8V). O protocolo utilizado neste experimento ndo ultrapassou o limite dos 5V propostos
por Howard et al. (1990), a fim de evitar a contaminagdo por urina. Pukazhenthi et al., 2002,

utilizaram um protocolo duplicado, onde aplicaram 80 estimulos de 2 a 6 volts, repetindo apos



30 minutos e obtiveram em média 23,4 x 10° espermatozdides por gjaculado, enquanto no

presente experimento obteve-se 15,5 x 10° espermatozoéides (Tabela 30).

Tabela 30. Médias obtidas para as caracteristicas do sémen proveniente de eletrogjaculacdo e
subsequiente colheita do epididimo em gato doméstico (Felis catus, n = 10),

Botucatu, 2004.

EJACULADO EPIDIDIMO
Volume (mL) 014+01 0,30
pH 8,40+ 0.2 -
Concentragao (sptz/mL) 111,27+ 75,3 4410+ 549
Motilidade espermatica (%) 82,00+ 6,7 7750+ 8,2
Vigor espermético (0 ab5) 480+ 13 450+ 0,7
indice de motilidade progressiva (0 a 100) 89 83,7
Morfologicamente normais (%) 534+ 16,7 23,10+ 139
NUmero de sptz méveis (x 10°) 15,57 13,23
Integridade de membrana (sondas fluorescentes) (%) 72,80+ 9,7 71,70+ 18,8

O pH mensurado nos gjaculados foi sempre alcalino, variando entre 8,1 a 8,7 (média de 8,4)
(Tabela 30). A literatura relata valores para pH entre 6,6 a 8,8 (Axnér e Linde-Fosberg, 2002),
porém, sabe-se que o pH do sémen obtido por eletrogjaculacdo € mais acalino Platz e
Seager, 1978; Johnston et al., 1988), devido a estimulacdo direta da préstata. Verificouse que
até mesmo as amostras contaminadas por urina ndo apresentaram queda brusca do pH (8,1).
Em um dos animais, colheuse urina antes e apés a eletrogjaculacéo por cistocentese. Na urina
colhida no momento pré-eletrogjaculacdo, a presenca de espermatozdides foi subjetivamente
avaliada em + (uma cruz) e o pH mensurado foi de 7,4. Ap6s a colheita de sémen, a urina
apresentava ++++ (quatro cruzes) para presenca de espermatozéides, confirmando a
ocorréncia de gjaculacdo retrograda. O pH idea para a urina do gato doméstico, em literatura,

se mantém ao redor de 6,5, e alteracdes para mais ou para menos podem indicar presenca de



calculos de diferentes constituicdes (Osborne e Finco, 1995). O registro do pH alcaino na
urina do gato domeéstico teve como objetivo ilustrar que a contaminagdo por urina pode,
dependendo do grau, trazer mudancgas discretas no pH do sémen. Outras varidvels, como
concentracdo de espermatozoides, ou quantidade de fluido prostatico, por exemplo, podem

influenciar nas variagces de pH.

A motilidade espermética média do sémen proveniente do epididimo foi similar a motilidade
apresentada pelo sémen gjaculado (77.5% e 82,0%, respectivamente, p > 0,05). Axner et al.,
1999, verificaram gque o espermatozéide ganha motilidade durante o transito pelo corpo
epididimario, a mesmo tempo em que a gota citoplasmatica proximal € deslocada em sentido
distal. Neste experimento, a diluicdo do sémen em solucdo fisiol 6gica anterior a centrifugacdo
causou uma diminuicdo da motilidade espermética, que soO foi restituida apés a diluicéo do
pellet em TEG. Portanto, a motilidade espermética do sémen epididimario foi avaliada

imediatamente apds a centrifugacdo e diluicdo no criodiluente.

