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RESUMO - As possibilidades de uso de espermatozoides obtidos do epididimo vém sendo amplamente
utilizadas devido a permanéncia da capacidade espermatica fecundante e possibilidade de uso para felideos
selvagens. Porém, no processo de criopreservagdo, alguns estudos demonstram perdas na qualidade dos
espermatozoides quando deixados sob refrigeracdo antes da congelacdo por tempos determinados. O presente
trabalho teve por objetivo, avaliar a qualidade dos espermatozoides obtidos de epididimos de gatos domésticos,
ap6s a criopreservacdo utilizando um meio diluente a base de gema de ovo com glicerol (Botu-crio®),
comparando as caracteristicas morfofuncionais, apds refrigeracdo por 24 horas em container de transporte de
sémen (Botu-tainer®). Foram utilizados oito gatos domésticos submetidos & orquiectomia eletiva, com idades a
partir de oito meses, sem determinagdo racial e em bom estado nutricional (2,5 — 5,5kg ou 4kg em média). As
caracteristicas espermaticas avaliadas foram: motilidade, vigor, concentracdo, integridade de membrana e
morfologia espermatica. Verificou-se que, ap0s avaliagdes estatisticas, o container de transporte de sémen foi
capaz de manter a viabilidade espermatica, mesmo apds as 24h. Observou-se também uma queda significativa de
todos os pardmetros pos-congelagdo, consequentes, provavelmente, ao estresse térmico que ocorre no
processamento. No entanto, a porcentagem de integridade de membrana pds-descongelagdo demonstra boa
empregabilidade do diluente Botu-crio®, com possivel viabilidade in vitro para realizagdo de fertilizagdes,
necessitando de maiores avaliacGes.

Palavras-Chave: espermatozoides epididimarios; felinos; congelagao.

ABSTRACT - The possibilities of using the sperm collected from the epididymis have been widely used because
the fertilizing capacity sperm preservation and the possibility of using it for wild cats. But in the process of
cryopreservation, some studies show a decrease in the quality of the sperm when left under cooling before frozen
for some time. This study aimed to assess the quality of the epididymal sperm obtained from domestic cats after
cryopreservation using a diluent based on egg yolk and glycerol (Botu-crio®), comparing the morphofunctional
characteristics after cooling for 24 hours in a container of semen transport (Botu-tainer®). We use eight cats
submitted to elective orchiectomy, aging from eight months, without racial determination, and good nutritional
status. These sperm characteristics were: motility, vigor, concentration, membrane integrity and morphology. It
has been found, after statistical analysis, that the container of semen was able to maintain sperm viability, even
for 24h. We also observed a significant decrease on all parameters after frozen, consequential, probably to
thermal stress that occurs in processing. However, the percentage of membrane integrity after thawing shows
good employability of the Botu-crio®, which viability is possible to perform in vitro fertilization, requiring higher
ratings.
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INTRODUCAO

As pesquisas com 0 gato doméstico sdo muito Uteis,
visto que este serve como modelo experimental para
felinos selvagens ameacados de extingdo e para
estudos de patologias humanas (Farstad, 2000).
Entretanto, cresce cada vez mais a demanda de
reproducdo assistida entre os criadores de felinos
domésticos devido a pequena variagdo genética entre
as ragas existentes hoje no mercado, sendo que a
utilizagdo de sémen criopreservado na reproducéo
assistida pode melhorar o potencial dos animais
domésticos e principalmente dos animais selvagens
(Zambelli et al., 2010).

A técnica de recuperacdo de espermatozoides de
epididimos de gatos que passaram por esterilizacdo
cirirgica ou que vieram a oObito é de suma
importdncia para avancos nas pesquisas de
preservacdo de germoplasma, principalmente para
felideos selvagens (Platz et al., 1978; Tsutsui et al.,
2000). Neste sentido, alguns estudos demonstraram
que, na recuperagdo espermatica de epididimos na
espécie felina, os testiculos podem ser mantidos em
temperatura ambiente por até 5 horas, sem grande
perda da motilidade esperméatica (Schafer &
Holzmann, 2000); ou overnight, sob refrigeracdo a
5°C (Goodrowe & Hay , 1993).

