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RESUMO

A informacao disponivel sobre a funcéo testicular em felinos € ainda muito limitada,
mesmo para 0 gato domeéstico, o qual tem sido utilizado como modelo experimental
em estudos que visam a melhoria da reproducdo das espécies de felinos
ameacgadas de extingdo. Deste modo, nosso objetivo foi estudar alguns aspectos
ainda inexplorados da fisiologia reprodutiva de felinos, como o balangco entre
androgénios e estrogénios intratesticular e suas relagdes com a espermatogénse e
morfologia espermatica, além de determinar o perfil lipidico de espermatozoides da
cauda de epididimo de gatos domésticos. Foram realizadas analises da morfologia e
de pardmetros fisicos de espermatozoides obtidos da cauda do epididimo,
mensuracdo das concentracfes sérica e intratesticular de testosterona e 178-
estradiol, e analise da espermatogénese por morfometria testicular e citometria. Nas
analises de lipidios foram quantificados o conteldo de colesterol e fosfato
espermaticos, por meio de teste enzimatico-fluorescente e colorimétrico, e
rastreamento dos lipidios espermaticos por espectrometria de massa MALDI-TOF.
Para o primeiro estudo, foram utilizadas 49 amostras de animais adultos (10 a 96
meses), pesando entre 2,5 e 5,3Kg, apenas durante a primavera/verdo. Amostras
com percentual de morfologia = 60% foram classificadas como normospérmicas (N)
e as demais teratospérmicas (T). O percentual médio (xEPM) de espermatozoides
normais foi 75,3 + 1,9% nas amostras normospérmicas e de 46,2 + 1,6% nas
teratospérmicas, as quais apresentaram o0s maiores percentuais de defeitos
primarios (12,0 + 1,5 vs. 6,7 + 1,0) e secundarios (41,8 + 1,9 vs. 18,0 £ 1,6). A
concentracao intratesticular de estradiol (ng/g; 10,2 + 1,1, Nvs. 16,4 + 19, T) e a
proporcao intratesticular entre testosterona:estradiol (86,0 = 10,5, N vs. 45,0 £ 15,3,
T) foram diferentes. Na analise morfométrica do testiculo ndo foram observadas
diferencas entre os grupos, enquanto na citometria de fluxo, o percentual de células
diplodides foi maior no grupo teratospérmico, enquanto o percentual de células
haploides e o indice de transformagdo espermatogénica total foram maiores no
normospérmico. Correlacdo significativa foi encontrada entre proporcao
testosterona:estradiol e defeitos primarios (p=0,51). Para os lipidios de membrana
foram analisadas 71 amostras de espermatozéides de epididimo com um total de 0,7
a 278 x 10° espermatozéides. O conteido médio de colesterol foi 0,30 + 0,21
nmol/10° (n= 62), o de fosfato 1,03 + 0,64 nmol/10° (n= 24), com uma proporgao
entre ambos de 0,3. O espectro MALDI-TOF revelou uma grande variabilidade de
espécies individuais de lipidios, especialmente de lisofosfatidilcolina (LPC 16:0
alquila, LPC 16:0; LPC 18:0; LPC 22:5; LPC 18:1; LPC 18:2) e de residuos de &cidos
graxos ligados a fosfatidilcolina (16:0; 18:0; 18:1; 18:2; 22:5; 22:6 e 22:4). Também
detectou a presenca de espécies de peroxidacao lipidica (formil-lisofosfatidilcolina,
22:6) e poucas espécies de plasmalégenos (CP alquenila/acila 18:0, 18:1 e 16:0,
22:6). Em concluséo, as concentrac¢des intratesticulares de estradiol e a proporcao
intratesticular entre testosterona e estradiol foram maiores nos gatos com
teratospermia “ocasional” do que nos normospérmicos, sugerindo participacdo deste
desequilibrio hormonal na génese da teratospermia e um efeito redutor da eficiéncia
espermatogénica. Ainda, apesar da grande variabilidade de lipidios detectados, as
concentracdes de colesterol e fosfato sdo relativamente baixas na membrana dos
espermatozoéides da cauda do epididimo de gatos domésticos, em especial, nas
amostras teratospérmicas.
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ABSTRACT

