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RECUPERACAO DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS DE
GATOS DOMESTICOS (Felis catus) UTILIZANDO SOLUCOES A BASE
DE TRIS OU AGUA DE COCO EM PO

[Recovery of epididymal sperm from domestic cats (Felis Catus) using Tris- or
powdered coconut water-based solutions]
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RESUMO - Objetivou-se comparar a eficiéncia de solucGes a base de Tris e d4gua de coco (ACP- 117®)
utilizadas para a recuperagdo de espermatozoides epididimarios de gatos domésticos (Felis catus) pelo método
da flutuacdo. Treze gatos foram orquiectomizados e seus complexos testiculos-epididimos foram transportados
ao laboratério, onde foram dissecados e lavados com solucdo fisiologica (37°C). A cauda do epididimo foi
fatiada, sendo os espermatozoides obtidos pelo método de flutuacdo, comparando-se duas solucBes: Tris e
ACP®. Apls a recuperacdo dos espermatozoides foi realizada a avaliacdo da motilidade, vigor, concentracéo,
morfologia e viabilidade espermaética, e integridade de membrana. A técnica de flutuacdo permitiu a obtencéo de
espermatozoides em todos os gatos. As solucbes foram equivalentes quanto a qualidade dos espermatozoides
recuperados, com excecdo da motilidade espermaética, a qual foi significativamente superior no uso da solugdo a
base de Tris (P < 0,05) que apresentou valores de 73,1 £ 4,8%, enquanto apenas 44,7 + 8,9% de espermatozoides
maveis foram obtidos com 0o ACP®. Conclui-se que a recuperacdo de espermatozoides epididimarios de gatos
domésticos pelo método de flutuacdo permite obter espermatozoides de boa qualidade, sendo recomendado o uso
do diluente Tris.

Palavras-Chave: Gatos, sémen, epididimo, ACP, TRIS.

ABSTRACT - The aim was to compare the efficiency of the Tris- and coconut water-based (ACP- 117®)
solutions on the recovering of epididymal sperm from domestic cats (Felis catus) through the fluctuation method.
Thirteen cats were submitted to orchiectomies and the testicle-epididymis complexes were transported to the
laboratory, dissected and washed with saline (37 °C). The epididymis tail was sliced and the sperm were
recovered by the fluctuation method by comparing two solutions: Tris and ACP®. After recovering, sperm were
evaluated for motility, vigor, concentration, morphology, viability and membrane integrity. The fluctuation
technique presented 100% efficiency, allowing the sperm recovery from all the toms. Both solutions were
equivalent concerning to the quality of the recovered sperm, except for the sperm maotility, that was significantly
higher in the use of the Tris-based solution (P < 0.05) with values of 73.1 + 4.8%, while 44.7 + 8.9% motile
sperm were obtained in the use of ACP®. In conclusion, the recovery of epididymal sperm from domestic cats
through the fluctuation method allows the obtaining of good quality sperm, and the use of Tris is suggested as the
extender.

Keywords: Cats; semen; epididymis; ACP, TRIS.

INTRODUCAO mantidos ndo somente como animais de companhia,

mas sua criagdo desponta como uma atividade

Nos ultimos anos, tem-se observado um crescimento comercial, 0 que aumenta a necessidade dos
significativo na criacdo de gatos domésticos (Felis criadores em potencializar a capacidade reprodutiva
catus), o que tem levado ao desenvolvimento de um de seus animais (Silva Jr, 2002). Além disso, das 37
mercado de produtos e servicos cada vez mais espécies de felideos existentes, apenas o gato
especializados (Silva, 2008). Os gatos tém sido doméstico néo se encontra ameacado de extingdo, o
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que faz destes animais excelentes modelos
experimentais para 0s demais (Carrijo Jr et al.,
2010).

Nesse contexto, a coleta de gametas de boa
qualidade representa um papel fundamental nos
procedimentos de reproducdo assistida, tais como
inseminacdo artificial (Tsutsui et al., 2003) e
fertilizacdo in vitro (FIV) (Pope, 2004). A
eletroejaculacdo (Zambelli et al., 2006) e o uso de
vagina artificial (Tanaka et al., 2000) sdo as técnicas
mais utilizadas com este propdsito em gatos
domésticos, entretanto a  necessidade  de
equipamentos e condicionamento dos animais muitas
vezes impede a sua aplicagdo. Por outro lado, a
recuperacdo de espermatozoides epididimarios
representa um recurso Util em casos de animais que
precisam ser esterilizados ou que vém subitamente a
Obito, jA que os espermatozoOides obtidos por esta
técnica sdo morfologicamente vidveis e permanecem
aptos a fertilizagdo (Tsutsui et al., 2003).

