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RESUMO

QUEIROZ, V. S. Estudo do efeito das condicoes de manipulacao do sémen
de jaguatiricas (Leopardus pardalis, Linnaeus, 1758) sobre a capacitacao
e a integridade morfoldgica e funcional dos espermatozéides. [Study of the
effect of ocelot (Leopardus pardalis;, Linnaeus, 1758) semen manipulation on
capacitation and on morphological and functional integrity of spermatozoa]. Sao
Paulo, 2003. 130 f. Dissertagao (Mestrado em Medicina Veterinaria)- Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2003.

O presente estudo visou investigar o efeito da refrigeracao do sémen da jaguatirica
sobre o Indice de Motilidade Espermética [IME=(%M+MPx5)/2; %M = proporcdo de
espermatozoides moveis; MP = motilidade progressiva], integridade acrossomal (IA)
e capacitacao espermatica; assim como avaliar a eficacia da técnica FITC-PNA/IP na
avaliacao simultanea da viabilidade espermatica (VE) e IA. Sete jaguatiricas foram
eletroejaculadas, sendo utilizados apenas ejaculados (n=16) apresentando %M>60%
e MP>3. Avaliou-se a IA por meio da Coloracdo Simples. Os ejaculados foram diluidos
1:1 na Variante do Diluente de PLatz e submetidos aos Protocolos de Transporte:
Temperatura Ambiente e Refrigeracao, - 0,23°C/min, (Experimento 1); ou
apenas Temperatura Ambiente (Experimentos 2 e 3). Apos 2h, as aliquotas foram
reaquecidas, reavaliando-se os parametros observados antes do transporte. Os
espermatozoides foram lavados por centrifugagdo em meio F10 de Ham,
ressuspensos nesse meio e processados conforme o experimento: (1) apds pré-
incubagdo (38°C; 5%C0,), durante 0, 1, 2 e 4 horas, foram retiradas aliquotas a
cada intervalo para serem incubadas (30 min) na auséncia e na presenca do calcio
iondforo A23187 (Ca**Ion) (1uM), avaliando-se IA e IME; (2) ap6s pré-incubacdo
por 0, 1 e 2h, foram incubadas aliquotas na auséncia e presenca de 1 e 2uM de
Ca**Ion, avaliado-se IA e IME; (3) pré-incubados por 9h, sendo retiradas aliquotas a
cada hora, para as avaliacdes da IA e VE, (a) separadamente através da Coloracao

Simples e do IME, ou (b) simultaneamente através da técnica FITC-PNA/IP. A



refrigeracao causou declinio (p<0,02) da IA (71,0%) e IME (67,1), em comparacao
aos valores observados antes do transporte (88,5%; 85,4), enquanto a manutencao
das amostras a temperatura ambiente ndo afetou (p>0,1) essas variaveis (84,8%;
76,4). Dentre as amostras refrigeradas, aquelas expostas ao Ca’*Ion sofreram
reducdo (p<0,01) na IA (52,4%) frente ao controle (55,56%). J& nas amostras
transportadas a temperatura ambiente, ndo foi observada diferenca (p>0,1) entre os
grupos com e sem ionoforo (64,41% vs. 63,87%). Quando analisados os tempos
separadamente, o Unico tratamento em que houve efeito (p<0,05) do Ca**Ion sobre
a IA foi aquele refrigerado e pré-incubado por 2h. Foi verificada redugao (p<0,05)
nos valores de IME e IA devida a simples incubagdo, mesmo na auséncia do Ca**Ion.
A concentragdao de 2uM dessa substancia foi mais efetiva na inducao da reagao
acrossomica que 1pM. Apesar dos fluorocromos FITC-PNA/IP terem se ligado aos
espermatozoides, nas regides esperadas, a propor¢ao de células marcadas variou
aleatoriamente durante pré-incubacdo, sem correlacdo (p>0,1) com IME. A IA
avaliada pela Coloracao Simples apresentou correlagao positiva (r=0,77; p<0,0001)
com IME, decrescendo (p<0,0001) durante pré-incubacdo. A refrigeracdo mostrou-se
desvantajosa frente a manutencao do sémen a temperatura ambiente, pois foi
deletéria a funcdo e as membranas dos espermatozoides. A refrigeracao tornou-os
capazes de responder ao estimulo do Ca®'lon, caracteristica observada nos
espermatozdides capacitados. O ensaio de reacdo acrossémica induzida pelo Ca**Ion
deve ser aperfeicoado para permitir avaliacdo acurada da capacitacao espermatica
na jaguatirica. A Coloracao Simples associada a avaliacdo do IME foi mais eficiente e

menos laboriosa, frente a técnica FITC-PNA/IP, na avaliacao da IA e VE.

Palavras chave: Reproducao  assistida.  Refrigeracao  seminal.  Capacitagao
espermatica. Reacdo acrossomica. Jaguatirica. Felidae.



ABSTRACT

QUEIRQOZ, V. S. Study of the effect of ocelot (Leopardus pardalis; Linnaeus,
1758) semen manipulation on capacitation and on morphological and
functional integrity of spermatozoa. [Estudo do efeito das condicdes de
manipulacdo do sémen de jaguatiricas (Leopardus pardalis, Linnaeus, 1758) sobre a
capacitacdo e a integridade morfologica e funcional dos espermatozoides]. 2003.
130 f. Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2003.

This study aimed to investigate the effect of ocelot semen refrigeration on Sperm
Motility Index [SMI=(%M+PMx5)/2; %M = proportion of motile spermatozoa ; PM =
Progressive Motility], acrossomal integrity (AI) and sperm capacitation. Another
objective was to evaluate the FITC-PNA/IP technique efficacy on evaluating
simultaneously sperm viability (SV) and Al. Five ocelots, were electroejaculated, the
semen was evaluated and only ejaculates (n=16) presenting %M>60% and PM>3
were used. Sperm Al was evaluated using Fast Green / Rose Bengal staining (FGRB).
The ejaculates were diluted 1:1 in Platz Diluent Variant and subjected to the
transportation protocols: Room Temperature and Cooling, -0.23°C/min,
(experiment 1); or only Room Temperature (experiments 2 and 3). After 2 hours,
the aliquots were rewarmed and samples were taken to re-evaluate the parameters
observed before the transport. The spermatozoa were washed in Ham’s F10 medium,
ressuspended in fresh medium and processed differently, according the experiment:
(1) after pre-incubation (38°C; 5%CO;) during 0, 1, 2 and 4 hours, samples were
taken at each time point to be incubated in the absence and presence of 1uM
calcium ionophore A23187 (Ca**Ion), SMI and Al were evaluated; (2) after pre-
incubation during 0, 1 and 2h, aliquots were incubated in the absence and presence
of 1 and 2 uM Ca®*Ion; SMI and Al were evaluated; (3) after pre-incubation during
9h, aliquots were taken every hour to compare the evaluation of SV and AI (a)

separately by the FGRB staining and SMI or (b) simultaneously by the FITC-PNA / IP



technique. Cooling caused decline (p<0.02) on AI (71.0%) and SMI (67.1), when
compared to values observed before transportation (88.5%; 85.4). Maintenance at
room temperature didn't affect (p>0.1) these variables (84.8%; 76.4). Among cooled
samples, spermatozoa exposed to Ca’*Ion showed smaller (P<0.01) AI value
(52.4%) compared to the group incubated without that substance (55.56%). For
samples transported at room temperature, it wasn't observed difference (P>0.05)
between the groups with and without ionophore (64.41% vs. 63.87%). When time
intervals were analysed separately, the only treatment in which there was effect
(p<0,05) of Ca**Ion on Al was the group refrigerated and pre-incubated for 2h.
There was a reduction (p<0,05) on SMI and AI due simply to incubation, even in the
absence of Ca®*Ion. The 2uM concentration of this substance was more effective to
induce acrosome reaction than 1uM. FITC-PNA and IP fluorocromes bound
spermatozoa at the expected sites. However, proportion of marked cells varied
randomly during pre-incubation, and didn't correlate (p>0,1) with SMI. IA evaluated
by FGRB staining showed positive correlation (r=0,77; p<0,0001) with SMI,
decreasing (p<0,0001) during incubation. Cooling was disadvantageous compared to
maintaining semen at room temperature, since it was deleterious to spermatozoa
membranes and function, and made those cells capable to answer the Ca®'Ion
challenge, a characteristic observed in capacitated spermatozoa. Ca**Ion induced
acrosome reaction assay must be improved to allow accurate evaluation of sperm
capacitation on ocelots. FGRB staining associated to SMI evaluation was more
efficient and easier to perform, than FITC-PNA/IP technique, for Al and SV

investigation.

Keywords: Assisted reproduction. Semen cooling. Sperm Capacitation. Acrosome
reaction. Ocelot. Felidae.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Durante as décadas de 60 e 70, a jaguatirica (Leopardus pardalis) foi a
espécie mais explorada pelo comércio de peles entre os gatos pintados (NOWELL;
JACKSON, 1996). Atualmente este felino € incluido nas principais listas de espécies
ameacadas de extincao, como a elaborada pelo Instituto Brasileiro de Recursos
Naturais Renovaveis e do Meio Ambiente (IBAMA, 2000) e o Apéndice I da CITES
(Convencdo para o Transito Internacional de Espécies Ameacadas), que inclui
espécies cujo transporte sé é permitido caso nao implique prejuizo as mesmas e nao
tenha finalidades comerciais (CITES, 2000).

As intrincadas e pouco estudadas relagdes entre comunidades e ecossistemas,
nos quais os felideos silvestres estdo inseridos, representam um forte argumento em
prol da conservacao dessas espécies, ja que tais relacOes indicam os gatos como
espécies—chave, cuja remocao pode alterar o balanco de comunidades vegetais e
animais inteiras. Planos de conservacao direcionados a uma Unica espécie sao de
especial interesse no caso de felinos como a jaguatirica pois oferecem protecao para
todo um ecossistema devido aos requisitos ecoldgicos e territoriais desses animais
(OLIVEIRA, 1994).

Atualmente, a principal causa de declinio populacional para a jaguatirica é a
destruicao de habitat, apesar da grande ameaga ainda representada pela caca. Tal
destruicao foi responsavel por aumentar significativamente o risco de extingdao de
algumas subespécies, em especial de Leopardus pardalis mitis, que habita a mata
atlantica brasileira. Este risco torna-se ainda mais severo, se forem consideradas as
conseqiéncias de isolamento e perda genética associadas a fragmentagao de habitat
(OLIVEIRA, 1994).

Ao longo do tempo, as espécies sujeitas a esse tipo de pressdo, que
escaparem da extincao, deverao sofrer os efeitos da endogamia, que normalmente
resultam em baixa eficiéncia reprodutiva (WILDT et al., 1987). A formacao de

populacOes cativas representa uma estratégia para auxiliar a manutencao da
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variabilidade genética de espécies como a jaguatirca, especialmente ao se utilizar o
conceito de metapopulacao no manejo desse tipo de espécie (CONWAY, 1989).

Em sua andlise do registro genealdgico da populacdao de jaguatirica em
cativeiro no Brasil, Adania (2002) concluiu que os individuos dessa populacao nao
apresentam um bom desempenho reprodutivo, argumentando que a taxa de
reproducao natural observada possivelmente ndo sera capaz de garantir a
manutencao de uma reserva sustentavel da variabilidade genética para essa espécie,
caso as condicOes de manejo desses animais nao sejam melhoradas. Swanson e
Wildt (1997) afirmam que manutencao a longo prazo de populagdes geneticamente
vidveis de pequenos felideos dependera de programas de criagdo bem orientados,
incluindo técnicas de reproducdao assistida como a inseminacdo artificial e a
fecundacdo In vitro. Embora tais técnicas jamais virdo a substituir a reprodugdo
natural, elas poderao servir como valiosas ferramentas em nossos esforgos em salvar
tais espécies da extincdao, ja que possibilitardo a troca de material genético entre
populacOes de cativeiro e de vida livre, sem a necessidade do intercambio de animais
(GUIMARAES, 2001; ROTH, 1993).

Nesse contexto, o estudo da colheita, avaliacdo e preservacao do sémen
ganha especial destaque, pois permite aumentar a eficiéncia dos programas de
reproducdo diminuindo o numero de reprodutores necessarios e controlando a
disseminacdo de doencas sexualmente transmissiveis (BAILEY; BILODEAU,;
CORMIER, 2000; DONOGHUE et al., 1992; GUIMARAES, 2001). Além disso, a
preservacao do sémen pelo frio permite o cruzamento de individuos separados por
longas distancias, sem a necessidade do transporte dos animais, o que é de especial
interesse para as espécies silvestres dada sua sensibilidade ao estresse (HAY et al.,
1997). Atualmente, a técnica de preservacao seminal mais difundida é a congelagao,
no entanto, para o armazenamento do sémen por curto intervalo de tempo, a
refrigeracdo mostra-se mais vantajosa em algumas espécies por ser menos
prejudicial as células espermaticas (ENGLAND; PONZIO, 1995).

A aplicacdo de biotécnicas reprodutivas apresenta algumas dificuldades, como
a necessidade de padronizagdao da metodologia para a espécie em estudo. Assim,
para que a técnica de fecundagdao In vitro seja aplicada com sucesso no manejo

reprodutivo de determinada espécie, € necessario determinar as condigdes ideais
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para a capacitacao espermatica In vitro de seu sémen (YANAGIMACHI, 1994). Outra
dificuldade inerente a esse tipo de estudo, utilizando animais silvestres, reside nas
restricoes do acesso aos espécimes de vida livre ou das colecdes de cativeiro, o que
obriga os pesquisadores a trabalhar com reduzido nimero de individuos e/ou
repeticoes, dificultando assim a obtencao de informagdes estatisticamente
significativas (WILDT, 1989). Nesse sentido, Swanson et al. (1996) concluem que a
jaguatirica apresenta vantagens frente a outros felideos, devido a excelente

qualidade seminal desta espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Visando introduzir aos temas especificos tratados neste trabalho, foi realizada

uma breve revisao da literatura pertinente, que pode ser encontrada abaixo.

2.1 COLHEITA E ANALISE DE SEMEN EM FELIDEOS

A eletroejaculacdo € o método mais apropriado para a obtencdo de sémen de
felideos silvestres, devendo ser realizada em animais anestesiados (HOWARD, 1993).
Esta técnica envolve a estimulagdo de vias nervosas dos 6rgaos reprodutivos por
meio de eletrochoques de baixa voltagem e amperagem. Alguns anestésicos, como o
halotano ou tranquilizantes como o diazepam, podem causar o relaxamento da
musculatura que envolve a vesicula urinaria, resultando em contaminacdo do sémen
por urina (HOWARD, 1993). Essa contaminacao € particularmente problematica em
carnivoros; podendo também ocorrer quando a voltagem excede o minimo
necessario para a ejaculacdo ou quando o eletrodo é excessivamente deslocado no
sentido cranial. E possivel atenuar esse problema através de sondagem da bexiga,
drenando-se a urina ou mesmo introduzindo meio de cultivo em seu lugar
(HOWARD, 1993).

Wildt et al. (1983) padronizaram um protocolo para a eletroejaculacao de
guepardos (Acinonyx jubatus) que ja foi utilizado com sucesso para a obtencao de
sémen de varias outras espécies de felideos silvestres, tais como leopardo (Panthera
pardus) (BROWN et al., 1989), tigre (Panthera tigris) (DONOGHUE et al., 1990),
sucuarana (Puma concolor) (MILLER et al., 1990), jaguatirica (Leopardus pardalis)
(SWANSON et al., 1996), onga-pintada (Panthera onca) (MORATO, 1997), entre

outras.
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As técnicas classicas de avaliacao seminal consistem de uma série de analises
descritivas delineadas para determinar: volume de ejaculado, pH, proporcao de
espermatozoides moveis, motilidade progressiva, concentracdo espermatica,
morfologia estrutural, integridade acrossomica, entre outras (HOWARD, 1993).
Através da proporcao de espermatozoides mdveis e da motilidade progressiva é
possivel calcular uma taxa de motilidade geral, que leva em conta esses dois
aspectos, denominada indice de Motilidade Espermatica (IME) (HOWARD, 1993).

A avaliacado da morfologia espermatica visa basicamente determinar a
proporcao de células exibindo morfologia anormal (pleiomorfismo), podendo-se
classificar as anomalias de varias formas. Um sistema de classificacdo importante
divide as anormalidades espermaticas em defeitos primarios e defeitos secundarios,
sendo os primeiros originados durante a espermatogénese e os Ultimos durante a
maturacao no epididimo, transporte ou contato com o meio externo (HOWARD et al.,
1984; WILDT, 1996).

Parece ser consenso entre a maioria dos pesquisadores, que os métodos
descritivos citados acima sao insatisfatérios na avaliacao da capacidade fecundante
de determinada amostra de sémen (GOODROWE; HAY, 1993;HOWARD, 1993). Um
aspecto fundamental nesse processo de avaliagdo, que é em grande parte
negligenciado pelos métodos descritivos, é a determinacdo da integridade estrutural
e funcional das membranas lipoprotéicas dos espermatozoides (WATSON, 1995).

As membranas de algumas organelas, como as do acrossomo, Ssao
especialmente sensiveis aos danos causados pelo resfriamento (BAILEY; BILODEAU,;
CORMIER, 2000; WATSON, 1995), assim € muito importante avaliar a integridade
dessas membranas ao se estudar novos métodos de refrigeragdo do sémen. No
entanto, a avaliacao acrossomal nos felideos é dificultada pelo fato dessas espécies
apresentarem um acrossomo estreito e de dificil visualizagdo (DONOGHUE et al.,
1992; HOWARD, 1993).

Buscando contornar essa limitacao, Pope, Zhang e Dresser (1991)
desenvolveram um método simples e rapido para a coloracdo do acrossomo,
denominado Coloracao Simples, composto basicamente de 1% de “Fast Green” e 1%

de Rosa Bengala, que se mostrou efetivo para a avaliacdo da integridade acrossomal
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do sémen de Gatos Domésticos, Gatos-do-Deserto Indianos (Felis silvestris ornata),
Gatos Selvagens (F. chaus) e Leopardos das Neves (Panthera uncia).

Algumas aglutininas vegetais, como a do amendoim (Arachys hypogaea),
possuem comprovada afinidade por glicoproteinas encontradas nas membranas
acrossomais dos espermatozdides de algumas espécies mamiferas (YANAGIMACHI,
1994). A sigla PNA vem do inglés: “peanut aglutinin” (aglutinina do amendoim). Ao
associar-se essas lecitinas a um marcador fluorescente, como o isotiocianato de
fluoresceina (FITC), é possivel investigar a integridade do acrossomo. O Iodeto de
Propideo, por sua vez, é uma substancia impermeavel a membrana plasmatica
integra, que penetra apenas células mortas, ligando-se ao DNA dessas células,
emitindo assim fluorescéncia vermelha, quando avaliado sob luz fluorescente;
representando assim um fluorocromo interessante para avaliacao da viabilidade
espermatica simultanea a determinacdo integridade acrossomal pelo FITC-PNA em
uma mesma célula, ja que a diferenca nos comprimentos de onda torna bastante
evidente a visualizagao dos diferentes padroes de marcagao por esses fluorocromos
(CUNHA, 2002).

Long et al. (1996) validaram a utilizacao da aglutinina do amendoim (Arachis
hypogaea) conjugada a fluoresceina (FITC-PNA), como determinante da integridade
acrossomal do espermatozoide do gato doméstico, e compararam-no com outros
métodos de coloracdo. Os autores observaram através de microscopia eletronica de
transmissdo que este corante apresenta uma ligagdo bastante especifica a
membrana externa do acrossomo, permitindo maior individualizacao na avaliacao da

integridade acrossomal em relacao as outras técnicas de coloragao.
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2.2 REFRIGERACAO DO SEMEN

A aplicacao de biotécnicas reprodutivas no manejo de populacdes de animais
silvestres enfrenta, além de dificuldades técnicas, transtornos logisticos, como a
distancia entre os individuos que se deseja acasalar e a distancia desses em relacao
aos centros de pesquisa. A estrutura necessaria a manipulacdo dos gametas desses
individuos muitas vezes s6 é encontrada nesses centros, havendo assim a
necessidade de transportar o sémen do local de colheita para o laboratorio.

A manutencao da motilidade espermatica /n vitro depende de uma série de
fatores, como a composicdo e temperatura do meio em que o sémen é diluido,
podendo ainda ser comprometida por constituintes do plasma seminal (HOWARD,
1993). Se mantido a temperatura ambiente, sem qualquer processamento, o sémen
de felideos silvestres sustenta sua motilidade por no maximo duas horas (HOWARD,
1993). A diluicdo do sémen em meio de cultivo convencional, como o meio F10 de
Ham, pode prolongar significativamente a viabilidade espermatica, ainda mais se
esse sémen for previamente centrifugado para remogao do plasma seminal
(HOWARD, 1993). No entanto, a manutencao da viabilidade dos espermatozdides
assim estocados muitas vezes é insatisfatoria, sendo importante o desenvolvimento
de técnicas de estocagem que mantenham boa qualidade espermatica a médio e
longo prazo (HOWARD, 1993).

Atualmente existem, de forma genérica, dois métodos para a preservagao do
sémen: a refrigeracao, que utiliza temperaturas acima do ponto de fusao dos
liguidos, e a congelacao, que utiliza temperaturas abaixo desse ponto. A aplicacdao
pratica da refrigeracao tem sido mais limitada a preservacdo do sémen suino
(CEROLINI et al., 2000), canino (ENGLAND; PONZIO, 1995) e eqiiino (MALMGREN,
1998), nao sendo descrita sua utilizacao rotineira em outras espécies. Isto se deve
possivelmente ao fato de que o sémen assim preservado mantém qualidade
satisfatoria durante intervalos de tempo limitados; porém, se utilizado dentro de
médio prazo (2 dias), o sémen refrigerado apresenta qualidade superior ao

congelado nessas espécies.
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Harris et al. (2001) verificaram que o sémen do gato doméstico mantém
motilidade superior a 50% e taxa de acrossomos integros superior a 80% apds 5
dias de armazenamento a 4°C, resultados superiores aos das técnicas de congelacao
convencionais para a espécie. Dessa forma, o estudo da refrigeracdo do sémen de
felideos silvestres pode vir a aumentar o sucesso na aplicacao de técnicas como a
inseminacao artificial ou fecundacao In vitro em animais cativos ou de vida livre.
Além disso, o estudo de protocolos de refrigeracdo permite adequar as técnicas de
pré-resfriamento utilizadas no processo de congelacao.

Segundo Watson (1995), ao se resfriar rapidamente os espermatozoides nas
temperaturas acima do ponto de fusao da solugao, ocorre a perda da integridade das
membranas e da funcado celular; fendmeno esse chamado Chogue do Resfriamento.
A severidade dos efeitos deste processo dependera do intervalo de temperatura e da
taxa de resfriamento. Ao comparar diferentes velocidades para a refrigeracao de
sémen canino, Bouchard et al. (1990) verificaram que taxas de 1,0 e 0,3°C/min
permitiram melhores resultados, em termos de motilidade apds o reaquecimento,
quando comparadas a 0,1°C/min. De forma semelhante, a taxa de 0,5°C/min
mostrou-se menos nociva ao sémen do gato doméstico que a taxa de 4°C/min, que é
normalmente utilizada no pré-resfriamento para criopreservacdo seminal
(PUKAZHENTHI et al., 1999).

A refrigeracao de sémen eqliino € realizada em recipientes especialmente
elaborados que permitem o seu transporte em condicdes de campo, menos
controladas. Dentre esses recipientes o Equitainer™ tem se mostrado o mais efetivo
(MALMGREEN, 1998), permitindo taxas bastante lentas de resfriamento
(~0,03°C/min) e a manutencao da temperatura entre 4 e 6°C por mais de 36 h
(DOUGLAS-HAMILTON; OSOL; OSOL, 1984).

Bouchard et al. (1990) postularam que a manutencao da fertilidade pelo
sémen refrigerado de caes depende de trés fatores: a) reduzido metabolismo do
espermatozdide a baixas temperaturas; b) protecdo contra o Chogue do
Resfriamento pelo diluidor; c) resisténcia ao choque inerente a espécie.

O diluidor normalmente utilizado para a congelagdo do sémen de gatos
domésticos foi descrito inicialmente por Platz, Wildt e Seager (1978), sendo

constituido por 20% de gema de ovo, 11% de lactose e 4% de glicerol. Pukazhenthi
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et al. (1999) avaliaram a eficiéncia de uma variante desse diluidor sem glicerol (PDVF
- “Platz Diluent Variant Filtered”) na refrigeracao do sémen de gatos. Esses estudos
levaram a conclusao de que as células espermaticas felinas possuem clara afinidade
por diluentes a base de gema de ovo, uma vez que, ao serem resfriadas na presenca
desse diluidor, mantiveram a proporcao de espermatozodides moveis e a motilidade
progressiva em niveis elevados durante periodos mais longos do que o sémen puro
ou suspenso em meios de cultivo. Os autores afirmam ainda que, assim como o
sémen canino, o sémen de gatos é mais resistente ao Choque do Resfriamento que
as demais espécies de mamiferos domésticos, sugerindo ser esta uma caracteristica

dos carnivoros.

2.3 CAPACITAGCAO E REACAO ACROSSOMICA

Os espermatozdides maturados no epididimo s3ao capazes de mover-se
ativamente, porém sé adquirem a habilidade de fecundar o odcito apds
permanecerem algum tempo no trato reprodutor da fémea. As mudancas fisioldgicas
(funcionais) que tornam a célula espermatica competente para a fertilizagdo, sao
coletivamente chamadas de capacitacao. As bases moleculares desse processo
ainda nao estao totalmente compreendidas; no entanto, acredita-se que o maior
evento da capacitacao seja a remocao ou alteracao de uma capa estabilizadora da
membrana plasmatica, que a torna sensivel ao meio de fertilizacao e a interacao com
0 odcito.

A reacao acrossomica consiste da fusdo entre a membrana externa do
acrossomo e a por¢cao da membrana plasmatica que o envolve, levando a liberacao
das enzimas acrossomais (YANAGIMACHI, 1994). Fisiologicamente, esta reacao
ocorre quando o espermatozdide entra em contato com a zona pellcida, permitindo
a penetracdo na mesma e a fusdo com a membrana plasmatica do odcito.
Entretanto, em condigdes normais de capacitacao, sem a participagao de agentes

estimuladores, pode ser observada a assim chamada reacdo acrossémica espontdnea
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(YANAGIMACHI, 1994), tendo-se observado que a taxa com que esse fendmeno
ocorre no gato doméstico é relativamente baixa quando comparada a outras
espécies (LONG et al., 1996).