Em pesquisas com espermatozoides recuperados de
epididimos de gatos, avaliou-se que eles apresentam
caracteristicas como motilidade espermética e
porcentagem de células normais de
aproximadamente 50%. Constatou-se também que
espermatozoides provenientes do epididimo possuem
a habilidade para capacitacdo e realizacdo dos
primeiros estagios de fertilizacdo com odcitos de
hamster sem zona pellcida (Goodrowe & Hay,
1993).

Associado a recuperacdo dos espermatozoides
diretamente do epididimo, estdo os processos de
criopreservagdo  dos  mesmos.  Estes  sdo
imprescindiveis, pois possibilitam a troca de material
genético entre localidades distantes ou o simples
armazenamento por periodos indefinidos, uma vez
que, nem sempre o sémen de interesse pode ser
utilizado de imediato. A preservacdo por
crioprocessamento visa garantir a viabilidade do
gameta masculino em fertilizar o gameta feminino
apos sua descongelacdo (Silva, 2007). Para realizar o
transporte de espermatozoides, dois métodos podem
ser utilizados, a refrigeracdo a 4 e 5 °C e a
congelacdo a -196 °C, pois as baixas temperaturas
reduzem o seu metabolismo, prolongando sua
longevidade.
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Segundo Gunzel-Apel e Krause (1986), o sémen
pode manter sua fertilidade quando refrigerado por
até 72h. Entretanto, outros autores afirmam que,
guando corretamente diluido e refrigerado, os
espermatozoides podem manter-se adequados por até
cinco dias (Feldman & Nelson, 1996). Logo, a
refrigeracdo do sémen durante 24 a 48 horas, pode
ser um método empregado antes da congelacéo,
guando nao ha a possibilidade de congelamento logo
apos a colheita. A exemplo, Hermansson e Linde-
Forsberg (2006) congelaram o sémen de cdo, apos
um ou dois dias de refrigeragdo a 4 °C e nenhuma
diferenca significativa foi observada na motilidade e
integridade de membrana, quando comparados
aqueles submetidos a congelacéo logo apos colheita.

Para refrigeracdo e possivel transporte, existem os
sistemas de resfriamento passivos (ex: caixas
térmicas de isopor ou containers) e ativos (ex:
refrigeradores domésticos). Os primeiros possuem
menor custo, porém com eficiéncia relativa,
dependendo de alguns fatores como a temperatura
ambiente e da massa da amostra. J& os segundos
sistemas, permitem melhores taxas de resfriamento,
pois a temperatura é pré-estabelecida, apesar de
serem mais caros (Valle, 1999).

Nédo existe um container de transporte de sémen
especifico para felinos. Neste presente trabalho,
optou-se pela utilizacdo do container para transporte
de sémen Botu-tainer® (Biotech, Botucatu, Brasil),
muito empregado para bovinos e equinos. Segundo o
fabricante, ¢ um container desenvolvido para
refrigeracdo de sémen, demonstrando alta eficiéncia
na manutencdo da temperatura, mesmo sobre
estresse calérico ambiental. Sua taxa de refrigeracdo
¢ de 0,05 °C/min, mantendo a temperatura de 5 °C
por até 35 h.

A refrigeracéo e a congelacdo do sémen so € eficaz,
com o uso de meios diluentes, capazes de preservar
sua integridade. Estes diluentes sdo capazes de
proteger a membrana esperméatica dos danos
causados pela modificagdo de temperatura
(Bouchard et al., 1990). Também sdo fonte de
energia, tamponamento e protecdo a contaminantes
como bactérias e fungos por meio de antibioticos e
antifangicos (Lardy & Philips, 1939; Marshal &
Hugh, 1990; Rota et al., 1995). Segundo Lopes et
al., (2005), a melhor maneira de avaliar o diluente é
por meio da taxa de concepcdo das fémeas apos a
inseminacdo  artificial, porém este €& um
procedimento inviavel na experimentacéo.

