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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade de espermatozoides recuperados do epididimo de gatos
domésticos utilizando os diluidores ACP-117c ou Tris adicionados de gema de ovo e refrigerados por
24h. Foram utilizados quatro gatos. Os animais foram submetidos & orquiectomia bilateral, obtendo-se
os complexos testiculo-epididimo (CTE). Os CTE foram acondicionados em solucdo fisiologica a 0,9%
e refrigerados a 4 °C durante 2h. Em seguida, os espermatozoides foram recuperados com ACP-117c ou
Tris e avaliados quanto a motilidade e ao vigor. Posteriormente, 80ul da diluicdo foram acondicionados
em um microtubo de 1,5mL juntamente com 20ul de gema de ovo e as células reavaliadas. Logo apés,
uma aliquota foi armazenada sob refrigeracdo a 4 °C por 24h e entdo novamente avaliada. A motilidade
total e o vigor espermatico utilizando o diluidor ACP-117c¢ foram significativamente inferiores no grupo
refrigerado por 24h quando comparados ao grupo fresco. A motilidade e o vigor declinaram no grupo
refrigerado com o Tris por 24h em comparagio aos outros grupos. A motilidade com o Tris foi superior
a motlilidade com o ACP-117c apés 24h de refrigeracdo. As células espermdticas epididimadrias de gatos
domeésticos conseguem manter os parametros de motilidade e vigor necessarios para posterior utilizagio
apos adigdo da gema de ovo, entretanto, no periodo pés-refrigeracdo devem ser desenvolvidos novos
estudos com ACP-117c com vistas a melhores resultados.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the quality of spermatozoa recovered from domestic cats
epididymis using the ACP-117c or Tris extenders added by egg yolk and cooled for 24h. Four cats were
used. The animals were submitted to bilateral orchiectomy, obtaining the testis epididymis complexes
(TEC). The TEC were stored in 0.9% saline solution and cooled at 4 °C for 2h. Then the spermatozoa
were recovered with ACP-117c or Tris and evaluated for motility and vigor. Subsequently, 80ul of the
dilution were placed in a 1.5 mL micro tube together with 20ul of egg yolk and the cells were
reassessed. Soon after, an aliquot was stored in a refrigerator at 4 °C for 24 hours and then reassessed.
The total motility and sperm vigor using the ACP-117c extender were significantly lower in the group
refrigerated for 24h when compared to the fresh group. The motility and vigor declined in the
refrigerated group with Tris for 24h as compared to other groups. The motility with Tris was higher than
the motility with ACP-117c after 24h of cooling. The epididymal spermatic cells of domestic cats can
maintain motility parameters and vigor required for further use after addition of egg yolk, however,
further studies should be developed with ACP-117c in the post-cooling time in order to obtain better
results.
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INTRODUCAO

A refrigeracdo de gametas € uma pratica
valiosa nos programas de reprodugao assistida,
permitindo 0 armazenamento de
espermatozoides para posterior fecundacdo in
vitro ou inseminacdao artificial. Nesta
perspectiva, a utilizagdo de espermatozoides
epididimarios ¢ considerada uma alternativa
para manutencao do material genético de
espécies ameagadas de extingdo, como em
diversas espécies felinas, e procedimentos
realizados com gatos domesticos podem
auxiliar no desenvolvimento de técnicas
voltadas aos felideos selvagens (Cocchia et al.,
2009).

O processo de refrigeragao promove a
diminuicdo do
espermatozoides, prolongando a viabilidade e
capacidade  fertilizante  dessas  células,
entretanto, o tempo de refrigeragao interfere na
qualidade seminal. Assim, apesar dos avangos
neste campo da pesquisa, a criolesao celular
ocasionada nos processos de preservacdao das
celulas espermaticas a baixas temperaturas
ainda apresenta-se como um obstaculo a area
da reproducdo (Cardoso et al., 2010; Gosden,
2011).