A capacitacdao de espermatozoides In vitro era inicialmente conseguida através
de fluidos bioldgicos; atualmente sabe-se que o0 sémen de algumas espécies pode ser
capacitado em simples solugdes salinas balanceadas, enquanto o de outras
necessitam determinados ingredientes especiais (YANAGIMACHI, 1994). Visando a
padronizacdo de termos, foi chamado de pré-incubacdo o processo de inducao da
capacitacao e de incubacdo o processo de inducdao da reacao acrossomica. No gato
doméstico, a inducdo da capacitacdo espermatica In vitro tem sido realizada em
meios de cultivo celular, como o meio de Kreb com Ringer e Bicarbonato modificado
(mKRB) (NIWA; OHARA; IRITANI, 1985) ou meio F10 de Ham (LONG et al., 1996;
PUKAZHENTHI et al., 1999), acrescidos de fontes protéicas como o soro fetal bovino
(SFB). Para o sémen de felideos silvestres também s3o utilizados meios
convencionais na capacitagao; como no caso do gato leopardo (Felis bengalensis),
em que foi utilizado meio de Tyrode com e sem albumina sérica bovina (BSA),
obtendo-se 58 e 8% de penetracdo em odcitos de gatos domésticos,
respectivamente, indicando a importancia dessa fonte protéica na inducdo da
capacitacdo espermatica dessa espécie (ANDREWS et al., 1992). Ao estudar os
requerimentos para capacitacao do sémen de guepardos, valendo-se desse mesmo
ensaio como indicador da capacitagao, Howard, Barone e Bush (1991) verificaram
taxa de penetracdo bem superior para os espermatozdides incubados em meio F10
de Ham contendo BSA (35%) e SFB (49%) em relacdo a observada para os
espermatozoides cultivados em meio sem fonte protéica (7%). Se analisados em
conjunto, esses dois Ultimos estudos sugerem que os mecanismos que controlam a
capacitacao sdao semelhantes entre as duas espécies e que as estratégias de
fertilizacao podem estar bastante conservadas na familia Felidae (HOWARD, 1993).

Ao estudar a fosforilagao dos residuos de tirosina de proteinas da membrana
plasmatica de espermatozdides de gatos domésticos, Pukazhenthi et al. (1996)
utilizaram trés métodos de inducao In vitro da capacitacao desses espermatozoides:
a pré-incubacdo em estufa por trés horas na presenca de 5% de soro fetal bovino, o

método “swim-up” e a incubagdo na presenca de glicoproteinas da zona peltcida. Os
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autores verificaram que a simples pré-incubacao do sémen de gatos normospérmicos
na presenca de 5% de soro fetal proporcionou o maior aumento da fosforilacao das
duas proteinas (p95 e p160) que se supdem estarem envolvidas no processo de
capacitacao espermatica. Comparando os valores das analises densitométricas das
auto-radiografias dessas proteinas marcadas com iodo radioativo, antes e depois da
simples incubagdo com SFB, verificou-se um aumento de 3 vezes para a proteina p95
e de 2,4 vezes para a p160. Apds o método de “swim-up”, Pukazhenthi et al. (1996)
observaram um aumento de 2,9 vezes para a p95 e de 2 vezes para a p160. Ja a
exposicao as glicoproteinas zona pellcida causou aumento na fosforilacdo apenas da
proteina p95 (1,6 vezes).

Estudos com o gato doméstico (HOWARD et al., 1988) e com o tigre siberiano
(Panthera tigris) (BYERS et al., 1989) indicaram que a retirada do fluido seminal nao
afetava significativamente o indice de capacitagdo espermatica nessas espécies.
Baseados nisso, os autores especulam que o fator decapacitante do plasma seminal,
presente em varias espécies, pode estar ausente ou inativo nos felideos.

Com relacdo a temperatura de pré-incubacao, o espermatozdide do gato
domeéstico mostra-se capaz de sofrer capacitacdo a temperatura de 25°C (LONG et
al.,, 1996). Entretanto, no estudo realizado por Byers et al. (1989) nenhum
espermatozoide de tigre pré-incubado a 22°C foi capaz de penetrar odcitos de
hamster sem zona pellcida, sendo que a pré-incubacao a 37°C por 2 horas permitiu
taxa de penetracao de 15,7%.

O tempo de pré-incubagdo necessario para a capacitacdo In vitro, varia
consideravelmente entre as espécies (YANAGIMACHI, 1994). De acordo com Niwa,
Ohara e Iritani (1985), espermatozdides recém-colhidos de epididimos de gatos
domésticos sdo capazes de penetrar odcitos 20 minutos apds a inseminacdo, o que
representa o menor intervalo para fecundagao ja registrado para qualquer amostra
de sémen fresco colhido de epididimo. Ao comparar o sémen ejaculado com o obtido
de epididimos de gatos Goodrowe e Hay (1993) concluem que, apesar dos
espermatozoides de epididimo acoplarem-se a zona pelicida em maior nimero nos
primeiros 60 min, parece nao haver diferenca no tempo requerido para a capacitagao

do sémen obtido pelos dois modos.
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Long et al. (1996) utilizaram a reacao acrossdmica, induzida pelo calcio
ionoforo, na avaliacdo da dinamica da capacitacdo do sémen de gatos domésticos ao
longo de 3 horas. Os autores concluiram que o sémen ejaculado dessa espécie
requer ao menos 2 horas de pré-incubacao, apds a remocao do plasma seminal, para
se tornar capacitado. Tal técnica de avaliacao da capacitacdo é baseada no fato de
que apenas os espermatozdides totalmente capacitados podem sofrer a reacao
acrossomica induzida pelo calcio iondforo; sendo portanto esta uma técnica de
monitoramento indireto da taxa de capacitacdo de uma populacdo espermatica.
Assim, Long et al. (1996) avaliaram a taxa de integridade acrossomal, apds
incubagdo na presenca e na auséncia do calcio iondforo (controle); considerando que
diferencas significativas na proporcao de acrossomos intactos obtidas por esses dois
tratamentos, representaram a conclusao da capacitacao por uma fragao significativa
da populacdo espermatica.

Segundo Yanagimachi (1994), no entanto, é possivel que condigdes incomuns
de manipulagdo do sémen provoquem a reacdo do acrossomo sem que ocorra a
capacitacdo. O autor afirma que o envelhecimento das células espermaticas pode
levar a perda da permeabilidade seletiva de suas membranas, liberagdo das enzimas
do acrossomo e autodigestao do mesmo, provocando a assim chamada falsa reacao
acrossomica. Ainda segundo esse mesmo autor, a associacdo do corante de DNA,
Hoechst 33258, as sondas acrossomais fluorescentes representa uma técnica que
permite a diferenciagdo entre a verdadeira e a falsa reacao acrossOmica.
Yanagimachi (1994) afirma que células espermaticas moribundas sao
freqglientemente impenetraveis ao corante Hoescht, com isso algumas dessas células

podem ser classificadas como vivas e potencialmente férteis.
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2.4 CRIOCAPACITACAO ESPERMATICA

A membrana plasmatica apresenta uma assimetria entre suas duas camadas
lipidicas, que é mantida por uma enzima, cuja atividade é dependente da
temperatura. A quebra dessa assimetria, devida ao resfriamento, parece estar
relacionada ao desenvolvimento de uma camada lipidica externa mais fluida,
caracteristica essa encontrada no espermatozdide capacitado. Como conseqiiéncia
dessas alteracdes, ocorre um aumento da permeabilidade e da instabilidade da
membrana, levando a diminuicdo da viabilidade espermatica (WATSON, 1995).

Outro importante efeito, atribuido as alteracdes da membrana plasmatica, é o
influxo de ions calcio durante o resfriamento; sendo sugerido que tal influxo
dispararia uma cascata sinalizadora intracelular que foi associada recentemente a
capacitacao (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000). Esses mesmos autores listam
uma série de alteracdes observadas nos espermatozdides capacitados,
correlacionando-as a alteragdes muito semelhantes observadas nos espermatozoides
criopreservados. Além disso, citam o teste de clortetraciclina fluorescente, através do
qual observaram, para os espermatozoides criopreservados, um padrao de
fluorescéncia igual ao observado para os espermatozdides capacitados. O mecanismo
pelo qual essa criocapacitacao ocorre ndao € totalmente compreendido, ja que o
inicio do processo normal de capacitacao ainda ndo foi elucidado (BAILEY;
BILODEAU; CORMIER, 2000).

Byers et al. (1989) demonstraram que espermatozoides congelados de tigre
sao capazes de penetrar odcitos de hamster, sem zona pellcida, imediatamente apds
0 reaquecimento, enquanto espermatozoides frescos requerem um periodo de 2
horas de pré-incubacao. Espermatozodides criopreservados de onca-pintada também
demonstraram ndo necessitar de pré-incubagdo quando submetidos ao mesmo
ensaio (PAZ et al., 1999). Estes fatos demonstram claramente o envolvimento da
congelacdao na indugdo do processo de capacitacao espermatica. Assim, ao se
desenvolver novos protocolos de criopreservacao seminal, torna-se fundamental
avaliar os efeitos das diferentes etapas desse processo sobre a dinamica da

capacitacao.
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3 OBJETIVO GERAL

e Avaliar os efeitos das técnicas de processamento e transporte sobre a integridade
morfoldgica e funcional dos espermatozdides, assim como sobre a capacitacao n

vitro do sémen da jaguatirica.

3.1 OBIETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a eficacia de um protocolo adaptativo para a eletroejaculagao de
jaguatiricas mantidas em cativeiro;

e Investigar a eficiéncia das técnicas Coloracao Simples e FITC-PNA / IP, na
avaliacdo da integridade acrossomal de espermatozdides de jaguatirica;

e Investigar a eficiéncia da inducao da reacdo acrossdmica pelo calcio iondforo
A23187 na avaliagdo da capacitacdo espermatica nessa espécie;

e Avaliar os efeitos do transporte, a temperatura ambiente ou sob refrigeracao,
sobre a motilidade e integridade acrossomal das células espermaticas dessa
espécie;

e Avaliar os efeitos da refrigeracdo sobre a resposta dessas células ao desafio

com o calcio ionéforo A23187, ao longo de 4 horas de pré-incubacao.
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4 MATERIAL E METODO

Visando alcancar os objetivos propostos, o presente trabalho foi realizado em
trés etapas, que serdo consideradas como trés experimentos distintos, ainda que
grande parte da metodologia seja comum aos trés.

No primeiro experimento (Estudo do transporte e da criocapacitacao
espermatica) foram avaliados os efeitos do transporte, a temperatura ambiente ou
sob refrigeracao, sobre a motilidade e integridade acrossomal dos espermatozoides;
assim como os efeitos da refrigeracdo sobre a resposta dessas células ao desafio
com o calcio ionéforo A23187 (Ca**Ion), ao longo de 4 horas de pré-incubagdo.

Ja no experimento 2 (Avaliagdo do efeito da concentracdo de calcio iondforo
A23187 na inducdo da reagdo acrossomica) foram comparadas duas concentracoes
de Ca®*Ion para a indugdo da reagdo acrossdémica dos espermatozdides, ao longo de
2 horas de pré-incubacao.

Por fim, no terceiro experimento (Comparacdo das técnicas de avaliacdo da
integridade acrossomal e da viabilidade espermatica) a eficiéncia da Coloracdo
Simples na avaliacdo da integridade acrossomal foi comparada a da técnica mista
fluorescente FITC-PNA / IP, ao longo de 9 horas de pré-incubacao.

Logo abaixo é descrita a metodologia comum aos trés experimentos (Colheita e
Analise Descritiva do Sémen; Coloracdao Acrossomal Simples). Em seguida sao

descritos os procedimentos especificos para cada um deles.

4.1 COLHEITA DO SEMEN

O sémen foi colhido de cada animal em um intervalo nunca inferior a um més,
por meio de eletroejaculacao, apds a contencao quimica dos animais. Os individuos
permaneceram em jejum de pelo menos 12 horas antes do procedimento, sendo seu

peso estimado por inspecao pouco antes da contencdo. Inicialmente, os animais
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foram submetidos a contencao fisica, com auxilio de jaula de prensa, sendo entdo
administrada a dose de 5 a 10 mg/kg da associacao tiletamina - zolazepam (Zoletil
50 - Virbac™ do Brasil) pela via intramuscular (FORSYTH, 1995).

Durante a colheita, foram controlados parametros vitais como temperatura,
freqliéncia cardiaca e respiratdria, além de reflexos indicadores do plano anestésico.
Sempre que o anestesista responsavel da Associacdo Mata Ciliar julgou necessario
para a manutencdao da anestesia, foi utilizado o anestésico volatil isofluorano,
procurando-se manter os animais em um plano pouco profundo para minimizar o
risco de contaminacdo por urina. O ajuste da concentracao do anestésico e do fluxo
de oxigénio fornecidos ao animal foi feito por meio da observacao do tonus muscular
dos membros e da resposta ejaculatéria aos estimulos elétricos. Constatou-se,
empiricamente, que o plano em que se obtinha a melhor resposta ejaculatdria,
coincidia com a perda completa de movimentos voluntarios, sem que houvesse total
perda de tonus muscular dos membros posteriores.

O plano anestésico assim obtido correspondeu aproximadamente ao Plano I
do Terceiro Estagio anestésico segundo a classificacdo proposta por Guedel® (apud
FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 1999, p. 104); que se inicia com a perda dos
movimentos espontaneos, ocorrendo diminuicao gradativa dos reflexos e do ténus
muscular enquanto a respiragdo torna-se automatica e regular. Ao se obter esse tipo
de resposta, o fornecimento de isofluorano era reduzido, evitando-se aprofundar a
anestesia além desse plano, pois 0 aumento da concentracdo de anestésicos volateis
pode reduzir marcadamente a eferéncia do sistema nervoso simpatico (SHORT,
1987) que possui papel primordial no mecanismo fisioldgico que controla a
ejaculacdao e simultaneamente evita a contaminacdao do sémen por urina (BENSON,
1988; SHAFIK, 1997).

Antes do inicio da colheita propriamente dita, foi realizada criteriosa avaliacao
da genitdlia externa. A consisténcia dos testiculos foi avaliada por palpacdo e estes
subjetivamente classificados como duros, normais (firmes) ou flacidos. Foram
tomadas as medidas de comprimento e largura dos testiculos, com auxilio de

paquimetro (Figura 4.1.1), por meio das quais foi estimado o volume testicular

! GUEDEL. Referéncia ndo fornecida por Fantoni, Cortopassi e Bernardi, 1999.
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utilizando-se a formula V = C x L? x 0,524;
onde V = volume testicular (cm?®), C =
comprimento testicular (cm) e L = largura
testicular (cm) (WILDT; BUSH; O'BRIEN,
1993). O pénis e prepucio foram examinados

quanto a integridade estrutural e presenca de

secrecOes e espiculas na glande.

ietria testicular em
eletroejaculagdo foi o modelo Torjet™ 65C jaguatirica. Jundiai, 2002

O aparelho utilizado para a Figura 4.1.1—

(Eletrovet), que permite controle gradual da voltagem dos eletrochoques entre 0 e
12V. A sonda retal especialmente desenvolvida para jaguatiricas consiste de eletrodo
bipolar apresentando trés tiras longitudinais de cobre, sendo seu diametro 1,6 cm e
seu comprimento 23 cm (veja desenho esquematico no Anexo 1). Apds a
lubrificacdo da sonda com carboxi-metil-celulose ela foi introduzida no reto do animal

cerca de 15 cm (Figura 4.1.2), com as tiras longitudinais posicionadas

Figura 4.1.2 - Eletroejaculagao em jaguatirica. Jundiai, 2002
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ventralmente, exercendo-se pressao nesse sentido com o objetivo de aumentar o
contato com o plexo pélvico. Antes de iniciar os estimulos elétricos, o pénis foi
encaixado em tubos plasticos pré-aquecidos (Figura 4.1.2).

Os eletrochoques foram administrados tomando por base um protocolo
modificado a partir da metodologia descrita detalhadamente por Howard (1993).
Foram administrados até 90 estimulos elétricos divididos em trés séries:

= Série 1: 30 estimulos (10 de 2 V, 10 de 3V e 10 de 4V);

= Série 2: 30 estimulos (10 de 3V, 10 de 4V e 10 de 5V);

= Série 3: 20 estimulos (10 de 4V, 10 de 5V e 10 de 6V).

Cada estimulo teve uma duracdo de aproximadamente 2 a 3 segundos, desde
0 zero até a voltagem desejada, permanecendo-se 1 a 2 segundos nessa voltagem e
retornando-se rapidamente ao zero para nele permanecer por 2 a 3 segundos. Entre
cada série foi respeitado um intervalo de ao menos 10 minutos.

A distensdo dos membros pélvicos foi acompanhada durante todos os
estimulos elétricos visando assegurar o correto posicionamento da sonda retal. De
acordo com a recomendacao de Howard (1993), padronizou-se como sendo correto
o posicionamento da sonda em que era verificada a distensao simétrica de ambos os
membros, no sentido cranio — caudal.

A cada conjunto de 10 estimulos de uma mesma voltagem (sub-série), o tubo
foi trocado prevenindo-se possivel contaminacdo por urina das fragdes ejaculadas
nas sub-séries anteriores. O sémen que permaneceu aderido a glande foi aspirado
com auxilio de micropipeta e adicionado ao restante do ejaculado. (O termo fracdo
do ejaculado sera utilizado para designar a amostra de sémen obtida durante uma
sub-série, ou conjunto de 10 estimulos elétricos).

No intervalo entre as séries realizou-se a avaliacdo imediata do sémen
(descrita em detalhe no Item 4.2). A concentracao espermatica era subjetivamente
avaliada e ao se obter uma amostra apresentando alta concentragao e volume maior
ou igual a 0,5 ml, o protocolo de eletroejaculacao era interrompido, evitando
estimulacao desnecessaria do animal. Com esse mesmo intuito, ao se verificar uma
resposta positiva do animal em determinada sub-série, caracterizada pela obtencao

uma fracao do ejaculado contendo células mdveis, caso ainda fosse necessaria a
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realizacdo de uma nova sub-série, a voltagem administrada era a mesma da sub-
série anterior. A voltagem sé era aumentada novamente, caso o animal deixasse de

responder positivamente aos estimulos.

4.2 ANALISE DESCRITIVA DO SEMEN

Imediatamente apds cada sub-série de eletrochoques, foram registrados a cor
e o pH (tira reagente, MERCK) de cada fracdo do ejaculado, visando verificar
contaminacao por urina ou quaisquer outras alteracbes do sémen perceptiveis
macroscopicamente. Foram também determinados volume, proporcdo de
espermatozoides moveis e motilidade progressiva de cada fracao. O Volume Total do
Ejaculado foi determinado pela soma do volume de sémen obtido em todas as
fracoes. O Volume Espermatico foi determinado subtraindo-se do total, o volume
correspondente as fragdes oligozoospérmicas (contendo quantidade muito reduzida
de espermatozdides) e azoospérmicas (nas quais nao foi encontrado nenhum
espermatozoide).

Apdés a combinagdo das fragdes que apresentaram proporgdo de
espermatozoides moveis > a 60% e motilidade progressiva > 3, que foi a porgao do
ejaculado efetivamente utilizada em todos os ensaios, foi retirada uma aliquota de 5
ul, que foi fixada em 95 pl de formol salino a 10%. Essa suspensdao de células
fixadas foi utilizada para determinacdo da concentracao espermatica, em camara
hematimétrica de Neubauer, e para avaliacdo das proporcbes de alteracoes
morfoldgicas dos espermatozdides. Tal avaliacao foi realizada em preparacao Umida,
entre lamina e laminula, em microscépio de contraste de interferéncia diferencial
(Olympus BX50), sob aumento de 1000 vezes. A classificacao dos defeitos
espermaticos foi feita seqgundo um critério adaptado a partir dos estudos de Hafez
(1987), Howard (1993), Morato (1997), Morato et al. (1998) e Paz (2000); sendo tais
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defeitos divididos em primarios e secundarios segundo os as consideragdes de Barth
e Oko (1989) e Morais (1999).

Vale ressaltar que em algumas das colheitas nao foi obtida nenhuma fracao do
ejaculado apresentando proporcdao de espermatozdides moveis > 60% e motilidade
progressiva > 3. Ainda que nesses casos tais ejaculados nao tenham sido
aproveitados para nenhum dos experimentos, foram fixadas amostras em formol
salino para as avaliagOes de concentracdao e morfologia espermatica, realizadas como
descrito acima. Tais amostras foram obtidas a partir da mistura das fragdes
espermaticas do ejaculado, exceto naqueles casos em que todas as fracoes foram
aspérmicas ou oligospérmicas, sendo esses resultados apresentados
separadamente no Item 5.1.

Para a determinacao da proporcao de espermatozdides mdveis (M%) e da
motilidade progressiva (MP) uma gota de sémen foi depositada sobre lamina para
microscopia e coberta com laminula, ambas previamente aquecidas (37°C). O
material foi entdo examinado em microscopio de luz, binocular, sob aumento de 100
vezes, classificando-se os padroes de motilidade segundo os critérios definidos por
Howard (1993). Tais critérios classificam a proporcao de espermatozdides
apresentando qualquer tipo de motilidade, numa escala entre 0% (nenhum
espermatozoide modvel) e 100% (todos os espermatozdides moveis); a motilidade
progressiva, por sua vez, avalia o padrdo de motilidade dos espermatozdides,
classificando-o numa escala entre 0 e 5 (sendo: 0, sem motilidade; 1, movimentos
laterais leves sem progressao; 2, movimentos laterais moderados com progressao
ocasional; 3, movimento progressivo freqliente porém lento; 4, movimento
progressivo constante com velocidade moderada; 5, movimento progressivo rapido).

Esses dois parametros foram conjugados fornecendo indice de motilidade
espermatica, calculado por meio da férmula: IME = [M% + (20 x MP)] / 2
(HOWARD, 1993). As avaliacdes desse indice foram realizadas apds a colheita, apds
o periodo de transporte e também apds cada intervalo de incubacdo do sémen
(Item 4.4.2, 4.4.3, 4.5.2 ¢ 4.6.2).
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4.3 COLORAGCAO ACROSSOMAL SIMPLES

Visando acompanhar a perda da integridade acrossomal devida ao transporte
(Item 4.4.2), ao tempo de pré-incubacao (Item 4.5.2 e 4.6.3) e a exposicao ao
Ca’**Ion (Item 4.4.3 e 4.5.3), a taxa de acrossomos integros foi avaliada por meio
da Coloragdo Simples de Pope, Zhang e Dresser (1991), cujo corante foi preparado
de acordo com o Anexo 4. Para a avaliacao por essa coloracdo, uma aliquota de 3 a
5 ul de sémen foi adicionada a outra aliquota de mesmo volume do corante Simples,
pré-aquecida a 37°C, sendo a mistura mantida sobre mesa aquecedora por 90 a 120
segundos. O sémen assim corado foi fixado por meio da realizacdo de esfregaco
sobre lamina de microscopia, o qual foi analisado em microscopio de luz (Olympus
BX50) no aumento de 1000 vezes. Foram contadas 200 células por lamina, sendo

elas classificadas como:

e AcrossoMo INTACTO (AI): regido acrossomal de coloragao lilas, levemente mais

escura que a regiao pds-acrossomal;

e ACROSSOMO AUSENTE (AA): regiao acrossomal de coloracao rosa, levemente

mais clara que a regido pds-acrossomal.
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4.4 ExPerRIMENTO 1: Estudo do transporte e da criocapacitacao espermatica

As colheitas de sémen deste experimento foram realizadas no periodo

compreendido entre 2 de fevereiro e 18 de junho de 2002.

4.4.1 Animais

Neste primeiro experimento foram utilizados sete machos adultos de
jaguatirica, mantidos na Associacao Mata Ciliar, localizada em Jundiai, Sdo Paulo. Os
animais permaneceram solitarios ou junto a fémeas da mesma espécie, em recintos
de 21 m?, com laterais e fundo de alvenaria, sendo a frente e o teto feitos de tela de
seguranga, com malha de dimensdes adequadas a espécie. O terco posterior do piso
é de concreto e o restante de terra batida com alguma vegetacao. Em cada recinto,
0s animais tiveram acesso a area de reflgio ou cambiamento. Como itens de
ambientacdo, cada recinto contém um estrado de madeira sobre o cambiamento,
que serve como cama, galhos de arvore dispostos diagonalmente e um tanque de
areia.

O regime alimentar normal dos animais consistiu de: cabega e pescogo de
frango, 3 a 5 vezes por semana; musculo bovino, 1 ou 2 vezes por semana; presas

inteiras (ratos, camundongos, coelhos ou pintinhos), 1 ou 2 vezes por semana.

4.4.2 Processamento do sémen

Apés as andlises seminais preliminares (pH, volume, proporcao de

espermatozoides mdveis, motilidade progressiva, concentracao e integridade
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acrossomal — descritas em detalhe anteriormente nos Item 4.2 e 4.3), o sémen foi
suspenso, na proporcao 1:1, em uma variante do diluidor desenvolvido por Platz,
Wildt e Seager (1978) — PDV (“Platz Diluent Variant”) — cuja metodologia de preparo
é descrita em detalhe no Anexo 2. Em seguida, ele foi dividido em duas aliquotas,

sendo a primeira mantida a temperatura ambiente, durante 2 horas, no interior de
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uma caixa de isopor, cujas dimensdes eram: 7 cm de comprimento x 5 cm de largura
x 5 cm de altura. A segunda aliquota foi refrigerada, também por 2 horas, em um
dispositivo  especialmente desenvolvido para a refrigeracao seminal. O
desenvolvimento desse dispositivo foi feito a partir do Equitainer™, que é um
equipamento disponivel comercialmente. As alteragdes realizadas no modelo original
do equitainer™, podem ser observadas em vermelho na Figura 4.4.1, sendo as
estruturas originais do equipamento observadas em preto nesse esquema. A variacao
da temperatura no Equitainer Modificado foi monitorada por meio de termometro
digital, cuja sonda foi inserida em tubo contendo diluidor e mantido no interior do
equipamento.

Apos o periodo de transporte o sémen foi lentamente reaquecido em Banho
Maria a 37°C. Ambas as aliquotas foram entdo lavadas pela adicdo do meio F10 de
Ham com 5% de SFB (Anexo 3), na proporcao 1:1, seguida de centrifugacao (300 x
G / 10 minutos) para remocao do plasma seminal e do crioprotetor.