A porcentagem média de espermatozéides normais no gaculado foi de 53,4 (Tabela 30),

porém compreendeu valores entre 26 e 75%. Trés dos gatos estudados apresentaram menos de
40% de espermatozdides normais no gaculado, que é indicativo de teratospermia (Wood et
al., 1993). Embora neste estudo a porcentagem de espermatozéides pleiomorficos tenha sido
média (el etrogjaculacdo) a alta (epididimo), a motilidade espermatica e o indice de motilidade
espermatica foram considerados muito bons no primeiro momento (82 e 89% para € aculado e
77,5 e 83,7% para sémen do epididimo). Outros estudos mostram que a teratospermia néo esta
vinculada & porcentagem de espermatozéides moveis no sémen in natura (Wood et al., 1993;

Pukazhenthi et al., 2000). Pukazhenthi et al. (2001) relataram que felinos teratospérmicos



apresentam quatro tipos de defeitos com maior frequiéncia: peca intermediéria dobrada, cauda

dobrada, cauda fortemente enrolada e defeitos de acrossomo.

Tabela 31. Valores médios (+ DP) para a morfologia espermética em gato doméstico (Felis catus, n=

10), utilizando-se duas técnicas de colheita de sémen, a eetrogaculacdo e colheita do

epididimo, em dois momentos, in natura e apos a criopreservacdo, Botucatu, 2004.

In natura Pds-criopreservacao
Eletrogaculacdo Epididimo | Eletrogaculagdo Epididimo
Espermatozéides normais (%) 534+ 16,6 231+139 374+88 31,7+128
Defeitos maiores (%) 149+ 71 16,3+ 11,1 35,6+ 105 320+114
Cabeca piriforme (%) 0 0 01+03 0
Contorno anormal de cabeca (%) 08+22 09+25 05+12 03+06
Cabeca solta anormal (%) 01+03 01+03 00+£00 0,10+ 0.3
Microcefalia (%) 00+£00 0,2+0,6 01+03 01+03
Formas duplas (%) 00+£00 01+03 01+03 0407
Defeitos de acrossomo (%) 54+29 74+89 28,3+ 10,2 235+ 11,6
Defeitos de pegaintermediaria (%) 29+18 16+13 14+16 16+09
Cauda dobrada com gota (%) 07+19 06+10 00+00 04+09
Cauda fortemente dobrada (%) 0306 06+16 05+07 10+£125
Cauda fortemente enrolada (%) 20+£22 12+15 25+22 18+24
Fratura de cauda (%) 01+03 00+00 00+00 00+£00
Gota citoplasmética proximal (%) 26+20 36+29 21+25 28+24
Defeitos menores (%) 31,7+ 18,6 60,6 = 17,0 270146 363+139
Cabega solta normal (%) 06+10 04+09 04+08 00+£00
Defeitos de inser¢do de cauda (%) 02+08 00605 02+£05 0,15+0,3
Cauda enrolada (%) 6,3+55 106+ 9,0 95+56 11,6+ 14,6
Cauda dobrada (%) 17,6+ 195 20,2+ 13,0 139+127 140+ 10,6
Gota citoplasmética distal (%) 65+52 29,2+ 154 28+18 104+ 8,6

A maior parte dos defeitos no gaculado dos gatos deste experimento concentrou-se em

defeitos de flagelo, como a cauda enrolada e dobrada (23,9%) (Tabela 31), que embora sejam



defeitos freqlientes em gatos teratospérmicos, sdo considerados defeitos menos relevantes a
fertilidade (Barth e Oko, 1989). Estes defeitos de flagelo estdo freqlientemente ligados a
choque térmico, osmaético, ou conseqiiéncia de manipulacéo inadequada do sémen, e ndo a
espermatogénese (Barth e Oko, 1989). Nos dois gatos que tiveram contaminacdo de sémen
por urina, estes valores extrapolaram para 51 e 63%, nos demais gatos os valores se limitaram
a4 e 25%, mostrando que a ocorréncia da urina no gjaculado realmente resultou em alteracdes

de cauda, tendo como uma das possiveis causas, 0 chogue osmatico.

Axnér et al. (1998) estudaram as diferencas morfol dgicas entre espermatozoéides obtidos por
eletrogiaculacdo e da cauda do epididimo, antes que este fosse diluido. O eaculado
apresentou uma porcentagem maior de espermatozéides com caudas dobradas e enroladas
(9,5%) que o epididimo (1,0%). Os autores sugeriram que a influéncia osmatica do fluido

seminal durante a g aculacdo pudesse ter causado estes defeitos.