The available information on testicular function in cats is still very limited, even for the
domestic cat, which has been used as experimental model in studies aimed at
improving the reproduction of the feline species threatened with extinction. Thus, our
objective was to study some aspects still unexplored in reproductive physiology of
cats, as the balance between intratesticular androgens and estrogens and their
relationships with spermatogenesis and morphology, and to determine the lipid
profile of sperm tail of the epididymis of domestic cats . We analyzed the morphology
and physical parameters of sperm obtained from epididymal cauda, measurement of
serum and intratesticular concentrations of testosterone and 17B-estradiol, and
analysis of spermatogenesis by testicular morphometry and cytometry. In the
analysis of lipids were measured cholesterol content and phosphate sperm by means
of enzyme assay and fluorescent-colorimetric, and tracking of sperm lipids by mass
spectrometry MALDI-TOF. For the first study, we used 49 samples of adult animals
(10-96 months), weighing between 2.5 and 5.3kg, only during spring / summer.
Morphology percentage of samples with = 60% were classified as normospérmicas
(N) and other teratospermia (T). The average (+ SEM) of normal spermatozoa was
75.3 £ 1.9% in samples normospérmicas and 46.2 + 1.6% in teratospermia, which
had the highest percentage of primary defects (12.0 + 1 , v. 5. 6.7 + 1.0) and
secondary (41.8 £ 1.9 vs. 18.0 + 1.6). The intratesticular concentration of oestradiol
(ng/g, 10.2 £ 1.1, N vs. 164 + 1.9, T) and the ratio between intratesticular
testosterone:estradiol (86.0 + 10.5, N vs. 45.0 + 15.3, T) were different. The
morphometry of the testis there were no differences between groups, while in flow
cytometry, the percentage of diploid cells was higher in group teratospermia, while
the percentage of haploid cells and spermatogenic transformation index were higher
in total normospérmico. Significant correlation was found between proportion
testosterone: estradiol and primary defects (p = 0.51). For the membrane lipids were
analyzed 71 samples of sperm from the epididymis with a total 0.7 to 278 x 106
sperm. The average content of cholesterol was 0.30 £ 0.21 nmol/106 (n = 62), the
phosphate 1.03 + 0.64 nmol/106 (n = 24), with a ratio of 0.3 both. The MALDI-TOF
spectrum revealed a great variability of individual species of lipids, especially
lysophosphatidylcholine (LPC 16:0 alkyl, LPC 16:0, LPC 18:0, LPC 22:5, LPC 18:1,
LPC 18:2) and fatty acid residues linked to phosphatidylcholine (16:0, 18:0, 18:1,
18:2, 22:5, 22:6 and 22:4). Also detected the presence of species of lipid
peroxidation (formyl-lysophosphatidylcholine, 22:6) and few species of plasmalogen
(CP alkenyl / acyl 18:0, 18:1 and 16:0, 22:6). In conclusion, the intratesticular
concentrations of oestradiol and the ratio between intratesticular testosterone and
estradiol were higher in cats with teratospermia "casual" than in normospérmicos,
suggesting involvement of this hormonal imbalance in the genesis of teratospermia
and lowering effect spermatogenic efficiency. Still, despite the great variability of
lipids detected, the concentrations of cholesterol and sodium phosphate are relatively
low in the membrane of the sperm tail of the epididymis of domestic cats, particularly
in samples teratospermia.

Key-words: domestic cats, estradiol, teratospermy, cholesterol, phospholipids.
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INTRODUCAO GERAL

1 REPRODUCAO E CRIOPRESERVACAO DE SEMEN DE FELINOS

A familia Felidae é representada por 37 espécies de felinos atualmente
encontrados na natureza e, segundo a lista de gatos ameacados da IUCN (2009), 36
destas espécies enfrentam desafios que os colocam em grau mais ou menos critico
de ameaca a extincdo. Enquanto a perda de habitat permanece como o desafio
primario de ameaca a estes mamiferos, outros sdo desproporcionalmente
ameacados pela superexplorac@o, como a caga predatéria para o comeércio de peles
e filhotes (MORAIS et al., 2002; NOWELL, 2009). Por este motivo, especialistas da
area tém realizado inUmeras pesquisas no intuito de aprimorar as técnicas de
reproducdo em cativeiro, como a criopreservacdo de sémen, a inseminacao artificial
e a transferéncia de embrido; compreender melhor a fisiologia reprodutiva dos
felinos, j& que pouca informac@o sobre a funcéo testicular, espermatogénese e
espermiogénese tem sido disponibilizada até entdo para felinos, incluindo o préprio
gato doméstico (PUKAZHENTHI et al., 2006) e ainda solucionar os problemas que
inviabilizam o sucesso da reprodugdo em cativeiro (MORAIS et al., 1996; MORAIS;
MUCCIOLO, 1997; MORAIS, 2001; MORAIS et al., 2002, BONAMIGO et al., 2002;
LUVONI, 2006; BAUDI et al., 2008; FUCHS et al., 2009).

