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Resumo

M¢étodos eficazes para a colheita de s€émen permitem avangos na inseminagao artificial em caes
domésticos e canideos selvagens geneticamente valiosos, permitindo a manutengdo de linhagens
genéticas e possibilitando a propagagdo de material genético post-mortem, bem como, diminuindo os
custos e os riscos de transporte de animais para reproduc@o. Dentre os métodos de colheita de sémen
utilizados em cdes, podemos destacar os métodos ejaculatorios como a manipulagdo digital e a
eletroejaculacdo; e os métodos ndo ejaculatorios, que compreendem aqueles que envolvem os
espermatozodides coletados do epididimo, em casos de dbito ou orquiectomia ou em animais submetidos a
vasectomia. Mais recentemente a colheita farmacologica de sémen foi descrita em cdes como um método
ndo ejaculatério eficiente. Essa nova metodologia de colheita de sémen surge como mais uma alternativa
para facilitar a colheita de sémen em cdes domésticos que ndo aceitam a manipulaco digital e eliminar a
necessidade da eletroejaculagdo em animais selvagens. No entanto, os protocolos anestésicos utilizados
ainda apresentam alguns efeitos colaterais indesejaveis, indicando que novos protocolos, mais seguros
para a colheita de sémen via cateterismo uretral necessitam ser testados.

Palavras-chave: Colheita epididimaria, colheita farmacoldgica de sémen, alfa-2 adrenérgico, reproducao,
canideos.

Abstract

Effective methods for semen collection are determinant for artificial insemination advances in
genetically valuable domestic dogs and wild canids, allowing the genetic maintenance and enabling the
post-mortem genetic material use, as well as, reducing the animals transporting costs and risks for
breeding. The semen collection methods used in canids are ejaculatory methods, such as digital
manipulation in dogs and electroejaculation in wild canids; and non-ejaculatory methods, which include
sperm collected from epididymis after death or vasectomy. More recently, pharmacological semen
collection was described in dogs as an efficient non-ejaculatory method. This new semen collection
methodology emerges as another alternative to facilitate semen collection in domestic dogs that do not
accept digital manipulation and eliminate the electroejaculation in wild animals. However, side effects
undesirable was observed indicating that new anesthetic protocols, safer for semen collection via
urethral catheterization, need to be tested.

Keywords: epididymal collection, pharmacological semen collection, alpha-2 adrenergic, reproduction,
canids.

Introducao

Além do papel social exercido pelos cdes influenciar a demanda de estudos focados na
criopreservacdo das células espermaticas, os avangos na area da biotecnologia reprodutiva possuem
grande importancia nos estudos destinados a conservagdo de canideos ameagados de extingdo.

Dentre os métodos de colheita de sémen utilizados em cdes podemos citar os métodos
ejaculatérios como a manipulacdo digital e a eletroejaculagdo, sendo a manipulacdo digital o método de
colheita de células espermaticas mais utilizado em cées e a eletroejaculagdo o método de eleicdo para
animais selvagens.

Os métodos ndo ejaculatorios compreendem aqueles que envolvem os espermatozoides coletados
da cauda do epididimo em caso de 6bito do reprodutor ou coletados diretamente do epididimo em animais
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submetidos a vasectomia. Mais recentemente a colheita farmacolégica de s€émen foi descrita como um
método ndo ejaculatorio viavel para colheta de sémen.

Em canideos a colheita farmacologica de sémen foi inicialmente testada em lobos vermelhos
(Canis rufus), no entanto, as amostras de sémen apresentaram alta contaminagdo por urina (Franklin;
Waddell; Goodrowe, 2018). Em caes a colheita de sémen por cateterismo uretral apods estimulo
farmacoldgico utilizando farmacos alfa-2 adrenérgicos foi descrita pela primeira vez por Kuczmarski et
al. (2020).

Essa nova metodologia de colheita de sémen surge como mais uma alternativa para facilitar a
colheita de s€émen em cédes domésticos que ndo aceitam a manipulagdo digital e eliminar a necessidade de
eletroejaculagdo em animais selvagens.