A adicdo de diluentes para congelamento de sémen
melhorou a qualidade apds o descongelamento, para
espécies como: javalis (Pursel et al., 1978),
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garanhdes (Martin et al., 1979), bois (Arriola &
Foote, 1987), ratos (Pendolf & Moore, 1993) e cdes
(Rota et al., 1997). J& no gato doméstico, Tsutsui et

al. (2003) verificaram que a qualidade do
espermatoz6ide  coletado do  epididimo e
posteriormente  congelado com diluente foi

ligeiramente melhor do que a dos congelados sem
diluente.

O meio diluente Botu-crio® (Botupharma,
Botucatu/SP, Brasil) foi elaborado com a intencéo de
uso em eqlinos (Melo et al., 2008), sendo ja
comprovada sua eficdcia. Por se tratar de um
produto comercial nacional, pode reduzir os custos
do procedimento. A sua eficacia pode ser devido a
associacdo em sua formulacdo de dois crioprotetores
intracelulares, o glicerol e a amida, com um
extracelular, a gema de ovo, reduzindo o estresse
osmético (Ball & Vo, 2001) e prevenindo a
formacgéo de cristais de gelo intracelular (Amann &
Pickett, 1987).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
qualidade e viabilidade dos espermatozoides obtidos
de epididimo de gatos domésticos, apés a
criopreservacdo com adicdo de um diluente
comercial nacional (Botu-crio®) & base de gema de
ovo associado ao glicerol e uma amida, comparando
as caracteristicas morfofuncionais antes e apds a
congelagdo, tendo passado por um periodo de
refrigeracdo de 24 horas em container de transporte
de sémen (Botu-tainer®), para a reproducdo assistida
e modelo experimental para praticas reprodutivas
com felideos selvagens.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados testiculos de oito gatos, submetidos
a orquiectomia eletiva, com idades a partir de oito
meses, sem determinacdo racial e em bom estado
nutricional (2,5 — 5,5 kg ou 4 kg em média). Durante
0 procedimento cirGrgico, ap0s a excisdo dos
testiculos, foram realizadas ligaduras nos ductos
deferentes para impedir a saida dos espermatozoides
durante o transporte. [Esses oOrgdos foram
acondicionados em solucdo fisiolégica 0,9% a
temperatura ambiente e transportados ao laboratorio.

Apos prévia dissecgdo das estruturas testiculares, a
cauda do epididimo e parte do ducto deferente foram
comprimidos com o auxilio de pingas hemostaticas,
depositando o contelddo obtido em uma placa de
Petri contendo 100 pL de Botu-crio®. Uma pequena
amostra deste material coletado foi colocada entre
lamina e laminula, pré-aquecidas a 37°C, para
avaliacdo subjetiva, ao microscdpio Optico (aumento
de 10x e 40x), da motilidade (porcentagem de
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células mdveis variando entre: 0 a 100%) e vigor
espermatico (qualidade do movimento progressivo
dos espermatozoides em escala de 0 a 5). Também
foram determinadas as concentracfes espermaticas
pela diluicdo do sémen recuperado em 1:10 de agua
destilada e leitura em Camara de Neubauer, por meio
de microscopio 6ptico com objetivas de 10 e 40x.

A avaliacdo do percentual de vivos e mortos foi
realizada por esfregacos de sémen com o corante
eosina/ nigrosina e leitura de 100 células em
microscopio Optico com objetiva de 100x. Para
averiguar a morfologia espermatica, foram
realizados esfregacos do sémen e coloragdo com o
corante POPE (Jesus et al., 2008). A leitura desses
foi feita com microscépio dptico com objetiva de
100x. Avaliou-se 200 células espermaticas e as
alteragdes morfoldgicas classificadas em defeitos
maiores e menores.

