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Resumo

Objetivou-se com o estudo investigar o efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-
citrato em espermatozoides epididimarios de gatos domésticos (Feliscatus) e a congelacdo com glicerol
ou etilenoglicol. Foram realizados dois experimentos, com 10 gatos. No Experimento 1, avaliou-se a
manutencdo dos pardmetros espermaticos em diluidor tris-citrato com osmolaridades 275, 325, 375, 425,
475 e 525mOsm, nos tempos (TO= 0, T1= 30 e T2= 60 min). No Experimento 2 a congelagdo foi
realizada utilizando as osmolaridades 325 e 375 do glicerol a 4% ou etilenoglicol a 3%, 6%. Dentre as
osmolaridades, quanto a motilidade a 325 mOsm nado diferiu estatisticamente com o fluido epididimal
(controle) nos trés tempos ¢ a 375 mOsm no TO e T1, e ambas ndo apresentaram diferengas estatisticas
entre si e entre os tempos em todos os pardmetros espermaticos. O uso de 4% de glicerol em diluidor com
375 mOsm foi superior, apresentando motilidade de 25% + 6, vigor 4, integridade de membrana
plasmatica de 48% + 9, sem diferengas estatisticas com o resfriamento e na morfologia ndo foram
encontradas diferengas estatisticas entre as duas osmolaridades. Portanto, o Tris-citrato com 325 e 375
mOsm entre as osmolaridades testadas e pos congelagdo com 375 mOsm e glicerol 4% manteve os
parametros espermaticos.

Palavras-chave: criopreservacao, cauda do epididimo, felino.
Abstract

The aim of this study was to investigate the effect of different osmotic potentials of Tris-citrate
extender in epididymal spermatozoa of domestic cats (Felis catus), frozen with glycerol or ethyleneglycol.
Two experiments were carried out, with ten cats. In the first experiment, the influence of extender with the
osmolarityof 275, 325, 375, 425, 475 and 525 mOsm on sperm parameters were evaluated. In the second
experiment, slow freezing was performed using glycerol at 4% or ethyleneglycolat 3% and 6% added to
extender with 325and 375 mOsm. Among the osmolarities, the motilityat 325 mOsm did not differ
statistically with epididymal fluid (control) at all times evaluated and at 375 mOsmat T0 and T1, and both
showed no statistical differences between each other and between the times in all sperm parameters.
Glycerol 4% added to extender with 475 mOsm was superior, presenting motilityof 25% + 6, vigor 4,
plasma membrane integrity of 48% + 9, without statistical differences with cooling and in morphology,
no statistical differences were found between the two osmolarities. Therefore, 325 and 375 mOsm Tris-
citrate between the osmolarities tested and after freezing with 375 mOsm and 4%, glycerol maintained
the sperm parameters.

Keywords: criopreservation, epididymis-tail, feline
Introducao

A recuperacdo e congelacdo de espermatozoides provenientes da cauda do epididimo sdo
biotécnicas de reprodugdo que visam a formagdo de reservas genéticas de animais com alto valor
zootécnico ou ameagados de extingdo e que porventura vieram a obito (Chatdarong et al., 2009).
Entretanto, o emprego de espermatozodides epididimarios em técnicas de reproducgdo assistida ainda
esta em aprimoramento. Em se tratando do gato doméstico (Feliscatus), essas biotécnicas podem ser
de grande importdncia para a conservagdo de recursos genéticos de espécies felideas selvagens

!Correspondéncia: Silmaraleticiagl@gmail.com
Recebido: 26 de margo de 2018
Aceito: 13 de setembro de 2019



DY

Lima et al. Efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-citrato da congelagdo com etilenoglicol ou
glicerol de espermatozodides epididimarios de gato doméstico (Felis catus)

ameacadas de extingdo, uma vez que o gato doméstico ¢ o Unico felideo que ndo estd listado como
ameacado (Andrews et al.,, 2018), sendo, portanto, um importante modelo experimental, pela
possibilidade de transpor protocolos bem-sucedidos para outras espécies felideas (Rijsselaere e Van
Soom, 2010).