A utilizacio de diluidores seminais
possibilita um ambiente favoravel a
sobrevivéncia dos espermatozoides mantidos
refrigerados. Neste contexto, a utilizagdo de
diluidores seminais alternativos para a
refrigeragdo de sémen dos animais, como a
agua de coco, vem alcancando bons resultados.
Esse meio de conservagdao de células
espermaticas apresenta como vantagens ser um
produto natural, de origem vegetal, com
matéria prima disponivel em abundancia na
natureza para sua formulagdio e alta
longevidade na forma de po. Estudos
envolvendo a utilizacao da agua de coco para a
preservagao do séemen de animais domeésticos
tém sido conduzidos com resultados bastante
satisfatorios (Barros & Toniolli, 2011).

metabolismo dos

A associacao entre diluidores e
protetores de resfriamento ¢ essencial para o
sucesso da refrigeracao espermatica. A gema
de ovo tem sido amplamente utilizada nos
programas de reprodugdo assistida como
protetor de resfriamento em diversas especies.
Esse composto organico possui lipoproteinas
de baixa densidade presentes na porgao
plasmatica que conferem uma agao
crioprotetora aos espermatozoides,
prolongando dessa forma, o periodo para
utilizacao das celulas espermaticas (Neves &
Henry, 2012). Pesquisas tém sido conduzidas
no intuito de comparar diferentes meios de
diluigao adicionados com gema de ovo, sendo
ainda necessario que se estabelecam melhor
esses parametros nos felinos domeésticos para
que protocolos mais eficazes possam ser
extrapolados as espécies selvagens e aplicados
com maior percentual de sucesso (Vick et al.,
2012).

Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a qualidade de
espermatozoides recuperados do epididimo de
gatos domesticos utilizando os diluidores
ACP-117c e Tris apos adi¢do de gema de ovo
e refrigeracdo a 4 °C por 24 horas.

MATERIAL E METODOS

Amostra do estudo

Este experimento foi aprovado pelo
Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (No.
4627370/2014). Foram utilizados 4 gatos
machos puberes, clinicamente saudaveis,
pesando entre 2,5 e Skg, sem determinagao
racial e que nao apresentavam historico de
doencas reprodutivas,
proprietarios  particulares que desejavam
castrar seus animais. Foram utilizados apenas
saudavelis, sem
ferimentos nos orgaos reprodutivos externos e
que apresentavam simetria e consisténcia

oriundos de

animais clinicamente
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testicular normais. A partir desses animais, foi
possivel obter 8 epididimos.

Dessa forma, foram constituidos seis
grupos, a saber: (Al): espermatozoides
epididimarios recuperados a fresco com ACP-
117¢c; (A2): espermatozoides epididimarios
recuperados com  ACP-gema; (A3):
espermatozoides epididimarios recuperados

4 gatos domésticos

com ACP-gema e mantidos sob refrigeragao a
4°C  por 24h; (Tl): espermatozoides
epididimarios recuperados a fresco com Tris;
(T2): espermatozoides epididimarios
recuperados com Tris-gema; (T3):
espermatozoides epididimarios recuperados
com Tris-gema e mantidos sob refrigeracdao a
4°C por 24h (Figura 1).
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Orquiectomia bilateral

No periodo pré-operatorio, os animais
foram submetidos a exame clinico geral, assim
como avaliagdo macroscopica dos oOrgaos
reprodutivos  atraves da visualizagdo e
palpac@o. Assim, os gatos considerados aptos a
participarem do estudo foram submetidos a
jejum alimentar de 12 horas e hidrico de 6
horas, e entdo, encaminhados ao procedimento
cirurgico de orquiectomia bilateral.

O protocolo pre-cirurgico constou de
antibioticoterapia profilatica com
enrofloxacina (5 mg/kg, via intramuscular -
IM), anti-inflamatorio  nao
meloxicam (0,2 mg/kg, IM) e para analgesia
preemptiva cloridrato de tramadol (2 mgkg,
IM) (Viana, 2007). Como medica¢dao pre-
anestésica (MPA) foi utilizada acepromavina
(0,2 mg/kg, IM) e cloridrato de xilazina (0.8
mg/kg, IM) (Cortopassi & Fantoni, 2009).
Seguidos 15 minutos da MPA, a indugdo e
manuten¢ao anestésica foi instituida com
cloridrato de cetamina (8 mg/kg) e diazepam
(1lmg/kg), ambos por via endovenosa e quando
necessario, metade da dose inicial foi aplicada
para repique anestésico (Valadao, 2009).