Métodos ejaculatorios de colheita de sémen
Manipulagdo digital

E 0 método mais comum para colheita de sémen em caes, em condi¢des ideais ocorre com a

presenca de uma fémea no estro. Porém, a auséncia da fémea ndo impede o sucesso na colheita, sendo
imprescindivel a remogao de qualquer distragdo ou fator estressante do ambiente (Kutzler, 2005).
A técnica baseia-se em massagear a glande do cdo até ocorrer o ingurgitamento do bulbo peniano e
exposicdo do pénis, caracterizando a erecdo. Em ato continuo, o bulbo ¢é posicionado na palma da mao do
técnico que ird realizar uma pressdo constante de forma a simular a vagina durante a cépula (Begum;
Bhuvaneshwari, 2018).

Em seguida a erecdo o macho tenta rotacionar, demonstrado pela tentativa de passar a perna por
cima do brago do técnico que esta coletando o s€men, rotacionando o pénis em 180°. A pressdo devera ser
mantida at¢é o momento da ejaculag@o, sendo que cada fragdo do ejaculado deve ser coletada em tubos
diferentes (Kutzler, 2005).

Eletroejaculagdo

A eletroejaculacdo ¢ recomendada para cdes agressivos, que ndo aceitam a manipulacdo digital.
Também ¢ utilizada em canideos selvagens, devido ao fato de poder ser realizada em animais
anestesiados.

O aparelho utilizado para a geracdo dos eletrochoques ¢ semelhante ao utilizado para
eletroejaculacdo em bovino, com eletrodos retais bipolares com tiras longitudinais em cobre e didmetro
com medidas proporcionais ao porte do animal. Em canideos a contaminagdo do ejaculado por urina
ocorre com relativa frequéncia (Nagashima; Songsasen, 2021). Uma das alternativas para minimizar este
problema seria a drenagem da urina por cateterizagdo ou cistocentese, antes do inicio dos eletrochoques.

Do ponto de vista ético a eletroejaculagdo vem sendo cada vez mais questionada, sendo restrita
em alguns paises. No entanto, mesmo havendo a necessidade de anestesiar o animal e comprovando ser
uma técnica segura, ¢ certo que o procedimento de eletroejaculagdo, por vezes, ndo apresenta resultados
satisfatorios. A contaminacdo do ejaculado por urina utilizando esse método em cdes ¢ frequente, bem
como o fato de apresentarem a presenca de ejaculados com grande volume e baixa concentragdo
espermatica, quando comparados a outros métodos de colheita.

Métodos nio ejaculatorios
Colheita epididimaria

Esse método de colheita se baseia na recuperag@o de células espermaticas mantidas na cauda do
epididimo em animais de alto valor genético ap6s orquiectomia, vasectomia ou naqueles que vieram a
obito. As técnicas utilizadas sdo a lavagem (flushing), a compressio (squeezing) e o fatiamento (slicing).

Em racas de grande porte pode-se realizar a lavagem do epididimo (flushing) introduzindo-se
meio de cultura (Hepes, Ham’s F10, Tris-frutose citrato com gema de ovo ou fluido prostatico) em um
cateter inserido no ducto deferente. Com o auxilio de uma seringa realiza-se a lavagem, coletando a
amostra em tubos cdnicos graduados ou placas de Petri, sendo de suma importancia a padronizacao dos
volumes utilizados para padronizar o protocolo (Paz, 2013; Hori et al., 2017).

Em racas de médio e pequeno porte a colheita pode ser feita por compressao (Squeezing), onde o

Rev Bras Reprod Anim, v.45, n.4, p.396-401, out./dez. 2021 397



DY

Paz e Kuczmarski. Técnicas alternativas para colheita de s€émen de c@o.

epididimo é comprimido em direcdo aos ductos deferentes com o auxilio de uma pinga ou lamina
histologica, conduzindo seu contetido diretamente em uma placa de Petri aquecida contendo meio
diluidor. (Martins et al., 2009, 2012; Iranpour; Valojerdi, 2013).