Estudos empregando espermatozoides epididimarios de gato doméstico em técnicas de
reprodugdo assistida tém apresentado resultados promissores, tais como a manutengdo de capacidade
fecundante de espermatozoides descongelados, resultado comprovado por meio de produgdo in vitro de
embrides, quando foi possivel alcangar taxas de clivagens e blastocistos de 53% com 30%,
respectivamente (Zambeliet al., 2008). Assim como in vivo, foi relatada uma taxa de concepcdo de 80%
de fémeas inseminadas artificialmente com espermatozoides epididimarios submetidos a resfriamento e
congelagdo (Toyonaga et al., 2011).

Entretanto, um dos fatores cruciais para a manutengdo e viabilidade da célula espermatica
epididimaria € a caracteristica fisico-quimica da solucdo diluidora. O processo de congelagdo promove
alteracdes na osmolaridade celular, devido a exposicao a meios hiperosmoticos decorrentes, resultando no
efluxo de 4gua com consequente desidratacdo da célula e possivel influxo de ions (Guthrieet al., 2002;
Wei Si et al., 2006) que levam, principalmente, a redu¢do da motilidade espermatica (Kunkitti et al.,
2017). Quando essas células sdo submetidas a meios isosmoticos ou até mesmo hiposmoticos durante a
descongelagdo, um rapido influxo de agua resulta em injurias fisicas, como ruptura de membrana
plasmatica (Wei Si et al., 2006).

Portanto, as caracteristicas osmoticas do diluidor podem apresentar grande importancia para o
sucesso da manutengdo e viabilidade celular. Os espermatozdides no epididimo estio em um meio
hiperosmdtico em comparacdo ao sémen (Robaiereet al.,, 2006) e a maioria dos diluidores
empregados em espermatozdides epididimarios de gatos domésticos utilizam osmolaridade de 307
mOsm/L, similar & do sémen (Glover & Watson, 1985; Emerenciano et al., 2013). Demonstra-se
dessa forma, a necessidade de estudos que estabelecam a osmolaridade do diluidor mais apropriada
para a manuten¢do dos espermatozdides epididimarios, bem como o efeito dessas solugdes no sucesso
da congelagdo quando associado com crioprotetores intracelulares, tais como o glicerol e etilenoglicol.

O glicerol, nas concentragdes 4% ou 5%, € o agente crioprotetor intracelular mais utilizado na
criopreservacdo de espermatozodides de gatos doméstico (Villaverdeet al., 2013). O etilenoglicol possui
uma alta capacidade crioprotetora, baixo peso molecular e uma rapida penetragdo celular, tendo sido
empregado na criopreservagdo dos espermatozoides (Silva et al., 2012) em decorréncia de sua menor
toxicidade devido sua alta permeabilidade celular (Bhattacharya, 2018).

Objetivou-se com o presente trabalho investigar o efeito de diferentes osmolaridades do diluidor
Tris-citrato acrescido de glicerol ou etilenoglicol na congelacdo de espermatozoides epididimarios de
gatos domésticos (Felis catus).

Material e Métodos

Coleta do complexo testiculo-cauda do epididimo

Os complexos testiculo-cauda do epididimo foram obtidos de dez gatos domésticos (n=10)
durante procedimento rotineiro de orquiectomia no hospital veterinario do Campus Universitario de
Castanhal (Universidade Federal do Para) e teve aprovagio pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA), N° 1650060516.

Experimento I:Efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-citrato sobre a motilidade, vigor e
integridade de membrana plasmatica de espermatozoides da cauda do epididimo.

Apds a orquiectomia, os complexos testiculo-epididimo de cinco gatos foram imediatamente
destinados ao laboratério em placas de Petri previamente esterilizadas, imersos em solugdo fisiologica
(NaCl a 0,9%) pré-aquecida (37°C). Em seguida, foram dissecados para a retirada da cauda do epididimo
e a recuperagdo dos espermatozoéides por meio das técnicas de fatiamento e flutuagdo, que consistem no
fatiamento da cauda com auxilio de um bisturi em seguida ¢ adicionado o diluidor sobre os fragmentos da
cauda para a flutuagao e recuperagao dos espermatozdides (Caryet al., 2004).