Posteriormente, os animais foram
submetidos ao procedimento cirurgico de
orquiectomia bilateral (Boothe, 2007), e assim,
foram obtidos os complexos testiculo-
epididimo esquerdo e direito (CTE). Apos a
recuperacdo anestésica, os animais receberam
alta hospitalar.

esteroidal

Recuperacao das células espermaticas

Os CTE foram acondicionados em solug@o
fisiologica a 0,9% e refrigerados por 2 horas.
Apos esse primeiro periodo de refrigeragdo, a
recuperagao dos espermatozoides
epididimarios foi realizada pela técnica de
flutuagao (Lima et al., 2014) modificada. Foi
removido o tecido conjuntivo que recobre o
epididimo e realizou-se a disseca¢dao dos
contornos do ducto epididimario, com auxilio
de uma lamina de bisturi. Apos a dissecagao,

foi realizada uma lavagem externa do
epididimo com solucao fisiologica
previamente aquecida (37 °C). Realizada a
lavagem externa, cada ducto epididimario foi
colocado em placa de Petri tambem
previamente aquecida (37 °C).

Logo apos, diferentemente da técnica de
flutuag¢do tradicional, foram realizadas trés
injecdes de ar contendo Iml cada no lumen
epididimario (cabega, corpo e cauda) e, em
seguida, adicionados 0,5 ml de diluidor Tris
(controle do experimento) ou ACP-117c
(diluidor teste) no interior do epididimo.

Entdo, o epididimo foi dividido em pequenos
fragmentos com auxilio de duas laminas de
bisturi, deixando-o em repouso na placa de
Petri por 1 minuto para que oS
espermatozoides entrassem em contato e
migrassem para o diluidor. Com auxilio de um
pipetador automatico, aliquotas da solucado
obtida foram utilizadas para avaliacao
espermatica. Espermatozoides de quatro
epididimos foram recuperados com ACP-117c,
espermatozoides de quatro epididimos com
Tris e avaliados imediatamente pos-
recuperacao (avaliacdo dos tratamentos Al e
Tl).

Adigao da gema de ovo

Em seguida, 80ul da diluicdio foram
acondicionados em um microtubo de SmL
juntamente com 20ul de gema de ovo. Essa
nova diluicao foi homogeneizada
mecanicamente e uma aliquota de 10ul foi
novamente avaliada (avaliagao dos tratamentos
A2 e T2).

Refrigeragao com gema

A seguir, uma aliquota da diluigdo com gema
foi armazenada em banho-maria sob
refrigeracdao a 4°C por 24h e as células foram,
entdo, novamente avaliadas (avaliagao dos
tratamentos A3 e T3).
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Avaliagao espermatica

Para todos os grupos experimentais, 0S
espermatozoides epididimarios foram
avaliados subjetivamente em microscopio
optico (100x) quanto aos parametros de
motilidade total e vigor.

A motilidade total foi registrada em dados
percentuais de celulas moveis variando entre 0
e 100%. O vigor espermatico foi classificado
em uma escala progressiva de 0 (auséncia de
movimento) a S5 (movimento Vigoroso,
retilineo e progressivo).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos em meédia e
desvio padrao e analisados através do
programa estatistico Graphpad Prism® versao
5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA). Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk e posteriormente
sofreram transformagao angular em Arcoseno
das porcentagens. As proporgoes encontradas
para motilidade foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) seguidas do teste de
Tukey para comparagdo entre os tempos de
avaliacao. Para comparagao entre os diluidores
foi aplicado o teste T. Os dados referentes ao
vigor espermatico foram avaliados pelo teste

de Mann-Whitney. Os resultados foram
considerados significativos quando P < 0,05.

RESULTADOS

Comparagao dentro do diluidor entre os
tempos

A motilidade total e o vigor espermatico
reduziram significativamente apos 24 horas (h)
de refrigeracdo em comparagdo a avaliagdo a
fresco em ambos os diluidores, entretanto,
quando comparados o periodo de refrigeragao
por 24h e a avaliacao imediata apos a adigao
de gema, os  parametros
significativamente somente com o diluidor
Tris (Tabela 1).

diferiram

Comparagao dentro do tempo entre os
diluidores

A motilidade total a fresco e apos a adi¢ao de
gema de ovo ndo sofreu efeito do diluidor, no
entanto apos 24h de refirgeracao, a motilidade
espermatica em A3 foi significativamente
inferior ao T3. Com relacio ao vigor
espermatico, este ndo foi afetado pelo diluidor
utilizado (P > 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Média = DP da qualidade de espermatozoides epididimarios recuperados com ACP-117c a fresco
(Al), apds adigdo de 20% de gema de ovo (A2) e refrigeracdo a 4 °C por 24h (A3) ou com Tris a fresco (T1),
apos adicdo de 20% de gema de ovo (T2) e refrigeracdo a 4 °C por 24h (T3).