Dentro deste contexto, a criopreservacao de espermatozoides tem sido
utilizada em varias espécies domésticas para aumentar a eficacia do cruzamento
entre animais e tem sido considerada como uma ferramenta extremamente
importante para a preservacdo de material genético de espécies de felinos que se
encontram de alguma forma ameagadas ou em risco de extingdo (AXNER et al.,
2004; LUVONI, 2006). Porém, apesar dos esforgos de varios pesquisadores da area
e de alguns resultados encorajadores, a motilidade e a integridade acrossomal
continuam sendo grandemente afetadas pelos procedimentos de congelamento e
descongelamento do sémen (LUVONI et al., 2003a). Os resultados obtidos até o
momento pelos varios laboratérios sdo ainda muito variaveis, tornando essencial a

busca de um protocolo ideal de criopreservagdo (AXNER, 2006; HOWARD et al.,



1986; HAY; GODROOWE, 1993; LUVONI et al., 2003b; TSUTSUI et al., 2003;
ZAMBELLI et al., 2002).

Os danos ocasionados a integridade fisica e funcional das células
espermaticas durante a criopreservacdo afetam sua capacidade de fertilizacdo e
resultam tanto das mudancas de temperatura quanto das alteracdes osmoticas
durante os processos de resfriamento, congelamento e descongelamento (LUVONI
et al., 2003a). Os mecanismos pelos quais 0 estresse térmico e osmatico danifica a
integridade da célula espermética ndo séo totalmente entendidos, porém, sabe-se
que estdo relacionados com a composicdo lipidica da membrana espermaética
(Watson, 1995 apud LUVONI et al., 2003b).

Além disso, muitos outros estudos tém sido direcionados para um fator
de grande relevancia na reproducdo de felinos, que € a compreensdo dos
mecanismos que levam a teratospermia, condicdo em que mais de 60% dos
espermatozoéides presentes no ejaculado apresentam anomalias morfolégicas
(HOWARD et al., 1986; 1990; PUKAZHENTHI et al., 2000; 2002). A teratospermia
afeta gatos domésticos e felinos selvagens, sendo que vinte e oito espécies da
familia dos felinos séo classificadas como teratospérmicos (HOWARD et al., 1986;
WILDT, 1994). As causas da teratospermia ainda permanecem desconhecidas,
entretanto, fatores genéticos e ambientais provavelmente podem interferir na
regulacéo da proporcao de espermatozéides morfologicamente normais (LINDBURG
et al., 1993). O decréscimo na variabilidade genética em algumas populacfes de
espécies felinas isoladas tem sido associado ao grande nimero de espermatozoides
morfologicamente anormais no ejaculado (WILDT et al., 1987), assim como 0s
baixos niveis de testosterona sérica (HOWARD et al.,, 1990). Trés exemplos
classicos dessa perda de variabilidade genética associada a altos indices de
teratospermia sdo descritos para machos de guepardo (Acinonyx jubatus), de ledo
Asidtico e de puma da Flérida, os quais apresentam de 70 a 90% de formas
anormais no ejaculado (WILDT et al.,, 1983; 1987; ROELKE et al., 1993;
PUKAZHENTHI et al., 2001). Entretanto, mesmo popula¢cdes ndo consangiineas
como machos de tigrina (gato do mato pequeno) (MORAIS, 2000) e lince (Lynx lynx)
(GORITZ et al., 2006) também apresentam individuos teratospérmicos. Isto sugere
que fatores genéticos, outros que ndo aqueles ligados a consanguinidade e fatores

externos como estresse, dieta e condi¢des sublOtimas de manejo em cativeiro



possam estar envolvidos na origem da teratospermia nesses animais (LINDBURG et
al., 1993).

Além disso, ndo somente fatores ambientais, mas também fatores
inerentes ao testiculo em si, como as concentracdes intratesticulares de horménios
androgénios e estrogénios e a proporcdo entre estes mesmos hormoénios no
testiculo, também podem estar relacionados com a produgdo de formas
espermaticas morfologicamente anormais ou mesmo com a etiologia da
teratospermia, conforme sugerido em humanos (ZHANG et al, 2010). Neste
contexto, sabe-se que a testosterona é imprescindivel para o inicio e manutengéo da
espermatogénese e o estradiol parece ter um papel fundamental na regulacdo da
espermatogénese (O'DONNELL et al.,, 2001) e na absorcéo de fluido nos ductos
eferentes e no epididimo (HESS et al., 1997ab; FISHER et al., 1998), uma fungéo
importante para 0 aumento da concentracdo espermatica e para a aquisi¢cao, pelos
espermatozoéides, das suas propriedades modveis, morfolégicas e bioquimicas
durante passagem através do epididimo (HESS et al.,, 1997b; CARREAU et al.,
1999; HESS, 2000; O'DONNELL et al., 2001). Porém, até o presente momento, nao
existem dados na literatura sobre a relacdo entre teratospermia e alteracdes no
balanco entre androgénios e estrogénios sobre felinos.