Em racas de pequeno porte (mini) o fatiamento do epididimo (Slicing) pode ser uma alternativa
quando os métodos anteriores se tornam inviaveis em consequéncia ao tamanho reduzido do testiculo, no
entanto, esta técnica pode apresentar contaminacdo da amostra, o que por vezes inviabiliza o uso dos
espermatozoides. Nesta técnica a cauda do epididimo ¢é dissecada, fatiada com o auxilio de uma lamina de
bisturi e colocada em placa de Petri aquecida contendo meios diluidores (Korochkina et al., 2014). Apos
10-15 minutos de incubagdo os tecidos sdo removidos e a suspensdo deve entdo ser filtrada ou
centrifugada para recuperagdo dos espermatozoides (Hori et al., 2015).

Para qualquer uma das técnicas citadas ¢ necessaria a dissec¢do completa do epididimo,
removendo todos os tecidos adjacentes e vasos sanguineos para se evitar a contamina¢do da amostra.

E recomendada a colheta e o processamento dos espermatozoides epididimarios imediatamente
apos o Obito ou orquiectomia, buscando a otimizagdo da manutencado e utilizagao deste material genético.
As células espermaticas possuem capacidade de sobrevivéncia por algum tempo nos epididimos excisados
cirurgicamente ou no corpo de animais em 6bito, porém conforme a necrose tecidual avanca decorrente
da decomposicdo a qualidade seminal diminui significativamente (Songsasen; Tong; Leibo, 1998).

A refrigeracdo dos testiculos a 5°C logo apds o 6bito ou orquiectomia ¢ recomendada,
prolongando a sobrevivéncia dos espermatozdides epididimarios permitindo um maior tempo habil para
realizar a colheta e processamento, sendo possivel manter armazenado por até 48h até apresentar
diferencas significativas na qualidade espermatica (Gafian; Gomendio; Roldan, 2009).

A aspirag@o percutanea ¢ realizada em animais que ndo possuem capacidade de se reproduzir
naturalmente devido a impossibilidades fisicas, fisiologicas ou alteragdes comportamentais, mas as quais
deseja-se manter o potencial reprodutivo. O escroto é limpo com solugdo antisséptica ¢ a cauda do
epididimo € palpada e estabilizada com o dedo indicador e o polegar, uma seringa contendo meio HEPES
e/ou Ham’s F-10 acoplada a uma agulha 26-G ¢ inserida na regido da cauda epididimaria. A aspiragdo ¢
realizada, mantendo a pressdo negativa enquanto a agulha ¢ removida parcialmente e delicadamente
movida para uma posi¢do diferente diversas vezes em 360°, a amostra coletada é transferida para um tubo
pré-aquecido e feita as analises seminais (Varesi et al., 2013).

Colheita farmacoldgica de sémen

Dentre as técnicas alternativas de colheita de sémen em cées podemos citar a eletroejaculagdo e a
aspiragdo percutanea da cauda do epididimo. No entanto, essas técnicas ndo sdo amplamente aceitas pelos
tutores. Neste contexto, a nova técnica de colheita farmacologica do sémen por cateterismo uretral surge
como uma alternativa viavel para solucionar este problema.

A colheita de sémen farmacoldgica baseia-se no fato dos agentes a-adrenérgicos atuarem em o~
adrenoreceptores determinando a contra¢do dos ductos deferentes (Macdonald; Mcgrath, 1980), o que
pode determinar uma alta concentracdo de espermatozoides liberados na uretra, apds a administragdo de
farmacos como a detomidina, a medetomidina e a dexmedetomidina, tornando possivel a colheita de
sémen sem ejaculagdo.