Parimetros ACP-117c TRIS

espermaticos Al A2 A3 Tl T2 T3

Motilidade (%) 76,3 25,0 66,3 382"  36,7+23.1 913+75" 875+96* 56,7+351%"

Vigor (0-5) 4,0+09*  28+1,5" 22+14% 38+12* 33:05" 1,803

Letras minisculas sobrescritas diferentes na mesma linha significam que houve diferenca estatistica entre os tempos de
avaliacoes dentro de cada diluidor (P < 0,05).

Letras maiusculas sobrescritas diferentes na mesma linha significam que houve diferenca estatistica entre os diluidores
nos diferentes tempos de avaliagdes (P < 0.05).
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DISCUSSAO

Nos gatos domesticos, o conhecimento
sobre os danos celulares causados pelo
processo de refrigeracdao ainda € insipiente,
portanto, sdo necessarios estudos que visem
esclarecer a influéncia deste processo sobre os
gametas masculinos de felinos, assim como o
aperfeigoamento dos protocolos de
refrigerag¢do, contribuindo dessa forma, para
um melhor aproveitamento das ceélulas
espermaticas em programas de reprodugao
assistida (Micheletti et al., 2011). No presente
estudo, a associagdo entre os diluidores
testados e a gema de ovo, em uma
concentragao de 20% logo apos a recuperagao
espermatica, possibilitou um meio em que os
espermatozoides mantiveram a motilidade e o
vigor dentro dos padroes desejados para
aplicacdo  pratica nos programas de
inseminacao artificial.

Tanto para o ACP-117¢ quanto para o
Tris, a motilidade e o vigor declinaram apos
24h de refrigera¢ao com gema de ovo quando
comparadas a avaliacio logo apos a
recuperagio das ceélulas  espermaticas,
diferindo dos resultados obtidos por Macente
et al. (2012), os quais, ao realizarem um
experimento com espermatozoides
epididimarios de gatos utilizando um diluidor
comercial com adigdo de gema de ovo nao
evidenciaram perdas na qualidade espermatica
apos refrigeracio por 24h. Pesquisas
envolvendo a refrigeracdao de espermatozoides
de gatos domésticos ainda produzem
resultados variaveis, porém, cada estudo
experimental pode contribuir para melhorar o
desempenho reprodutivo de racas valiosas de
gatos domeésticos, assim como contribuir na
conservagao da biodiversidade de felinos
selvagens em risco de extingao (Terrell et al.,
2012).

O diluidor Tris foi superior ao ACP-117¢
na compara¢do dos grupos A3 e T3 para o
parametro de motilidade total, entretanto o

vigor nesses dois grupos nao diferiu. Na
comparacao entre os diluidores para os demais
grupos experimentais, nao foram encontradas
diferencas nos parametros avaliados. Esses
resultados diferiram dos encontrados por
Emerenciano et al. (2013), que ao avaliarem os
espermatozoides  epididimarios de gatos
domesticos recuperados a fresco, o Tris havia
sido superior ao ACP, entretanto, assim como
na presente pesquisa, Mota Filho et al. (2013)
ao realizarem um estudo com espermatozoides
epididimarios de cdes, na recuperagao a fresco
nao foram evidenciadas diferengas entre o
ACP e o Tris.

Cardoso et al. (2010) avaliaram
gjaculados caninos diluidos com ACP
adicionada de 20% de gema de ovo e
obtiveram resultados bastante satisfatorios na
motilidade por um periodo de até 48 horas de
refrigeragdo. A utilizagdo do diluidor ACP
associado a protetores de resfriamento ainda
necessita de aprimoramento no intuito de
melhorar a qualidade das células espermaticas
apos refrigeracao.

CONCLUSAO

Os diluidores ACP-117¢ e Tris foram
eficientes em manter a qualidade minima
necessaria dos parametros de motilidade e
vigor de celulas espermaticas recuperadas do
epididimo de gatos domeésticos apos adigao de
gema de ovo, entretanto, apos a refrigeragao do
recuperado a 4 °C por 24h houve uma redugao
consideravel na qualidade dessas ceélulas.
Portanto, novas pesquisas utilizando o diluidor
ACP-117c e a recuperagdo de espermatozoides
epididimarios em gatos domesticos devem ser
desenvolvidas no intuito de melhorar os
resultados obtidos.
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