Os pelets resultantes da lavagem do sémen fresco e refrigerado foram
ressuspendidos em meio F10 de Ham com 5% de SFB, obtendo-se a concentragao
de aproximadamente 50 x 10° espermatozdides mdveis/ml, sendo retiradas amostras
para avaliacdo do indice de motilidade espermatica (Item 4.2) e da integridade
acrossomal (Item 4.3).

Por fim, ambas as aliquotas de sémen ressuspendido foram mantidas
separadamente em incubadora a 38°C, 5% de CO; e alta umidade, por 4 horas.
Foram retiradas amostras para avaliagao do indice de motilidade espermatica (Item
4.2) e da capacitacao (Item 4.4.3) nos tempos: 0h, 1h, 2h e 4h. O efeito do
método de transporte sobre a taxa de capacitagdo espermatica ao longo do tempo

de pré-incubagao também foi avaliado.
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4.4.3 Avaliacao da capacitacao

No presente experimento, a capacitacdo espermatica foi avaliada
indiretamente, por meio indugdo da reacdo acrossdmica pelo Ca®*Ion, seguida pela
avaliacdo da integridade acrossomal. A cada intervalo de pré-incubagdo para inducao
da capacitacao (0, 1, 2 ou 4 horas), foram retiradas duas amostras de 20ul da
suspensao de células espermaticas. Uma delas foi processada como controle,
enquanto a outra foi exposta ao Ca®*Ion, & concentracdo final de 1uM, para inducdo
da reagao acrossomica.

Para tanto, a amostra tratada foi acrescida de igual volume (20ul) de uma
solugdo de calcio iondforo A23187 (SIGMA, C7522) 2uM, dissolvido em DMSO
(Dimetil-sulféxido) 0,05% (Solucdo Ca2 — Anexo 6). A amostra controle, por sua
vez, foi misturada ao mesmo volume de uma solugao de DMSO 0,05% (Solucao
Branca — Anexo 6). Como tais misturas foram realizadas na proporcao 1:1, foram
obtidas as concentragdes finais de 1uM para o Ca**Ion e 0,1% para o DMSO. Ambas
as amostras, tratada e controle, foram entao incubadas em estufa a 38°C, 5% de
CO; e alta umidade, por 30 minutos; sendo entdo avaliadas quanto a integridade
acrossomal e indice de motilidade espermatica.

Com o objetivo de avaliar a taxa de acrossomos integros e reagidos apds a
indugdo da reacao acrossbmica, foi utilizada a Coloracdo Simples desenvolvida por
Pope, Zhang e Dresser (1991) (Item 4.3), considerando-se a taxa de acrossomos
ausentes como o indice de racao acrossomica. Diferencas significativas entre as
amostras controle e as tratadas pelo Ca®'Ion, quanto a proporcdo de
espermatozoides apresentando acrossomo ausente (AA), representaram a proporcao
minima de espermatozoides capacitados daquela populacdo espermatica, tendo em
vista que poderiam haver espermatozoides capacitados que ndo houvessem
completado a reagao acrossdmica. O fato de que a auséncia do acrossomo pode ser
devida a morte do espermatozdide e degeneracao das membranas lipoprotéicas
(falsa reacao acrossbmica), foi levado em consideracdo. Para tanto, a perda da
viabilidade espermatica devida ao Ca®*Ion foi avaliada, comparando-se o indice de

motilidade espermatica das amostras controle e tratadas, logo apds a incubagao.
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Essa comparagcao entre amostras tratadas e controle foi realizada para cada um

dos oito grupos experimentais (4 intervalos de tempo x 2 métodos de transporte),

cujas denominacdes adotadas e

demonstrados resumidamente na Figura 4.4.2.

Considerando que a temperatura ambiente, o animal,

concentragdo do sémen transportado,

padronizadas e que poderiam exercer

influéncia sobre a

respectivos tratamentos empregados sao

o volume e a
sao varidveis que nao podiam ser

resposta dos

espermatozoides ao estimulo do Ca®'lon durante a incubacdo; a integridade

acrossomal e o indice de motilidade espermatica aferidos imediatamente apds o

transporte foram utilizados como covariaveis nas analises de variancia, visando obter

uma melhor homogeneizagao dos resultados.
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Figura 4.4.2 — Esquema representativo da metodologia de estudo do transporte e da
criocapacitagdo espermatica, apresentando as respectivas denominagoes
adotadas para os grupos experimentais. Asteriscos indicam pontos de
retirada de amostras para avaliagao do indice de motilidade espermatica e
da integridade acrossomal
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4.5 EXPERIMENTO 2: Avaliacao do efeito da concentracao de calcio iondforo

A23187 na inducao da reacao acrossomica

As colheitas de sémen deste experimento foram realizadas no periodo

compreendido entre 1° de agosto de 2002 e 19 de marco de 2003.

4.5.1 Animais

Nessa etapa do estudo foram utilizados trés machos adultos de jaguatirica, um
mantido na Associacdo Mata Ciliar e dois na Fundacdao Parque Zooldgico de Sao
Paulo. O animal alojado na Associacao Mata Ciliar foi mantido sob o mesmo regime
alimentar e em recinto idéntico aquele descrito anteriormente no Item 4.4.1.
Dentre os animais da Fundacdo Parque Zooldgico de Sao Paulo, o de n° 18776 foi
mantido solitdrio, em recinto de alvenaria localizado no setor extra. Este recinto
apresentava 1,90 metro de altura, 9,5 metros quadrados de area, possuia uma corda
e caixa de areia como itens de ambientacao, além de apresentar cambiamento cuja
area ja esta computada no valor supracitado. Ja o animal de n® 22732 foi mantido
pareado em um recinto localizado no setor de exposicdo ao publico, que apresentava
area de 101,96 metros quadrados e cerca de 2,5 metros de altura. O piso desse
recinto era de terra e grama e ele apresentava os mesmos itens de ambientagao
descritos para o recinto anterior, além de vegetacao abundante, troncos e galhos.

O regime alimentar normal dos animais da Fundacao Parque Zooldgico de Sao
Paulo consistiu de: coracao bovino (400g), pintinhos (400g) e “premix” mineral e
vitaminico (0,5g) todos os dias da semana. Esse “premix” foi fornecido procurando
suprir as exigéncias nutricionais diarias de gatos domésticos (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1986).
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4.5.2 Processamento do sémen

O sémen obtido foi transportado a temperatura ambiente, conforme descrito
no Item 4.4.2, ja que esse método de transporte proporcionou melhor manutencao
do indice de motilidade espermatica e da integridade acrossomal das amostras assim
transportadas quando comparadas as amostras transportadas sob refrigeracao,
durante a etapa anterior deste estudo (vide Resultados — Item 5.2). Apds o
transporte, o sémen foi lavado e pré-incubado conforme descrito no Item 4.4.2,
sendo, no entanto, mantido na estufa por apenas 2 horas. Abaixo, segue descricao
detalhada da metodologia de processamento do sémen neste experimento.

Apds as analises preliminares do sémen fresco (pH, volume, proporcdo de
espermatozoides moveis, motilidade progressiva, concentracdo e integridade
acrossomal — descritas em detalhe anteriormente no Item 4.2), ele foi suspenso, na
proporcao 1:1, em uma variante do diluidor desenvolvido por Platz, Wildt e Seager
(1978) — PDV (“Platz Diluent Variant”) — cuja metodologia de preparo é descrita em
detalhe no Anexo 2. Essa suspensdo foi transportada a temperatura ambiente,
durante 2 horas, no interior de uma caixa de isopor, cujas dimensdes eram: 7 cm de
comprimento x 5 cm de largura x 5 cm de altura.

Apos o periodo de transporte, o sémen foi lentamente reaquecido em Banho
Maria a 37°C e lavado pela adicao do meio F10 de Ham com 5% de SFB (Anexo 3),
na proporcao 1:1, sequida de centrifugacao (300 x G / 10 minutos) para remogao do
plasma seminal e do crioprotetor.

O “pellet” resultante da lavagem foi ressuspendido em meio F10 de Ham com
5% de SFB, obtendo-se a concentracdo aproximada de 50 x 10° espermatozoides
moveis/ml, sendo retiradas amostras para avaliacdo do indice de motilidade
espermatica (Item 4.2) e da integridade acrossomal (Item 4.3).

Por fim, o sémen ressuspendido foi mantido em incubadora a 38°C, 5% de
CO, e alta umidade, por 2 horas. Foram retiradas amostras para avaliagao da

capacitacao (Item 4.5.3) nos tempos: Oh, 1h, 2h e 4h.
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4.5.3 Avaliacao da capacitacao

Nesta etapa do estudo, tal como no experimento anterior, a capacitacao
espermatica foi avaliada indiretamente, por meio inducdo da reacao acrossomica pelo
Ca**Ion , sequida pela avaliacio da integridade acrossomal. Como pode-se observar
abaixo, a metodologia utilizada nesse ensaio foi bastante semelhante a utilizada no
ensaio da etapa anterior (Item 4.4.3), apresentando basicamente duas alteracoes:
1° - a incubagdo foi acompanhada por apenas 2 horas (ao invés de 4); 2° - a cada
intervalo de incubacdo eram retiradas 3 amostras (ao invés de 2), a primeira delas
também foi processada como controle, enquanto, para a inducdo da reacao
acrossomica da segunda e da terceira amostra, foram comparadas as concentragoes
finais de 1 e 2 uM do Ca**Ion. Abaixo, segue descricio detalhada da metodologia de
avaliacao da capacitagao neste experimento.

A cada intervalo de incubacdo (0, 1 ou 2 horas) foram retiradas trés amostras
de 20ul para a comparacdo das duas concentracbes de Ca®*Ion . A amostra tratada
com a concentragdo final de 1uM de Ca**Ion foi acrescida de igual volume (20pl) de
uma solugao estoque dessa substancia a concentragao de 2uM, dissolvido em DMSO
0,05% (Solucgo Ca2 — Anexo 6). Visando tratar outra amostra com a concentragao
final de 2uM de Ca®*Ion, foram acrescidos a ela 20ul de uma solugdo estoque dessa
substancia a concentracdo de 4uM, dissolvido em DMSO 0,1% (Solucdo Ca4 —
Anexo 6). A amostra controle (Grupo Controle), como no ensaio da etapa
anterior, foi misturada ao mesmo volume de uma solucao de DMSO 0,05% (Solucdo
Branca — Anexo 6). Todas as amostras, tratadas e controle, foram entao incubadas
em estufa a 38°C, 5% de CO, e alta umidade, por 30 minutos; sendo entdo
avaliadas quanto a integridade acrossomal e indice de motilidade espermatica.

A avaliacdo da reacdo acrossOmica foi feita tal como descrito para o segundo
experimento, por meio da Coloracao Simples de Pope, Zhang e Dresser (1991),
sendo observadas todas as consideragdoes descritas em detalhe no Item 4.4.3
quanto a falsa reacao acrossOmica e quanto a possibilidade de espermatozoides

capacitados nao  terem completado a reacao do acrossomo.
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4.6 EXPERIMENTO 3: Comparacao das técnicas de avaliacao da

integridade acrossomal e da viabilidade espermatica

As colheitas de sémen deste experimento foram realizadas no periodo

compreendido entre 1° de agosto de 2002 e 19 de marco de 2003.

4.6.1 Animais

Nessa etapa do estudo foram utilizados seis machos adultos de jaguatirica,
quatro mantidos na Associacdo Mata Ciliar e dois na Fundacdo Parque Zooldgico de
Sao Paulo. A dieta e as condigdes dos recintos desses animais foram descritas em
detalhe nos Item 4.2.1 e 4.3.1.

4.6.2 Processamento do sémen

O processamento do sémen foi bastante semelhante ao descrito no Item
4.4.2, apresentando basicamente duas alteragdes: (1) a concentragao da suspensao
de células antes da pré-incubacdo, foi ajustada entre 50 e 100 milhdes de
espermatozoides, visando diminuir o tempo de leitura das laminas contendo
espermatozoides marcados pelos fluorocromos; (2) a suspensao de células foi
mantida em estufa por até 9 horas, ou enquanto ainda houvesse espermatozdides
moveis. Abaixo, segue descricdo detalhada da metodologia de processamento do
sémen neste experimento.

Apos as anadlises preliminares do sémen fresco (pH, volume, proporcao de
espermatozoides mdveis, motilidade progressiva, concentracao e integridade
acrossomal — descritas em detalhe anteriormente nos Item 4.2 e 4.3), ele foi
suspenso, na proporcao 1:1, em uma variante do diluidor desenvolvido por Platz,

Wildt e Seager (1978) — PDV ("Platz Diluent Variant”) — cuja metodologia de preparo



Material e Método — Experimento 3 45

é descrita em detalhe no Anexo 2. Essa suspensao foi transportada a temperatura
ambiente, durante 2 horas, no interior de uma caixa de isopor, cujas dimensoes
eram: sete cm de comprimento x cinco cm de largura x cinco cm de altura.

Apos o periodo de transporte, o sémen foi lentamente reaquecido em Banho
Maria a 37°C e lavado pela adicao do meio F10 de Ham com 5% de SFB (Anexo 3),
na proporcao 1:1, sequida de centrifugacao (300 x G / 10 minutos) para remogao do
plasma seminal e do crioprotetor.

O pelet resultante da lavagem foi ressuspendido em meio F10 de Ham com
5% de SFB, obtendo-se a concentracao aproximada de 50 a 100 milhGes de
espermatozoides mdveis/ml, sendo retiradas amostras para avaliacdo do indice de
motilidade espermatica (Item 4.2) e da integridade acrossomal (Item 4.3).

Por fim, o sémen ressuspendido foi mantido em incubadora a 38°C, 5% de
CO; e alta umidade, por até 9 horas, ou enquanto ainda houvesse espermatozoides
moveis. A cada hora, foram retiradas amostras para avaliacdo da do indice de
motilidade espermatica, integridade acrossomal com o Corante Simples e marcacao
pela técnica mista FITC-PNA / IP (Item 4.6.3).

4.6.3 Avaliacao da técnica mista FITC — PNA / IP

A metodologia desta técnica de marcacao fluorescente FITC-PNA/IP foi
realizada de acordo com a descricdao de Cunha (2002) para cdes domésticos. Foi
preparada uma solucao de trabalho (Anexo 5) para cada dia de colheita,
momentos antes da avaliacao das amostras.

Dessa solugao foram tomados 40ul aos quais foi adicionada uma aliquota de 10
ul da amostra de sémen. Apds oito minutos, foi iniciada a avaliacdo dos
espermatozoides assim marcados em preparagao Umida, entre lamina e laminula, no
microscopio Olympus CH 30, sob aumento de 400 vezes, sendo tal avaliacdo

concluida em até 60 minutos. Foram contadas ao todo 200 células em campo claro,
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as quais foram avaliadas individualmente em campo escuro, sob iluminacao

fluorescente; sendo classificadas como:

e Espermatozdides vivos ¢/ acrossomos intactos (V/AI): caso ndo fosse
observada fluorescéncia no nucleo ou no capuz acrossomal, sendo o
espermatozoide visivel apenas sob luz comum;

e Espermatozoides vivos ¢/ reacdo acrossomica verdadeira (RAV): caso
fosse observada fluorescéncia verde na regidao do acrossomo, a partir
de seu apice ao longo de ao menos metade de sua extensao;

e Espermatozoides mortos ¢/ acrossomo intacto (M/AI): caso fosse
observada apenas fluorescéncia vermelha na regidao do nucleo do
espermatozoide;

e Espermatozoéides mortos ¢/ reacao acrossomica falsa (RAF): caso fosse
observada tanto fluorescéncia vermelha no terco posterior da cabeca
do espermatozdide quanto verde na regiao do acrossomo, a partir de

seu apice ao longo de ao menos metade de sua extensao.

Posteriormente, foi investigada a presenca de correlacao entre os percentuais
de acrossomos integros obtidos pelas duas técnicas; enquanto a proporcao de
espermatozoides vivos, determinada pelo Iodeto de Propideo, foi correlacionada ao

indice de motilidade espermatica de cada amostra.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

A comparagao da dose administrada de anestésico injetavel (corrigida para o
peso corporal) e da proporcao de fracoes do ejaculado contaminadas por urina, entre
0s animais que receberam suplementagdo anestésica por isofluorano e aqueles que
nao receberam, foi realizada por meio do teste T de “student”, tendo sido utilizado
para tanto o programa MICROSOFT EXCEL (2001).

Os dados dos trés experimento foram analisados por meio do programa
STATISTICAL ANALYSES SISTEM (2000). Dentre as funcOes desse programa, o
aplicativo Guided Data Analysis foi utilizado para testar os dados quanto a
normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias.

Caso fosse constatado que os dados respeitavam tais premissas, eles eram
analisados por meio do PROC GLM, que executa testes paramétricos (ANOVA e
testes de média). No entanto, caso os dados ndo obedecessem a essas premissas,
eles eram transformados (Funcao Logaritmica na base 10 — Log;oX; Fungdo Raiz
Quadrado — RQ X; ou Funcdo Quadratica — X?) e se ainda assim a normalidade n3o
fosse verificada, empregava-se o procedimento NPARIWAYANOVA, que executa
testes ndo paramétricos (Wilcoxon e Kruskal Wallis).

Para a descricao dos resultados, foram sempre empregados os desvios
padroes e as médias (média + desvio padrdo) dos dados originais. Os niveis de
significancia (p) apresentados referem-se também aos dados originais, exceto nos
casos em que os dados tiveram que ser transformados para que passassem a
respeitar as premissas da normalidade; neste caso os niveis de significancia
apresentados referem-se as analises dos dados transformados. Quando os dados nao
respeitaram as premissas e nao havia transformacdo possivel, foram utilizadas as
médias dos dados reais e os niveis de significancia das analises ndo paramétricas.

Para uma avaliacdo mais minuciosa dos resultados do primeiro experimento
(Estudo do transporte e da criocapacitacdo espermatica), os dados referentes a cada
grupo experimental foram também analisados quanto ao efeito do Ca**Ion sobre a
integridade acrossomal e indice de motilidade espermatica , por meio do teste T para

amostras pareadas, utilizando o programa “Microsoft® Excel”. Foram sempre
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confrontadas as amostras incubadas na presenca do Ca**Ion, com as amostras
correspondentes, incubadas na auséncia dessa substancia, que haviam recebido o
mesmo tratamento até o momento da incubagdo. Esse mesmo teste estatistico foi
utlizado para avaliar o efeito da centrifugacdo e da pré-incubacdo na auséncia do
Ca**Ion sobre o indice de motilidade espermatica.

No terceiro experimento (Comparagao das técnicas de avaliacao da integridade
acrossomal e da viabilidade espermatica), as variaveis resposta foram também
analisadas através da correlacdo de Pearson (PROC CORR), por meio do programa
SAS System for Windows, sendo os resultados expressos através do coeficiente de
correlagdo de Pearson (r) e seu nivel de significancia (p).

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipétese de nulidade) em
todos os casos foi de 5%, isto &, para um nivel de significdncia menor que 0,05,
considerou-se que ocorreram diferencgas estatisticas significativas no efeito das
variaveis classificatorias (tratamentos) sobre uma determinada variavel resposta, ou

ainda que o valor do coeficiente de correlacao de Pearson foi significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussoes referentes as colheitas e as analises preliminares do
sémen, assim como os resultados de cada um dos trés experimentos sao

apresentados separadamente.

5.1 COLHEITA E ANALISE DESCRITIVA DO SEMEN

O numero de publicagdes encontradas na literatura atual, envolvendo o estudo
das caracteristicas androldgicas de jaguatiricas € limitado (HOWARD, 1993; MORAIS
et al., 2002; SWANSON et al., 2003). Portanto, ainda que nao esteja entre os
objetivos deste trabalho, sera feita uma descricdao detalhada dos resultados do
exame da genitdlia externa e da analise descritiva do sémen, confrontando-os com
os achados da literatura.

Para a realizagdo dos ensaios de transporte e avaliacao da capacitacao
espermatica (Experimento I), foram realizadas 18 tentativas de eletroejaculacao
em 7 machos diferentes. Dentre os seis animais que haviam sido inicialmente
destinados ao experimento, um deles veio a dbito antes que pudesse ser realizada
qualquer tentativa de colheita de sémen. Outro individuo foi retirado do grupo
experimental, pois apresentou um quadro espontaneo de exposicdo intermitente da
glande peniana o que levou a suspeita de paresia peniana (NORTON et al., 1990).
Como a eletroejaculacao poderia vir a agravar esse quadro, animal foi apenas
anestesiado para avaliacao do referido quadro.

Trés novos machos foram destinados as colheitas totalizando assim, sete
animais; no entanto, dentre esses soé foi possivel obter sémen de cinco individuos. Os
machos de numero 286 e 288 foram submetidos ao procedimento de
eletroejaculacdo em duas ocasides cada. Nas duas tentativas de eletroejaculacao do

macho 286 obteve-se apenas plasma seminal (azoospermia); enquanto na primeira
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tentativa do 288, foram encontradas células espermaticas imdveis e em baixissima
concentracao (oligosperma), enquanto o ejaculado da segunda tentativa foi
totalmente azoospérmico. A suspensao de células obtida no ejaculado oligospérmico
foi centrifugada, e o pelet resultante fixado em formol salino para analise da
morfologia espermatica que indicou a presenca de 78% de espermatozdides
anormais. Em fungdo desses resultados, tais individuos foram também retirados do
grupo experimental.

Nas Tabelas 5.1.1, 5.1.2 e 5.1.3 podem ser observados os valores
correspondentes, respectivamente, aos exames androldgicos, analise descritiva do
sémen e morfologia espermatica dos ejaculados que apresentaram as caracteristicas
minimas exigidas (% espermatozdides mdveis > 60 e motilidade progressiva > 3),
obtidos dos cinco animais que foram mantidos no Experimento 1. Dentre esses
animais, o de numero 246 veio a Obito antes da realizagdo dos demais
experimentos, por razoes nao relacionadas ao presente estudo. Foram entdo cedidos
2 animais pela Fundagdo Parque Zooldgico de Sao Paulo para que pudesse ser dada
continuidade aos experimentos. Um deles pode ser utilizado apenas no
Experimento II, pois apresentou um quadro grave de otite infecciosa antes do
inicio do Experimento III.

Portanto, nas mesmas tabelas 5.1.1 a 5.1.3 sdao também expostos os
resultados dos mesmos parametros para os ejaculados dos individuos que foram
utilizados nos experimentos II e III, tendo sido respeitadas as mesmas exigéncias
quanto as caracteristicas de motilidade. Ainda nessas mesmas tabelas, sao
apresentados os mesmos parametros para os ejaculados que nao foram aproveitados
nos experimentos (Colheitas Descartadas), por nao terem atingido tais
caracteristicas minimas de motilidade. E importante lembrar que esses ejaculados
descartados foram provenientes de animais que tiveram ao menos uma colheita
aproveitada em pelo menos um dos experimentos. Por fim, podem ser observados
nas mesmas tabelas os totais, as médias e os respectivos desvios padrdao desses
parametros, para os ejaculados considerados como um todo.

O peso dos animais variou entre 9,5 e 15,0 kg, exceto por um macho (n°
22732), que apresentou peso entre 20,3 e 21,1 Kg. Desconsiderando-se 0s pesos

obtidos para esse animal, verifica-se que o peso dos demais machos esta de acordo
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aos valores observados por Oliveira e Cassaro (1999) para individuos de ambos os
sexos provenientes de diversas regides do Brasil (entre 8,0 e 15,1 kg; média =
11,0Kg), principalmente ao considerar-se que as fémeas geralmente sdao mais leves
que os machos. Apesar de ter ficado evidente que esse macho de n° 22732 era
bastante obeso, ele foi mantido nos experimentos, pois o sujeito experimental de
todos os ensaios nao era o animal, e sim o ejaculado, que s6 era utilizado caso
apresentasse certas caracteristicas de motilidade preestabelecidas (M% > 60; MP
>3).

Tabela 5.1.1 - Resultados dos exames clinico / androldgicos realizados nas jaguatiricas,
separados em funcdo do experimento em que os ejaculados
correspondentes foram utilizados (médias + DP) — Jundiai / Sao Paulo —

2002/2003
Experimentos Colheitas Geral
1 2 3 e (=28
(n=7/5Y (n=3/3)" (n=6/5

Peso (Kg) 12,1+1,7 16664 11,9409 129433 12,7 +2,8
Espiculas Penianas 2,6 £0,5 3,0 £0,0 2,5 £0,6 2,9 £0,4 2,7 £0,5
(1 a 3 cruzes)

Consist. Testicular 20401 2,3+0,3 2,10,2 2,0 £0,0 2,1+0,1

(1 a 3 cruzes)

z’c"l:é')“e Testicular 197 .44 227421 16627 193456 19,3 £4,6
Volume Testicular

Corrigido (cm®.kg™) 1,6 £0,3 1,6 £0,7 1,4 £0,2 1,5 0,3 1,5 £0,3

M) n = nimero de colheitas / nimero de individuos;

A classificacdo das espiculas penianas oscilou entre 2 e 3 cruzes, sendo 3 0
valor mais freqlientemente observado. Assim como descrito por Morais (1999) para
jaguatiricas, tais espiculas foram abundantes em todos os machos, sendo
consideradas ligeiramente menos desenvolvidas (2 cruzes) em apenas seis do total
de 28 avaliacdes. Da mesma forma, a consisténcia testicular foi bastante

constante, sendo considerada normal (2), na grande maioria das observagoes, e
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ligeiramente flacida (2,5) em 3 ocasides para testiculos esquerdos e 3 ocasides para
testiculos direitos.

E sabido que no gato doméstico (FELDMAN; NELSON, 1996), assim como em
algumas espécies de primatas e roedores, a presenca de espiculas na glande do
pénis é um indicativo da producdo de testosterona pelo testiculo. Tais estruturas tém
sido associadas ao mecanismo de ovulacdo induzida em diversas espécies de
felideos, incluindo a jaguatirica, nas quais ha fortes indicios de que essas espiculas
tém como funcao aumentar o estimulo mecanico junto a mucosa da vagina, durante
a copula, auxiliando assim a inducao da ovulacao (MORAIS, 1999). Quanto a
consisténcia do testiculo, alteracdes na mesma podem ser um indicativo de algumas
afeccOes dessa gonada, como a hipoplasia ou a fibrose, as quais podem estar
associadas a diversos quadros morbidos que podem comprometer a esteroidogénese
e a espermatogénese (WILDT, 1996).