A teratospermia representa um grande entrave para 0os programas de
conservagdo de espécies de felinos ameacados de extingdo que se utilizam de
tecnologias de reproducdo assistida como a manipulagdo genética, uma vez que 0s
espermatozéides de doadores teratospérmicos sado mais susceptiveis ao dano
acrossomal induzido pela criopreservagdo (PUKAZHENTHI et al., 1999) e mesmo
espermatozoéides morfologicamente normais provenientes destes animais podem
apresentar varios defeitos estruturais e funcionais (PUKAZHENTHI et al., 2001), que
resultam em perda da capacidade de fecundagcdo e dificultam o sucesso da
reproducdo destes animais em cativeiro. E possivel que parte destas alteraces
funcionais esteja relacionada a diferencas na composicdo da membrana dos
espermatozoéides nessas populagdes, ja que, por exemplo, a composi¢éo lipidica,
bem como as varias transformacgfes sofridas pela mesma nos diversos estagios de
preparacdo do gameta masculino para a fertilizacdo é determinante para o sucesso
na interagdo com o gameta feminino e na criopreservacdo espermatica.

A teratospermia representa um grande entrave para 0os programas de

conservacdo de espécies de felinos ameacados de extingdo que se utilizam de



tecnologias de reproducdo assistida como a manipulagdo genética, uma vez que 0s
espermatozéides de doadores teratospérmicos sdo mais susceptiveis ao dano
acrossomal induzido pela criopreservagdo (PUKAZHENTHI et al.,, 1999) e mesmo
espermatozéides morfologicamente normais provenientes destes animais podem
apresentar varios defeitos estruturais e funcionais (PUKAZHENTHI et al., 2001), que
resultam em perda da capacidade de fecundagdo e dificultam o sucesso da
reproducdo destes animais em cativeiro. E possivel que parte destas alteraces
funcionais esteja relacionada a diferencas na composicdo da membrana dos
espermatozoéides nessas populagdes, ja que, por exemplo, a composi¢éo lipidica,
bem como as varias transformagfes sofridas pela mesma nos diversos estagios de
preparacdo do gameta masculino para a fertilizacdo é determinante para o sucesso

na interagdo com o gameta feminino e na criopreservagao espermatica.

2 ESPERMATOGENESE E ESTEROIDOGENESE NO GATO DOMESTICO

2.1 ESPERMATOGENESE

O gato doméstico tem servido como um modelo comparativo para as
espécies ameacadas (FARSTAD, 2000; LUVONI et al., 2003a), na maioria dos
estudos reprodutivos em felinos, uma vez que aspectos éticos, legais e riscos a vida
dos animais limitam a realizac@o de pesquisas em espécimes selvagens (LUVONI et
al., 2003a). Além disso, o gato doméstico tem sido utilizado como modelo para o
estudo de desordens genéticas e reprodutivas em humanos (FARSTAD, 2000;
LUVONI et al., 2003a) como a teratospermia, uma importante causa de infertilidade
no homem (Bhasin apud PUKAZHENTHI et al., 2006). A possibilidade de obtencao
de filhotes de racas de grande valor comercial também estimula o uso das técnicas
de reproducgéo assistida em felinos (FARSTAD, 2000; LUVONI et al., 2003a) como,
por exemplo, a criopreservacao de gametas (LUVONI et al., 2003b). Somado a isso,
€ mais viavel utilizar o gato doméstico para estudar a funcdo testicular em

experimentos que envolvam a orquiectomia (NEUBAUER et al., 2004), j& que nos



espécimes selvagens tem sido utilizada, alternativamente, a biopsia testicular (LEITE
et al., 2005).