O efeito dos medicamentos a-adrenérgicos nos ductos deferentes foi demonstrado inicialmente
em ratos, onde a resposta muscular ao utilizar agonistas alfa-adrenérgicos aumentou de acordo com a
dose utilizada (Macdonald; Mcgrath, 1980). No entanto a observacdo de alta concentragdo de
espermatozoides liberados na uretra, apds a administragdo do fairmaco, foi observado primeiramente em
equinos (Mcdonnell; Odian, 1994; Turner; Mcdonnell; Hawkins, 1995).

A partir desse estudo foi demonstrado que o uso de farmacos o2-adrenérgicos, utilizados na
indugdo anestésica, levam a liberacdo espontinea de células espermaticas na uretra, devido a contragéo
causada nos ductos deferentes, facilitando assim a colheita de sémen em varias espécies (Zambelli et al.,
2007, 2008, 2010; Swanson; Bateman; Vansandt, 2016; Iglesias et al., 2020).

Em pequenos animais foi inicialmente descrita em gatos domésticos utilizando-se como
protocolo anestésico a associacdo dos farmacos medetomidina (100pg/kg) e cetamina (5mg/kg). Apos a
inducdo, um cateter uretral (Tom cat — Imm x 13cm) foi inserido a aproximadamente 9,0 cm dentro da
uretra, permitindo que o sémen penetrasse no cateter por capilaridade, resultando na possibilidade de
colheita de sémen sem ejaculacao em felinos (Zambelli et al., 2007).

Em caes foi descrita inicialmente utilizando-se como protocolo anestésico a associagdo dos
farmacos dexmedetomidina/cetamina (Kuczmarski et al., 2020). Para a determinacdo da dose minima de
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dexmedetomidina para colheita farmacologica foram utilizadas doses crescentes de dexmedetomidina
associada a cetamina por via intramuscular atingindo a dose minima necessaria de 15ug/kg
dexmedetomidina — 3mg/kg cetamina para que ocorresse a obtengdo de sémen (Kuczmarski et al., 2020).

Ultrassonografia inguinal foi utilizada para definir o caminho do cateter até a regido pré-
prostatica sem que houvesse contaminacdo do sémen por urina, sendo que apds estabelecido o
comprimento ideal de introdu¢do do cateter de acordo com o porte do animal ndo se faz necessario o
monitoramento ultrassonografico durante as colheitas. Segundo Kuczmarski et al., 2020, para cées entre
5-10kg deve-se utilizar cateter uretral redondo e fenestrado n°06, sendo o comprimento ideal de
introdugdo do cateter na uretra de 13cm.

Em cées ha necessidade do esvaziamento da vesicula urinaria antes do procedimento anestésico
para evitar contaminagdo do sémen por urina, entretanto mesmo com a realizagdo desse procedimento, a
contaminagdo das amostras por urina nao foi completamente eliminada.

Apos a administragdo do farmaco deve-se esperar vinte minutos para introdugao do cateter, o
qual deve ser mantido por um minuto em posi¢do, rolado gentilmente e em seguida removido da uretra. A
distancia do cateter preenchida com liquido seminal determina o volume total de sémen obtido (1cm =
12pL) (Kuczmarski et al., 2020).

Apbs o estabelecimento da dose e do comprimento ideal de introdugdo do cateter para caes de 5-
10kg, sémen foi coletado em § caes, sendo a média/SE das caracteristicas seminais desses animais de
0.087 + 0.027 para volume, 60.5 + 8.08 para motilidade, 1.9+ 0.28 para vigor, 2.458 + 1.303.44x10° para
concentragdo, 84.2 £ 13.97 para integridade de membrana e 75.2 + 18.83 para integridade de acrossoma.

A colheita de sémen por cateterismo uretral apos inducdo farmacoldgica apresenta baixo volume
de sémen, porém alta concentrag@o espermatica quando comparada as técnicas de colheita ejaculatorias.