No presente estudo, o sémen proveniente de colheita do epididimo e ducto deferente
apresentou uma porcentagem alta de espermatozéides com cauda dobrada e enrolada (30,8%),
além de gota citoplasmética distal (29,2%) (Figura 12c) (Tabela 31). A gota citoplasmatica
distal é um defeito comum em espermatozdides colhidos da cauda do epididimo e grande
parte dos espermatozéides normamente perde este resquicio citoplasmético durante a
gjaculagdo, num processo de maturagso (Rao et al., 1980). E possivel que a alta incidéncia de
caudas dobradas e enroladas obtidas sejam consequiéncia da utilizacdo de solucdo fisioldgica
como primeiro diluente do sémen, visto que as aliquotas destinadas ao exame morfologico

foram retiradas apds esta diluicéo.



Assim como para 0 gato-do-mato-pequeno e jaguatirica, coincidentemente também para o
gato domestico, a incidéncia de defeitos de flagelo (caudas dobradas e enroladas) (Figura 12b)
foi a ateracdo morfoldgica mais @mum no sémen in natura, independente da técnica de
colheita. A despeito de todas as variaveis possiveis, suspeita-se que durante as diluicdes do
sémen em solucdo de citrato de sodio (2,9%) e depois no corante de “Pope”’, 0 sémen possa
ter sofrido choque osmatico, o que causou ateracdes de flagelo. Para esclarecer esta questéo,
seria necessario comparar espermiogramas do mesmo ejaculado realizados em camara umida

(fixac@o do espermatozdide em glutaraldeido, por exemplo) e corados pela técnica de “ Pope’”.

Apesar dos gatos domésticos terem apresentado uma proporcéo de defeitos esperméticos
razoavel (46,6%, no gaculado) a ata (76,9%, no epididimo), a maior parte dos defeitos foi
classificada como defeitos menores (31,7% e 60,6%, respectivamente) (Figura 11), os quais

ndo afetam sobremaneira a fertilidade dos animais (Axner et al., 1999).

Al B!
23,1
31,7
@ Normais (%) Normais (%)
Defeitos maiores (%) Defeitos maiores (%)
53,4 O Defeitos menores (%) 60.6 16.3 ODefeitos menores (%)
14,9
A? B?
27
374 _ 363 31,7 _
@ Normais (%) Normais (%)
Defeitos maiores (%) Defeitos maiores (%)
O Defeitos menores (%) O Defeitos menores (%)
35,6 32

Figura 11. Representacéo gréfica dos dados em morfologia espermética do sémen do gato domestico
(Felis catus, n = 10) obtido por meio de duas técnicas de colheita, € etrogaculacdo (A) e do
epididimo (B), nos momentos in natura (1) e pds-descongelacdo (2), Botucatu, 2004.



Tabela 32 Médias para caracteristicas do sémen colhido por eletrogjaculacéo e da cauda do
epididimo no gato doméstico (Felis catus, n = 10) e criopreservado sob a mesma
metodologia, Botucatu, 2004.

EJACULADO EPIDIDIMO
Motilidade espermatica (%) 62,5+ 19,2 59,0+ 19,1
Vigor espermético (0 a5) 35+09 34+07
Espermatozoides morfol ogicamente normais (%) 374+88 31,7+128
I ntegridade de membrana (sondas fluorescentes) 50,8+ 9,0 53,0+ 14,7

Os valores obtidos apds a descongelacdo para motilidade espermatica, vigor espermatico,
integridade de membrana e defeitos espermaticos maiores ndo divergiram estatisticamente
para as duas técnicas de colheita utilizadas (p > 0,05) (Tabelas 33, 34, 35 e 38), e quando foi
considerado interessante para a discusséo, pdde-se uni-las parailustrar as diferencas entre os

momentos.