Sabe-se que as solugdes utilizadas no processamento
de células espermaticas podem influenciar em sua
qualidade. Os espermatozoides tem sido comumente
recuperados do epididimo de gatos domésticos
através do uso de diferentes solug@es, como o Ringer
sem lactato (Villaverde et al., 2007), a solugdo
fisiologica 0,9% (Tebet et al., 2006), e o Tris
acrescido ou ndo de gema de ovo (Chatdarong et al.,
2010). Em cutias (Dasyprocta aguti), foi
recentemente demonstrado que uma solugdo a base
de &gua de coco em pé poderia ser utilizada para a
recuperacdo de espermatozoides epididimarios
(Silva et al., 2011). A 4gua de coco € uma solucédo
natural e estéril, composta de diversas substancias
necessarias para a conservagdo de células, dentre
elas as espermaticas (Blume e Marques Jr, 1994), o
gue poderia ser também benéfico na recuperagdo dos
espermatozoides epididimarios felinos.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou
comparar a eficiéncia de solucfes a base de Tris e
adgua de coco (ACP- 117®) utilizadas para a
recuperacdo de espermatozoides epididimarios de
gatos domeésticos (Felis catus) pelo método da
flutuacéo.

MATERIAIS E METODOS

Local do experimento
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O experimento foi conduzido no Laboratério de
Conservacdo de Germoplasma Animal (LCGA) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossor6 — RN. Os epididimos
utilizados no experimento foram provenientes de
cirurgias eletivas de orquiectomia realizadas no
Hospital Veterinario Jerdnimo Dix-Huit Rosado
Maia (HOVET), da UFERSA. Os procedimentos
foram aprovados pelo comité de ética da UFERSA,
segundo o parecer n° 06/2011.

Grupo experimental

Foram utilizados treze gatos (Felis catus) machos,
jovens, com idade média de 2 anos, sem padrdo
racial definido (SPRD), oriundos de proprietarios
particulares da cidade de Mossor6, RN. Os animais
foram previamente submetidos ao exame clinico e
laboratorial (Hemograma completo, ALT, Fosfatase
alcalina) a fim de garantir sua higidez. Foram
utilizados apenas animais que possuiam os dois
testiculos normais a palpagdo, apresentando-se
simétricos, com consisténcia firme, e sem quaisquer
alteragdes detectaveis macroscopicamente.

Obtencao do epididimo e dos espermatozdides

Os gatos foram previamente submetidos a um jejum
hidrico e alimentar de 12 horas e foram
orquiectomizados. Os complexos testiculos—
epididimos foram envolvidos em gaze umedecida
com solugdo fisiologica 0,9% e colocados em
Becker previamente esterilizado, e transportados
imediatamente ao LCGA, em um tempo maximo de
3 minutos. Com o auxilio de uma lamina de bisturi
(n°15), os epididimos foram dissecados e separados
do testiculo, sendo feita uma lavagem externa com
solugdo fisiologica pré-aquecida (37°C), para
remog&o do sangue.

Cada epididimo de um mesmo animal foi destinado a
recuperacdo de espermatozoides utilizando-se uma
das solugdes a serem testadas: o Tris ou a solugéo a
base de agua de coco em pé (ACP-117®). O diluente
Tris era composto por 3,028 g de Tris-hidroximetil-
aminometano, 1,78 g de é&cido citrico
monohidratado, e 1,25 g D-frutose dissolvidos em
100 mL de agua ultrapura, com osmolaridade final
de 295 mOsm/L e pH 6,6. J& o ACP-117® foi
preparado conforme recomendacbes do fabricante
(ACP-Biotecnologia, Fortaleza, Brasil), sendo que
um envelope contendo 12 g do produto foi
dissolvido em 50 mL de agua ultrapura, obtendo-se
uma solugdo com osmolaridade de 307 mOsm/L e
pH 7,4.
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Finalmente, cada cauda do epididimo foi dividida em
pequenos fragmentos, com auxilio de uma tesoura, e
estes permaneceram incubados em 1 ml das
solucdes, pré-aquecidas a 37°C, por 1 minuto.