A gbnada masculina dos felinos, assim como de outros mamiferos, é
caracterizada como um 0Orgdo altamente complexo, formado por dois
compartimentos, nos quais sdo desempenhadas as suas principais funcdes:
espermatogénese e sintese de hormonios esterdides (CARREAU, 1994). Esses dois
compartimentos sdo compostos por importantes tipos celulares: nos tubulos
seminiferos sdo encontradas as células germinativas e as células de Sertoli,
enquanto no espago intersticial estdo as células de Leydig (HESS et al., 1995).

As células de Sertoli sdo responsaveis pela sustentacdo das células
germinativas, mediante producdo de hormoénios, fatores reguladores e de nutrientes
(GRISWOLD, 1995; O'DONNELL et al.,, 2001). O desenvolvimento destas ultimas
células, como se sabe, € um processo regulado por meio de precisas interacdes
paracrinas entre grupos desses dois tipos celulares, as quais sdo imprescindiveis
para a espermatogénese (GRISWOLD, 1995). A relacéo existente entre esses dois
tipos celulares no testiculo, pelo seu estreito contato e localizag&o, é organizada em
um ciclo de desenvolvimento especifico denominado ciclo do epitélio seminifero
(GRISWOLD, 1995; O'DONNELL et al., 2001).

A espermatogénese caracteriza-se por um processo ciclico, altamente
complexo, coordenado em uma série de divisdes celulares e maturacdo celular, no
qual uma espermatogbnia dard origem a espermatozoides (KERR, 1989;
O'DONNELL et al.,, 2001; FRANGCA; GODINHO, 2003). Esse processo €
determinado geneticamente (FRANCA et al.,, 1998) e se divide em trés fases
principais: proliferativa, de meiose e de diferenciagdo (FOSTER, 1988; GARNER,;
HAFEZ, 1988; BRINSKO, 1999). Durante esse processo, diferentes associagfes
celulares sdo formadas, denominadas de estagios, 0s quais sdo identificados
conforme a alteracdo na forma do ndcleo das espermétides, a ocorréncia de divisdo
meidtica e o arranjo das espermatides dentro do epitélio germinativo (BERNDTSON,
1977; O'DONNELL et al., 2001). A identificacdo também pode ser feita levando-se
em consideracdo o desenvolvimento do acrossoma e a morfologia das espermatides
(Leblond; Clermont, 1952 apud FRANCA; GODINHO, 2003). Estudos de
histomorfometria testicular demonstraram que em gatos domésticos e pumas

existem oito estagios (FIGURA 1) no epitélio dos tubulos seminiferos e que nessas



espécies, a espermatogénese se completa em 48,6 e 44,5 dias, respectivamente
(FRANCA; GODINHO, 2003; LEITE et al., 2005).

Os primeiros trabalhos focados no estudo da espermatogénese em
felinos foram realizados em gatos domésticos. O aparecimento dos espermatozoides
no testiculo ocorreu somente a partir dos cinco meses de idade em 23,8% dos
animais avaliados. Na cauda do epididimo, os espermatozéides foram observados
aos seis meses de idade em 46,9% dos animais e aos sete meses em 80,8%.
Somente aos oito meses, as células espermaticas foram observadas em 100% dos
individuos (TSUTSUI et al.,, 2004). A producdo diaria de espermatozéides por
testiculo é de cerca de 16 milhdes e a porcentagem de perda celular durante esse
processo, denominado indice de apoptose, € de 30% (FRANCA; GODINHO, 2003).

Estagios do ciclo espermatogénico do gato domeéstico
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FIGURA 1. Imagem esquematica dos oito estagios do ciclo espermatogénico do
epitélio seminifero do gato doméstico. Os estagios I, VI e VIl sdo

mostrados subdivididos em a e b. Fonte: BLANCO-RODRIGUEZ, J.
2002.

Nesse contexto, Neubauer et al. (2004) verificaram mediante

histomorfometria testicular e andlise citométrica que, em comparagao com individuos



normospérmicos, a espermatogénese nos gatos teratospérmicos € mais eficiente,
com uma producdo de espermatozéides 177% maior. Esta maior quantidade de
espermatozéides é decorrente da maior quantidade de tecido produtor de
espermatozéides e de células germinativas por células de Sertoli, associada a um
menor indice apoptoético durante a espermatogénese. Nas andlises de citometria de
fluxo, observou-se que individuos teratospérmicos continham maiores proporcdes de
células haplbéides, maior indice de transformacdo espermética e maior indice
meiotico. Além disso, a relagéo entre o niumero de células germinativas por célula de
Sertoli é consistentemente maior nos individuos teratospérmicos (13,7% vs. 19,4%)
e 0s tubulos seminiferos desses ultimos contém 100% a mais células germinativas
por célula de Sertoli do que aqueles dos individuos normospérmicos (12,8% vs.
24,7%). Entretanto, essa maior producdo espermatica, por mecanismos ainda néo
identificados, é obtida em detrimento da qualidade, levando ao aparecimento de uma

alta proporcéo de células morfologicamente defeituosas.