Tabela 33. Medidas descritivas para a motilidade espermética do sémen do gato doméstico (Felis
catus) colhido por eetrogaculacéo e do epididimo, segundo a variagcdo relativa (%) dos
momentos pds-criopreservacao e in natura, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Tecnica R@ultadq dp Teste
Eletrogjaculacio Epididimo Estatistico

Média -24,63 -24,28

Desvio Padréo 22,32 2311

Vaor Minimo -85,71 62,50

Mediana -20,59 -19,64 27,00 (p > 0,05)

Valor M&ximo -7,14 0,00




Tabela 34. Medidas descritivas para 0 vigor espermético do sémen do gato doméstico (Felis catus)
colhido por eetrogaculacéo e do epididimo, segundo a variagdo relativa (%) dos momentos
pGs-criopreservacdo e in natura, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Técnica Resultado do Teste
Eletroejaculacéo Epididimo Estatistico
Média -22,92 21,17
Desvio Padréo 19,58 23,70
Vaor Minimo -66,67 -50,00
Mediana -20,00 -22,50 13,5 (p > 0,05)
Vaor M&ximo 0,00 33,33

Tabela 35. Medidas descritivas para integridade de membrana do sémen do gato doméstico (Felis
catus) colhido por eletrogaculacdo e do epididimo, segundo a variagdo relativa (%) dos

momentos pds-criopreservacao ein natura, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Teonica Resultadq d_o Teste
Eletrogjaculacio Epididimo Estatistico

Média -29,27 -20,93

Desvio Padréo 14,48 28,22

Vaor Minimo -50,58 -70,59

Mediana -29,60 -21,57 20,00 (p > 0,05)

Vaor Maximo -0,83 36,07

A motilidade espermatica do sémen descongelado nos dois grupos estudados — ejaculado e
epididimo (média 60,75%) foi superior ao obtido por Tsutsui et al., 2003 (média 24%), o qual
congelou sémen da cauda do epididimo em diluente semelhante (TRIS, OEP, frutose e 7% de
gliceral). Zambelli et al. (2002) utilizando-se do meio TRIS-Gema (4% glicerol), resfriaram
sémen de gato proveniente de eletrogjaculacdo até 5°C numa taxa de 12°C/min e, apos 25
minutos, testaram cinco diferentes taxas de congelacdo. Encontraram melhores resultados

utilizando a congelacdo lenta (3,85°C/min) até -40°C, quando as palhetas foram imersas em



nitrogénio liquido. Obtiveram queda de motilidade espermatica de 20,9 pontos percentuais e
uma elevacdo na incidéncia de defeitos de acrossomo de 16 pontos, enquanto o obtido neste
experimento foi de 19 pontos percentuais para a perda de motilidade espermédtica e 19 pontos
de elevacdo da porcentagem de defeitos de acrossomo (nédia entre as duas técnicas de

colheita).

No presente estudo, embora ndo tenha sido possivel precisar a taxa de congelacdo utilizada
antes na imersdo das palhetas em nitrogénio liquido, sabe-se que foi superior aos 3,85°C
utilizados por Zambelli et al. (2002). Os resultados obtidos para motilidade e integridade de
acrossomo, entretanto, foram semelhantes aos daquele estudo. A taxa de resfriamento
utilizada pelos autores (12°C/min) pode ter sido excessivamente alta em relacdo aos
0,5°C/min sugerido por Pukazhenthi et al.(1999). A taxa média utilizada neste experimento
foi inferior a 0,5°C/min, o que pode ter minimizado a ocorréncia de lesdes de acrossomo, pelo

menos no que se refere a analise realizada pela coloracéo de “ Pope”.

A andlise estatistica revelou divergéncias significativas (p < 0,05) entre as duas técnicas na
porcentagem de espermatozéides normais e defeitos menores (Tabelas 36 e 37). Isto ocorreu
devido a dta incidéncia de defeitos menores (gota citoplasmatica distal) no sémen colhido do
epididimo, ainda mais porque a andlise estatistica comparou as técnicas de colheita de sémen
pela variacdo relativa dos momentos e, como se observa na Tabela 31, houve um decréscimo
na porcentagem de defeitos menores que esteve relacionado a diminuicdo do nimero de
espermatozdides que apresentavam gota citoplasmatica distal (29,2% no momento inicial para
10,4% ap0s a descongelacdo). Acredita-se que o processamento do sémen, principalmente a

acdo mecanica da centrifugacéo possa ter resultado no decréscimo deste defeito.