Apos o fatiamento, foi retirada uma amostra do fluido epididimario para o controle a fresco.
Os fragmentos fatiados foram separados e colocados em seis microtubos tipo eppendorf (1,5ml), que
continham 1mlde Tris - citrato (Fragdo A), com as diferentes faixas de osmolaridades (275, 325, 375,

Rev Bras Reprod Anim v.43, n.3, p.779-786, jul./set. 2019 780



DY

Lima et al. Efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-citrato da congelagdo com etilenoglicol ou
glicerol de espermatozodides epididimarios de gato doméstico (Felis catus)

425,475 e 525 mOsm) obtidas por meio da adi¢do de frutose ou de 4gua ultrapura, para o ajuste da
osmolaridade. Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C e avaliadas em trés
periodos (TO = 0, T1= 30 e T2= 60 min). Posteriormente, foi realizada a avaliacdo microscdpica das
amostras, que no controle a fresco foi feita somente no tempo TO, uma vez que os pardmetros
espermaticos ndo se mantém sem a diluig@o, pois se trata de uma amostra do fluido epididimario.

Experimento 1I: Efeito do diluidor Tris-citrato com diferentes osmolaridades no processo de congelagéo
de espermatozoides epididimarios com glicerol ou etilenoglicol

Ap6s o fatiamento da cauda do epididimo de cinco gatos, foi retirada uma amostra do fluido
epididimario de cada animal para o controle a fresco. E para a congelagdo, os espermatozdides foram
recuperados das caudas do epididimo e diluidos, considerando os melhores resultados do experimento 1.

A congelacdo foi iniciada com a etapa de diluicdo. Os fragmentos fatiados de cada cauda do
epididimo de cada animal foram colocados em microtubos do tipo eppendorf (1,5ml), que continham 1,0
ml de Tris - citrato (Fragdo A) na melhor ou melhores osmolaridades, em seguida foram retiradas
amostras com auxilio de pipetas para a etapa de resfriamento, executado em geladeira numa curva
decrescente de temperatura de 37°C para 4°C em um intervalo de 90 minutos (0,4°C/min). Apds o
resfriamento, as amostras foram subdivididas em grupos: glicerol 4%; etilenoglicol 3% e etilenoglicol
6%. Os crioprotetores foram adicionados a Fragdo B (Fragdo A + 20% de gema de ovo) de cada grupo
e esta foi adicionada as amostras na proporgdo 1:1 apds o resfriamento das mesmas. Em seguida, as
amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 ml, lacradas com esferas metélicas de 1,7 mm e
expostas ao vapor de nitrogénio (-60 C°) por 20 minutos antes de serem mergulhadas em nitrogénio
liquido (-196 °C). Uma semana apds a congelacdo, as amostras foram descongeladas em banho-Maria a
37°C por 30 segundos.

Avaliagdo microscopica dos pardmetros espermaticos

No experimento I, os espermatozoides foram avaliados quanto a motilidade, vigor e integridade
de membrana plasmatica, nos tempos TO, T1 e T2. A motilidade e o vigor espermatico foram avaliados
subjetivamente em microscopio optico (modelo ECLIPSE E400, Nikon, Japdo) e para a integridade de
membrana plasmatica, foram confeccionadas laminas as quais foram coradas com 5pul eosina nigrosina a
1% em 5Spl da amostra em uma lamina previamente aquecida (37°C). A avaliagdo foi feita pela contagem
do total de 200 espermatozoides em microscopio Optico, em cada tempo de cada osmolaridade.

No experimento II, foram realizadas as andlises espermaticas de motilidade, vigor e integridade
de membrana plasmatica dos espermatozodides do fluido epididimarioa fresco e apods todas as etapas do
processo de congelacdo (diluig¢do, resfriamento e congelacdo), ja descritas no experimento I. Também foi
avaliada a morfologia espermatica, tendo sido contados 200 espermatozoides por amostra em
microscopio optico (modelo ECLIPSE E400, Nikon, Japao), sendo estes classificados como normais ou
com defeitos maiores localizados no acrossoma, cabec¢a e peca intermediria, ou seja, defeitos relacionados
a espermatogénese; ou menores presentes na cauda espermatica, que sdo relacionados a via ejaculatoria
ou manipulagdo ap6s colheita (Blom, 1973). A concentra¢ao foi determinada apds a recuperagdo dos
espermatozoides e a dilui¢do, como auxilio de cdmara de Neubauer (Hirschmann EM techcolor, Estados
Unidos), apos diluigdo (1:100, v: v) das amostras solu¢do formol salina tamponada.