Avaliacéo dos espermatozoides

Imediatamente apds a obtencdo, 0s espermatozoides
foram avaliados quanto as suas caracteristicas,
segundo as normas do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998). Para avaliacdo
do pH, utilizaram-se fitas apropriadas. Em seguida,
uma aliquota (5 pL) do lavado epididimario foi
utilizada para avaliacho da motilidade total,
realizada sob microscopia de luz, em aumento de
100 X, e registrada em dados porcentuais. A
determinagcdo da intensidade do movimento dos
espermatozoides (vigor) foi também realizada por
microscopia de luz, em aumento de 400 X,
atribuindo-se escala de 0 (auséncia de movimentos)
a 5 (movimentos rapidos progressivos).

Aliquotas de 5 pL do lavado epididiméario foram
adicionadas de 5 puL do corante supravital azul de
bromofenol para a preparacdo de esfregacos
destinados a avaliacdo da viabilidade e morfologia
espermatica, contando-se cem células por lamina,
sob microscopia de luz (400x e 1.000x). As
anormalidades morfol6gicas dos espermatozdides
foram classificadas em priméarias e secundarias
(Johnston et al., 2001).

Para andlise da concentragdo  espermatica
(espermatozoides x 108/ml), uma aliquota de 5 pl foi
diluida em solucdo salina formolizada (500 pl) e
determinada utilizando-se a cdmara de Neubauer. A
partir deste parametro, foi calculado o nimero total
de espermatozoides recuperados.

A funcdo da membrana espermatica foi avaliada por
meio do teste hiposmotico realizado imediatamente
apos a coleta das amostras utilizando-se 45 pL de
adgua  destilada  (OmOsm/l) como  solucdo
hiposmotica.

Analise Estatistica

Os resultados referentes as caracteristicas dos
espermatozoides epididimarios dos gatos foram
expressos na forma de média e desvio padrdo, e
analisados através do programa Sigmastat 3.5 (Systat
Software Inc., San Jose, CA, USA). Os dados de
integridade de membrana plasmatica, e de
motilidade, viabilidade, e morfologia espermatica
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sofreram transformacdo angular em ArcoSeno e,
juntamente com os dados referentes ao nimero de
espermatozoides, foram avaliados pela Analise de
Variancia seguida do teste t de Student. Os dados
referentes ao vigor espermatico foram avaliados pelo
teste de Mann Whitney. Todos os resultados foram
considerados significativos quando P < 0,05.

RESULTADOS

A técnica de flutuacdo permitiu a obtencdo de
espermatozoides a partir dos epididimos de todos 0s
13 gatos. O lavado epididiméario, com ambas as
solucbes, apresentou pH variando de 6 a 7.

Os resultados referentes a avaliagdo dos
espermatozoides epididimarios recuperados
utilizando-se as diferentes solu¢bes encontram-se
expressos na Tabela 1. As duas solugBes foram
equivalentes neste propdsito, exceto no que diz
respeito a motilidade espermética, a qual foi
significativamente superior no uso da solugdo a base
de Tris (P < 0,05).

DISCUSSAO

O interesse no uso de espermatozdides epididimarios
de animais domésticos e silvestres vem aumentando,
uma vez que se constitui em uma alternativa viavel
para a obtencdo de gametas de animais com
dificuldade para ejacular ou que morreram de forma
inesperada bem como representa uma importante
fonte de material genético na formacao de bancos de
germoplasma (Silva et al. 2004). No presente estudo,
a recuperagdo foi realizada pelo método de
flutuacdo, a qual permitiu a obtencdo de
espermatozéides de boa qualidade, com
caracteristicas que permitem seu uso posterior. Em
animais de pequeno porte, a recuperacdo pelo
método de flutuacdo tem sido o método de eleicdo
devido ao tamanho do epididimo (Yu e Leibo,
2002). Entretanto, alguns autores sugerem que a
colheita de espermatozéides da cauda do epididimo
através do fluxo retrégrado seria a técnica mais
indicada, pois as amostras obtidas sdo menos
contaminadas e de melhor qualidade em relacdo aos
outros métodos. Porém, a lavagem retrégrada possui
a limitacdo de ser mais aplicavel para animais de
maior porte devido ao tamanho do epididimo
(Martinez-Pastor et al., 2006).
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Tabela 1. Caracteristicas dos espermatozoides epididimarios recuperados de gatos domésticos, utilizando-se as solucdes a
base de Tris e agua de coco em p6 (ACP-1179).