Em seguida, as amostras contendo  0s
espermatozoides foram centrifugadas, em 800 g por
10 minutos. O sobrenadante desprezado e o pellet
ressuspendido em meio diluente nacional Botu-crio®
numa concentrago de 100x10° espermatozoides/mL.
As amostras foram submetidas a refrigeracdo em um
container de transporte de sémen Botu-tainer®
(Biotech, Botucatu, SP, Brasil), a qual preserva a
temperatura em torno de 5 °C, por 24 h. Apés este
periodo, as amostras foram diluidas em 1:1 em Botu-
crio® e envazadas em palhetas de 0,5 ml, lacradas
com alcool polivinilico e levadas a refrigeracéo a 5
°C, por um periodo de 60 min. Tanto as palhetas
como o meio diluente foram previamente mantidos
junto com as amostras, no container, para evitar
choque térmico.

A congelacdo das palhetas foi feita em vapor de
nitrogénio, em uma grade de metal posicionada a 6,0
cm da coluna do nitrogénio liquido, em uma caixa
isotérmica de 38 x 15 x 24 cm durante 20 minutos.
Imediatamente ap0s, as palhetas foram mergulhadas
no nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas
em botijéo criogénico.

A descongelacdo das palhetas foi realizada em
banho-maria a 70°C durante 8 segundos. As
amostras foram mantidas em tubos plasticos de 1,5
ml em temperatura ambiente durante as analises pés-
descongelagdo. Novamente foram avaliadas as
caracteristicas morfofuncionais pelos  mesmos
procedimentos realizados anteriormente.

Os resultados foram digitados em planilhas
eletrdnicas e submetidos ao programa SAEG (2007)
para as avaliacBes de homogeneidade e normalidade.
Posteriormente os dados foram avaliados para
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analise de variancia (ANOVA) e caso significativos,
submetidos ao teste de Duncan com 5% de
probabilidade. A varidvel vigor foi submetida a
analise ndo paramétrica de Kruskall-Wallis a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas averiguacBes de
morfologia espermética; avaliagBes subjetivas da
motilidade, vigor e percentual de vivos, dos oito
gatos selecionados e nos trés momentos de interesse
da pesquisa: fresco, apds 24h de refrigeracdo com
diluente Botu-crio® e ap6s congelagdo em nitrogénio
liqguido mostraram diferencga para alguns parametros
(Tabela 1).

Segundo Tebet et al. (2006) em gatos domésticos
verificou-se  uma  quantidade pequena de
espermatozoides com anormalidades de cabega,
acrossoma e de peca intermediaria durante o transito
epididimario, ao contrario das outras espécies.
Também, segundo os mesmos autores, observa-se
um decréscimo na proporcdo de espermatozoides
com anormalidades de cauda, provavelmente
ocasionado pela osmolaridade do contetddo seminal
durante a ejaculacéo.

Tabela 1. Resultados de motilidade, vigor, defeitos maiores, menores, células normais e vivas (média + desvio
padrdo) em espermatozoides epididimarios de felino (n = 8) a fresco, po6s-refrigerado e descongelado.

Espermatozoides

Epididimérios Mot* Vig* DEFM DEFN* NORM VIV*

A fresco 72,5+13,6° 4,1+0,6 82,6+36,4 77,5+33.2° 62,8+64,3 85,0+13,7%
Pés-refrigerado 67,5+13,1° 3,7+0,5% 75,1431,7 62,7+45.3 62,1+43,3 89,6+5,9°
Descongelado 23,7+13,8° 2,4+1,1° 85,6+43,3 24,5+15.2° 89,8+52,9 47,1+15,8°

*Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade (P<0,05).
Mot. = motilidade; Vig = vigor; DEFM = defeitos maiores; DEFN = defeitos menores; NORM = células normais; VIV= células vivas.