Analise Estatistica

Os testes estatisticos utilizados foram: moda, para estabelecer o vigor espermatico analisado, em
uma escala de 0-5; média + desvio padrdo, para o percentual dos parametros espermaticos; one-way
ANOVA, para comparagdo dos tempos em cada osmolaridade e entre os tratamentos das etapas de
congelacdo, e two-way ANOVA para analisar diferengas entre as osmolaridades e os tempos entre si. Os
valores foram considerados estatisticamente significantes quando P< 0,05.

Resultados
No Experimento I, foram avaliados os pardmetros de motilidade, vigor e integridade de

membrana plasmatica espermadtica nas diferentes osmolaridades e em trés tempos de analise. Quanto a
motilidade espermatica no fluido epididimario a fresco (72 £+ 22), ndo foram observadas diferengas
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(P>0.05) em comparacao com asosmolaridades 325 no TO (77% + 15) e T1 (50% £ 36) e T2 (43% + 38) ¢
com a 375 mOsm no TO (68% =+ 17) e T1 (45% = 23) (Tab. 1). As amostras diluidas em meio com 325 ¢
375 mOsm foram significativamente superiores quando comparadas as demais osmolaridades, pois ndo
apresentaram diferencas significativas entre si e em entre os tempos TO, T1 e T2 em todos os parametros
avaliados (Tab. 1).

Durante o processo de congelagdo, foram congelados 4,2 x 106 £ 0,7 de espermatozoides
recuperados apos a diluicdo nas osmolaridades testadas (325 e 375 mOsm). Apos a descongelagdo, os
resultados de motilidade e vigor utilizando glicerol 4% foram semelhantes aos observados nos
espermatozoides refrigerados. Além disso, a osmolaridade de 375 mOsm com glicerol 4% também
manteve a integridade de membrana plasmatica durante todas as etapas desde a diluicdo e apos a
congelacdo e com o fluido epididimario (Tab. 2).

Apds a congelacdo os grupos com etilenoglicol nas duas osmolaridades utilizadas, apresentaram
reducdo significativa na motilidade e no vigor, em comparagido com as etapas de diluicao e resfriamento
(Tab. 2). Todavia, com relagdo a avaliagdo da integridade de membrana plasmatica, os espermatozoides
congelados com etilenoglicol a 6% na osmolaridade de 375 mOsm e a 3% em ambas osmolaridades ndo
apresentaram diferengas estatisticas significativas com o fluido epididimario a fresco e com as etapas de
diluicdo e resfriamento das duas osmolaridades (Tab. 2).

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas com relagdo as taxas de
espermatozoides morfologicamente normais entre todas as etapas da congelacdo e nas duas osmolaridades
utilizadas. Dentre as alteragdes morfologicas encontradas, com excecéo da gota citoplasmatica proximal,
a maioria foi classificada como defeitos menores (Tab. 3).

Tabela 1: Media e Desvio padrdo, dos parametros de Motilidade, Vigor e Integridade de Membrana
Plasmatica (ITM) dos espermatozdides da cauda do epididimo de gatos domésticos nos tempos de
incuba¢do TO, T1 e T2, de acordo com as osmolaridades (275, 325, 375, 425, 475 ¢ 525 mOsm) no
diluidor Tris-citrato.

Parametros Espermaticos

Tempo de Osmolaridades %Motilidade Vigor %IMP
Incubacao
Fluido Epididimal 72421,7% 54 -

(T0) Omin 275 64+12" 54 71154
325 77415 54 56429 A
375 68+17 4 4 514204
425 60+£23" 4 4 5743444
475 60+33 42 34 444374
525 5742242 44 454304

(T1) 30min 275 42+85° 44 4542540
325 50+£36™ 44 514304
375 454234 4h 49+32 A
425 35+17% 3M 53430 A
475 3942752 3M 47425 42
525 3742282 4h 45407 A2

(T2) 60min 275 26+17% 44 434164
325 434384 44 5624 A2
375 304255 44 53430 A2
425 3242282 4h 47429 A2
475 3242282 348 42422 A2
525 28+17" 44 47426 A2

A, B, C - Valores seguidos de letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre as diferentes
osmolaridades e com o fluido epididimal dentro do mesmo tempo (P< 0,05), entre as linhas.

a, b - Valores seguidos de letras minusculas indicam diferenca estatistica na mesmas osmolaridades e com
o fluido epididimal entre os tempos T0, T1 e T2 (P< 0,05).
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Tabela 2: Média e desvio padrdo dos parametros de motilidade, vigor e integridade de membrana
plasmatica (ITM) dos espermatozoides da cauda do epididimo de gatos domésticos no controle (fluido
epididimario), nas osmolaridades de 325 e 375 mOsm e durante as etapas de diluicdo, resfriamento e
congelacdo, com o emprego dos crioprotetores glicerol e etilenoglicol.