E provavel que a incidéncia mais elevada de defeitos menores no sémen descongelado do
epididimo (36,3% contra 27,0% da el etrogjaculacdo) ndo seja um fator muito relevante para a
capacidade fertilizante do sémen, ja que a diferenca entre as médias ndo é exorbitante e o

impacto dos defeitos menores sobre afertilidade é, como o proprio nome diz, menor.

Tabela 36. Medidas descritivas para morfologia do sémen do gato doméstico (Felis catus) -
espermatozéides normais - colhido por eletrogaculacdo e do epididimo, segundo a

variacdo relativa (%) dos momentos pos-criopreservacdo e in natura, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Tecnica Resultado do Teste
Eletrogjaculacio Epididimo Estatistico

Média -19,88 71,88

Desvio Padrdo 43,61 99,23

Vaor Minimo -56,14 -21,27

Mediana -32,16 36,01 7,00 (p < 0,05)

Vaor Maximo 76,92 314,29

Tabela 37. Medidas descritivas para morfologia do sémen do gato doméstico (Felis catus) - defeitos
menores - colhido por eletrogaculacdo e do epididimo, segundo a variagdo relativa (%)

dos momentos pos-criopreservacdo e in natura, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Tecnica Resultado do Teste
Eletrogaculacio Epididimo Estatistico

Média -3,56 3842

Desvio Padréo 42,93 19,53

Vaor Minimo -58,73 -74,29

Mediana -8,31 -3301 8,00 (p < 0,05)

Vaor M&ximo 63,64 -12,00




Figura 12. Morfologia espermética utilizando coloracdo simples de “Pope’ para sémen
descongelado de gato doméstico (Felis catus) proveniente de duas técnicas de
colheita, a eletrogaculagdo (EL) e a colheita do epididimo e ducto deferente (EP)
(1000x). &) Espermatozdide norma. b) Cauda enrolada e dteracdo de colo em
sémen descongelado (EL). c¢) Gota citoplasmética distal em sémen descongelado
(EP). d) Auséncia de acrossomo em sémen descongelado (EL). €) Cabeca duplaem
sémen descongelado (EL). f) Protrusdo de acrossomo em sémen descongelado (EL),
Botucatu, 2004.

Conforme jafoi relatado, ndo houve variagdo significativa para os defeitos maiores quando se
compararam as duas técnicas de colheita. De maneira geral, o sémen descongelado apresentou
uma elevagdo marcante na porcentagem de defeitos maiores em relagdo ao in natura, como
era de se esperar, devido ao aumento das |esdes acrossomais (Figura 12d e 12f) resultantes do
processo de criopreservacdo (22,9 pontos percentuais para 0 sémen eletrogjaculado e 16,1

pontos para o sémen do epididimo).



Tabela 38. Medidas descritivas para morfologia do sémen do gato doméstico (Felis catus) - defeitos
maiores - colhido por eetrogaculacdo e do epididimo, segundo a variagéo relativa (%)
dos momentos pos-criopreservacdo e in natura, Botucatu, 2004.

Medida Descritiva Tecnica Resultado do Teste
Eletrogaculacio Epididimo Estatistico

Média 167,98 154,06

Desvio Padréo 98,99 157,51

Vaor Minimo 6,06 -11,11

Mediana 155,84 141,67 25 (p > 0,05)

Vaor M&ximo 346,15 537,50




ANALISE ULTRAESTRUTURAL

A andlise ultraestrutural revelou que, apds a criopreservacdo, 0s espermatozoides do gato
domeéstico apresentaram alteracdes de acrossomo em diferentes graus, a despeito da técnica de
colheita. As dteracBes variaram desde distensdo da membrana acrossomal externa sem
ruptura, mas com alteracéo de contelido (Figura 13a, 13d), distensdo da membrana acrossomal
externa com ruptura e processo inicia e vesiculagdo, sem perda de contelido acrossomal
(Figura 13c), perda da membrana acrossomal externa e membrana plasmética com

vesiculagdo e perda completa do conteido acrossomal (Figura 13b).