2.2 ESTEROIDOGENESE TESTICULAR

No testiculo adulto de mamiferos, as células de Leydig sédo responsaveis
pela producdo dos hormonios, testosterona e estradiol (ABNEY, 1999; O'DONNELL
et al., 2001). A testosterona e demais hormdnios androgénios sao essenciais para a
ocorréncia da espermatogénese e manutengdo das fungbes sexuais secundarias.
Ela € necessaria durante a diferenciacdo sexual e para o inicio da espermatogénese
(ROMMERTS, 1988; CARREAU et al., 2004), assim como para a manutencdo e
funcionamento dos 6rgaos sexuais acessorios e caracteristicas sexuais secundarias
(RISBRIDGER; KRETSER, 1989). Juntamente com as gonadotropinas e
moduladores intratesticulares, a testosterona € responsavel também pela
manutencdo da espermatogénese (CARREAU et al., 1999; CARREAU, 2001,
CARREAU et al., 2002; CARREAU et al., 2004). Os seus efeitos nesse processo séo
muito especificos e ocorrem em alguns estigios do desenvolvimento das células
germinativas (RUSSELL et al., 1986; SHARPE et al., 1990; SHARPE, 1990). A
conversdo de espermétides arredondadas em espermétides alongadas ocorre nos

estagios VII e VIIl e esta diferenciacdo € atribuida a testosterona, sendo estes



estagios considerados dependentes de testosterona (O'DONNELL et al., 1994).
Além disso, a testosterona pode ter efeitos indiretos sobre a espermatogénese,
como, por exemplo, o seu papel modulador sobre o fluxo sangiineo testicular
(RISBRIDGER; KRETSER, 1989; SHARPE, 1990).

Parte da testosterona testicular difunde-se para a circulacdo sistémica
gerando concentragbes plasmaticas bastante varidveis. Por exemplo, a
concentracao plasmatica de testosterona em felinos pode variar desde valores néo
detectaveis (< 0,02 ng/mL) até 18,2 ng/mL em gatos domésticos normais adultos
(KIRKPATRICK, 1985; JOHNSTON et al., 1996). Uma maior concentracdo média de
testosterona sérica (1,2 ng/mL) foi observada em gatos domésticos normospérmicos
em comparagdo com animais teratospérmicos (0,4 ng/mL) (HOWARD et al., 1990).
Em estudo mais recente, entretanto, ndo foram obtidas diferengas significativas nos
niveis de testosterona intratesticular entre animais teratospérmicos (893 ng/g de
testiculo) normospérmicos (1239 ng/g de testiculo; NEUBAUER et al., 2004).

Outros esterbides produzidos pelos testiculos sdo os estrogénios, para
0S quais apenas recentemente foram obtidas as primeiras evidéncias sobre a
existéncia de seu papel na regulacdo da espermatogénese (O'DONNELL et al.,
2001). O estrogénio sempre foi considerado como um horménio essencialmente
feminino, mesmo tendo sido documentada sua presenca na gbnada masculina ha
mais de 50 anos (ZONDEK, 1934; LEACH et al.,, 1956; CARREAU et al., 1999;
CARREAU, 2001). A biossintese dos estrogénios a partir dos androgénios é
catalisada pela enzima aromatase P450 (CARREAU et al., 2002), que tem sido
imunolocalizada, principalmente nas células de Leydig na maioria dos testiculos de
mamiferos. Em ratos, esta imunolocalizagdo apresenta um padrdo idade-
dependente, tendo sido a atividade da aromatase, nos animais imaturos, detectada
nas células de Sertoli e nos animais maturos, nas células de Leydig. Entretanto, nos
suinos, carneiros e mesmo no homem, a atividade da aromatase foi encontrada
unicamente nas células de Leydig (CARREAU et al., 1999). Além disso, as células
germinativas também expressam RNA mensageiro (RNAm) da aromatase P450, a
qual é transcrita em uma enzima biologicamente ativa, envolvida na producéo de
estrogénios (CARREAU et al.,, 2002). Neste contexto, a expressdao do RNAmM da
aromatase P450 também detectada nos espermatozéides humanos, mostra que ndo

somente as células sométicas e as células germinativas sdo aptas a sintetizar



estrogénios, mas as células espermaticas podem também ser uma fonte de sintese
de estrogénios (CARREAU, 2001; O'DONNELL et al., 2001).