Parametros Espermaticos

Etapa %Motilidade Vigor %ITM
Fluido Epididimario - 90+10* 54 84+10"
Diluicdo 325 7041078 54 70+£144
375 67+1248 54 70+£21 4

Resfriamento 325 53+21 B¢ 548 56+84
375 50417 B¢ 548 62+174

Congelagio 325 GL4% 28+17¢ 348 474208
325 EG 3% 7420 28¢ 48+74

325 EG6% 4+5° 1€ 524144

375 GL4% 25+6° 448 48+94

375 EG 3% 10+8F 2 B¢ 424118

375 EG6% 8+5¢ 28¢ 54444

GL4%: Glicerol com diluidor na osmolaridade 325;

375 GL4%: Glicerol com diluidor na osmolaridade 375;
325EG3%: Etilenoglicol a 3% com diluidor na osmolaridade 325;
375EG3%: Etilenoglicol a 3% com diluidor na osmolaridade 375;
325EG6%: Etilenoglicol a 6% com diluidor na osmolaridade 325;
375EG6%: Etilenoglicol a 6% com diluidor na osmolaridade 375.

A,B,C - Valores seguidos de letras maiusculas diferentes apresentam indicam diferenga entre os

tratamentos (P< 0,05), entre linhas da mesma coluna.

Tabela 3: Média e desvio padrdo das alteracdes morfologicas dos espermatozoides da cauda do epididimo de
gatos domésticos no controle (fluido epididimario), nas osmolaridades de 325 e 375 mOsmol e durante as

etapas de diluicdo, resfriamento e congelagdo, com o emprego dos crioprotetores glicerol e etilenoglicol.

Morfologia Espermatica

Etapas %MORF  %CD %CE %CI %G %G

N CP CD

Fluido - 66147 1310 10+£17 11+8% 3428 2+14

Epididimario

Diluicdo 325 53124 294548 4370 13484 140" -
375 54+174 25444 14042 161842 - -

Resfriamento 325 47162 25+6™ 5414 19+144% 1207 2404
375 49+194 31+6™ 54148 19+1442 - -

Congelagio 325 GL4%  43+11% 41474 5404 13+£15% - 3+0™
325EG3%  43+£19% 47428 12+124° 131570 - -
325EG6%  46+14" 28+18% 27423 5+08° - -
375 GL4%  30+19% 414280 18494 40+05¢ - -
375EG3%  43+15%  29+18%  18+9M 40+05¢ - -
375 EG6%  51+26% 314214 214174 84610 - -

%MORF N: Morfologia normal espermatica %CD: cauda dobrada, %CE: cauda enrolada, %CI: cabega
isolada, %GCP: gota citoplasmatica distal e %GCD: gota citoplasmatica distal.
325GL4%: Glicerol com diluidor na osmolaridade 325;
375GL4%: Glicerol com diluidor na osmolaridade 375;
325EG3%: Etilenoglicol a 3% com diluidor na osmolaridade 325;
375EG3%: Etilenoglicol a 3% com diluidor na osmolaridade 375;
325EG6%: Etilenoglicol a 6% com diluidor na osmolaridade 325;
375EG6%: Etilenoglicol a 6% com diluidor na osmolaridade 375.

A, B — Apresentam diferenca estatistica significativa com o controle entre as linhas.
a, b, ¢ - Valores seguidos de letras mintsculas diferentes indicam diferenca entre os tratamentos (P<

0,05), entre as linhas.
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Discussao

O presente estudo propos avaliar o efeito de diferentes osmolaridades em trés tempos distintos
do diluidor Tris-citrato sobre os pardmetros espermaticos para entdo proceder com a congelacdo dos
espermatozoides da cauda do epididimo, dessa forma foram utilizadas as osmolaridades de 325 e 375
mOsm que mantiveram os pardmetros espermaticos entre os tempos analisados.