Observouse espermatozéides com distensdo de membrana acrossomal externa, semelhante a
edema, em sémen descongelado colhido do epididimo. Esta ateracdo pode ser resultado de
choque osmdtico durante o processamento do sémen. A utilizagdo da pré-diluicdo com
solugdo fisiologica (308 mOsm/kg) seria plausivel, se esta ndo tivesse a osmolaridade

proxima a do sémen (329 mOsm/kg) (Johnston et al., 2001).

Embora ndo tenha sido feita uma andlise quantitativa das alteracbes ultraestruturais dos
espermatozoéides devido a quantidade de material reduzida apresentada para andlise, verificou
se que, assim como nas espécies Leopardus tigrinus e L. pardalis, os gatos domeésticos
também apresentaram grande parte dos espermatozoides com alteracfes de acrossomo apos a
criopreservacdo, embora em microscopia Optica apenas 28,3% (eletrogjaculacéo) e 23,5%

(epididimo) das lesbes fossem relacionadas a acrossomo.



Figura 13. Ultraestrutura espermatica do sémen descongelado do gato doméstico (Felis catus),
oriundo de eletrogjaculacdo (EL) e da colheita do epididimo e ducto deferente (EP). a)
Espermatozéide mostrando distensdo de membrana acrossomal externa (MAE),
ateracdo de contelido e membrana acrossomal interna (MAI) aderida ao nacleo (EL)
(42000x). b) Vesiculagdo de acrossomo, MAI aderida ao nucleo EP) (31500x). c)
Distensdo e ruptura da MAE (seta), manutencdo na homogeneidade de contelido
(23000x) EP). d) Distensdo de membrana plasmatica (MP) e MAI, semelhante a
edema, heterogeneidade de conteido e membrana MAI aderida ao nicleo (EP)
(42000x), Botucatu, 2004.



DISCUSSAO GERAL

As causas para as lesdes de acrossomo podem estar ligadas a inadequacdo do método
utilizado para congelagdo do sémen, como a concentracdo de glicerol utilizada, o tempo de
exposicdo ao glicerol durante o periodo de equilibrio, ou ainda a adicdo do glicerol em
temperatura ambiente. Outros aspectos, como a adicdo do detergente (Equex) antes do
periodo de equilibrio, expondo a célula espermética & esta agdo por uma hora, e taxa utilizada

para queda de temperatura durante a congelacéo, provavel mente interferiram neste resultado.

Pukazhenthi et al (1999) observaram que gatos teratospérmicos eram mais sensivels que gatos
normospérmicos a curvas rdpidas de resfriamento do sémen. Os gatos utilizados para este
experimento eram bastante heterogéneos quanto a porcentagem de espermatozoéides
pleiomorficos no sémen (25 a 74% em sémen eetrogjaculado e 53 a 93% em sémen do
epididimo). Para minimizar os danos & membranas acrossomais durante a fase de

resfriamento, foi utilizada uma taxa média de resfriamento inferior a 0,5°C/min.

A taxa de congelagdo ndo foi monitorada, mas € certo que pode interferir sobre a viabilidade
do espermatozdide descongelado, causando estresse osmotico ou lesdes de membrana devido
a formacdo de cristais de gelo no interior da célula. Pukazhenthi et al (1997), estudaram as
propriedades da condutibilidade hidraulica da membrana plasmética do espermatozoide do
gato domestico e € possivel que estes novos dados tragam informagdes sobre taxas ideais para
congelacdo de sémen para os felinos domésticos e selvagens, aprimorando a técnica e

possibilitando a obtencdo de sémen mais viavel para utilizagdo em biotécnicas reprodutivas.



De qualquer forma, apesar do gato doméstico ter apresentado a média da porcentagem de
espermatozéides pleiomorficos elevada no sémen in natura, o sémen do gato domeéstico
manteve melhor suas caracteristicas que, por exemplo, o gato-do-mato-pegqueno, que também
mostrou porcentagem de espermatozoides pleiomarficos relativamente alta. E possivel que a
célula espermédtica do gato doméstico seja mais resistente aos estresses gerados pela
congelacdo e descongelacdo, ou ainda, que o alto indice de contaminacdo por urina tenha

comprometido os espermatozoides do gato-do-mato- pequeno.