Com base nessas consideracoes, fica evidente a importancia de se avaliar a
presenca de espiculas penianas e a consisténcia dos testiculos durante o exame
androlégico. No entanto, no presente estudo essas caracteristicas foram muito
constantes e mesmo as leves alteragdes observadas em um reduzido nimero de
exames nao estiveram associadas a uma resposta menos efetiva a eletroejaculacao.
Vale notar que em todas as oito colheitas aspérmicas / oligospérmnicas, tanto dos
dois animais que foram retirados dos experimentos como dos quatro que foram
mantidos, as espiculas se apresentaram abundantes (3 cruzes) enquanto a
consisténcia testicular foi normal (2). Dessa forma, alteracOes acentuadas nessas
caracteristicas podem ser indicativas de afeccdes do trato reprodutivo, no entanto, o
fato dessas caracteristicas se apresentarem normais nao exclui a possibilidade da
existéncia desse tipo de afecgdo.

A média observada para o valor absoluto do volume testicular neste estudo
- 19,3 cm’ - foi bastante inferior & registrada por Morais et al. (2002) — 32,0 cm® —
sendo mais préxima a observada por Swanson et al. (2003) — 22,0 cm®. A média do
volume testicular corrigido para o peso corporal no presente estudo — 1,5
cm’.kg? — foi também inferior a observada por Morais et al. (2002) — 2,3 cm’.kg};
enquanto Swanson et al. (2003) nao forneceu esse valor. As diferencas observadas

no volume testicular podem ser relacionadas ao erro inerente ao observador na
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tomada de medida dos testiculos. A falta de padronizacao de metodologias entre
laboratdrios foi uma causa de variacdo apontada por Morais (1999) e por Wildt
(1996). Mais especificamente, a fonte de variacao neste caso pode ter sido o eixo
utilizado para a tomada da medida da largura dos testiculos, ja que existem
diferencas entre os eixos dorso-ventral e latero-lateral, lembrando que os testiculos
dos felinos se apresentam com o maior eixo direcionado no sentido cranio-caudal
(DYCE; SACK; WENSING, 1990). No presente estudo padronizou-se a tomada da
medida da largura no sentido latero-lateral, enquanto nao foi encontrada mencao a
esse detalhe metodoldgico nos demais estudos com os quais os resultados de
volume testicular foram comparados (MORAIS et al., 2002; SWNASON et al., 2003).

Quanto a contencao quimica, a equipe de veterinarios responsavel pela
realizacao desse procedimento para os animais da Associacao Mata Ciliar constatou
que, dentre as 22 colheitas de sémen realizadas nessa instituicdo, a dose da
associacao tiletamina - zolazepam inicialmente estipulada (5 a 10 mg/kg) em 13
ocasioes (59,1%) nao produziu uma sedacao satisfatdria até o final do procedimento.
Em tais ocasides, a dose de anestésico efetivamente administrado, corrigida para o
peso real do animal, foi 7,0 1,8 mg/kg (média +DP; amplitude - 5 a 9,9 mg/kg),
tendo sido necessaria a suplementacao anestésica por meio da administragao de
isofluorano a concentracdes que variaram de 3 a 5% para a indugao e 0,25 a 3 %
para a manutencao. Nas demais contengdes, em que julgou-se nao haver
necessidade de suplementagdo com o anestésico inalatdrio, foram administrados 8,1
+2,4 mg/kg (média +DP; amplitude - 5 a 10,4 mg/kg) de tiletamina — zolazepam. E
importante ressaltar que essa variagao na dose efetivamente administrada, nao foi
proposital, devendo-se a impossibilidade de se estimar com precisdo o peso do
animal, antes da contencdao quimica; nao sendo, no entanto, estatisticamente
significativa (p > 0,1; teste T) a diferenca observada entre o grupo suplementado
frente ao nao suplementado.

Ao comparar trés doses (2,5; 5,0 e 7,5 mg/kg) da associacao tiletamina —
zolazepam para a contencdo de gatos domésticos, Forsyth (1995) verificou bastante
variacao individual no tempo compreendido entre a administracao do anestésico e o
reinicio dos movimentos voluntarios. Os gatos que receberam 5,0 mg/kg levaram

entre 15 e 40 minutos para reiniciar a movimentagao, enquanto os que receberam
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7,5 mg/kg levaram de 21 a 60 minutos. O autor atribuiu tal variacao a diferencas no
grau de excitacao dos gatos antes da contencao.

No presente trabalho o procedimento de eletroejaculacao, incluindo o exame
geral que o precedia, teve uma duragao que variou aproximadamente entre 30 e 60
minutos. Dessa forma, parece logico verificar que, ao administrar as jaguatiricas
doses anestésicas proximas as comparadas por Forsyth (1995), tenha sido
necessario suplementar a anestesia apenas em parte dos animais. Pois, ainda que as
respostas a esses agentes anestésicos possam ser distintas entre essas espécies, 0
tempo de retorno dos movimentos voluntarios pareceu ser semelhante.

Portanto, o fato de que somente em algumas colheitas julgou-se necessaria a
suplementagao anestésica, provavelmente se deve a variagdes individuais na
susceptibilidade a associacdo tiletamina — zolazepam, diferencas no grau de
excitacao de cada individuo no momento da administracao do anestésico e variagdes
no tempo necessario para completar o procedimento em questdo (eletroejaculacdo)
(FORSYTH, 1995; VERSTEGEN et al., 1983), e ndo apenas as variacdes na dose
administrada.

Outra observacao importante quanto ao procedimento anestésico adotado é
que nado foi possivel avaliar o grau de analgesia promovido pelo mesmo, nem
tampouco se a eletroejaculacdo provocou dor, durante ou apds a estimulagdo, de
forma direta pela passagem da corrente elétrica através dos tecidos ou indiretamente
devido a contracao muscular inespecifica. Assim sendo, a avaliacdo da dor promovida
pela eletroejaculacdo e da eficiéncia de diferentes protocolos anestésicos na
mitigacdo de qualquer sofrimento que possa advir dessa técnica fica em aberto para
futuros estudos que se dediquem especificamente a investigacdo dessa questdo. E
necessario ressaltar ainda, a importancia desse tema frente a crescente preocupacao
da nossa sociedade quanto ao bem estar animal e quanto a ética nas condutas de
manejo das espécies domésticas e selvagens.

O protocolo de eletroejaculacao adotado neste estudo consistiu de uma
metodologia adaptativa, que visava adequar o grau de estimulacdo elétrica a
resposta ejaculatoria de cada individuo a cada colheita, tanto em relacdao ao numero
de estimulos elétricos aplicados quanto a tensdo elétrica desses estimulos (vide

Item 4.1). O objetivo desse tipo de abordagem foi evitar a estimulacao
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desnecessaria do animal e abreviar o tempo do procedimento, ja que as amostras de
sémen a serem utilizadas nos ensaios deveriam apresentar caracteristicas
preestabelecidas quanto a % de espermatozdides mdveis, motilidade progressiva,
volume e concentracdo espermatica (vide Item 4.1 e 4.2). Portanto, os resultados
apresentados na Tabela 5.1.2, referentes a Volume, Concentracao, Total de
Espermatozdides e indice de Motilidade Espermética apresentam um viés primario,
pois as amostras a partir das quais esses resultados foram obtidos foram pré-
selecionadas em funcdo desses mesmos parametros. Por essa razao, eles devem ser
considerados com cautela frente as caracteristicas seminais da espécie descritas na

literatura.

Tabela 5.1.2 - Resultados das andlises descritivas do sémen de jaguatiricas em funcao do
experimento (médias + DP, exceto quando explicitado de outra forma) —
Jundiai / S3o Paulo — 2002/2003

Experimentos Colheitas

Descartadas Geral
1 2 3 ~ 12/5)0 (n = 28/7)®
=75 (=330 @=gs®» 0=12/5)
0,71 0,96 0,83 0,51 0,68
Volume Total (ml) +0,54  +1,15  +0,40 +0,41 +0,50
Volume Espermatico 0,39 0,42 0,65 0,23 0,40
(ml) +0,31 +0,49 0,28 +0,36 +0,36
- 0,31 0,20 0,48 i 0,35
Volume Utilizado (ml) +0,27 +0,11 +0,27 +0,26
Concentragao 226,9 305,5 57,9 574,7 283,4
Espermatica (x10°/ml) 2714 +386,5 +20,9 +1244,0 +633,9
Total de sptz / 98,0 58,4 43,9 15,1 57,8
Ejaculado (x10°) +191,5 +49,9 +16,2 +23,5 +114,7
IME® 83,9 81,7 71,7 50,0 71,2
+9,9 +10,4 +7,5 +27,1 +21,0
Colheitas Contamin. / 4/9 3/3 5/6 9/10 21/ 28
Total (%)® (44,4%) (100,0%) (83,33%) (90,0%) (75,0%)
Sub-séries Contamin. / 5/ 64 9/20 13 /43 18/ 79 45 / 206
Total (%)™ (7,8%)  (45,0%) (30,2%) (22,8%) (21,8%)

@) n = ndmero de colheitas / nimero de individuos; ® Indice de Motilidade Espermatica (M% +
MPx20) / 2; @) nimero de colheitas contaminadas / nimero total de colheitas realizadas (proporgdo
de colheitas contaminadas); “ nimero de sub-séries contaminadas / nimero total de sub-séries
realizadas (proporgdo de sub-séries contaminadas).
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Outro aspecto que deve ser considerado ao se confrontar esses resultados com
os dados da literatura, diz respeito as observacdes de Dooley e Pineda (1986) e
Pineda e Dooley (1984), os quais verificaram que a tensdo aplicada durante a
eletroejaculacdo de gatos domésticos influencia significativamente o volume de
sémen e numero total de espermatozdides ejaculados. Em outro estudo, Pineda,
Dooley e Martin (1984) constataram um efeito significativo da seqiiéncia da
eletroejaculacdo, denominada série no presente estudo, sobre esses mesmos
parametros seminais, verificando maior volume e numero de espermatozdides
ejaculados na segunda das quatro seqiiéncias de 30 estimulos aplicados nesse
estudo. Tais constatacdes, associadas ao fato de que o incremento da tensao variou
entre as colheitas e entre as séries em funcao da resposta individual aos estimulos,
representam outra possivel fonte de variagao aleatdria para os resultados obtidos.

No entanto, a Unica caracteristica comum a todos os estudos citados acima
(DOOLEY; PINEDA, 1986; PINEDA; DOOLEY, 1984; PINEDA; DOOLEY; MARTIN,
1984) foi o fato de que o efeito do animal sobre as caracteristicas do sémen foi
sempre significativo. Em um desses estudos (PINEDA; DOOLEY, 1984) foi também
verificado efeito significativo da interagcdao entre animal e tensdo elétrica sobre o
numero total de espermatozdides ejaculados. Isso significa que ha diferenca entre os
individuos na resposta as varias tensoes utilizadas durante um protocolo padronizado
de eletroejaculacdo. Esta evidéncia fornece alguma sustentacdo para a metodologia
adaptativa adotada no presente estudo.

E importante lembrar que as amostras utilizadas para determinacdo da
Concentracdo Espermaética, Total de Espermatozdides por Ejaculado, Indice de
Motilidade Espermatica e Morfologia Espermatica das colheitas que foram utilizadas
nos Experimentos foram obtidas a partir da mistura das fragdes que apresentaram
as caracteristicas minimas de motilidade (%M > 60; MP > 3). Ja dentre as Colheitas
Descartadas, que nao atenderam a esses pré-requisitos, as amostras para
determinacdo desses parametros foram obtidas a partir da mistura das fracoes
espermaticas. Vale lembrar que nesses casos o protocolo de eletroejaculacao
realizado foi exatamente o mesmo descrito por Howard (1993), no entanto os

valores de motilidade e producdo espermatica referentes a esses ejaculados tendem
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a ser inferiores a média da populacao ja que representam as piores colheitas do
presente estudo.

Os dados referentes ao volume ejaculado sao divididos em Volume Total
(descontadas as fragbes contaminadas por urina), Volume Espermatico
(descontadas as fracOes aspérmicas e oligospérmicas) e Volume Utilizado, que
corresponde a soma das fracoes que apresentaram % espermatozdides moveis > 60
e motilidade progressiva > 3. Deve-se observar que em 4 colheitas, uma de cada um
dos machos 231, 241, 18776 e 22732, foi obtido apenas plasma seminal. O
volume desses ejaculados aspérmicos e oligospérmicos foi considerado apenas para
o calculo das médias de volume total, enquanto para o cdlculo das médias dos
demais parametros essas colheitas foram desconsideradas.

Morais (1999) comenta que o volume total por ela apresentado representa a
soma do volume das fracdes espermaticas, que foi em média 1,4 ml; valor esse bem
superior ao volume espermatico (0,4 ml) obtido neste estudo. No entanto tal
diferenca esta possivelmente associada ao fato de que o protocolo de
eletroejaculacao utilizado no presente estudo, ainda que baseado na mesma
metodologia utilizada pela autora, foi interrompido ao ser obtida a quantidade
minima de sémen necessaria aos experimentos. Curiosamente, Howard (1993) e
Swanson et al. (2003) descrevem médias de volume préximas as obtidas neste
estudo (respectivamente; 0,3 e 0,62 ml), ainda que tenham realizado o protocolo de
eletroejaculacao por completo.

A média geral observada para a Concentracao Espermatica (283,4
milhdes/ml) foi bem superior aos valores descritos na literatura por Howard (1993),
Morais et al. (2002) e Swanson et al. (2003) — (respectivamente 28,0; 101,2 e 53,8
milhdes/ml). Esta diferenca pode estar associada com o mesmo aspecto discutido
acima para a diferenca entre os valores do volume: a interrupcao do protocolo de
eletroejaculacdo quando da obtencao da amostra apresentando as caracteristicas
desejadas. Com isso, obteve-se uma amostra de menor volume e mais concentrada,
porém com um total de células ejaculadas mais proximo ao que seria esperado para
a espécie. Esta hipdtese é reforcada pela observacao de que o valor médio para o
Total de Espermatozdides por Ejaculado (57,8 milhdes) é intermediario aos

valores observados por esses mesmos autores (MORAIS et al.,, 2002 - 137,9
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milhdes; HOWARD, 1993 — 8,4 milhdes; SWANSON et al., 2003 — 34,2 milhoes). Da
mesma forma, diferencas bastante acentuadas quanto a concentracao e volume
espermatico foram observadas por Morais et al. (2002) ao comparar as respostas ao
mesmo protocolo de eletroejaculacao entre a tigrina e a jaguatirica, espécies
filogeneticamente bem préximas (EIZIRIK et al.,, 1998). Também nesse caso, o
sémen menos volumoso e mais concentrado das tigrinas permitiu a obtencdo de um
total de espermatozdides por ejaculado bem proximo ao das jaguatiricas.

No entanto, caso fosse o propdsito do presente estudo avaliar a producao
espermatica na espécie, a determinacao do nimero de espermatozdides ejaculados
deveria estar associada a determinacdo do nimero de espermatozodides presentes na
urina obtida imediatamente apds a colheita. Segundo Dooley et al. (1991), esse
procedimento permitiria uma determinacdao mais acurada do numero total de
espermatozoides deslocados dos epididimos e vasos deferentes. Esses autores
sugerem tal abordagem, pois verificaram que o fluxo retrégrado de espermatozoides
para a vesicula urindria € um componente fisioldgico da ejaculacdo de gatos
domésticos, independentemente do método de obtencao do sémen, ocorrendo
inclusive durante a monta natural. Ainda segundo eles, variacbes acentuadas na
quantidade de sémen obtido de diferentes individuos, ou mesmo entre diferentes
colheitas de um mesmo individuo, podem ser causadas por variacdes na intensidade
desse fluxo retrégrado.

O valor médio para o Indice de Motilidade Espermatica (71,2) foi
intermediario aos valores relatados por Swanson et al. (2003) — 70,7; Howard (1993)
— 76,0; e Morais (1999) — 77,5. Vale ressaltar que os valores relatados por Swanson
et al. (2003), para essa e para as demais variaveis citadas acima, representam as
médias para individuos mantidos em cativeiro em diversos zooldgicos da América
Latina. Dessa forma, esses valores refletem as caracteristicas esperadas ao exame
androldgico de machos cativos de jaguatirica de forma muito mais fidedigna do que
as demais publicagdes, que se basearam em avaliacdes de um numero bastante
limitado de colheitas — 5 (HOWARD, 1993) — ou de individuos — 3 (MORAIS, 1999).

A determinacao da contaminacao por urina das fracdes do ejaculado, em
diversas ocasides, foi dificultada pela grande variacdo na intensidade dessa

contaminagao. Em tais ocasiOes, suspeita-se que um volume de urina muito reduzido



Resultados e Discussdo — Colheita e Andlise do Sémen 59

associado aquelas fragdes, ndao permitiu que se diagnosticasse a presenca de urina
com clareza; tendo sido observadas caracteristicas de pH, volume e coloracao
intermediarias aquelas de um ejaculado ndao contaminado e de um ejaculado
apresentando consideravel quantidade de urina. As fracdes que foram classificadas
como suspeitas de contaminacao e, ainda assim, apresentavam proporcao de
espermatozoides moveis > 60% e motilidade progressiva > 3, foram imediatamente
suspensas no meio PDV na proporcao 1:1, visando minimizar os efeitos deletérios da
urina aos espermatozdides, tendo sido computadas como fracdes nao contaminadas
para efeito da quantificacdo desse fendmeno. A opcao por nao descartar essas
fracOes suspeitas do ejaculado pode ser justificada pela observacao de Dooley et al.
(1991), de que os espermatozdides de gatos domésticos, obtidos por cistocentese
realizada imediatamente apds a colheita de sémen, mantém sua motilidade quando
examinados logo apds a colheita.

Os resultados das colheitas demonstram uma elevada taxa de contaminacao por
urina dos ejaculados durante os procedimentos de eletroejaculacao. A cada quatro
colheitas realizadas, em trés delas (75,0%) era obtida ao menos uma fracdo do
ejaculado contaminada; sedo que, do total de 206 fragdes obtidas, 21,8% foram
contaminadas. Essa elevada taxa de contaminacdo por urina do sémen de
jaguatiricas obtido por eletroejaculacao parece ser uma caracteristica tipica dessa
espécie, ja que nossos resultados estdo proximos aos observados por Morais (1999)
— 69% das colheitas e 24,4% das sub-séries. Nesse mesmo estudo, a autora verifica
uma incidéncia de contaminacdo mais baixa para o gato do mato pequeno
(Leopardus tigrinus) — 26,9% das colheitas e 8,9% das sub-séries — e bem mais
baixa para o gato maracaja (L. wiedii) — uma Unica fragdo contaminada em apenas
uma dentre as 41 colheitas realizadas. Outra referéncia a freqiiéncia de ocorréncia
desse fendmeno é feita por Morato et al. (1998), que registraram contaminagao de
3,7% dos ejaculados obtidos de ongas pintadas mantidas em cativeiro. Da mesma
forma, para o gato doméstico a incidéncia desse fendmeno parece ser baixa, estando
claramente associada a aplicagao de tensao elétrica excessiva, uma vez que Pineda e
Dooley (1984), avaliando o efeito desse parametro sobre a resposta a
eletroejaculagao, verificaram contaminacao apenas quando aplicaram a tensao

maxima (8 volts). Em outro estudo, em que esses mesmos autores (DOOLEY E
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PINEDA, 1986) avaliaram sistematicamente o efeito do método de colheita
(eletroejaculagao ou vagina artificial) sobre as caracteristicas seminais dessa espécie,
nao foi observada contaminacao por urina em nenhum dos 40 ejaculados obtidos,
nao tendo sido encontrada nenhuma indicacao da ocorréncia desse fenébmeno em
outros trabalhos que avaliaram as caracteristicas do sémen obtido por
eletroejaculacdo nessa espécie (DOOLEY et al., 1991; HOWARD et al., 1988; PLATZ;
SEAGER, 1978; POPE; ZHANG; DRESSER, 1991; entre outros).

Segundo Howard (1993), anestésicos inalatorios como o halotano e o
isofluorano, além de determinados anestésicos injetaveis como a xilazina, podem
relaxar @ musculatura que envolve a vesicula urinaria, podendo resultar em
contaminacdao do sémen por urina durante a eletroejaculacdao. Entretanto, no
presente estudo, a proporcao média de fragdes contaminadas por urina, nas
colheitas em que a anestesia foi suplementada com isofluorano, foi 18,7% (n=13),
valor este inferior, ainda que estatisticamente indiferente, (p = 0,17; teste T) ao
observado nas colheitas em que se utilizou apenas a associacao tiletamina —
zolazepam (26,3%; n=12). Contrariando também essas afirmacdes de Howard
(1993) quanto a influéncia de anestésicos na predisposicao a contaminagao por urina
durante a eletroejaculacdao, Morais (1999) verificou uma freqiiéncia de contaminacao
mais baixa para o gato maracaja e gato do mato pequeno, contidos por meio da
associacao quetamina — xilazina, em comparacao as jaguatiricas, contidas pelo uso
da associacao tiletamina — zolazepam. A autora sugere que esses achados poderiam
ser atribuidos a provavel existéncia de diferencas na inervacao auton6mica de
controle da erecao e ejaculacao dentre os felinos, aventada por Howard (1993).
Reforcando ainda este argumento, Benson (1988) afirma que a inervagao simpatica
de toda a regido pélvica apresenta marcada variabilidade individual, dentro de uma
mesma espécie.

Segundo Shafik (1997), durante o processo fisiolégico de ejaculacao, ha
atividade generalizada da musculatura esquelética que pode causar a compressao da
vesicula urindria e contaminagdo do ejaculado por urina. O autor afirma que a
contracdo do Esfincter Uretral Externo, simultanea a ejaculacao, permite evitar tal
contaminacao; além disso, este esfincter teria um papel mais complexo na

ejaculagcdo, apresentando contrages ritmicas, intercaladas por periodos de
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relaxamento, que exerceriam efeito de bomba de succao e ejecao, permitindo assim
a passagem das secrecoes do Ducto Deferente para Uretra Posterior e desta para a
Uretra Peniana. Considerando que ha marcada variabilidade entre individuos, quanto
a inervagdo autondmica que coordena esse intrincado mecanismo (BENSON, 1988),
parece légico supor que individuos ou mesmo espécies, como a jaguatirica, que
apresentam maior incidéncia de contaminacdo do sémen por urina na
eletroejaculacdo, possuem particularidades quanto a anatomia dessa inervacao
autonémica. Tais particularidades implicariam no fato de que as descargas elétricas
aplicadas sobre essa aferéncia auton6mica levariam a um incorreto estimulo das
contragOes ritimicas do Esfincter Uretral Externo, fundamentais ao processo
fisiologico de ejaculacao (SHAFIK, 1997). Tal hipdtese ainda necessita de
comprovacao, apesar das observacdes empiricas que sugerem que tais
particularidades anat6micas, associadas ao posicionamento incorreto dos eletrodos
(HOWARD, 1993), seriam as principais causas da contaminacao do sémen por urina
durante a eletroejaculagao.

Os resultados das avaliagdes da morfologia espermatica sao expostos na
Tabela 5.1.3, classificados em funcao da divisao proposta por Howard (1993) que
separa os defeitos em primarios e secundarios. Nessa tabela também podem ser
observadas as proporcoes dos defeitos nas estruturas espermaticas que deram
origem as proporcdes dos defeitos primarios e secundarios. Logo abaixo (Figura
5.1.1) podem ser observados alguns exemplos dos defeitos espermaticos
observados.

Pode-se observar que o numero de colheitas avaliadas quanto a morfologia
espermatica € menor do que o nimero de exames clinico - androldgicos (Tabela
5.1.3) e de colheitas submetidas a andlise descritiva (Tabela 5.1.2). Isto ocorreu,
pois dentre as colheitas computadas nas duas primeiras tabelas, quatro delas foram
aspérmicas ou oligospérmicas, nao tendo sido assim possivel avaliar sua morfologia
espermatica. Outras trés colheitas tiveram suas amostras em formol salino perdidas
devido a formacdao de grumos que inviabilizaram a observacdo da morfologia dos
espermatozoides. Possivelmente, tais grumos estiveram associados a ejaculados

muito concentrados, que apresentaram grande quantidade de debris celular.
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A classificacao dos defeitos espermaticos em primarios e secundarios baseia-se
na origem desses defeitos, sendo os primarios originados durante a
espermatogénese e os secundarios durante o transporte, maturagao no epididimo ou
mesmo devido a manipulagao incorreta do ejaculado (BARTH; OKO, 1989; HOWARD
et al., 1984; WILDT, 1996). No entanto, segundo Wildt (1996) tais idéias sobre as
origens exatas de determinados defeitos espermaticos tém sido questionadas. O
autor sugere ainda que alguns defeitos primarios poderiam originar-se durante o
transporte dos espermatozoides, enquanto alguns defeitos secundarios poderiam

ocorrer durante a espermatogénese.