Dessa forma, os resultados de motilidade apds congelacdo utilizando o glicerol a 4% nas duas
osmolaridades (28% =+ 17 e 25% = 6, respectivamente) foram superiores quando comparados com outros
estudos. Tsuitsuiet al. (2003) e Macente et al. (2012), encontraram 23,7% e 24%, respectivamente, € com
resultados semelhantes ao de (Chatdarong et al., 2009 e Buranaamnuay 2013). Em um estudo com sémen
Ledes, utilizando um diluidor a Biladyl® e glicerol a 4% e 8%, foi encontrado cerca de 20% de motilidade
e sugeriram que ainda sdo necessdrios outros estudos para melhorar as taxas de sobrevivéncia de
espermatozoides do ejaculados de Ledes (Stander-Breedtet al., 2004). Karjaet al. (2016), também
observaram taxas de 20% de motilidade em sémen de tigres com dilidor a base de gema de ovo e 6% de
glicerol. Dessa forma, o estabelecimento de protocolos que aumentem a sobrevida dos espermatozoides
em modelos experimentais, podem auxiliar na formacdo de bancos de germoplasma em felinos
ameacados de extingdo.

No presente estudo em relagdo a integridade de membrana plasmatica foram observados
resultados de 47% + 20e 48% =+ 9 das duas osmolaridades testadas e com o glicerol a 4%, foram
superiores ao encontrado por Kashiwasakiet al. (2005), que obteve valores de 32,2%, com um meio
diluente contendo 3% de glicerol e ao de Kunkitti et al. (2016) que obtiveram taxas de 43% com diluidor
a base de TRIS e com glicerol a 3%, em espermatozoides epididimarios de gatos domésticos. Esta
diferenca pode ser atribuida ao fato de que no presente trabalho foi utilizado um diluidor com
osmolaridade mais adequada aos espermatozoides epididimarios, fato que pode ter promovido reducdo do
estresse osmotico, proporcionando assim melhores resultados dos pardmetros espermaticos avaliados. Um
estudo por Kunkittiet al. (2017) mostrou que espermatozoides do epididimo de gatos domésticos sdao
altamente suscetiveis ao estresse osmotico, diminuem a motilidade drasticamente quando exposto as
solugdes com 75 mOsm ¢ 600 mOsm e tem perda completa de motilidade em osmolaridades maiores que
900 mOsm.

Em relagdo a morfologia espermatica, os resultados encontrados com o diluidor Tris-citrato nas
duas osmolaridades em todas as etapas da congelagdo mostraram percentuais com mais de 43% de
espermatozoides normais apds a descongelagdo, quando comparado aos resultados de Tebet et al. (2006),
que utilizaram o diluidor Tris-gema-Equex, estes autores mostraram que, apds descongelagdo, 23% dos
espermatozoides oriundos da cauda do epididimo apresentaram-se morfologicamente normais.
Demonstraram, mais uma vez, que o diluidor pode ter influenciado positivamente na diminuicdo das
taxas de teratospermia. O diluidor Tris-citrato com osmolaridade mais adequada foi capaz de conservar o
potencial osmotico dos espermatozdides epididimarios de gatos domésticos, mantendo sua morfologia
normal durante o processo de congelagao.

E muito importante ressaltar que neste trabalho o ajuste da osmolaridade foi realizado com
frutose e que a maior quantidade dessa substincia no diluidor pode ter contribuido, fortemente, para a
sobrevida dos espermatozoides, demonstrando que além de servir como fonte de energia (Hafez & Hafez,
2004), este agucar pode apresentar um importante papel crioprotetor durante o processo de congelagao.
No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos que corroborem a importdncia da osmolaridade do
diluidor, bem como a real influéncia da frutose no contexto da manutengdo e criopreservacdo de
espermatozodides epididimarios de gatos domésticos.

Conclusao

O estabelecimento de um meio diluidor com um valor de osmolaridade ideal ¢ de extrema
importancia para a manutengdo e recuperagdo de espermatozoides epididimarios. Com isso, mostrou-se
que o diluidor Tris-citrato com as osmolaridades de 325 e 375 mOsm permite a obtengdo de
espermatozoides com boa qualidade, a manutencdo dos pardmetros espermaticos, bem como a
manipulagdo espermatica durante uma hora sem alterar sua qualidade. Adicionalmente, o crioprotetor
glicerol a 4% acrescido de 20% de gema de ovo na Fragdo A, na osmolaridade 375 mOsm foi
considerado o mais vidvel para manutencdo dos pardmetros espermaticos apoés congelagdo de
espermatozdides epididimarios de gatos domésticos.
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