Os resultados de todas as andlises efetuadas, motilidade, vigor, morfologia em microscopia
Optica ou de transmissdo, integridade de membrana, levam a crer que ndo ha diferencas
relevantes na resposta do sémen oriundo das duas diferentes técnicas de colheita, frente a
criopreservacado. Para confirmar este resultado seria necessario testar estes semens em ensaios

de penetracso.

O quadro apresentado pela andlise ultraestrutural revelou que a célula espermaética foi
severamente afetada pelo processo de criopreservacdo, tanto no gato doméstico como nas
espécies L. tigrinus e L. pardalis. E possivel que, de maneira geral, o sémen criopreservado
pela metodologia utilizada, independente da espécie, ndo responda bem aos testes de
penetracdo. A escassa literatura revela que a utilizacdo de biotécnicas de reproducéo
utilizando sémen criopreservado, em felinos, ainda encontra muitas limitagdes, apresentando
uma eficiéncia baixa (Byerset al., 1989; Goodrowe e Hay, 1993; Farstad, 2000; Luvoni et al.,
20033, Luvoni et al., 2003b). Todos estes dados confirmam a necessidade de aperfeicoar as
técnicas j& utilizadas para congelacdo e descongelacdo de sémen, a fim de que o sémen

congelado possa ser considerado um recurso genético viavel.



CONCLUSCES



Os dois experimentos apresentados permitem concluir que:

1. Considerando-se 0 nuimero de animais estudados, ndo foi possivel identificar
diferencas entre a eficiéncia dos diluentes (TEG e MP-50) utilizados para congelar o

sémen de Leopardus tigrinus e Leopardus pardalis.

2. O sémen de Leopardus pardalis apresentou melhor qualidade gp6s a descongel acéo,
mostrando-se mais resistente ao estresse decorrente da criopreservacdo do que o

sémen de Leopardus tigrinus.

3. Na&o houve diferenca entre a resposta da célula espermatica colhida por duas técnicas,
a eetrogaculacdo e do epididimo, quardo submetidas a criopreservacdo, no gato

domeéstico (Felis catus).

4. O processo de criopreservacdo do sémen nas trés espécies estudadas, Leopardus
tigrinus, Leopardus. pardalis e Felis catus, resultou em alteracbes severas da

integridade acrossomal, observadas em microscopia el etronica de transmissao.
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RESUMO E ABSTRACT



Efeito da criopreservacao sobre a célula espermética em trés espécies de felinos. o gato-
do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus — Schreber, 1775), a jaguatirica (Leopardus pardalis

— Linnaeus, 1758) e 0 gato doméstico (Felis catus).