Para que se obtenha éxito na congelacdo de sémen, é resultados  obtidos da  descongelacdo  de

necessario que ele seja apropriadamente diluido, e
assim quando reaquecido continue potencialmente
fecundante (Luvoni et al., 2003). Desta forma,
busca-se um diluente que possua uma reserva de
energia para nutricdo do espermatozdide; tenha a
capacidade de tamponamento; preserve os padrdes
fisiol6gicos de pressdo osmotica e concentracdo de
eletrolitos; e preserve a célula durante o processo de
resfriamento (Concannon & Battista, 1989). Ele
deve conter crioprotetores, pois melhoram a
sobrevida celular, durante as sequéncias de
congelacdo e descongelacdo, pois minimizam as
alteracbes na membrana. Atualmente, o diluente
Botu-crio® tem apresentado boas vantagens, quanto
as propriedades citadas, sendo muito empregado em
diferentes grupos de pesquisa (Terraciano et al.,
2008).

A baixa motilidade e vigor espermético observados
no sémen descongelado no presente trabalho podem
ter sido relacionados & imaturidade, como descrito
por Santos e Vannuchi (2002) para espermatozoides
epididimarios. Apesar de uma diminuicdo
significativa na motilidade esperméatica ap6s a
descongelacdo, a quantidade de células integras e
morfologicamente normais foi muito proxima dos
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espermatozoides  provenientes de  ejaculados
(Martins et al., 2006).

Verificou-se uma queda significativa (p<0,05) na
qualidade dos parametros avaliados pés-refrigeracdo
e pos-congelacdo, resultados estes ja esperados
devido ao estresse térmico a que os espermatozoides
sdo submetidos durante o processo de congelacéo.
Contudo, estes resultados estdo de acordo com o0s
obtidos por Tebet et al (2006), nos quais observou-
se varios defeitos no sémen descongelado, que
segundo esses autores, comprometeriam a habilidade
na fertilizac&o.

A criopreservacdo de espermatozoides provoca
grandes danos quimicos e fisicos as membranas
celulares, atribuidos as alteracdes na transicdo da
fase lipidica e no aumento a peroxidacdo (Purdy,
2006). Considera-se que os processos de congelacdo
e descongelacdo resultam em uma possivel
diminuicdo na quantidade de espermatozoides
viaveis, na velocidade e na capacidade fertilizante
(Isachenko et al., 2004). Neste estudo verificou-se
que, apesar da queda significativa (p<0,05) na
qualidade espermatica apés a descongelacdo das
amostras, em relacdo a avaliacdo a fresco e depois de
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refrigerada, ndo houve uma queda significativa da
qualidade espermatica ap6s a refrigeracdo, o que
demonstra que a manutencdo dessas amostras no
container Botutainer® por 24 horas, nido foi
prejudicial, viabilizando o transporte ou apenas a
conservacdo até a realizagdo das praticas de
reproducdo assistida. Porém, mais estudos sdo
necessarios para a determinacdo do periodo maximo
de conservacdo do sémen em caixas isotérmicas.
Estes estudos poderdo contribuir para determinacéo
de uma caixa e meios diluentes ideais para
refrigeracdo de sémen para determinadas espécies,
como o canino, ou modelos para espécies ameagadas
de extincdo como os felinos selvagens (Lopes et al.,
2005). Ja a baixa taxa de motilidade (23,7%) obtido
apos a descongelacdo, foi compensada por uma boa
percentagem de integridade de membrana (47,1%)
para 0 mesmo momento, indicando que mesmo apds
0s processos de refrigeragdo e congelagdo, os
espermatozoides recuperados da cauda de epididimo
mantiveram qualidade in vitro compativel com a
realizacdo de fertilizagGes.

CONCLUSAO

A boa recuperacdo deve-se, em grande parte,
a boa atuacéo do diluente Botu-crio®. Conclui-se que
a associagdo da diluigdo de sémen de gatos em Botu-
crio® com a refrigeracdo por 24h no Botu-tainer®
seguida da congelagdo permitiu obtencdo de
qualidade seminal aceitdvel para futuros testes de
fertilizagbes in vitro utilizados na reprodugéo
assistida. AvaliacBes de outros pardmetros seminais
e testes in vivo ainda se fazem necessarios.
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