Muitas pesquisas tém sido atualmente realizadas na tentativa de
esclarecer a fungdo destes horménios na espermatogénese. Sabe-se que o
estrogénio atua por meio de receptores nucleares (ER), capazes de modular a
transcricdo de genes especificos envolvidos no crescimento, funcdo e diferenciacédo
celular (CARREAU et al., 1999; CARREAU et al., 2002). Por mais de 10 anos sabia-
se apenas da existéncia de um unico receptor (ERa) até a descoberta do tipo beta
(ERB), em 1996 (KUIPER et al., 1996). Como a distribuicdo desses dois receptores é
diferente nos diversos tecidos, os efeitos do estrogénio no trato genital masculino
foram reavaliados. O ERa foi encontrado em tecidos do trato genital masculino de
varios mamiferos como seres humanos, macacos, ratos, coelhos, camundongos,
galos, bodes, caes e gatos domésticos (DANZO; ELLER, 1979; IGUSHI et al., 1991,
GOYAL et al., 1997; HESS et al.,, 1997a; KWON et al., 1997; SAUNDERS et al.,
2001; NIE et al., 2002; SCHON et al., 2009). J4, o ERP foi constatado em seres
humanos, macacos, ratos, camundongos, cdes e gatos (HESS et al., 1997a;
ROSENFELD et al., 1998; JEFFERSON et al., 2000; SAUNDERS et al., 2001; NIE et
al., 2002; SCHON et al., 2009). Em ratos Knock-out ERa. e Knock-out ERp verificou-
se que esses animais eram inférteis na auséncia do primeiro receptor (LUBAHN et
al., 1993), mas nao na auséncia do segundo (KREGE et al., 1998).

Nos gatos domeésticos, o ERP foi encontrado na maioria das células
germinativas, células de Sertoli, células peritubulares e células de Leydig no
testiculo, assim como nos ductos eferentes, epididimo e deferente (NIE et al., 2002;
SCHON et al.,, 2009). Nas células germinativas, além da presenca desses
receptores, ainda foi constatada a sintese de estrogénios, o que sugere um papel
importante desses horménios no desenvolvimento desses tipos celulares e na
espermatogénese como um todo (CARREAU et al., 1999; CARREAU et al., 2004).
Ja o ERa foi encontrado nas células peritubulares, ductos eferentes, areas seletivas
do epididimo e ducto deferente (NIE et al., 2002; SCHON et al., 2009). D'Souza et
al. (2005) demonstrou que, em ratos machos, os estrogénios, além de efeito
inibitério sobre a biossintese de testosterona pelas células de Leydig no testiculo,

também apresentam efeito anti-apoptoético direto nas células germinativas.
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Os estrégenos também estdo envolvidos na regulacdo da absorcéo de
fluido nos ductos eferentes (HESS et al., 1997a) e nas regides proximais do
epididimo de ratos e macacos mediante modulacdo da expressdo de canais de
membrana (aquaporina-1) (FISHER et al., 1998). Conforme demonstrado em
camundongos geneticamente modificados, sem o gene para ERa (Knock-out ERa),
a nao reabsorcdo do fluido epididimario leva ao seu acumulo dentro dos tubulos
seminiferos e o consequente aumento da pressao intratubular acaba resultando na
destruicdo das células germinativas e na infertilidade. O processo de reabsorcdo de
fluidos é importante para aumentar a concentragdo de espermatozoides e permitir o
alcance de varias propriedades méveis, morfoldégicas e bioquimicas durante sua
passagem através do epididimo, garantindo sua completa capacidade de fertilizacao
(HESS et al.,, 1997ab; CARREAU et al., 1999; HESS, 2000; O'DONNELL et al.,
2001). Em camundongos knockout ERa verificou-se que o peso testicular aumenta
durante o desenvolvimento pos-puberdade, devido ao acumulo de fluido no lumen
dos tubulos seminiferos, sugerindo um excesso de producdo de fluido secretado
pelos testiculos e/ou uma falha na reabsorcéo pelos ductos eferentes (HESS et al.,
1997a).