O objetivo gera deste estudo foi verificar o efeito do processo de congelacéo e descongelacéo sobre o
sémen de trés espécies de felinos, Leopardus tigrinus (n = 5, 15 gaculados), L.pardalis (n=5, 17
gjaculados) e Felis catus (n = 10). A colheita de sémen foi realizada por eletrogjacul agao (experimento
1 e 2) ou colheita do epididimo e ducto deferente (experimento 2). Os gaculados foram processados
segundo 0 mesmo protocolo: centrifigagdo, suspensdo em criodiluente, envasamento em palhetas de
0,25 mL (5 x 10° sptz), equilibrio de uma hora a 5°C (<0,5°C/min), congelacdo em vapor de nitrogénio
por vinte minutos e imersdo. A descongelacéo foi efetuada a 46°C por 15 segundos. Foi andlisada a
ultraestrutura espermética nas trés espécies para verificar os danos causados pela criopreservacéo. O
experimento | testou a diferenca entre a eficiéncia de dois criodiluentes, o TEG (7% glicerol) e o MP-
50 (3% glicerol, 2% dimetilformamida), utilizados para congelar o sémen de L. tigrinus e L. pardalis.
Os resultados mostraram que os diluentes ndo diferiram nas duas espécies. L. tigrinus apresentou
decréscimo marcante no indice de motilidade progressiva (IMP) (média de 36,3 pontos). L. pardalis
apresentou queda menor no IMP (média cé 18,1 pontos). Ambas as espécies tiveram elevacdo na
porcentagem de defeitos maiores (médiade 7,2 e 24,7 pontos percentuals, respectivamente) em funcéo
do aumento da incidéncia de ateragtes de acrossomo. A contaminagao do sémen por urinafoi um fato
marcante para L. tigrinus (53% dos gaculados) e L. pardalis (59%), o que pode ter resultado em dta
incidéncia de caudas dobradas e enroladas (23,4% e 13,3%) e sugeriu uma proporcional perda de
resisténcia da célula espermética frente aos estresses da criopreservacdo. O experimento Il utilizou o
gato domeéstico e testou a diferenca entre duas técnicas de colheita de sémen, a eletrogjaculacéo e a
colheita do epididimo e ducto deferente, frente a criopreservacéo, no diluente TEG. Foram redizadas a
eetrogiaculacdo e, em sequéncia, a orquiectomia e colheita de sémen proveniente dos epididimos, no
mesmo gato. N&o houve diferenca na resposta da célula espermética adquirida pelas duas técnicas de
colheita frente a criopreservacdo, exceto em relacdo a morfologia espermética devido ao decréscimo
na porcentagem de gota citoplasmética distal no sémen proveniente do epididimo apos o processo de
congelacdo. Houve queda no IMP (18,8 pontos) e na integridade de membrana (20,35 pontos
percentuais). A despeito dos resultados dotidos, 0 estudo da ultraestrutura espermética revelou que,
ap0s a criopreservacdo, as trés especies mostraram lesbes severas de acrossomo, 0 que pode

representar um fator limitante para a fertilidade do sémen.



Effect of cryopreservation on spermatic cell in three feline species: the tigrina (Leopardus
tigrinus— Shreber, 1775), the ocelot (L eopardus pardalis— Linnaeus, 1758), and the domestic
cat (Felis catus).

The general aim of this study was to evaluate the effect of freezing/thawing procedure on the
semen of three feline species, Leopardus tigrinus (n=5, 15 gaculates), L. pardalis (n=5, 17
gjaculates) and Felis catus (n=10). Semen was obtained by electrogjaculation (experiment 1
and 2) or directly from epididymal and vasa deferentia (experiment 2) and processed by the
same protocol: centrifugation (300g/10min), extending with cryodiluent, loading into 0,25 mL
straws (5 x 10° sptz) and storage at 5°C for one hour (<0,5°C/min), freezing in nitrogen vapor
for 20 minutes and immersion. Thawing was achieved at 46°C for 15 minutes. Spermatozoa
ultrastructure was analyzed to detect injuries caused by cryopreservation in the three species.
The first experiment tested the difference on efficiency between two freezing extenders, TEG
(7% glyceral) and MP-50 (3% glycerol + 2% dimetilformamide) utilized to freeze L. tigrinus
and L. pardalis sperm. The results appointed that there weren't evident differences between
the two cryodiluents, in both species. L tigrinus exhibited a high decrease on sperm
progressive motility index (PMI) (mean 36.3). L. pardalis showed lighter declines on PMI
(mean 18,1). Both species presented elevation in percentage of major deffects (mean 7.2 and
24.7 points, respectively) due to the increase of acrossomal injuries. Sperm contamination by
urine was a remarkable fact to L tigrinus (53% of the gaculates) and L. pardalis (59% of the
gjaculates) what occasioned and caused loss of spermatic resistance to face the stress of
cryopreservation. The second experiment studied domestic cats and tested the difference
between two techniques of semen collection — the electrogjaculation and the acquisition from
epididymides and vasa deferentia — faced to cryopreservation in TEG (7% glycerol) diluent.
Electrogjaculation was followed by orchiectomy and epididymal acquisition of semen, in the
same tom. There was no differences between the response of the spermatic cell obtained from
the two techniques, faced to cryopreservation, except for sperm morphology, due to decline of
distal droplets after freezing procedures (probably in response of semen centrifugation), in
epididymal sémen. Despite of the achieved results, the evaluation of spermatic cell
utrastructure revealed that, after cryopreservation, all the three species showed severe

acrossomal damages, that might be a limiting factor for the semen fertility.
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