Figura 5.1.1 - Morfologia espermatica em jaguatiricas: A - Espermatozdide s/ alteracdo
morfoldgica; B - gota citoplasmatica distal; C - macrocefalico; D - cabega
estreita; E - “Knobbed”; F- peca intermediaria dobrada; G- acrossomo protuso;
H - cabega solta e aumentada; I - microcefalico ¢/ peca intermedidria dupla.
Fotomicrografias realizadas durante avaliacdo de amostras fixadas em formol
salino, preparadas em camara Umida, sob microscopia de contraste de
interferéncia diferencial em microscopio Olympus BX50, utilizando lente objetiva
apocromatica de aumento igual a 100x. Jundiai / Sao Paulo, 2002
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Tabela 5.1.3 - Morfologia espermatica das jaguatiricas em funcdo do experimento (médias
+ desvio padrao) — Jundiai / S3o Paulo — 2002 / 2003

Experimentos Colheitas
1 2 3 Descartadas
(n=7/5% (=33 (=g5w ©0=12/5

Geral
(n = 28/7)W

Espermatozoides

Normais (%) 65,8 £20,8 58,3 +19,4 70,8 £9,0 46,7 £29,8 61,4 +21,7

Acrossomo danificado 0,6 +0,7 1,2 +1,0 - 0,1 +0,2 0,4 +0,7
P
R Acrossomo 20422 0708 14+1,6  1,1+15 1,4 +1,7
I protuberante
M Knobbed sperm 1,1+1,6 1,2 +1,3 0,7 +0,7 - 0,8 +1,2
Q Defeitos de cabeca® 2,0+1,4 2,042,2 1,2+1,0 2,0 +2,4 1,8 +1,6
1 Peca ('jr.‘termed'a”a 02+04 0303 0203  0220,4 0,2 10,3
o isforme
S
Caudafortemente 5, 30 95477 1,641,1  69+103 4,616,
enrolada
Sub-total 9,258 14,8+10,8 5,1+2,3 11,1 49,3 9,517,2
Acrossomo destacado 0,6 +1,8 0,2 +0,3 0,8 +0,6 0,1 +0,2 0,5+1,1
Defeitos de colo®  4,4+3,3 1,040,5 1,8+1,6 2,5+2,7 2,9 £2,8
Gota proximal 0,5 +0,5 0,7 £0,6 0,2 0,3 2,0+2,9 0,8 +1,5
S
E Gota distal 4,2 +9,3 3,0+4,4 4,1+4,2 0,8 +1,3 3,216,2
C  Peca intermediaria
U  dobradas/ gota 2,624 7,0+33 2,6+1,6 49 +6,5 3,8 +3,9
N Peca intermediaria
D 5 0,140,3 1,5+2,6 - - 0,3 1,0
A dobrada ¢/ gota
R Cauda enrolada 6,3+14,1 0,7 +0,8 1,6 +1,5 1,4+1,1 3,2+8,8
(I) Fratura de cauda 0,1 +0,2 - 0,2 +0,3 0,4 +0,5 0,2+0,3
S Cauda gggada S 56144 11,2493 92431 21,1240 10,9413,1
Cauda gggada < 07408 17429 36440 9,011, 3,5 6,3
Sub-total 25,0 +17,7 26,849,9 24,1+7,8 42,2+245 29,2+17,6
34,2 41,7

Total de defeitos 29,2+9,0 53,3+29,8 38,6121,7

20,8 19,4

@) n = nimero de colheitas / niimero de individuos. ) Cabeca dupla, superficie anormal e alteracdes
de tamanho ou de forma. © Cabeca solta normal e insercdo obliqua, abaxial, paraxial ou retroaxial.
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Ainda assim, alguns aspectos interessantes desse sistema de classificagao nao
podem ser desconsiderados. Alguns defeitos classificados como secundarios, como a
retencdo da gota citoplasmatica na cauda ou na pega intermediaria, estdo
fortemente associados a falha no processo de maturacao epididimaria, cuja etiologia
pode estar ligada a termorregulacao testicular deficiente, trauma ou processos
infecciosos, entre outras causas (BARTH; OKO, 1989). Certos defeitos de cauda,
como cauda dobrada ou enrolada, podem ter essa mesma origem ou ainda serem
devidos a choque térmico ou osmotico durante a ejaculagdo e manipulagdo do sémen
(AXNER; STROM-HOLST; LINDE-FORSBERG, 1998; BARTH; OKO, 1989). Isso implica
que o mesmo individuo, mantido sob diferentes condicdes de manejo ou tendo seu
sémen avaliado por examinadores distintos, tende a apresentar maior variacao nos
defeitos ditos secundarios do que naqueles classificados como primarios.

Paz (2000) utilizou o sistema de classificagao proposto por Blom (1950), pelo
qual a autora classificou os defeitos espermaticos em maiores e menores. O principio
desse sistema de classificacdao, segundo a autora, € basicamente o mesmo do
adotado no presente estudo, podendo-se verificar que os defeitos por ela
classificados como maiores e menores, correspondem respectivamente aos que neste
estudo foram considerados como primarios e secundarios. Por meio da corregao da
dieta de ongas pintadas mantidas em cativeiro, Paz (2000) verificou uma diminuicao
significativa da proporcao de defeitos maiores, mas nao dos menores, concluindo
que a dieta inadequada pode ser responsavel por falhas na espermatogénese desses
animais e ser fator determinante da ma qualidade espermatica de animais cativos.

Outro aspecto que nao pode deixar de ser considerado ao se observar os
resultados do presente estudo é o fato de que Axnér, Strom e Linde-Forsberg
(1997), ao comparar dois ejaculados colhidos seqiiencialmente por eletroejaculacao
de gatos domésticos, verificaram que a proporcao de gotas citoplasmaticas e caudas
enroladas € menor no segundo ejaculado em comparagdo ao primeiro. Esses dois
ejaculados avaliados correspondem exatamente ao que foi denominado no presente
estudo de primeira e segunda fracdo do ejaculado. Frente a essa constatagdo é
importante considerar, conforme foi descrito detalhadamente no Item 4.1, que nas
colheitas do presente estudo foram obtidas uma, duas ou trés fracdes, dependendo

da resposta de cada individuo, e, além disso, dependendo das caracteristicas de cada
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uma dessas fragdes, elas podiam ou nao ser combinadas para a obtencao da
amostrada fixada para exame da morfologia espermatica. Nesse mesmo sentido é
importante notar que Dooley e Pineda (1986) verificaram um efeito significativo da
voltagem sobre a osmolaridade do sémen obtido de gatos domésticos. Em outro
trabalho, Axnér, Stréom-Holst e Linde-Forsberg (1998) verificaram que
espermatozoides obtidos por eletroejaculacado apresentam uma proporcao
significativamente maior de defeitos de flagelo (dobrado e enrolado) do que
espermatozoides removidos da cauda do epididimo, sugerindo que essa diferenca
pode ser devida a alteracbes na osmolaridade associadas a mistura dos
espermatozoides ao plasma seminal durante a ejaculacao. Pode-se observar que
todas essas alteragOes discutidas acima (cauda dobrada ou enrolada e retencao da
gota citoplasmatica) correspondem a defeitos classificados como secundarios.
Portanto, se analisadas em conjunto, as observacdes desses trabalhos (AXNER;
STROM; LINDE-FORSBERG, 1997; 1998; DOOLEY; PINEDA, 1986) indicam que as
variagdes do protocolo de ejaculagao do presente estudo podem ter influenciado a
proporcao de defeitos espermaticos secundarios. Em funcdo dessas variagoes,
poderiam ser esperadas diferencas nas proporgées dos defeitos secundarios, mas
nao dos primarios, entre os resultados do presente estudo e de outros estudos que
se valeram de protocolos de eletroejaculacao padronizados.

No entanto, a despeito dessas consideracdes, a proporcao de defeitos primarios
verificada no presente estudo — 9,5% — foi 2,4 vezes maior que aquela verificada por
Morais et al. (2002) — 4,0%; diferenca essa que foi semelhante para os defeitos
secundarios, que foram 2,3 vezes mais freqlientes no presente estudo — 29,2% -
que no estudo de Morais et al. (2002) — 12,7%. Porém, ao se comparar tais
resultados com os valores encontrados por Swanson et al. (2003) para a proporgao
de defeitos maiores e menores do sémen de jaguatiricas mantidas em zooldgicos da
América Latina — respectivamente, 7,7% e 32,5% — pode-se notar que os valores
obtidos no presente estudo estao mais préximos dos valores médios observados para
individuos cativos na América Latina. Tendo em vista esses resultados, pode-se
sugerir que aparentemente as alteracdes no método de colheita ndo implicaram em
alteragbes na morfologia espermatica, tanto em relacdo a propor¢do de defeitos

primarios quanto de secundarios.
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Conforme foi amplamente discutido por Paz (2000) e Swanson et al. (2003) a
dieta fornecida aos felideos, pela maioria dos zooldgicos do Brasil e do restante da
Ameérica Latina, composta principalmente por pescoco de frango e musculo bovino,
apresenta uma relagao calcio / fésforo inadequada e baixos niveis de vitaminas A, D
e E. Esses autores apontam essa deficiéncia alimentar como uma importante causa
do elevado nivel de defeitos espermaticos no sémen desses animais. Em seu estudo
de felideos neotropicais cativos em zooldgicos latino-americanos, Swanson et al.
(2003) verificaram que individuos mantidos sob uma dieta desbalanceada
apresentam proporcao significativamente maior (p = 0,01) de defeitos espermaticos
em comparacao a individuos que recebem uma alimentagao balanceada de acordo
com suas exigéncias nutricionais. Howard (1993) verificou em média 80,8% de
espermatozoides normais, entre os cinco ejaculados de jaguatiricas mantidas em
cativeiro que foram avaliados em seu trabalho. A autora nao revela a composicao da
dieta dos animais estudados, porém muito provavelmente trata-se de um ou mais
individuos mantidos em zooldgicos norte-americanos, os quais fornecem dietas
corretamente balanceadas (SWANSON et al., 2003).

Apesar dos esforcos da Associacao Mata Ciliar em fornecer presas inteiras aos
animais |a alojados, o pescoco de frango foi o principal item da dieta dessas
jaguatiricas. Assim essa dieta caracterizou-se como deficiente, da mesma forma que
a dieta fornecida pela maioria dos zooldgicos latino-americanos. Morais et al. (2002)
destaca a importancia do manejo adequado a que foram submetidos os animais de
seu experimento; nao s6 com relacdo a nutricdo, mas também em relacao as
condicdes sociais e de recinto. A autora sugere que esse manejo correto foi a
principal causa de algumas das caracteristicas androldgicas dos animais avaliados
pela autora terem sido superiores as de outros trabalhos como o de Howard (1993) e
o de Swanson et al. (1995). Isto parece também ter ocorrido em relacdo ao presente
estudo. Os animais mantidos na Fundacao Parque Zooldgico de Sao Paulo, apesar de
receberem uma dieta balanceada, eram mantidos em recintos menos favoraveis, ja
que um individuo estava exposto a intensa visitagdo, enquanto o outro eram mantido
em recinto do setor extra, com piso de concreto e poucos itens de ambientagao.

Resumidamente, pode-se afirmar que os resultados das colheitas foram em

geral intermediarios aos valores reportados na literatura para as caracteristicas
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seminais da jaguatirica, indicando que as diferengas no método de colheita utilizado
nao implicaram em alteracbes significativas nos parametros espermaticos, exceto
pela concentragdo espermatica cujo valor obtido foi de 2,8 a 10 vezes maior que os

demais valores encontrados na literatura.
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5.2 ExPeERIMENTO 1: Estudo do transporte e da criocapacitacao espermatica

A curva de resfriamento proporcionada pelo Equitainer Modificado foi aferida
no laboratério, em condicdes controladas. No lugar do sémen, foi mantida uma
amostra de 1 ml do meio PDV, cuja temperatura foi anotada a cada 5 minutos. A
velocidade de resfriamento obtida foi de 0,239°C/minuto; e a curva resultante pode

ser observada na Figura 5.2.1.
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Figura 5.2.1 - Curva de resfriamento do Equitainer Modificado. Sao Paulo, 2002

Visando investigar a variacao da temperatura nas condicoes de campo, durante
o transporte das amostras de sémen entre Jundiai e Sdo Paulo, a temperatura da
agua no interior do sistema, apds o periodo de transporte (2 horas) foi aferida,
sendo, em média, 9,71°C. Subtraindo esse valor da temperatura do banho-maria
(37°C), temperatura na qual o sémen se encontrava antes do inicio do transporte,
chegamos a variagdo média da temperatura (At), 27,29°C. A taxa de resfriamento
média, determinada nas condicbes reais de transporte, pode entdo ser obtida,
dividindo a variacdo média da temperatura pelo intervalo de tempo (120 minutos). O
valor obtido foi 0,227°C/min, muito proximo daquele aferido em condicdes
controladas (0,239°C/min).
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As alteracdes realizadas no modelo de Equitainer™ disponivel comercialmente,
para a elaboragao do Equitainer Modificado, objetivaram proporcionar uma taxa de
resfriamento mais rapida do que aquela descrita para a versao original do
equipamento, ~0,03°C/min (DOUGLAS-HAMILTON et al., 1984); ja que ao resfriar o
sémen por duas horas numa taxa como essa, a temperatura final seria apenas 3,6°C
menor que a temperatura inicial. Isso ocorre pois esse equipamento foi inicialmente
desenvolvido para a manutengao do sémen por ao menos 12 horas e sua utilizacao
por um intervalo tao reduzido como 2 horas, provavelmente nao implicaria em
alteracdes significativas na da viabilidade dos espermatozdides em comparagao a
manutencdo do sémen a temperatura ambiente durante esse mesmo periodo tempo.

As médias dos resultados obtidos quanto ao Indice de Motilidade Espermética e
Integridade Acrossomal, tanto para as amostras avaliadas antes do periodo de
transporte, quanto para as avaliadas depois desse periodo, sdo apresentadas abaixo,
na Figura 5.2.2. Como se pode observar por esses graficos, a perda da integridade
acrossomica devida ao resfriamento foi evidente, j@ que houve uma proporcao
significativamente menor (p = 0,0107) de espermatozdides com acrossomos integros
nas amostras resfriadas em comparacao com aquelas mantidas a temperatura
ambiente.

Pukazhenthi et al. (1999) compararam trés velocidades para o resfriamento do
sémen de gatos domésticos e verificaram que a mais lenta dentre essas velocidades
proporcionou o menor indice de lesdao as membranas acrossomais, concluindo que “a
diminuicao da taxa de resfriamento inicial diminui sensivelmente o dano estrutural
nos espermatozdides”. A velocidade de abaixamento da temperatura obtida com o
Equitainer Modificado (0,23°C/min) foi ainda mais lenta que a menor taxa testada
por esse autor (0,5°C/min). Ainda assim, no presente experimento, a refrigeracao
causou sérios danos as membranas acrossomais, o que implica em reducdo da
habilidade fecundante dos espermatozoides, dada a crucial importancia dessas
membranas para a reacdao acrossomica e penetracao do odcito (YANAGIMACHI,
1994). Nesse sentido, Pope et al. (1989) demonstraram que uma taxa ainda mais
lenta de refrigeracao (~0,2°C/min) do sémen de gatos domésticos promoveu uma
reducdo significativa na proporcao de danos as membranas acrossomais, permitindo

uma taxa de fecundacao In vitro proxima a 75%, significativamente mais elevada do
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médias (+ DP) do Indice de Motilidade Espermética (IME) e da integridade
acrossomal (IA) (n = 5 animais / 7 ejaculados). P Letras sobrescritas
diferentes em um mesmo grafico, indicam diferencas significativas (p<0,05;
ANOVA, “Microsoft® Excel™). Jundiai / Sdo Paulo, 2002

que a obtida com sémen refrigerado pelos métodos convencionais (~4°C/min,
PUKAZHENTHI et al., 2000).
Além disso, o declinio no Indice de Motilidade Espermética devido a

refrigeracdo, nao observado para o grupo mantido a temperatura ambiente no

presente experimento, permite especular que a funcdao de todas as membranas

lipoprotéicas dos espermatozdides possivelmente foi danificada pelo assim chamado
Chogque do Resfriamento (“Cold Shock”, para referéncias veja WATSON, 1995).

Porém, Pukazhenthi et al. (1999), no mesmo estudo discutido acima, ndo verificaram

efeito da refrigeracdo sobre a motilidade dos espermatozoides obtidos por
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eletroejaculacdo de gatos domeésticos, independentemente da taxa de resfriamento
utilizada. Esse resultado contraria também as observacdes de Glover e Watson
(1985) que verificaram que o sémen do gato doméstico, obtido por vagina artificial, &
bastante sensivel ao Choque do Resfriamento, sofrendo perdas irreversiveis na
motilidade espermatica. Pukazhenthi et al. (1999), especularam que a discrepancia
entre os resultados desses dois estudos se deve as diferencas na composicao do
plasma seminal associadas aos diferentes métodos de colheita do sémen. Tal
hipotese parece também plausivel para explicar a diferenca quanto a sensibilidade ao
Choque do Resfriamento, verificada entre o estudo de Pukazhenthi et al. (1999) e o
presente estudo. Pois, assim como o sémen obtido por vagina artificial, o ejaculado
obtido pelo protocolo adaptativo de eletroejaculagao, utilizado no presente estudo,
levou a obtencdo de concentracdo espermatica mais elevada do que aquela obtida
pelo protocolo convencional de eletroejaculagao.

Em seu estudo, Pukazhenthi et al. (1999) sugerem haver uma distingao entre o
Choque do Resfriamento e os danos as membranas acrossomais, sugerindo que os
felideos seriam caracteristicamente mais resistentes ao Choque do Resfriamento pelo
fato de ndo terem observado efeito do resfriamento sobre a motilidade espermatica,
ainda que a integridade acrossomal tenha sido severamente afetada pelo
abaixamento da temperatura. Watson (1995) discute extensivamente os efeitos do
Choque do Resfriamento sobre espermatozdides de mamiferos, afirmando que
células sensiveis a esse fendmeno “demonstram uma perda de integridade de
membrana e de funcao celular ao serem rapidamente resfriadas no intervalo entre 0
e 20°C”; ndo limitando a manifestacao desse choque a mera reducao da motilidade
espermatica.

Outra constatacao importante do estudo de Pukazhenthi et al. (1999), que pode
ajudar a compreender esta eventual diferenca na sensibilidade ao Choque do
Resfriamento, consiste da observacao de que o sémen de gatos teratospérmicos
(que produzem mais de 60% de espermatozdides com alteragdes morfoldgicas) é
significativamente mais sensivel ao resfriamento no que diz respeito a longevidade
apds o reaquecimento, quando comparado ao sémen de gatos normospérmicos (que
produzem menos de 40% de espermatozdides com alteracdes morfoldgicas). Com

isso, esse autor demonstrou que espermatozdides produzidos por diferentes
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populacdes de uma mesma espécie podem responder de maneira bastante distinta
aos efeitos deletérios do resfriamento. Tal diferenca de sensibilidade é ainda mais
pronunciada ao se comparar o sémen de diferentes espécies; como o de seres
humanos, que é bastante resistente, e o se carneiros, bastante sensivel (WATSON,
1995).

Apesar das jaguatiricas do presente experimento terem produzido mais de 60%
de espermatozoides normais, pode-se especular que a maior sensibilidade ao Choque
do Resfriamento, em comparacao ao gato doméstico, consiste de uma caracteristica
do sémen dessa espécie. Esse argumento é reforcado pelas observacoes de Swanson
et al. (1996) que, ao congelar sémen de jaguatiricas por meio do mesmo protocolo
utilizado com sucesso para a criopreservacdao do sémen de gatos domésticos,
verificou uma redugao da motilidade determinada imediatamente apds a colheita,
entre 85 e 90%, para valores pds-descongelamento entre 40 e 60%.

Vale notar que todas as outras condicOes de transporte, além da temperatura,
foram idénticas entre o grupo refrigerado e o transportado a temperatura ambiente.
Dentre essas variaveis, o diluidor selecionado (PDV) é geralmente preconizado em
estudos que envolvem o resfriamento do sémen, devido a presenca da gema de ovo,
importante para a protecdo das membranas espermaticas contra o Choque do
Resfriamento (PUKAZHENTHI et al.,, 1999; WATSON, 1995). Ja em estudos
envolvendo a manutencao do sémen a temperatura ambiente, geralmente sao
preconizados meios de cultivo celulares convencionais (HOWARD, 1993). Em suma,
verifica-se que, apesar das variaveis do transporte terem sido pré-determinadas
visando obter as melhores condicOes possiveis para o transporte sob refrigeracao,
este se demonstrou mais deletério a viabilidade e integridade de membranas dos
espermatozoides da jaguatirica do que a manutencdo sémen a temperatura
ambiente.

Esses resultados estao de acordo com os obtidos pelo estudo de Morato et al.
(2003) em relagao as condicOes de processamento do sémen de diversas espécies de
felideos neotropicais (incluindo a jaguatirica), antes do congelamento. Os autores
compararam a eficiéncia de um diluidor a base de gema de ovo (meio Tes com Tris -
TEST) com a do meio F10 de Ham, para a manutencdao do sémen por trés horas,

tanto para amostras que foram refrigeradas lentamente quanto para aquelas que
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foram mantidas a temperatura ambiente (25°C). O diluidor TEST foi mais eficiente
na manutencao da motilidade e da integridade acrossomal do que o meio F10 de
Ham, corroborando os resultados de Pukazhenthi et al. (1999) ao demonstrar mais
uma vez a predilecao do sémen felino por diluidores a base de gema de ovo. Tal
como no presente estudo, Morato et al. (2003) concluiram que a manutencao do
sémen felino a temperatura ambiente em diluidor a base de gema de ovo é a forma
mais apropriada de processamento do sémen antes do inicio da criopreservacao.

No entanto, vale notar que em um estudo recente Harris et al. (2001)
demonstraram que ao utilizarem uma taxa reduzida de resfriamento inicial para a
manutencdo do sémen de gatos domésticos a temperatura de geladeira (4°C), em
um meio a base de gema de ovo, foi possivel recuperar, apds 5 dias, 50% de
espermatozoides moveis e mais de 80% de acrossomos intactos. Esse estudo da
indicios de que para a manutencdao do sémen por intervalos de tempo mais
prolongados do que o periodo de transporte avaliado no presente estudo, a
refrigeracdo do mesmo pode ser mais vantajosa frente a sua manutencao a
temperatura ambiente.

O Equitainer Modificado proporcionou uma taxa de resfriamento préxima a
valores que tém demonstrado serem bastante eficientes na manutengdo da
fertilidade de espermatozdides de gatos (POPE et al., 1989) e cdes domésticos
(BOUCHARD et al., 1990). Portanto, estudos futuros visando o desenvolvimento de
técnicas de manutencdao a médio e longo prazo, do sémen de espécies carnivoras
obtido em condicdes de campo, poderdo se valer desse modelo de equitainer® para o
resfriamento inicial dos espermatozdides. Vale lembrar que é possivel ter-se algum
controle sobre a taxa de resfriamento, alterando-se o volume de agua utilizado no
banho refrigerado.

Outro aspecto importante com relagdo a manipulagao do sémen no presente
experimento, envolve a separacao do plasma seminal por meio da lavagem do
sémen. Howard (1993) demonstrou que a lavagem do sémen de gatos maracaja
imediatamente apds a colheita, por meio da centrifugacao e ressuspensao na solucao
de Tyrode, permite a manutencdo da motilidade espermatica por um periodo de
tempo mais prolongado do que a manutengao das células na presenca do plasma

seminal puro ou apenas diluido naquele mesmo meio. Muitos estudos envolvendo as
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condicbes de manipulagao do sémen de felideos preconizam a remocao do plasma
seminal imediatamente apos a colheita (DONOGHUE, et al., 1992; LONG et al., 1996;
PUKAZHENTHI et al., 1999; SWANSON et al., 1996; entre outros). No entanto, foi
demonstrado que os espermatozdides de gatos domésticos (HOWARD; BUSH,;
WILDT, 1991), suguaranas (MILLER et al., 1990) e tigres (BYERS et al., 1989) sao
capazes de interagir In vitro com oocitos homdlogos apds a simples diluicdo do
sémen em meios de cultivo convencionais.

Amostras de sémen destinadas a inseminagao artificial requerem lavagem para
remocao do plasma seminal, devido a da presenca de microorganismos no mesmo,
como virus e bactérias, que sao removidos por esse processo, diminuindo o risco de
desenvolvimento de endometrite ou de transmissao de moléstias infecciosas pela
deposicao desses microorganismos diretamente no utero (HOWARD, 1999). No
entanto a centrifugagdo, necessaria para a separagao das células espermaticas, € um
conhecido indutor da capacitagdo espermatica, reduzindo dessa forma a longevidade
dos espermatozoides (HARRISON, 1996; CENTOLA et al.,, 1998; YANAGIMACHI,
1994).

Como estava entre os objetivos do presente estudo a avaliagdo da influéncia
das condigbes de manipulacdo do sémen sobre a capacitacao espermatica In vitro,
optou-se por realizar a lavagem para remocao do plasma seminal apds o transporte,
ou seja, imediatamente antes do inicio do periodo de incubacdo para avaliacao da
resposta ao estimulo do calcio iondforo. Além disso, como foi mencionado no inicio
desse trabalho, os criatdrios e zooldgicos onde podem ser encontrados animais da
espécie ora estudada geralmente nao dispdes dos equipamentos necessarios a
manipulacdo do sémen, entre eles uma centrifuga adequada a lavagem do sémen.
Na Associacao Mata Ciliar, onde foi colhido o sémen utilizado neste experimento, as
condicoes nao foram diferentes; representando, portanto, de forma fiel as
dificuldades logisticas que devem ser encontradas na aplicacdo pratica das técnicas
de reproducao assistida como inseminacao artificial e fecundacao 7/n vitro nas
espécies selvagens; objetivo final do desenvolvimento das técnicas ora estudadas.

A lavagem apds o periodo de transporte para a remocao do plasma seminal e
do meio PDV, seguida pela ressuspensao no meio F10 de Ham, apresentou uma

tendéncia estatistica (p = 0,070, teste T pareado) a reduzir o valor do indice de
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motilidade espermatica no sémen transportado a temperatura ambiente, tendéncia
essa que nao foi observada para o sémen refrigerado (Tabela 5.2.1). Visando
determinar a origem dessa tendéncia, o efeito da lavagem sobre a motilidade
progressiva das amostras refrigeradas e mantidas a temperatura ambiente foi
comparado por meio do calculo das diferencas nos valores pré e pds lavagem;
verificando-se que esse efeito foi significativamente menor (p = 0,041, teste T
pareado) para a motilidade progressiva dos espermatozdides transportados a
temperatura ambiente (-0,7 + 1,1) em comparacao aos transportados sob

refrigeracao (0,1 = 0,9).

Tabela 5.2.1 - Médias (+ DP) dos parametros de motilidade espermatica antes e depois da
lavagem do sémen da jaguatirica para remocao do plasma seminal e do
meio PDV, seguida pela ressuspensdao no meio F10 de Ham. Jundiai / Sdo

Paulo, 2002
Temperatura ambiente Refrigerado
Pré lavagem Pos lavagem  Pré lavagem  Pds lavagem
indice de Motilidade 76,4* 63,6* 67,1 65,7
Espermatica +11,8 +14,9 +9,9 +11,0
% Espermatozoides 72,9 61,4 64,3 60,0
Moveis +17,0 + 18,6 + 15,1 + 15,3
- . 4,0* 3,3*% 3,5 3,6
Motilidade Progressiva £ 0,6 £1,0 10,5 £1,0

*Valores assinalados com asteriscos na mesma linha apresentaram tendéncia estatistica a diferirem
entre si (0,1 > p > 0,05, teste T pareado)

Os resultados acima indicam que a lavagem do sémen produziu um discreto
aumento do valor da Motilidade Progressiva das amostras refrigeradas; efeito esse
que, apesar de nao ter sido estatisticamente significativo (p > 0,1; teste T pareado),
diferiu significativamente do efeito produzido por essa etapa do processamento nas
amostras mantidas a temperatura ambiente, sobre as quais a lavagem apresentou
uma tendéncia (p = 0,070; teste T pareado) a reduzir o valor da Motilidade
Progressiva.