Solug6es utilizadas

Caracteristicas espermaticas L Tris - - ACP-117° -
Média + DP Variacdo Média + DP Variacdo

Namero de espermatozoides (x10°) 109,2 + 32,5 (20-330) 175+ 46,9 (30-500)
Motilidade (%) 73,1+4,8 (40-90) 44,7 + 8,9 (1-90)
Vigor (0-5) 35+0,2 (2-5) 3+0,4 (1-5)
Viabilidade (%) 41,7+7,2 (4-76) 58,2 + 6,2 (2-88)
Integridade de membrana (%) 65,64 + 4,815 (37-90) 66,64 + 7,7 (8-96)
Morfologia Normal (%) 83,67 + 2,61 (71-97) 73,20 £ 4,645 (47-92)
Alt Primarias (%) 0,667 + 0,289 (0-2) 0,20 £ 0,133 (0-1)
Alt Secundarias (%) 15,89 £+ 2,563 (3-29) 26,60 + 4,62 (8-53)
a,b indicam diferenca estatistica entre tratamentos, na mesma linha (P < 0,05).

Em algumas amostras obtidas neste estudo foi consequéncia direta no nimero de doses

verificado um grande nimero de hemécias, as quais
foram apenas avaliadas subjetivamente, sendo
evidenciada a presenga destas na camara de
Neubauer, bem como a grande quantidade de restos
celulares no meio de recuperagdo, dificultando a
manipulagdo dos espermatozoides recuperados. De
fato, Chatdarong et al. (2010) relatam que os
espermatozoides recuperados através do método de
flutuacdo sdo inevitavelmente contaminados com
células epiteliais, eritrocitos, leucocitos, bactérias e
debris, os quais podem levar a produgdo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS) podendo afetar a
capacidade fecundante dos espermatozoides.
Martinez-Pastor et al. (2006) afirmam ainda que o
sangue e o fluido intersticial podem alterar a
composicdo, a osmolaridade e o pH do meio
utilizado  na recuperagdo, expondo  0S
espermatozoides a condicBes deletérias. Em estudo
utilizando sémen congelado — descongelado de caes,
a presenca de sangue total no mesmo promoveu
diminuicdo da qualidade seminal, sendo atribuida a
hemdlise e hemoglobina livre (Rijsselaere et al.,
2004). Estudos futuros sdo necessarios para verificar
a influéncia destes contaminantes sobre as
caracteristicas pds congelacdo-descongelacdo dos
espermatozoides epididimarios de gatos, bem como
sobre sua capacidade fecundante.

No presente trabalho, o nimero de espermatozoides
recuperados por flutuacdo foi semelhante ao descrito
por Cocchia et al., 2009, que obtiveram cerca de
109,17 milhGes de espermatozoides, e superior ao
descrito por Tebet e Martins (2006), cuja média foi
de 52.30 milhes, ambos em felinos domésticos.
Martinez-Pastor et al. (2006) descrevem que o
nimero de espermatozoides recuperados tem uma
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inseminantes a serem produzidas a partir de cada
amostra. Este parametro tem significancia na
formacé&o de bancos de germoplasma, principalmente
porque, através deste método, s6 ha uma Unica
oportunidade de se obter gametas de cada macho e
isto é relevante em se tratando de espécies
ameacadas.

Ambas as solugdes utilizadas foram eficientes na
manutengdo de espermatozoides epididimarios.
Entretanto, verificou-se uma superioridade do
tampdo Tris com relagcdo a motilidade espermatica,
quando comparado ao ACP®. Sabe-se que o Tris é
uma solucdo-tampdo que tem sido largamente
utilizada como diluente para a tecnologia do sémen
de varias espécies como cdes (Silva et al., 2003),
bovinos (Thun et al., 2002), caprinos (Eiman et al.,
2004) e felinos (Zambelli et al., 2002). O Tris ndo
apenas apresenta atividade tamp&o, mas também atua
na reducdo do metabolismo da frutose pela célula
espermatica, contribuindo assim para a preservacgao
de sua energia (Rodrigues, 1997). Os resultados de
motilidade e vigor obtidos com o Tris sdo similares
aos descritos por Muller (2010), que obteve 76% de
espermatozoides moveis recuperados do epididimo
de gatos domésticos, utilizando-se também a
flutuacéo.