Em estudo comparando as técnicas ndo ejaculatorias de colheita de sémen em gatos domésticos
(epididimaria por fatiamento e colheita farmacologica por cateter uretral) os resultados foram similares
quanto a capacidade de fertiliza¢do, indicando a obtengdo de células viaveis para IA ou FIV (Filliers et
al., 2010).

Em trabalho avaliando-se a criopreservagdo do sémen, a colheita farmacologica obteve
resultados semelhantes e, em alguns aspectos, até melhores comparados a espermatozoides coletados do
epididimo, indicando que a qualidade do s€émen pds congelamento ndo diferiu de acordo com a técnica de
colheita utilizada em gatos domésticos (Prochowska; Nizanski; Partyka, 2016).

No entanto, um fato que deve ser levado em conta ¢ a necessidade de altas doses dos farmacos
para obtengdo do sémen. Comparando as caracteristicas de s€émen coletado por cateterismo uretral em
gatos domésticos, utilizando doses de 130 e¢ 50ug/kg de medetomidina, houve comprometimento
significativo do volume de sémen, motilidade e concentragdes espermaticas na dose mais baixa (50ug/kg)
(Cunto et al., 2015), sendo que alta qualidade do sémen, apresentando boa concentracdo espermatica
apesar do baixo volume, somente foi conseguida com doses iguais ou superiores a 100ug/kg (Zambelli et
al., 2007, 2008, 2010; Prochowska et al., 2015; Prochowska; Nizanski; Partyka, 2016).

A necessidade de altas doses desses farmacos pode aumentar os riscos dos efeitos colaterais,
especialmente no sistema cardiovascular, podendo inviabilizar sua utilizagdo em alguns animais. Houve
significantes efeitos hemodinamicos no coragdo de felinos, como reducdo dos batimentos cardiacos e
queda da funcdo sistdlica quando a dose de 130pg/kg de medetomidina foi utilizada (Romagnoli et al.,
2016). Devido a esses efeitos colaterais dos a-adrenérgicos sdo necessarios mais estudos para elaborar
protocolos que associem a seguranca e a eficiéncia quando se trata de colheta farmacoldgica em caes.

Dentre os agentes o-adrenérgicos utilizados com essa finalidade, apenas a detomidina e a
dexmedetomidina estdo disponiveis no Brasil. Dessa forma a utilizacdo da dexmedetomidina, por
apresentar similaridades a medetomidina quanto a sedagdo e analgesia, apresentando maior especificidade
para alfa-2-receptores, e, portanto, necessitando de doses mais baixas comparada a detomidina apresenta-
se como o farmaco de eleigdo para cdes. Outro fato que proporciona seguranga quanto a utilizagdo de
doses mais altas desses farmacos ¢ a possibilidade de utilizagdo do reversor (Atipamizole), em situa¢des
de risco ao animal.

De acordo com os promissores resultados encontrados em caes acreditamos que a colheita
farmacoldgica de sémen por cateter uretral seja uma técnica alternativa viavel em cdes domésticos e
também em canideos selvagens.

Consideracoes finais

Considerando que o método de colheita deve prover amostras de boa qualidade e o minimo
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estresse ao animal, a colheita de sémen pelo método do cateterismo uretral, apds inducéo farmacologica,
surge como uma alternativa viavel em cées, facilitando a aplicagdo das Tecnologias de Reprodugdo
Assistida.

Essa técnica tem apresentado vantagens por ser pouco invasiva e, portanto, mais aceitavel pelos
tutores. Alem disso, tem se mostrado eficiente ndo somente para aplicagdo das Tecnologias de
Reproducdo Assistida, mas também para acessar condi¢des clinicas de infertilidade dos machos.

Além de ser uma colheita facil e rapida de ser realizada, apresenta ainda, como vantagem ndo
necessitar de equipamento especializado ou treinamento prévio.

No entanto, os protocolos anestésicos utilizados ainda apresentam alguns efeitos colaterais
indesejaveis, indicando que novos protocolos alternativos, mais seguros, para a colheita de sémen via
cateterismo uretral necessitam ser testados.
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