Tais resultados devem ser encarados com cautela, dado o fato de que a
Motilidade Progressiva € um parametro bastante subjetivo, ja que representa uma

escala arbitraria de notas atribuidas ao padrao de movimentagao predominante entre
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as células espermaticas, como foi descrito em detalhe no Item 4.2. Além disso,
conforme foi também discutido anteriormente, tato a centrifugacdo (CENTOLA et al.,
1998) como a refrigeracao (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000) podem ocasionar
alteracdes nas células espermaticas bastante semelhantes as observadas nos
espermatozoides capacitados, sendo que uma das caracteristicas fisioldgicas dos
espermatozoides capacitados é a modificacdo do padrdo de movimentagdo, sendo
esse processo denominado hiperativacao. Esse padrao de movimentacao
caracteristico da hiperativacdo consiste basicamente de um aumento da intensidade
dos movimentos flagelares dos espermatozdides com diminuicdo da progressao
linear (YANAGIMACHI, 1994). A ocorréncia desse padrao de movimentacao foi
registrada entre algumas amostras avaliadas imediatamente apos a centrifugacao e
ressupensao dos espermatozoides, no entanto tal avaliacdo mostrou-se também
bastante subjetiva. Nesse sentido, Harrison (1996) afirma que existe uma grande
heterogeneidade funcional entre as células de uma dada populacdo espermatica, as
quais apresentam diferentes requerimentos para indugao da capacitagao. Segundo o
autor, essa heterogeneidade impde sérias dificuldades na avaliacdo de parametros
caracteristicos da capacitagdo, tais como a observacao de movimento hiperativado,
em toda a populacao espermatica num dado momento.

A avaliagdo do padrao de movimentagdao dos espermatozdides pode ser
realizada de forma muito mais objetiva do que pela simples observacao ao
microscépio, utilizando-se do sistema de Andlise Espermatica Assistida por
Computador (CASA), que quantifica parametros como velocidade linear, curvilinear,
deslocamento lateral de cabega, entre outros. A partir do estudo das caracteristicas
das trajetdrias de espermatozoides humanos isolados, foram desenvolvidos
algoritimos que permitem a quantificagdo de células apresentando movimento
caracteristico de hiperativacdo por esses sistemas de anadlise espermatica
computadorizada (IRVINE, 1995). Valendo-se desse tipo de anadlise, Centola et al.
(1998) verificaram aumentos significativos tanto no indice de hiperativacdao quanto
nas velocidades padrao e progressiva atribuidos a lavagem das células espermaticas
em diferentes gradientes de densidade. Esse achado corrobora os resultados do
presente experimento, permitindo supor que a diferenca no efeito da centrifugacao

entre as amostras refrigeradas e as nao refrigeradas pode ter sido devida a inducao
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da capacitacao pelo processo de refrigeracao e centrifugacao, que teriam levado a
um aumento concomitante da proporcao de células hiperativadas e da velocidade de
deslocamento dos espermatozdides, efeito esse nao observado para as amostras
mantidas a temperatura ambiente. De acordo com a definicdo de hiperativacdo de
Yanagimachi (1994), o aumento da progressao e da taxa de espermatozoides
hiperativados parece representar uma contradicao, porém vale lembrar que isso
pode ter sido causado pela heterogeneidade inerente a populagao espermatica.
Outro importante pardmetro avaliado apds o transporte foi a variacdo do indice
de Motilidade Espermatica durante as quatro horas de pré-incubacao (Figura
5.2.3). Ndo pode ser verificada diferenca significativa (p > 0,05, teste T pareado)
entre os valores do indice de motilidade espermatica para o sémen transportado a
temperatura ambiente em comparacdao ao refrigerado, tanto para os dados
analisados como um todo como para cada tempo separadamente. No entanto, a
queda do indice de motilidade espermatica durante as quatro horas de pré-incubacao
foi significativamente maior (p = 0,03; teste T pareado) para o grupo refrigerado

(33,8 £9,5) do que para o grupo transportado a temperatura ambiente (25,0 +12,2).
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Figura 5.2.3 - Variacao dos valores médios (+ DP) do indice de motilidade espermatica, em
funcdo do tempo de pré-incubacdo, para as amostras transportadas a
temperatura ambiente (TAmb) ou sob refrigeracao (Refrig) (n = 5 animais /
7 ejaculados). Jundiai / Sdo Paulo, 2002
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Ao comparar um meio de cultivo para a capacitagao do sémen canino (CCM) a
um meio livre de BSA e bicarbonato (Tris — Frutose — Citrato; TCM), substancias
consideradas importantes para a capacitagao /n7 vitro, Rota et al. (1999) verificaram
uma queda na motilidade do sémen canino refrigerado ao longo do tempo; queda
essa que foi mais acentuada para o grupo mantido no meio de capacitagao. Nesse
mesmo estudo, porém, os autores nao verificaram diferenga entre esses dois meios
de cultivo na manutengao da longevidade dos espermatozdides nao refrigerados.
Associando esses achados ao acompanhamento do padrao de hiperativacao (por
meio do sistema CASA) e de marcacao pela Clortetraciclina (CTC) fluorescente; Rota
et al. (1999) sugerem que a refrigeracao pode ter reduzido a longevidade dos
espermatozoides por ter causado alteracdes semelhantes a capacitacdo. Da mesma
forma, no presente experimento, a refrigeracao levou a uma queda precoce do indice
de motilidade espermatica , possibilitando a interpretacao de que a refrigeracao
antecipou do término da capacitacdo, a qual sabidamente reduz intervalo durante o
qual os espermatozdides se apresentam viaveis (WATSON, 1995; HARRISON, 1996).

Por meio das analises de variancia dos dados obtidos apds o periodo de
incubacgao, verificamos que ndo foi possivel observar efeito de interacdo entre as
variaveis classificatorias: 7ransporte (temperatura ambiente ou refrigerado), 7empo
(0, 1, 2 ou 4 h) e C&"Ion (presente ou ausente durante incubacdo) sobre as
varidveis resposta Integridade Acrossomal e Indice de Motilidade Espermética
(Tabela 5.2.2). Ainda nessa tabela, observamos que ao serem analisados os efeitos
de cada um desses tratamentos separadamente, o tempo e o transporte
apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre a integridade dos
acrossomos.

O efeito do método de transporte sobre as variaveis resposta, avaliadas apos o
periodo de incubacdo, pode ser observado na Tabela 5.2.3. Nessa tabela, pode-se
notar que as amostras refrigeradas apresentaram, em média, uma proporgdo
significativamente menor (P=0,0047) de acrossomos integros (53,98%), quando
comparadas aquelas transportadas a temperatura ambiente (63,85%), mantendo a
resposta observada imediatamente apds o transporte e reaquecimento dessas

amostras.
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Tabela 5.2.2 - Analise de variancia ("SAS for Windows") do efeito dos tratamentos e suas
interacbes sobre o Indice de Motilidade Espermatica e Integridade
Acrossomal dos espermatozdides de jaguatirica. Jundiai / Sdo Paulo, 2002

Tratamentos e Interagoes I?i;::;a?lz IMEVanr dep "

Ca**Ion (presente ou ausente durante incubac&o) 1 0,3359 0,6667
Tempo de pré-incubacao (0,1, 2 ou 4 h) 3 0,0004 0,0008
Transporte (temperatura ambiente ou refrigerado) 1 0,8468 0,0031
Ca**Ion x Transporte® 1 0,5492 0,5216
Ca**Ion x Tempo® 3 0,9651 0,9849
Transporte! x Tempo® 3 0,9480 0,8174
Ca**Ion x Transporte! x Tempo® 3 0,9693 0,9213
Numero Total de Amostras (n) = 96 95 = e e

Tabela 5.2.3 - Efeito do método de transporte sobre os valores (médias + DP) da
Integridade Acrossomal e do Indice de Motilidade Espermatica dos
espermatozoides de jaguatirica apds incubacao. Jundiai / S3o Paulo, 2002

Temperatura ambiente Refrigerado
Integridade acrossomal (%) 63,85° 14,99 53,98 +18,74
Indice de motilidade espermatica 35,90° £19,85 35,16% +22,69

Pl etras sobrescritas diferentes, em uma mesma linha, indicam resultados significativamente
diferentes (p<0,05, ANOVA, SAS for Windows).

A Tabela 5.2.4 indica os valores médios da integridade acrossomal e do indice
de motilidade espermatica, para cada intervalo de tempo de pré-incubagdo. As
amostras incubadas por 4 horas apresentaram uma proporgao média de
espermatozoides com acrossomos intactos e um indice de motilidade espermatica
médio significativamente menores do que todos os demais intervalos, que nao
diferiram entre si.

Nao foi possivel observar efeito estatisticamente significativo devido a presenca
do calcio iondforo durante o periodo de incubacao, sobre a Integridade Acrossomal
ou sobre o Indice de Motilidade Espermética, como se pode verificar pela Tabela
5.2.5.
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Tabela 5.2.4 - Efeito do tempo de pré-incubag@o sobre os valores (médias + DP) da
Integridade Acrossomal e do Indice de Motilidade Espermatica dos
espermatozoides de jaguatirica apds incubacao. Jundiai / Sdo Paulo, 2002

Oh ih 2h 4h
a a a b
Integridade acrossomal (%) ff}sgz ff "}039 3%1129 jf{;f 5
- . - 43,21° 39,20° 37,20° 17,70°
Indice de motilidade espermatica 121,99 121,95 118,97 19,52

Pl etras sobrescritas diferentes, em uma mesma linha, indicam resultados significativamente
diferentes (p<0,05, ANOVA, SAS for Windows).

Tabela 5.2.5 - Efeito da presenca do calcio iondéforo A23187 durante ,incuba(;éo sobre os
valores (médias + DP) da Integridade Acrossomal e do Indice de Motilidade
Espermatica dos espermatozdides de jaguatirica. Jundiai / Sdo Paulo, 2002

Sem calcio Com calcio
Integridade acrossomal (%) 59,44° +17,26 58,29 +18,17
Indice de motilidade espermatica 37,47° £22,07 33,54% +20,36

3P| etras sobrescritas diferentes, em uma mesma linha, indicam resultados significativamente
diferentes (p<0,05, ANOVA, SAS for Windows).

A queda significativa do Indice de Motilidade Espermética e da Integridade
Acrossomal apds os periodos de pré-incubagdo e a subseqiiente exposicao ao
Ca**Ion era esperada devido ao envelhecimento natural das células espermaticas ao
longo do tempo de pré-incubacdao. No entanto, a velocidade de diminuicdo da
integridade estrutural e funcional das células espermaticas parece ter se intensificado
apos 2 horas de pré incubacdo, ja que o intervalo de 4 horas foi o Unico
significativamente menor, em relagdo as duas varaveis, quando comparado aos
demais intervalos, que nao diferiram entre si.

O valor da Integridade Acrossomal das amostras refrigeradas manteve-se
significativamente menor que o valor da mesma variavel das amostras transportadas
a temperatura ambiente, o que demonstra que os efeitos deletérios da refrigeracao
sobre a integridade das membranas dos espermatozdides refletiu-se sobre todo o

periodo de pré-incubacao e incubacao.



Resultados e Discussao — Experimento 1 81

Ao avaliar o efeito do calcio iondforo sobre a integridade acrossomal,
separando-se as amostras transportadas a temperatura ambiente das refrigeradas,
desconsiderando-se o fator tempo de pré-incubacdo, pode-se afirmar que o
resfriamento foi responsavel por estimular a capacitagdo espermatica no sémen da
jaguatirica. Essa observagao deve-se ao fato de que, entre as amostras mantidas a
temperatura ambiente, nao foi observada diferenca significativa (p > 0,01; teste T
pareado) entre o grupo incubado com calcio iondforo e o grupo controle, enquanto
para as amostras refrigeradas essa diferenca foi bastante significativa (p<0,01)
(Figura 5.2.4). Tal constatacao de que o resfriamento, de alguma forma, estimulou
o término da capacitacdo espermatica, esta de acordo com as conclusdes de Watson
(1995) e de Bailey, Bilodeau e Cormier (2000).
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Figura 5.2.4 - Efeito do calcio ionéforo sobre a proporcao média (%) de acrossomos
intactos em funcdo do método de transporte, independente do tempo.
*Resultados significativamente diferentes (p = 0,0062; teste T pareado).

Jundiai / Sdo Paulo, 2002
Os dados acima sao bastante importantes para elucidar como os eventos
estudados durante a manipulacao do sémen influenciaram alguns aspectos da
fisiologia espermatica In vitro da jaguatirica. Segundo Yanagimachi (1994), o tempo
de pré-incubacdo é uma varidvel que apresenta grande influéncia sobre a

capacitacao In vitro dos espermatozoides mamiferos. Mais recentemente, Bailey,
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Bilodeau e Cormier (2000) apontaram o resfriamento como um fator de significativa
importancia na inducao da capacitacao espermatica nas espécies domésticas.

De acordo com esses postulados tedricos, hipotetizou-se que no presente
experimento com o passar do tempo de pré-incubacdo seria observado um efeito
progressivamente mais acentuado do calcio ionéforo sobre a reducao da integridade
acrossomal, até um pico de capacitacdo na populacdo espermatica; esperando-se
ainda que esse pico fosse antecipado nas amostras previamente refrigeradas. Porém,
por meio das andlises de variancia, ndo foi possivel observar interacao (p>0,05)
entre o efeito do método de transporte e/ou do tempo de pré-incubagao sobre o
efeito da presenca do calcio iondforo durante a incubacgdo. Portanto, se o teste de
capacitacdo espermatica através da reagdao acrossdmica induzida pelo calcio ionéforo
for avaliado sumariamente por esse método estatistico, podemos entender que, no
presente experimento, tal teste de fungdo espermatica nao foi capaz de detectar
quaisquer influéncias da refrigeracado ou do tempo de pré-incubacao sobre a
capacitacao dos espermatozoides.

No entanto, ao se aplicar o supracitado teste de avaliacdao da capacitacao
espermatica, deve-se sempre comparar cada amostra incubada na presenca do calcio
ionoforo ao respectivo par incubado na auséncia dessa substancia (controle) (DE
JONGE; MACK; ZANEVELD, 1989; LONG et al., 1996). Dessa forma, pode-se
determinar se aquela dada amostra foi capaz de responder ao desafio com o calcio
ionoforo, o que representa a conclusdo da capacitacao espermatica por uma fracao
significativa da populacao de espermatozdides.

Para isso, os dados foram subdivididos em oito grupos experimentais,
separados pelos tratamentos empregados antes do periodo de incubacdo, e
analisados quanto a influéncia do calcio iondforo sobre a Integridade Acrossomal e
sobre o Indice de Motilidade Espermética em cada um desses grupos; por meio do
teste t para amostras pareadas, como pode ser observado pela Tabela 5.2.6. Esses

mesmos resultados podem também ser apreciados na Figura 5.2.5.
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Tabela 5.2.6 - Efeito da exposicdo ao Ca’*Ion sobre o Indice de Motilidade Espermética e

sobre a Integridade Acrossomal (médias
tratamentos empregados antes da incubacdo. Jundiai / Sdo Paulo, 2002

+

DP) para cada um dos

Método de Tempo de IME IA (%)
Transporte Pré-incubacao (h) Controle®™® cCa%‘Ion® Controle®™® Ca2‘Ion®
0 42,1+21,4 41,4+16,0 69,3+13,2 69,6+ 13,3
Temperatura 1 39,3+£251 42,1+173 671+131 69,5+127
Ambiente 2 41,8+249 350+17,0 60,8+14,6 63,6+ 13,1
4 18,6 + 8,5 17,1+7,5 48,5 + 10,6 448 + 11,1
0 46,4 + 26,6 42,9 + 27,2 57,2 £ 20,4 53,0 £ 23,5
. 1 42,1 £ 22,0 33,2+ 26,4 54,3 +17,7 53,4+17,4

Refrigerado

2 40,0 +20,0* 31,3+16,6% 51,1 +23,4* 454+ 23,1*
4 20,0 £11,2 15,1 +12,7 44,3 + 21,6 41,6 £ 19,0

() Amostras as incubadas na auséncia (controle) ou ‘® na presenca do Ca®‘lon. * Valores
significativamente diferentes entre si (p< 0,05; teste T pareado), para a mesma variavel.
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Figura 5.2.5 - Variacdo ao longo do tempo de pré-incubacdo do Indice de Motilidade
Espermatica e da Integridade Acrossomal do sémen da jaguatirica (médias
+ DP), avaliado ap6s a incubacdo na auséncia (DMSO) ou na presenca
(Ca) do Ca**Ion, para as amostras transportadas & temperatura ambiente
(7TAmb) ou sob refrigeracao (Refrig). * Valores significativamente
diferentes entre si (p< 0,05; teste T pareado), para a mesma variavel.
Jundiai / Sao Paulo, 2002
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Tais anadlises revelaram que o Unico grupo onde foi possivel verificar uma
proporcdao significativa de espermatozoides que completaram a capacitacdao
espermatica foi aquele transportado sob refrigeracdao e pré-incubado por 2 horas,
pois esse foi 0 Unico grupo em que a proporcao de espermatozoides apresentando
acrossomos intactos foi significativamente (p = 0,037) menor para as amostras
incubadas na presenca do Ca®*Ion. Esses resultados ndo significam que o fendmeno
da capacitacdo espermatica nao tenha ocorrido entre amostras submetidas aos
demais tratamentos antes da incubacdao, mas possivelmente indica que a
refrigeracao seguida pela pré-incubacdao por duas horas induziu a capacitacao de
forma mais intensa em comparacao aos demais tratamentos.

Por outro lado, a constatacdo de que o grupo transportado a temperatura
ambiente e pré-incubado por duas horas foi também o Unico apds o qual verificou-se
uma reducdo significativa do Indice de Motilidade Espermética devida & exposicdo
Ca**Ion, indica que a reducdo da taxa de acrossomos intactos pode ter sido devida a
morte e degeneracado celular e ndo necessariamente a capacitacao espermatica. No
entanto, o primeiro estudo em que o ensaio de reacao acrossomica induzida pelo
Ca**Ion foi utilizado para a avaliagio da capacitagio espermética na familia Felidae
(LONG et al., 1996), constatou também que todas as amostras em que o Ca**Ion
promoveu uma redugdo significativa da Integridade Acrossomal do sémen de gatos
domeésticos, houve também uma queda marcada da proporcao de espermatozoides
moveis, indicando também uma possivel reducao da viabilidade espermatica devida
ao Ca**Ion. Independentemente desse conflito metodoldgico os autores chegaram a
uma série de conclusbes quanto a dinamica da capacitacdo espermatica no gato
domeéstico, baseando seus achados nos resultados do ensaio de reacdao acrossomica
induzida pelo Ca®*Ion.

Dentre espermatozdides incubados por quatro horas foi observada uma menor
proporcao (p<0,05) de acrossomos intactos e um valor significativamente mais baixo
(p<0,05) para o indice de motilidade espermatica, frente aos demais intervalos de
pré-incubacdo. Tais observacOes sugerem que esse tempo de incubacdo, nas
condigdes do presente experimento, pode ter sido responsavel por danos severos

tanto a estrutura quanto a funcao dos espermatozdides. Tais danos podem explicar
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porque o fendmeno da capacitacdo nao foi observado nos espermatozdides pré-
incubados por quatro horas, apesar de té-lo sido no tempo 2 horas.

Conforme foi discutido anteriormente, a distingdo entre a reacao acrossomica
verdadeira e morte e degeneracao acrossomal € um aspecto bastante delicado no
estudo da fisiologia espermatica, tendo sido conseguido através do uso de
fluorocromos e corantes mistos. No entanto, segundo Harrison e Vickers (1990), os
métodos de avaliagdo simultanea de viabilidade espermatica e integridade
acrossomal consistem geralmente de técnicas indiretas, envolvendo esfregacos secos
ao ar, que apresentam possibilidades inerentes de dano artefactual.

Métodos diretos para esse tipo de avaliacao simultdnea em suspensdo aquosa,
sem fixacdo das células (HARRISON; VICKERS, 1990) se depararam com o
transtorno de que, apds a reacdo acrossomica, o espermatozdide apresenta uma
dramatica reducdo do tempo em que continua viavel, uma vez fisiologicamente esse
fendbmeno ocorre quando os espermatozodides estao bastante préximos ao sitio de
fertilizacgdo (YANAGIMACHI, 1994). Com isso, muitos dos espermatozoides
classificados como degenerados por esses métodos, podem ter morrido apos terem
completado a capacitacao espermatica e a reagdao acrossomica.

Além disso, o processo de capacitacao espermatica em si, envolve um aumento
da fluidez da membrana plasmatica dos espermatozoides, que esta associado a uma
desestabilizacao dessa membrana e a um aumento da taxa de morte da celular,
caracteristica essa que dificulta a verificagdo da capacitacdo espermatica pela
resposta a estimulantes especificos da reacdao acrossémica (HARRISON, 1996). No
entanto, em seres humanos e bovinos (RODRIGUEZ - MARTINEZ, et al., 1997) os
resultados do ensaio de reacdo acrossdmica induzida pelo Ca®*Ion tem demonstrado
altas correlacoes com a fertilidade 7 vitro e In vivo.

Entre as conclusdes do estudo de Long et al. (1996), a observacao de que
espermatozoides de gatos domésticos normospérmicos necessitam ao menos duas
horas de pré-incubacao /n vitro para se tornarem capacitados coincide com o tempo
necessario para que fosse observada reducao significativa da integridade acrossomal
devida a exposicao ao Ca**Ion, entre as amostras refrigeradas. No entanto, para a

aplicacdo bem sucedida de técnicas de fecundagao In vitro na jaguatirica, futuros
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estudos sao necessarios para determinar as condicdes, avaliadas imediatamente
apos a colheita, necessarias para a capacitacao dos espermatozoides dessa espécie.

Porém, exceto pela refrigeracdo, as condicdes de transporte testadas foram
bastante desfavoraveis para a inducdo da capacitagao, ja que o meio PDV ndo possui
bicarbonato de sdédio nem albumina sérica bovina, substancias sabidamente
importantes para a capacitacao espermatica In vitro. De fato, entre as amostras
transportadas a temperatura ambiente, o fendmeno da reacdo acrossomica
espontanea certamente nao ocorreu de forma significativa ja que a proporcao de
acrossomos intactos nao foi afetada por esse método de transporte. Por essa razao,
é possivel supor que estudos futuros investigando os requerimentos para a
capacitacao do sémen da jaguatirica venham a constatar que os espermatozoides
dessa espécie necessitam duas horas ou mais de pré-incubacdo para que o
fendOmeno de capacitacao espermatica seja verificado. No entanto, possivelmente o
fato de ndo ter sido observada capacitagdo espermatica entre as amostras mantidas
a temperatura ambiente ndo se deve apenas aos tempos de pré-incubagao avaliados,
mas provavelmente a condicOes insatisfatdrias de incubagao durante o ensaio de
reacdo acrossdmica induzida pelo Ca®*Ion.

Nesse sentido, verificou-se no presente experimento que as condicdes de
incubagao do grupo controle, exposto apenas ao DMSO, levaram a uma redugao
bastante significativa (p < 0,000001, teste T pareado) do Indice de Motilidade
Espermatica avaliado antes do periodo de incubacdo (54,7 + 22,2) em comparacao
a0 mesmo parametro avaliado apds a incubacao (38,2 + 23,1), quando consideradas
as médias (+ DP) de todos os dados analisados em conjunto. No entanto, apos a
analise dos valores referentes a cada um dos oito tratamentos empregado antes da
incubagdo em separado (Figura 5.2.6), verificou-se que os Unicos dois grupos em
que a incubacdo ndo promoveu reducdo significativa do Indice de Motilidade
Espermatica (p > 0,05; teste T pareado) foram aqueles pré-incubados por duas
horas, para ambas as amostras refrigeradas ou transportadas a temperatura
ambiente. E bastante dificil interpretar esse resultado, porém, esse efeito menos
acentuado das condicoes de incubacdo apds duas horas de pré-incubacao,

possivelmente, propiciou que um maior nimero de células viaveis respondesse ao
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estimulo do Ca**Ion, permitindo a observacdo de um efeito significativo dessa
substancia sobre a integridade acrossomal.

Essas observagdes nos permitem afirmar que as condi¢oes de incubacao foram
bastante desfavoraveis a integridade funcional dos espermatozoides e
provavelmente, por essa razao, a avaliacao da capacitacao por meio da reagao
acrossomica induzida pelo calcio iondforo tenha sido comprometida. No entanto, as
observacoes provenientes desse ensaio, como a capacitacao significativa do grupo
pré-incubado por duas horas apds transporte sob refrigeracdo, ndo sao invalidadas
por essa condicao deletéria a motilidade, ja que essas observacdes basearam-se em
metodologia cientifica rigorosa, tendo procurado-se realizar todos os controles

experimentais possiveis nas condigOes testadas.

O TAmb -Pré B TAmb - DMSO
9 - [ Refrig - Pré Refrig - DMSO
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Figura 5.2.6 - Variacdo ao longo do tempo de pré-incubagdo do Indice de Motilidade
Espermatica (médias + DP) do sémen da jaguatirica, avaliado antes (Pré) e
apds a incubagdo na presenca de DMSO apenas (DMSO), das amostras
transportadas a temperatura ambiente ( 74mb) ou sob refrigeracdo (Refrig).
* Valores antes e depois da incubagao significativamente diferentes (p<
0,05; teste T pareado). Jundiai / Sao Paulo, 2002

No segundo experimento desse estudo, as condicoes de incubagao, em especial
o efeito de diferentes concentracdes de Ca’*lon, s3o estudas em maior
profundidade. Possivelmente, a compreensao das deficiéncias na metodologia

adotada e a melhoria das condicoes de incubacao para o ensaio da reacao
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acrossdmica induzida pelo Ca**Ion em estudos futuros, poderd permitir a andlise da
proporcao de espermatozoides apresentando reagdao acrossomica verdadeira, como
um indice de capacitacao da populagao espermatica, permitindo a comparacao direta
dos grupos experimentais na avaliagao das condicOes para inducao da capacitacao
espermatica /n vitro na jaguatirica.

Do ponto de vista do interesse pratico dos resultados deste experimento, todas
as observagoOes empiricas e tedricas discutidas acima indicam que nas situacdes em
que haja interesse em reproduzir jaguatiricas alojadas em zooldgicos ou criatdrios
relativamente proximos, por meio de reproducao assistida, € mais vantajoso manter
0 sémen a temperatura ambiente do que refrigera-lo. Esse tipo de situacao, onde
jaguatiricas se encontram alojadas em locais distintos, porém relativamente
proximos, a distancias que podem ser percorridas entre duas e trés horas, ocorre
freqlientemente dentro do estado de Sao Paulo, sendo que muitos dos animais
cativos sdo agressivos, ndo aceitando a presenca de outro individuo em seu recinto
(ADANIA, 2002). Swanson et al. (1996) demonstraram que é possivel obter gestacao
a termo e parto de um filhote de jaguatirica saudavel, por meio da técnica de
inseminacdo artificial, destacando a importancia dessa técnica quando se deseja
manter intercambio genético dentro de uma populacdo de jaguatiricas cativas, sem
que haja necessidade de retirada de individuos da vida selvagem.