Com relacdo ao ACP®, este tem sido utilizado com
sucesso na conservagdo de espermatozoides
ejaculados de diferentes espécies incluindo o gato
doméstico  (Silva, 2008). As caracteristicas
bioguimicas do ACP® sdo similares aquelas da agua
de coco in natura, mas esta apresentagdo em pé
oferece a vantagem de ser facilmente acondicionada
e enviada para regiGes onde os frutos ndo estdo



ISSN 1981-5484

Acta Veterinaria Brasilica, v.7, n.2, p.148-153, 2013

disponiveis (Lima et al., 2010). Sua composi¢do
inclui nutrientes necessarios para a sobrevivéncia
celular, como sais, proteinas, aclcares, vitaminas,
gorduras neutras, indutores de divisdo celular e
varios eletrolitos (Blume e Marques Jr, 1994).
Quando tal solucéo foi pela primeira vez utilizada na
recuperacdo de espermatozoides epididimarios de
uma espécie, no caso da cutia, verificou-se que a
mesma apresentou uma eficiéncia similar ao Tris,
sendo inclusive superior a este quando da posterior
criopreservacdo dos espermatozoides obtidos (Silva
etal., 2011). Em se tratando da relagdo entre a ACP®
e a motilidade espermatica, em um estudo realizado
com criopreservacdo de sémen de cées foi observado
que a ACP® ndo permitiu uma completa dissolucio
da gema de ovo na solugéo, resultando na formagéo
de grandes quantidades de debris, 0s quais poderiam
ter diminuido a motilidade espermatica (Cardoso et
al.,, 2007). No presente trabalho, a reducdo da
motilidade dos espermatozoides obtidos com o
ACP®, quando comparado ao Tris, é sugestiva de
alguma interacdo especifica entre os fluidos
epididimarios e/ou a membrana espermatica e a
solucdo de lavagem, o que pode ter afetado a
motilidade dos espermatozoides. Entretanto, estudos
sobre a interacdo da solugdo a base de ACP® e
espermatozoides epididimarios de gatos domésticos
sdo requeridos para confirmar a hipGtese
apresentada. Caso este fato venha a ser confirmado,
isto poderia se configurar uma caracteristica da
espécie felina.

O percentual de espermatozoides vidveis encontrado
no presente trabalho, utilizando ambas as solugdes,
foi inferior ao descrito por outros autores (Toyonaga
et al., 2010). Isto pode ser decorrente da coloragédo
empregada, o azul de bromofenol, a qual pode néo
ser adequada para utilizacdo nesta espécie, haja vista
ser este um dos primeiros trabalhos que mostram sua
utilizag8o para tal. Estudos tem descrito a utilizacdo
da eosina-nigrosina e do corante verde FCF-Rosa de
Bengala para esta finalidade (Villaverde; Lopes,
2007).

No que diz respeito a avaliagio da morfologia
espermatica, foram encontrados valores superiores a
70% de células morfologicamente normais,
resultados também encontrados em outros estudos
nessa espécie  (Muller, 2010). Apesar da
teratozoospermia ser amplamente relatada em felinos
em diversas pesquisas (Jewgenow et al., 2009), esta
pode ser uma condi¢do “ocasional”, na qual gatos
domésticos produzem periodicamente  maiores
percentuais de espermatozoides anormalmente
formados, devido a regulagdo sazonal (Blottner e
Jewgenow, 2007) ou mesmo a abstinéncia sexual, a
fatores nutricionais e de saide. Em felinos alguns
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autores caracterizam como normospermia uma
percentagem maior que 60% de espermatozoides
normais presentes no ejaculado e teratozoospermia
como sendo uma percentagem menor que 40%. De
modo geral, os gatos tipicamente possuem uma
grande variacdo na qualidade espermatica e, em
contraste aos animais de producgdo, ndo s6 os gatos
com melhor qualidade seminal serdo de interesse
para preservacao espermatica (Axnér e Linde, 2007).

CONCLUSAO

Diante do exposto, 0 presente trabalho sugere que a
recuperacdo de espermatozoides epididimarios de
gatos domésticos pelo método de flutuagdo permite
obter espermatozoides de boa qualidade, utilizando
os diluentes Tris e ACP®, sendo o primeiro mais
recomendado para este fim, haja vista permitir a
obtencdo de uma maior porcentagem de
espermatozoides moveis.
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