Apesar de termos demonstrado que é possivel verificar o fenbmeno da
capacitacao espermatica n vitro entre os espermatozdides refrigerados, mesmo no
caso de fecundagdao In vitro, € mais interessante poupar os espermatozoides dos
efeitos deletérios do resfriamento, mantendo-os a temperatura ambiente e evitando
variagbes bruscas na mesma. Isso ocorre pois, quanto maior for o nuimero de
espermatozoides viaveis no momento do inicio da co-incubacdo com os odcitos,
maiores serao as chances de fecundacao.

Varios estudos tém demonstrado que é possivel obter fecundacdo In vitro com
sucesso entre diversas espécies de felideos (HOWARD; BUSH; WILDT, 1991;
DONOGHUE et al.,, 1990; MILLER et al.,, 1990; MORATO et al.,, 2002), sem
necessidade de incubacdo do sémen antes da co-incubacdo com odcitos maturos. No

gato doméstico, ja foi demonstrado que é possivel verificar penetracao em intervalos
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de tempo tao reduzidos como 20 minutos apds o inicio da co-incubacdo dos gametas
(NIWA; OHARA; IRITANI, 1985).

Todavia, nas situacdes em que haja interesse em congelar o sémen de
determinada jaguatirica que se encontre em um estabelecimento que nao possua os
equipamentos necessario para tal procedimento, ou mesmo em situacdes onde
animais selvagens sejam capturados, a refrigeracao por meio do Equitainer
Modificado, passa a ser uma alternativa bastante interessante. Tendo em vista que a
taxa de resfriamento desse sistema, como foi discutido anteriormente, esta préxima
aos valores considerados ideais para carnivoros domésticos, tal técnica podera
diminuir os efeitos deletérios associados ao resfriamento que precede a congelacao
propriamente dita, pelas técnicas em uso corrente (PUKAZHENTHI et al., 1999). E
importante observar que a o transporte do sémen sob refrigeracdo no presente
estudo envolveu a lavagem do sémen apds o transporte. Procedimentos que
objetivem a congelacao do sémen de jaguatiricas se valendo desse sistema de
refrigeracdo, deverdo incluir a lavagem apenas apds o descongelamento, evitando o
reaquecimento desnecessario do sémen. Porém, como foi discutido anteriormente, a
lavagem ndo pode ser negligenciada, uma vez que as técnicas de inseminacao
artificial de felideos envolvem deposicdo intrauterina do sémen e a omissao da
lavagem pode aumentar substancialmente o risco de endometrite e transmissao de
moléstias infecciosas (HOWARD, 1999).
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5.3 EXPERIMENTO 2: Avaliacdao do efeito da concentracao de calcio iondforo

A23187 na inducao da reacao acrossomica

Como pode-se observar pela Tabela 5.3.1, o tratamento empregado durante a
incubacao exerceu um efeito bastante significativo sobre o indice de motilidade
espermatica, que foi independente do tempo de pré-incubagao, nao tendo exercido
efeito sobre a integridade acrossomal para os dados analisados como um todo. Tais

efeitos podem ser visualizados pela Figura 5.3.1.

Tabela 5.3.1 - Andlises de variancia do efeito do tempo de pré-incubagao, dos tratamentos
durante a incubacao e da interacdao desses fatores sobre integridade
acrossomal e sobre o indice de motilidade espermatica. Jundiai / Sdo Paulo,

2002/2003
o Graus de Significancia do efeito (Valor de p)
Fonte de variacao liberdade
IA IME
Tratamento (durante incubacao) 3 0,2887 0,0025
Tempo (de pré-incubacao) 2 0,2649 0,1745
Tempo x Tratamento 6 0,9998 0,9916
Numero Total de Amostras (n) = 36 35 - -

Ao se comparar as amostras controle e as tratadas pelo Ca*Ion para cada
intervalo de pré-incubacao, por meio do teste t pareado, nenhuma das diferencas
observadas para ambas as concentragoes testadas foi estatisticamente significativa
(p> 0,05). Porém, ao se analisar o efeito dos tratamentos com o Ca**Ion, agrupando
os trés intervalos de pré-incubacdo (Tabela 5.3.2), verificou-se que as amostras
tratadas com 1 ou 2 uM dessa substancia, sofreram uma reducao significativa (p <
0,05; teste t pareado) do indice de motilidade espermatica em comparacao aos
grupos tratados apenas com DMSO; ja para a integridade acrossomal, foi possivel

demonstrar essa diferenca apenas para o grupo tratado com 2uM de Ca**Ion.
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Figura 5.3.1. Efeito do tempo de pré-incubagdo e dos tratamentos durante a incubagao
sobre os valores (médias +DP) da integridade acrossomal e do indice de
motilidade espermatica do sémen da jaguatirica. Pre - valores antes da
incubagao; DMSO - valores apos incubacao com DMSO (controle); Cal -
valores apos incubacdo com 1 uM de Ca®** Ion; Ca2 - valores apos
incubacdo com 2 uM de Ca?* Ion. Jundiai / Sdo Paulo, 2002/2003

Tabela 5.3.2 - Efeito dos tratamentos durante a incubacdo do sémen da
jaguatirica, independentemente do tempo de pré-incubagao, sobre
os valores (médias +DP) da integridade acrossomal e do indice de
motilidade espermatica. Jundiai / Sao Paulo, 2002/2003

Tratamento durante incubacao IA IME
Pré-incubacao 82,68 19,16 ° 69,44 +21,57°
DMSO 74,52 17,94 ° 58,33 +19,53°
Ca 1uM 75,09 +16,44 ° 36,94 +19,91°¢
Ca 2uM 64,99 +22,94 © 30,56 +20,53 ¢

@b ¢ d etras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam resultados estatisticamente diferentes
(p < 0,05; teste t pareado, Excel® for Windows).
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O fato de n3o ter sido observado efeito significativo do Ca**Ion, tanto sobre o
indice de motilidade espermatica como sobre a integridade acrossomal, ao se
analisar os tempos separadamente, deveu-se possivelmente ao numero reduzido de
amostras (n=3) para cada um dos tratamentos assim analisados. Porém, ao se
analisar os tempos em conjunto o nimero amostral para cada tratamento tornou-se
mais elevado (n=9), permitindo que fosse verificado efeito negativo do Ca®'Ion
sobre a motilidade espermatica para ambas as concentracdes testadas, enquanto a
proporcao de acrossomos intactos foi reduzido apenas pelo tratamento com essa
substancia a concentragao de 2 uM.

Com base nesses resultados, é também delicado afirmar que neste experimento
foi verificado o fenébmeno de capacitacao espermatica por meio do ensaio de reacao
acrossdmica induzida pelo Ca®*Ion, assim como no primeiro experimento; pois, ainda
que tenha sido observada uma proporcao significativamente menor de acrossomos
integros entre as amostras tratadas com Ca’*Ion & concentracdo de 2 uM, tal
reducdo pode ter sido devida a morte dos espermatozdides e degeneracao
acrossomal, ja que a motilidade espermatica das mesmas amostras foi em media
significativamente menor em comparacao ao grupo controle, tratado apenas com
DMSO.

Ainda assim, a observacdo de que a concentracdo de 2 uM, o Ca**Ion foi capaz
de reduzir a proporgao de acrossomos intactos, enquanto 1 uM dessa substancia nao
interferiu na mesma varidvel, indica que estudos futuros deverdo investigar
concentragdes de Ca**Ion superiores a 1 uM para a indugdo da reagdao acrossomica
de espermatozdides de jaguatiricas, procurando identificar as causas da reducao
acentuada da motilidade espermatica promovida pela incubagdo junto a essa
substancia. Nesse sentido, De Jonge, Mack e Zaneveld (1989) verificaram que a
concentracdo de 5 uM do Ca®*Ion produziu resultados muito menos consistentes na
inducdo da reacdo acrossOmica de espermatozdides humanos do que as
concentragdes de 10 ou 30 puM dessa substancia.

Vale salientar que as concentracdes de Ca**Ion comparadas no presente estudo
basearam-se em resultados preliminares do estudo de Swanson e Wildt (1998) que
verificaram perda significativa da motilidade espermatica ao utilizar a concentragao

de 10 puM para indugdo da reacdo acrossomica de espermatozdides de diferentes
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espécies de felideos, incluindo a jaguatirica. Esses resultados divergem dos obtidos
por De Jonge, Mack e Zaneveld (1989), possivelmente devido ao fato de que neste
Ultimo trabalho a comparacao foi feita entre o grupo incubado na presenca de
Ca**Ion e outro incubado nas mesmas condigdes, exceto pela auséncia dessa
substancia. Ja no estudo de Swanson e Wildt (1998) foram comparadas as
diferencas entre os valores observados antes e depois da incubacao, nao tendo sido
avaliado o efeito da incubagdo sobre um grupo controle, sem Ca®*Ion. Assim é l4gico
imaginar que o efeito da incubacao como um todo é mais deletério a viabilidade dos
espermatozoides do que o efeito do Ca**Ion, quando medido isoladamente como no
trabalho de De Jonge, Mack e Zaneveld (1989) e no presente trabalho.

Long et al. (1996), estudando a capacitagdo espermatica em gatos domésticos,
basearam-se na mesma metodologia de estudo utilizada por De Jonge, Mack e
Zaneveld (1989), porém utilizaram uma concentracio de Ca*'Ion (4uM)
intermediaria as utilizada nesse (10 uM) e no presente estudo (1 e 2 uM); verificando
perda significativa da motilidade espermatica associada ao periodo de incubacao, tal
como no presente estudo.

Outro achado importante, que pode ser observado na Tabela 5.3.2, foi a
constatacao de que as amostras incubadas na presenca apenas do DMSO sofreram
redugdo significativa (p<0,05) tanto no indice de motilidade espermatica quanto na
integridade acrossomal, em relacao as amostras avaliadas antes da incubacdo. Tal
observacao indica que as condicdes do ensaio de inducdo da reacdo acrossomica
foram desfavoraveis para a investigacao do fendmeno de capacitagdo espermatica
pois, independentemente do efeito do Ca**Ion, a incubacdo provavelmente levou a
perda da integridade das membranas lipoprotéicas dos espermatozdides, refletidas
pelas diminuicdo da motilidade espermatica e degeneragdo das membranas
acrossomais.

Dentre as causas dessa reducao da viabilidade espermatica podem ser
incluidos: a sensibilidade das células espermaticas ao tratamento com DMSO, a
inadequacgao do sistema de incubagao e o tempo excessivo de incubagao.

Em relacdo a primeira hipotese, ao investigarem a acdo de inibidores da
fosforilagdo dos residuos de tirosina sobre a reacao acrossomica induzida pelo

Ca**Ion em espermatozdides de gatos domésticos, Pukazhenthi et al. (1998)
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realizaram esse ensaio tal como descrito no estudo de Long et al. (1996), exceto
pela concentracao de DMSO utilizada, que foi mais baixa (0,04%) em comparacao ao
presente experimento (0,05%) e em comparacao ao experimento de Long et al.
(1996) (0,1%) ndo sendo entdo verificada uma reducao da viabilidade espermatica
associada & reducdo da integridade acrossomal apds a exposicdo ao Ca**Ion. Tal
como no estudo de Long et al. (1996), Pukazhenthi et al. (1998) utilizaram uma
concentragdo mais elevada de Ca**Ion (4uM) comparada a utilizada no presente
experimento, verificando reducao significativa da integridade acrossomal por essa
substancia a essa concentracdo, sem comprometimento significativo da motilidade
espermatica, o que pode ser interpretado como a conclusao da capacitacao por uma
fracao significativa da populacdo espermatica.

Estudos envolvendo transmissao de impulsos neuronais demonstraram que o
DMSO pode produzir um bloqueio despolarizante de canais de potassio, sejam eles
sensitivos ou nao a tensao elétrica (EVANS; REID; SHARP, 1993). O processo
fisioldgico de capacitacdo, por sua vez, envolve a hiperpolarizacdo da membrana
plasmatica dos espermatozdides, pela diminuicao da modulagdo inibitoria dos canais
de potassio, que por sua vez regulam a habilidade dos espermatozoides em gerar
elevagOes transitorias dos niveis de calcio intracelulares (VISCONTI et al., 2002).
Podemos entdo hipotetizar que o DMSO poderia agir despolarizando a membrana
plasmatica dos espermatozdides, impedindo a hiperpolarizagdo associada a
capacitacdo, dificultando assim a visualizacdo desse fendmeno por meio do ensaio de
reacdo acrossdmica induzida pelo Ca®*Ion. E importante lembrar que o DMSO é
utilizado nesse ensaio pois apresenta um alto coeficiente de permeabilidade na
membrana plasmatica e age como um carreador (MALLORY et al., 1998), visando no
presente estudo facilitar a entrada do Ca®*Ion no meio intracelular.

No tocante ao sistema de incubacdo, ainda que esse detalhe metodoldgico nao
seja explicitado no trabalho de Long et al. (1996), é importante ressaltar que a
inducdo da reacdo acrossdmica pelo Ca**Ion geralmente é realizada em microgotas,
sob 6leo mineral, de forma idéntica aos sistemas utilizados para fecundacgao n vitro.
No presente experimento, um pequeno volume da suspensdo de células (60uL) foi
incubado em tubos de microcentrifuga sem nenhum tipo de cobertura sobre o meio

de cultivo para evitar a evaporacao do liquido presente no mesmo. Ainda que a
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incubadora apresente ambiente humidificado, que evita a perda excessiva de liquido
por evaporacao, esse pode ter sido um fator negativo ao sistema de incubagao, que
pode ter levado ao aumento da concentracao de solutos no meio de cultivo e com
isso pode ter diminuido a integridade das membranas dos espermatozoides.

Possivelmente outra importante causa da perda de viabilidade devida a
incubacao foi o tempo de excessivamente longo dessa etapa (30 minutos). Esta
hipotese se baseia no fato de que De Jonge, Mack e Zaneveld (1989), em seu estudo
visando otimizar o sistema de avaliacdo da capacitacdo espermatica do sémen
humano por meio da reacao acrossomica induzida pelo calcio iondforo, incubaram os
espermatozoides por apenas 15 minutos, verificando boa manutencao da motilidade
espermatica mesmo quando utilizaram concentracdes de Ca**Ion de ate 30 uM. Tal
como no presente estudo, Long et al. (1996) incubaram os espermatozdides na
presenca do Ca®*Ion por 30 minutos e, da mesma forma, verificaram sempre
reducao da viabilidade espermatica associada a reducao da integridade acrossomal.

Dessa forma, a reducdo da concentracdo de calcio iondforo utilizada no
presente estudo e no estudo de Long et al. (1996); em relagao ao estudo de De
Jonge, Mack e Zaneveld (1989); pode ter levado a uma diminuicdao do efeito da
incubagao sobre a integridade acrossomal. Simultaneamente, o aumento do tempo
de incubacao, em relacao ao utilizado naquele mesmo estudo, possivelmente levou a
uma maior perda de viabilidade espermatica, tornando assim mais dificil evidenciar a
ocorréncia do fendmeno de capacitacdo espermatica no presente estudo.

Se analisados isoladamente, cada um dos trés fatores acima parece fornecer
fraca sustentacdo para a compreensao da perda de integridade das membranas
espermaticas durante a incubacdo. No entanto, se considerados simultaneamente,
pode-se observar que estes fatores estdo todos interligados, ja que a incubacao de
um baixo volume de meio de cultivo, desprovido da cobertura do 6leo mineral, por
um tempo excessivo, pode levar a um aumento da concentracao de solutos além do
que seria desejado, prolongando e intensificando dessa forma os efeitos negativos
do DMSO e demais substancias deletérias aos espermatozdides, eventualmente
presentes no meio de cultivo.

Outra abordagem interessante na realizacao desse tipo de estudo envolve a

utilizacdo de coloracbes que permitam a verificagdo simultdnea, em uma mesma
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célula, da viabilidade e da integridade acrossomal (YANAGIMACHI, 1994). Tal
abordagem permitird a quantificacao direta da reacao acrossoémica, tornando possivel
distinguir os espermatozdides mortos dos verdadeiramente reagidos; assim, ainda
que haja uma reducao significativa da motilidade espermatica, sera possivel obter
conclusdes quanto ao efeito dos tratamentos avaliados sobre a reagao acrossomica e

a capacitacdo espermatica.
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5.4 EXPERIMENTO 3: Comparacao das Técnicas de Avaliacdao da Integridade

Acrossomal e Viabilidade Espermatica

Visando investigar a eficiéncia de uma técnica de marcacao fluorescente que
permitisse a avaliagdo mais criteriosa da capacitagdo espermatica e reacdo
acrossomica dos espermatozodides da jaguatirica, pela determinacdo simultédnea, em
uma mesma célula espermatica, da integridade acrossomal e Vviabilidade
espermatica, a técnica fluorescente mista composta pela marcagdo com a Aglutinina
do Amendoim (Arachys hypogaea) conjugada ao Isotiocianato de Fluoresceina e
associada ao Iodeto de Propideo (FITC — PNA / IP), foi comparada a Coloracao
Simples associada & avaliacdo do Indice de Motilidade Espermatica; como pode ser

observado pelos resultados abaixo.

5.4.1 Coloracao Simples

Resultados quantitativos: A seguir, na Tabela 5.4.1, estao as proporcoes
de espermatozdides com acrossomos intactos (AI) obtidas por meio do Coloracao
Simples. Nessa tabela pode-se verificar que houve uma queda gradativa e
significativa (p < 0,0001; ANOVA) na proporcao de espermatozdides apresentando
acrossomos intactos com o decorrer do tempo, como pode ser melhor visualizado na
Figura 5.4.1.
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Figura 5.4.1 - Grafico representativo da variacdo da proporcao de espermatozoides de
jaguatirica apresentando acrossomos intactos avaliados pela Coloragao
Simples e pela técnica FITC-PNA/IP, em funcao do tempo de pré-
incubacao. Jundiai / S3o Paulo, 2002/2003

Tabela 5.4.1 - Médias (+ desvio padrao) das proporgoes de espermatozdides de jaguatirica
apresentando acrossomo intacto (AI), avaliados através da Coloracao
Simples, ao longo do tempo de pré-incubacdo. Jundiai / Sao Paulo,
2002/2003

abcd, | etras sobrescritas diferentes, indicam diferencas significativas (p<0,05; ANOVA, “SAS for
Windows").

N©° de amostras

Aliquota (h) Média de sptz Al (%)

observadas
0 4 86,38 (+ 6,14)°
1 3 67,34 (+ 15,07)*°
2 5 54,80 (+ 27,45)%"¢
3 4 48,50 (+ 26,42)>>d
4 4 42,38 (+ 19,10)>><d
5 4 35,08 (+ 17,10)2P<d
6 4 21,25 (+ 7,60)>4
7 2 18,25 (+ 4,60)<¢
8 2 14,38 (+ 1,24)%¢
9 2 12,75 (+ 6,72)°
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Resultados qualitativos: Nas Figuras 5.4.2 e 5.4.3, pode-se visualizar as
categorias de espermatozoides observadas apds a Coloracao Simples, neste trabalho.
Essa técnica, descrita por Pope, Zhang e Dresser (1991), se mostrou bastante
eficiente e pratico para ser utilizado em condigbes de campo. O preparo da solucao
corante foi o mais simples dentre as técnicas comparadas neste trabalho e, além
disso, a etapa de coloracdo € Unica e bastante rapida. Outra vantagem desta técnica
consiste em poder guardar os esfregacos corados por periodos superiores a 30 dias,
diferentemente da técnica de fluorescéncia que exige a leitura imediata. Por fim, o
exame das laminas pode ser feito em microscdpio de luz, equipamento mais barato e
acessivel do que o de microscopio epifluorescéncia utilizado na técnica FITC-PNA/IP.

Essas caracteristicas conferem a técnica atributos ideais para aplicacao a campo.
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Figura 5.4.2 - Fotomicrografia de espermatozdide de jaguatirica apresentando acrossomo
intacto, evidenciado pela Coloracao Simples de Pope, obtida em Microscdpio
Olympus BX50, utilizando objetiva apocromatica de aumento igual a 100x.

Jundiai / Sao Paulo, 2002
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Figura 5.4.3 - Fotomicrografia de espermatozdide de jaguatirica corado pela Coloracao
Simples de Pope, obtida em Microscopio Olympus BX50, utilizando objetiva
apocromatica de aumento igual a 100x. Jundiai / Sdo Paulo, 2002
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5.4.2 FITC-PNA/IP

Resultados quantitativos. Analisando-se a proporcao de espermatozdides
vivos nesta coloragao, os valores obtidos variaram aleatoriamente no decorrer do
tempo, ora decaindo, ora aumentando, ndao sendo observado efeito significativo (p =
0,1036; ANOVA) do tempo de pré-incubacdao sobre esses valores, como pode ser

observado na Figura 5.4.3, abaixo.

——IME —&— spizvivos - HTGPNV/IP

tenpo (h)

Figura 5.4.4 - Grafico representativo da variacdo do IME e da proporcdo de
espermatozdides de vivos (%) avaliados pela técnica FITC-PNA/IP, em
funcdo do tempo de pré-incubacdo do sémen de jaguatirica. Jundiai /
Sao Paulo, 2002/2003

Da mesma forma, nao foi verificado efeito significativo (p = 0,8910; ANOVA)
do tempo de pré-incubacdo sobre a proporcdo de espermatozdides apresentando
acrossomo intacto (AI). Como pode ser melhor observado no Figura 5.4.1, acima,
esses valores variaram na faixa entre 75 e 95 %.

Quanto as proporgoes de espermatozdides com acrossomos intactos (AI), os

valores obtidos estao na Tabela 5.4.2, a seguir.
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Tabela 5.4.2 - Médias (+ desvio padrdo) de espermatozdides de jaguatirica com acrossomo
intacto (AI) observados através da coloracao FITC-PNA/IP (%). Jundiai / Sdo
Paulo, 2002/2003

N©° de amostras

Aliquota (h) Média (%)

observadas
0 4 83,91 (£ 8,66)
1 3 92,17 (+ 4,73)
2 5 88,71 (+ 13,01)
3 4 83,50 (+ 13,50)
4 4 84,63 (+ 10,00)
5 4 76,25 (+ 16,68)
6 4 83,88 (£ 20,63)
7 2 90,50 (£ 2,12)
8 2 80,75 (£ 25,10)
9 2 84,75 (+ 16,62)

Resultados qualitativos. Nas Figuras 5.4.5, 5.4.6, 5.4.7, 5.4.8 ¢ 5.4.9,
pode-se visualizar as categorias de espermatozdides observadas apds a coloracdao
com FITC-PNA/IP, neste trabalho.

As fotomicrografias representativas desta técnica foram obtidas a partir de um
microscépio Nikon Eclipse E800, ou seja, diferente daquele utilizado para se fazer a
leitura e quantificagdo das categorias de espermatozdides marcados. Neste
microscépio onde foram efetivamente realizadas as leituras (Olympus CH 30),
utilizou-se o filtro duplo que captava a fluorescéncia emitida pelo FITC-PNA e pelo IP,
ou seja, era possivel visualizar estruturas marcadas pelos dois fluorocromos
simultaneamente. Todavia, a maquina fotografica acoplada a esse microscopio nao
estava funcionando adequadamente e, por isso, foi necessario fazer a mudanga de
microscopio para se obter as fotomicrografias.

No microscopio que foi utilizado para se obter essas imagens (Nikon Eclipse
E800), o unico filtro que possibilitava a visualizacao de estruturas marcadas pelos
dois fluorocromos simultaneamente era o filtro triplo e, dessa forma, foi captada um
terceiro comprimento de onda de luz fluorescente, apresentando cor azul (Figuras
5.4.5,5.4.7,5.4.8 € 5.4.9).
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Figura 5.4.5 — Fotomicrografias de espermatozdides de jaguatirica avaliados pela técnica FITC-PNA
/ IP em A campo claro e em B sob iluminagdo fluorescente evidenciada por filtro
triplo. 1 — espermatozdides mortos com acrossomos intactos; 2 — espermatozdides
mortos com acrossomos ausentes (reagidos ou degenerados). Jundiai / Sdo Paulo,
2003
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Figura 5.4.6 — Fotomontagem obtida a partir da sobreposicdo de duas fotomicrografias de
espermatozoides de jaguatirica avaliados pela técnica FITC-PNA / IP sob iluminagao
fluorescente, em uma delas utilizando filtro para fluoresceina e na outra filtro para
iodeto de propideo. O campo registrado é o mesmo da Figura 5.4.4. Jundiai / Sao
Paulo, 2003

Figura 5.4.7 - Fotomicrografia de espermatozoides de jaguatirica avaliados pela técnica FITC-PNA /
IP em campo escuro, sob iluminagao fluorescente evidenciada por filtro triplo. 1 —
espermatozoide morto com acrossomo evidentemente ausente; 2 — espermatozoides
mortos com acrossomos possivelmente ausentes; 3 — espermatozdide morto com
acrossomo de classificagdo duvidosa. Jundiai / Sdo Paulo, 2003
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Figura 5.4.8 — Fotomicrografias de espermatozoides de jaguatirica avaliados pela técnica FITC-PNA
/ IP em A campo claro e em B sob iluminagdo fluorescente evidenciada por filtro
triplo. 1 — Categorias evidentes: a — espermatozdides mortos com acrossomos
intactos; b — espermatozoide morto com acrossomo ausente; ¢ — espermatozoide
vivo com acrossomo intacto; d - espermatozdide vivo ¢/ acrossomo reagido. 2 —
Categorias duvidosas: a — espermatozdides mortos com acrossomos intactos (?); b —
espermatozoide morto com acrossomo ausente (?).Jundiai / Sdo Paulo, 2003
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Figura 5.4.9 — Fotomicrografias de espermatozoides de jaguatirica avaliados pela técnica FITC-PNA
/ IP em A campo claro e em B sob iluminagdo fluorescente evidenciada por filtro
triplo. 1 — Espermatozdides mortos com acrossomos intactos; 2 — Categorias
duvidosas: a — espermatozdide morto com acrossomo ausente (?); b -
espermatozoides vivos (?) com acrossomos intactos (?); ¢ — acrossomos soltos (?).
Jundiai / S&do Paulo, 2003
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Essa fluorescéncia azul foi emitida apenas por estruturas que consistiram de
artefatos de técnica. Como essas estruturas ndao foram visualizadas na leitura de
rotina para obtencao dos dados expostos neste trabalho, foi feita uma fotomontagem
através da sobreposicdao de duas fotomicrografias obtidas nesse mesmo microscopio,
porém utilizando-se outros filtros: um que capta apenas fluorescéncia emitida por
estruturas ligadas ao FITC-PNA e outro que capta apenas fluorescéncia emitida por
estruturas ligadas ao IP. Essa fotomontagem foi feita com o intuito de se demonstrar
de forma didatica o que realmente era visualizado na leitura rotineira das laminas
(Figura 5.4.5).

Técnicas de fluorescéncia sao descritas como preferenciais para a marcacao de
espermatozoides na avaliacdo de viabilidade e integridade acrossdmica (CROSS;
MEIZEL, 1989). No entanto, a técnica mista FITC-PNA / IP se mostrou complexa e
laboriosa, a comegar pela limpeza das laminas e laminulas. Estas deveriam estar
muito bem limpas e livres de residuos gordurosos, pois, do contrario, haveria a
inviabilizagdo da leitura. Isto se deve ligagdo do marcador fluorescente do corante as
particulas de gordura (por vezes maiores que os espermatozodides), as quais, dessa
forma, iriam fluorescer durante a contagem sob epifluorescéncia e impedir a
visualizagdo adequada das diferentes categorias de células marcadas.

Ainda com relagdo ao surgimento de artefatos de técnica, houve bastante
dificuldade de se efetuar a leitura de algumas amostras com maior quantidade de
grumos presentes no sémen. Tais grumos podem ter sido devidos a presenca debris
celular no sémen ou residuos da gema de ovo e de aglcares provenientes do PDV,
que nao teriam sido adequadamente removidos pela lavagem na etapa de
processamento do sémen. Os fluorocromos se ligam a essas substancias, o que
dificulta a visualizacdo adequada de alguns espermatozdides, tendo esse
inconveniente da técnica sido citado por Cunha (2002).

Outro dificuldade encontrada, foi o fato da técnica exigir leitura imediata, ja que
segundo Harrison e Vickers (1990) a concentracdao de formaldeido utilizada na
solucao de trabalho objetiva apenas cessar a motilidade, mantendo as células vivas.
Segundo esses autores, o efeito imobilizante do formaldeido é presumivelmente
mediado por interacbes revresiveis com 0s grupos amino da superficie do

espermatozoide. Segundo Dott , Moor e Polge (1976), espermatozdides assim
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imobilizados podem ser lavados para remocdao do formaldeido, permanecendo
potencialmente férteis apds esse processamento. Além disso, a intensidade da
fluorescéncia emitida pelos fluorocromos diminui com o passar do tempo e, apds
uma hora, os resultados obtidos ja poderiam apresentar alteracdes significativas
(HARRISON; VICKERS, 1990).

E importante ressaltar que tanto o FITC-PNA quanto o IP sdo tdxicos
(teratogénicos e carcinogénicos) (SIMGA-ALDRICH, 2002) devendo-se ter sempre
cuidado especial na manipulacdo dessas substancias, principalmente no caso de
mulheres gravidas. Outro ponto desfavoravel é o custo bastante elevado, tanto do
microscépio quanto dos fluorocromos exigidos por essa técnica, quando em
comparagao a Coloragao Simples.

O grau de subjetividade na leitura de sémen em laminas coradas por essa
técnica foi grande. Esse fato ocorreu pois, além de haver amostras em que eram
encontrados artefatos de técnica que dificultavam a leitura, a distincdo das diferentes
categorias de espermatozdides marcados nao foi tdo evidente como descrito na
literatura (CROSS; MEIZEL, 1989). Houve muitos casos de espermatozdides
pertencentes a categorias duvidosas, em que a intensidade da fluorescéncia
vermelha visivel (resultado da ligacdo do fluorocromo iodeto de propideo) foi muito
ténue, mesmo em campos em que se podia observar outros espermatozoides
fluorescendo intensamente em vermelho, o que gerou duvida quanto a considera-lo
morto ou ndo. Os espermatozdides observados na Figura 5.4.7 exemplificam esse
tipo de discrepancia. No entanto, durante as leituras, houveram células apresentando
marcacao ainda mais ténue pelo iodeto de propideo. Dessa forma, o resultado da
leitura poderia ter sido influenciado pela sensibilidade visual do observador e do
critério utilizado pelo mesmo.

Esse mesmo tipo de subjetividade foi também verificado para a lecitina
fluorescente FITC-PNA, sendo observados no mesmo campo em varias ocasioes,
acrossomos fluorescendo com intensidades variaveis (Figura 5.4.7). Diferentemente
do IP, que sempre marcava toda a extensdo do nucleo do espermatozoide, a
marcacao por essa lecitina fluorescente podia compreender desde um pequeno
ponto, até toda a extensao da regiao acrossomal (Figura 5.4.6). A padronizagdo da

classificacao do acrossomo ausente, como aquele que apresentava ao menos metade
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da regidao acrossomal fluorescente, a partir do apice, diminui a subjetividade da
interpretacdo devida a esse inconveniente, porém nao a eliminou totalmente, ja que
a leitura era realizada em aumento de 400 vezes, através do qual a regidao
acrossomal apresenta-se bem pequena, tornando dificil determinar com precisdo a
metade de sua extensao.

Outra dificuldade encontrada, ainda em relagdo com a marcacao fluorescente
dos acrossomos, foi o fato de que eram encontrados muitos acrossomos destacados
fluorescendo em verde, ou seja, ndao aderidos a um espermatozdide e sem
espermatozoides por perto (Figura 5.4.8). Durante algumas leituras sob luz
fluorescente, foi possivel visualizar alguns espermatozdides vermelhos com
acrossomos verdes cujos acrossomos subitamente se destacaram fazendo com que
esses espermatozoides passassem a ser classificados como mortos com acrossomo
intacto. Certamente todos os inUmeros acrossomos destacados, que foram
observados fluorescendo no campo escuro originaram-se de espermatozdides que
estavam presentes na amostra avaliada. Tais espermatozdides foram entdo
classificados como apresentado acrossomos intactos, ja que a fluorescéncia verde
ndo era observada, nao sendo possivel dessa forma distinguir espermatozoéides com
acrossomos destacados de espermatozdides com acrossomos integros. Isso
explicaria o fato da taxa de espermatozdides apresentando acrossomos intactos (ndao
fluorescentes) verificada por essa técnica ter sido constantemente elevada, mesmo
em amostras em que a Coloracao Acrossomal Simples indicou baixa proporcao de
acrossomos integros.

Todas essas incoeréncias constatadas, sugerem que a metodologia ndo foi
adeqgliada a efetiva observacao das alteragbes nas membranas plasmatica e
acrossomal dos espermatozoides; ainda que a técnica tenha sido executada,

criteriosamente, de acordo com a metodologia descrita por Cunha (2002).
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5.4.3 Correlacoes

Todas as varidveis analisadas foram testadas para verificar a presenca de
correlacao entre elas. Dessa forma, constatou-se que os valores do indice de
motilidade espermatica e da proporgao de espermatozoides vivos detectados pela
técnica FITC-PNA/IP (Figura 5.4.4, acima) ndao estavam significativamente
correlacionados, (r = 0,12; p = 0,59). Esse resultado foi reforcado ao se comparar as
duas variaveis por meio do teste de Wilcoxon, o qual demonstrou que suas médias
(IME = 13.38 +£22.3; % vivos FITC-PNA/IP = 34.46 +23.6) foram significativamente
diferentes (p < 0,0001).

O mesmo ocorreu ao se analisar as proporgdes de espermatozdides com
acrossomo intacto verificados pela Coloragdo Simples e pela técnica FITC-PNA / IP
(Figura 5.4.1, acima). Nao se observou correlagcao significativa entre esses dois
métodos (r = 0,08, p = 0,64), para esse parametro. Do mesmo modo, ao se analisar
essas variaveis (Al Coloracao Simples - 44,15 +27,47, Al FITC-PNA/IP - 84,73
+12,86) pelo teste de Wilcoxon, nao se verificou semelhanga entre elas (p < 0,0001).

As Unicas variaveis que demonstraram correlacao significativa entre si (r =
0,77, p < 0,0001) foram o indice de motilidade espermatica e a proporcao de
espermatozoides com acrossomo intacto verificada pela Coloragdao Simples, como
pode ser melhor visualizado na Figura 5.4.9, a seguir.

A diminuicdo da proporcao de espermatozodides vivos e conseqliente reducao
do indice de motilidade espermatica ao longo do tempo de incubagdo In vitro, ja
foram observadas por varios autores, utilizando diferentes sistemas de incubacao de
espermatozoides de varias espécies (BYERS et al., 1989; DE JONGE; MACK;
ZANEVELD, 1989; HARRISON, 1996; HOWARD, 1993; LONG et al., 1996;
RODRIGUEZ - MARTINEZ et al., 1997; ROTA et al.; 1999). A reducdo simultédnea da
proporcao de espermatozdides apresentando acrossomos integros, ja foi também
demonstrada por alguns desses autores, sendo explicada pela ocorréncia da
capacitacao espermatica e reacao acrossomica espontanea, ou mesmo pela simples
degeneracao “post mortem” do acrossomo (LONG et al., 1996; ROTA et al.; 1999;
YANAGIMACHI, 1994).
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Figura 5.4.9 - Grafico representativo da variaggo do IME e da proporcdo de
espermatozoides de jaguatirica apresentando acrossomos intactos (%),
avaliados pela Coloracao Simples, em funcdao do tempo de pré-incubagao.
Jundiai / Sao Paulo, 2002/2003

No que diz respeito aos resultados quantitativos da técnica FITC-PNA / IP, era
de se esperar que, nas aliquotas em que o indice de motilidade espermatica era alto,
a proporcao de espermatozodides vivos, determinada pela técnica fluorescente
também o estivesse. Porém os valores determinados por essa técnica foram
totalmente contraditdrios aos obtidos na analise do indice de motilidade espermatica.
Como foi colocado anteriormente isso possivelmente deve-se a alguma inadequacao
da técnica utilizada.

No entanto, as causas especificas das incoeréncias observadas, sao muito
dificeis de serem determinadas. Seria bastante Idgico supor que algum dos reagentes
empregados na solucdo de trabalho tenha sido responsavel pela morte dos
espermatozoides por estar contaminado ou em desacordo com suas especificacoes.
Excetuando os fluorocromos, os demais reagentes foram trocados por produtos
novos e garantidos, porém ndo foi verificada melhora nos resultados. Além disso,
esta parece ser uma analise bastante simplista.

A metodologia desenvolvida por Harrison e Vickers (1990), como foi colocado
anteriormente, ndo matava os espermatozdides, apenas impedia-os de se mover.
Isto indica que as células assim imobilizadas estavam ainda sujeitas aos efeitos
nocivos das condicdoes ambientais; fossem elas, variacoes de temperatura, de

luminosidade ou evaporacao da solucdao de trabalho e conseqiiente aumento da



Resultados e Discussao — Experimento 3 112

osmolaridade. Além disso o citrato de sddio, utilizado nessa solucdao para promover a
correta osmolaridade, possui fraca acao tamponante. Por essas razbes, pode-se
supor que a manutencdao dos espermatozdides nessa solugdo venha a ser
responsavel pela morte dos mesmos em um intervalo de tempo reduzido.
Conseqglientemente, a degeneragao post mortem dos acrossomos poderia também
ser verificada.

A técnica empregada por Harrison e Vickers (1990) diferiu da técnica FITC -
PNA / IP utilizada no presente apenas em relacao ao fluorocromo diacetato de
carboxifluoresceina, utilizado ao invés da aglutinina fluorescente FITC-PNA, sendo o
restante da solucdo idéntica a utilizada no presente experimento. Os autores
verificaram que o sémen de carneiro quando mantido por até 130 minutos na
solugdo de trabalho apresentava a mesma reducao de viabilidade observada para
uma amostra controle mantida nas mesmas condicbes, sendo exposta a solucdao
corante apenas 10 min antes da avaliacdo. Isso indicou que a queda na integridade
de membranas observada nesse estudo apds 100 minutos de exposicao a solucdo de
trabalho, deve-se a senescéncia natural dos espermatozoides e ndo a efeitos toxicos
dessa solugao (HARRISON; VICKERS, 1990).

Ao comparar a eficiéncia do Iodeto de Propideo com o fluorocromo Hoescht
33258 e a solucao corante Eosina — Nigrosina — Giemsa, na avaliagao da proporcao
de espermatozdides viaveis de touros e de cachacos, Pintado, Fuente e Roldan
(2000) verificaram que a proporcao de células mortas indicada pelo Iodeto de
Propideo foi sempre mais elevada que a indicada pelas outras duas técnicas. Essa
caracteristica foi independente do processamento prévio a que o sémen havia sido
submetido. Tal diferenca entre a proporcao de células viaveis determinadas pelo
Iodeto de Propideo e pela Eosina, esta em conformidade com outro estudo do sémen
de carneiros e cachacos (TAMULI; WATSON, 1994). Outros estudos demonstraram
também diferencas entre sondas fluorescentes e o corante Eosina na avaliacao da
viabilidade espermatica (CASSINELLO et al., 1998; CENTOLA et al., 1990). Pintado,
Fuente e Roldan (2000) e Tamuli e Watson (1994) apontam como uma possivel
causa para essa discrepancia, a sensibilidade das células espermaticas , descrita por

Woelders (1991), aos efeitos toxicos inerentes a algumas sondas fluorescentes.
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Além disso, um estudo do efeito das condicdes de manipulagao In vitro do
sémen de leopardos das neves (ROTH et al., 1996), demonstrou que existe grande
variagao interespecifica na sensibilidade as condicoes de cultivo do sémen das
espécies da familia Felidae. Os autores verificaram que a adicdo de bicarbonato de
sédio a um meio de cultivo comum (PBS) ou a simples elevacao do pH desse meio
prejudicavam dramaticamente a viabilidade dos espermatozdides dessa espécie,
diferentemente de varias outras espécies de felideos estudadas pelos autores.

Considerando que a distancia filogenética entre as espécies comparadas no
estudo acima seja menor do que a distancia filogenética entre a jaguatirica e o cao,
espécie com a qual a técnica de imobilizacdo pelo formaldeido foi utilizada com
sucesso (CUNHA, 2002); a suposicdo de que o sémen jaguatirica apresenta uma
maior sensibilidade a exposicdo prolongada a essa solugdo fluorescente, parece ser
uma justificativa plausivel para compreender a incoeréncia na variacao dos padroes
de marcacao pela técnica fluorescente FITC-PNA / IP, ao longo do tempo de pré-
incubagdo. Estudos investigando especificamente esta hipdtese, no entanto, devem
ser conduzidos.

Outros argumentos tedricos podem reforcar tal hipdtese, como o fato de que o
sémen felino ndo necessita de qualquer agente estimulante especifico para completar
a capacitagao espermatica In vitro, além de requerer periodos de pré-incubacao
consideravelmente menores do que a maior parte das demais espécies mamiferas
(LONG et al., 1996). Considerando-se que a capacitacao envolve a diminuicao da
estabilidade da membrana plasmatica (HARRISON, 1996), é possivel supor que o
sémen felino seja naturalmente mais sensivel a desruptores extracelulares da funcao
de suas membranas.

Por fim, cabe destacar que os resultados observados por meio da Coloragao
Simples corresponderam aquilo que era esperado de acordo com a logica da

dindmica do fendmeno bioldgico de capacitacao e morte dos espermatozoides.
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6.

CONCLUSOES

Com base nos achados experimentais do presente estudo e na literatura

consultada, pode-se concluir que:

Durante a contencdao quimica das jaguatiricas para realizacao da
eletroejaculacdo, ndo foi verificada influéncia do uso do anestésico inalatério

isofluorano sobre a ocorréncia de contaminacao do ejaculado por urina;

O ejaculado obtido por meio do protocolo adaptativo de eletroejaculacgao,
descrito no presente trabalho, apresenta caracteristicas semelhantes ao
ejaculado obtido pelo protocolo padronizado de eletroejaculacao exceto pela
concentracdo espermatica do sémen, que foi 3 a 10 vezes mais elevada pela
utilizacao do protocolo adaptativo em comparacao aos valores encontrados na

literatura;

O transporte do sémen da jaguatirica por duas horas a temperatura ambiente
foi menos deletério a integridade estrutural e funcional dos espermatozoides

gue seu transporte sob refrigeracao;

Os espermatozdides da jaguatirica se mostraram sensiveis aos efeitos nocivos
da exposicao a baixas temperaturas e apresentaram alteracoes semelhantes
aquelas observadas em espermatozdides afetados pelo Choque do

Resfriamento;

O sistema de refrigeracao desenvolvido no presente estudo (Equitainer
Modificado) permitiu a obtengao de uma taxa de diminuicao da temperatura
proxima aos valores considerados ideais para o resfriamento do sémen de
carnivoros domésticos, tendo se mostrado ainda um sistema de pratica

aplicacao em condigdes de campo;
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A refrigeracao do sémen da jaguatirica, seguida pela sua pré-incubacao por
duas horas em condicOes adequadas a capacitacao espermatica do sémen
felino, permitiu a conclusao da capacitagao por uma fracao significativa da

populacdo de espermatozdides;

A verificacdo da capacitacdo espermatica apenas entre as amostras
refrigeradas indica que o fendmeno de criocapacitacdo pode ter precipitado o
término da capacitacdo entre essas amostras, em comparacao as amostras

transportadas a temperatura ambiente;

As condicdes de incubacao do ensaio de reacao acrossdmica induzida pelo
calcio ionoforo A23187 foram desfavoraveis ao estudo do fendmeno de
capacitacdo espermatica, ja que promoveram significativa reducdo da

viabilidade e integridade estrutural dos espermatozodides;

Resultados mais claros quanto a capacitacdo dos espermatozodides da
jaguatirica poderao ser obtidos em estudos futuros utilizando o ensaio de
reacao acrossomica induzida pelo calcio iondforo A23187 que venham a
empregar uma concentracao dessa substancia maior ou igual a 2uM e um

tempo de incubagao abaixo de 30 minutos;

A aglutinina do amendoim, conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC-
PNA) liga-se seletivamente a regidao correspondente ao acrossomo dos

espermatozoides da jaguatirica;

O iodeto de propideo (IP) evidencia a regido correspondente ao nucleo dos

espermatozoides da jaguatirica;

A proporgao de células espermaticas marcadas pelos fluorocromos FITC-PNA e
IP ndo apresentou coeréncia com o que seria esperado em fungao da dinamica
da capacitacdo espermatica e reagdo acrossomica, tendo variado de forma

totalmente aleatdria ao longo do tempo de pré-incubacao;
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A utilizacao dos da técnica mista FITC-PNA / IP na avaliacdo da viabilidade e
integridade acrossomal dos espermatozdides da jaguatirica mostrou-se pouco

pratica, por exigir leitura imediata e equipamento sofisticado de alto custo;

A Coloracao Simples mostrou-se bastante rapida e pratica durante as etapas
de fixacdo e leitura das laminas, tendo os resultados dessa técnica se
mostrado bastante coerentes com a variagdo esperada da integridade

acrossomal durante o periodo de pré-incubacao.
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ANEXO 1 — Sonda retal de dimensoes adequadas a eletroejaculagao de
jaguatiricas
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ANEXO 2 - Preparo da Variante do Diluente de Platz (PDV)

Ingredientes:

20% gema de ovo

11% de lactose (SIGMA, cod. L 1768)
Agua bidestilada

1000UI Penicilina G / ml de diluente

1mg Estreptomicina / ml de diluente

Foram preparados 100 ml de diluente; para tanto:

1.

N o b

Pesaram-se 11 g de lactose que foram dissolvidos em ~70ml de agua
bidestilada. A dissolucao foi realizada com auxilio de um agitador
magnético por cerca de 30 minutos;

Apos a quebra do ovo, a clara foi desprezada, e a gema foi depositada
em um papel de filtro para secagem da membrana vitelinica. Esta foi
perfurada e a foram recolhidos 20 ml de gema em uma proveta;

Este volume de gema foi misturado a solucdao de lactose e a essa
mistura foram acrescentados 100mg de Penicilina G e 100mg de
Estreptomicina;

O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH;

Acrescentou-se agua bidestilada Q. S.P. 100ml;

Centrifugou-se a suspensao a 5°C por 30 minutos a 9000 x G;
Descartou-se o gel presente na parte superior do tubo e aliquotou-se o
sobrenadante em criotubos, que foram armazenados em nitrogénio

liquido até o momento da utilizacao.
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ANEXO 3 — Preparo do meio F10 de Ham com 5% de SFB

O meio de Ham utilizado (Meio Nutriente de Ham, 100ml) foi obtido da empresa
Nutricell® (Campinas, Sdo Paulo, Brasil). A este meio foram acrescidas as seguintes
substancias, de acordo com o Manual de Treinamento do NOAHS (WILDT; BUSH,;
O'BRIEN, 1993):

e Soro Fetal Bovino (SFB, 5ml), inativado pelo calor (Nutricell®), a
concentragao de 5%;

e Penicilina G e estreptomicina a concentracao de 1 mg/ml cada;

e Piruvato (SIGMA, cod. G7029) a concentracao de 0,026 mg/ml;

e Glutamina (SIGMA, cdd. P8574) a concentracao de 0,284 mg/ml.

O preparo desta solucao era sempre feito na noite anterior ou na manha do dia
da realizacdo de cada ensaio, sendo este meio mantido em incubadora de CO,, até o
momento de sua utilizacdo, para equilibrio do pH. No entanto os antibidticos,
diferentemente das demais substancias, eram acrescentados diretamente ao frasco
do Meio Nutriente F10 de Ham no dia em que este era aberto pela primeira vez,
evitando assim a contaminacao do meio restante, que nao era utilizado no mesmo
dia.

ANEXO 4 — Preparo do Corante Simples de POPE

Ingredientes:

e Fosfato dibasico 0,2 M (Na;HPO,) (0,284 g/ 10 ml H,0) — SIGMA cdd. S 0876
e Acido citrico 0,1 M (0,192 g/ 10 ml H,0) — SIGMA céd. C 0759

o Corante rosa bengala — (Rose Bengal - Certified, Sigma céd. R4507)

e Corante “Fast green” — (Fast Green FCF, Merck cdd. 1. 04022.0025)

e Etanol (PA)

Para o preparo da solucao tampao foi utilizado 16,5 ml da solugao 0,2 M de
fosfato dibasico misturados a 3,5 ml da solucao 0,1 M de acido citrico. O pH final

dessa solucao foi ajustado para 7 com NaOH e/ou HCl quando necessario.
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Foram preparados 20 ml de corante, misturando-se 8 ml de alcool etilico com
12 ml da solucdo tampdo. A essa solucdo foram entdo adicionados 200 mg do
corante rosa bengala em p6 e 200 mg do corante “fast green” em po. Esse corante
foi entdao acondicionado a temperatura ambiente e protegido da luz (em recipiente

ambar e com revestimento externo de papel aluminio).

ANEXO 5 — Preparo das Solucoes de FITC-PNA e IP

Pouco antes do inicio de cada ensaio de avaliagao dos fluorocromos, era

preparado 1ml da solugao de trabalho, composta pelas seguintes solugoes:

e 960ul de Citrato de sodio (ECIBRA, cdd. 1669) 3%);
e 10ul de formaldeido (40%) diluido na proporcao 1:80 em NaCl 0,9%;
e 10ul de solugao mae de FITC-PNA;

e 20ul de solucao mae de IP.

As solucbes de citrato de sodio e de formaldeido foram sempre preparadas
com, no maximo, 48 horas de antecedéncia. As solucdes mae foram preparadas
conforme descrito abaixo. Vale salientar que toda manipulagdo dessas substancias
fluorescentes foi feita com o minimo de luz possivel, visando evitar a diminuicdo da

intensidade da fluorescéncia emitida pelos fluorocromos.

Solugcao mae de IP - 10 mg de iodeto de propideo (Sigma, cod. P4170)

diluidos em 20 ml de solucdo fisioldgica.

Solucao mae de FITC-PNA - 1 mg de PNA conjugado ao FITC (Arachis
hypogaea aglutinin, FITC — fluorescein isotiocianate — conjugated; ICN, céd. 153238)
diluido em 1 ml de PBS.
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Anexo 6 — Preparo das Solugoes de DMSO e Calcio Ionéforo A23187

Uma vez que a massa de Ca’*Ion (“Calcium Ionophore A23187, Free acid;

Sigma, Product Number: C7522") presente na embalagem original do produto era de

apenas 5mg considerou-se conveniente diluir todo produto, diretamente em sua

embalagem, com o volume adequado de DMSO, evitando perdas e erros de

pesagem.

Solucoes Estoque:

Solucdo Mie C&*Ion/DMSO:. 5mg de Ca®'lon foram diluidos em 2,387ml de
DMSO P.A., permitindo uma concentracdo de Ca**Ion nessa solugdo igual a 4mM
(2,0947mg/ml).

Solucdo estogue DMSO: 25ul de DMSO P.A. foram diluidos em 975ul do meio F10
de Ham, permitindo a concentragao de 2,5% do DMSO. Essa solucao foi dividida
em aliquotas de 20pl, colocadas em tubos de microcentrifuga e mantidas a -
200C, até o dia do ensaio.

Solucdo Estogue Ca: 254l da Solucdo Mie C&*Ion/DMSO foram diluidos em
975ul do meio F10 de Ham, permitindo a concentracao de 2,5% para o DMSO e
100uM (52,368ug/ml) para o Ca**Ion. Essa solucdo foi dividida em aliquotas de
30ul, colocadas em tubos de microcentrifuga e mantidas a - 20°C, até o dia do

ensaio.

Solucoes de Trabalho:

Solucdo Branca. no dia do ensaio, 10yl da Solucdo estogque DMSO foram
acrescidos a 490ul do meio F10 de Ham ¢/ 5%SFB recém preparado, permitindo
a concentracao de 0,05% de DMSO.

Solugdo CaZ: no dia do ensaio, 10ul da Solucdo Estoque Ca foram diluidos em
490ul do meio F10 de Ham c¢/ 5%SFB recém preparado, permitindo a
concentra¢do de 0,05% para o0 DMSO e 2uM (1,047ug/ml) para o Ca**Ion.
Solucdo Ca4. no dia do ensaio, 20ul da Solucdo Estogue Ca foram diluidos em
480ul do meio F10 de Ham c¢/ 5%SFB recém preparado, permitindo a
concentracdo de 0,1% para o DMSO e 4uM (2,094ug/ml) para o Ca**Ion.