A presenca e distribuicdo dos receptores para estrogénios nas células
testiculares demonstram a presenca desses hormdnios no testiculo e, acredita-se
que altas concentragdes de estradiol estejam presentes no mesmo, uma vez que
concentracdes de cerca de 10 a 50 vezes maiores de estradiol j& foram
demonstradas no fluxo venoso esperméatico, comparada com aquelas do sangue em
vérias espécies (KELCH et al.,, 1972). No rato, o fluido da rete testis tem uma
concentracdo de estrogénio proxima de 250pg/mL, o que é relativamente alta
comparada ao nivel sérico (FREE; JAFFE, 1979; HESS, 2000). Em ovinos adultos, a
concentracdo meédia de estradiol no fluxo venoso testicular foi positivamente
correlacionada com a producdo diaria de espermatdcitos primarios no estagio
leptéteno por testiculo (CARZOLA et al., 1998). Este achado corrobora com o0s
resultados de outros estudos que demonstraram que 0s estrégenos apresentam um
importante papel tanto na espermatogénese quanto na espermiogénese em
macacos (SHETTY et al., 1997). Os estrogenos ndo somente regulam o
desenvolvimento das células de Leydig, mas também séo capazes de influenciar a
esteroidogénse nessas células em animais adultos, assim como em humanos

(ABNEY, 1999). Além disso, o numero de células germinativas primordiais e a
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maturacdo das espermatides nos tlbulos seminiferos parecem ser regulados pelos
estrogenos (acbes paracrina e/ou autécrina) (CARREAU, 2001). Neste contexto,
estudos in vitro demonstraram que o nimero de gondcitos em ratos é controlado por
fatores de crescimento e pelo estradiol e, conforme evidenciado em camundongos
Knockout ER, os estrogenos sdo necessarios para alcancar a fertilidade. Esses
fatores, por sua vez, podem explicar, ao menos em parte, as a¢gbes dos estrégenos
nas células germinativas masculinas (CARREAU et al., 2002).

No que se refere ao epididimo, tem sido sugerido também que o
transporte dos espermatozoides através do epididimo seja controlado pelos
estrogenos e, é possivel que esses hormoénios estejam envolvidos ndo somente na
producdo, mas também na maturacdo e transporte de espermatozoéides
(MEISTRICH et al., 1975; TSUTSUMI et al., 1987; CARREAU et al., 1999). Somado
a isso, a alta concentracdo de estradiol na cauda do epididimo e ducto deferente
corrobora com um possivel papel para os estrégenos no transporte dos
espermatozéides (CARREAU et al., 1999).

Com base em todos esses dados obtidos até o momento sobre as
supostas acbes dos estrogénios na espermatogénese e na esteroidogénese nos
mamiferos, é possivel especular que a disfuncdo testicular verificada em gatos
domeésticos teratospérmicos e, até mesmo em felinos selvagens, esteja de algum
modo relacionada a alguma alterag@o nas concentracfes de estrogénios sérico e/ou
intratesticular nesses animais e nas propor¢cBes sérica e intratesticular entre
testosterona e estradiol. Entretanto, essa hipOtese ainda permanece para ser

testada.

3 COMPOSICAO LIPIDICA DA MEMBRANA ESPERMATICA

Os lipidios de membrana sdo conhecidos por seus efeitos sobre as
propriedades fisico-quimicas e, consequentemente, propriedades funcionais
caracteristicas dos espermatozoéides (GRIZARD et al., 2000). Sabe-se, por exemplo,
que o colesterol (Figura 2) é capaz de modular a fluidez, a permeabilidade e a
mobilidade lateral de proteinas integrais da membrana, conferindo estabilidade a

mesma e, ainda, desempenhar um importante papel no processo de capacitagéo
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espermética (MATINEZ; MORROS, 1996; LENZI et al., 2000; APEL-PAZ et al., 2003;
DE ROBERTS et al., 2003). A constitui¢do lipidica da membrana também determina
a temperatura de transicéo de fase liquida para gel, o que influencia na motilidade,
na exocitose acrossomal e nas propriedades fusogénicas dos espermatozoéides
(JONES, 1998; GRIZARD et al., 2000; DE ROBERTS et al., 2003), assim como nos
eventos de resisténcia aos processos de congelamento e descongelamento do
sémen (PARKS; LYNCH, 1992; GRIZARD et al., 2000; Pettitt MJ; Buhr MM 1998
apud CEROLINI et al.,, 2001; PURDY; GRAHAM, 2004). Exemplos disso sdo o
conteudo de plasmalégenos, que com freqiiéncia esta negativamente correlacionado
com a extensdo do dano celular resultante do processo de congelamento (Mann-
Lutwack apud LESSIG et al., 2004), e a proporgdo entre colesterol e fosfolipidios,
gue quanto maior, maior a resisténcia dos espermatozéides de mamiferos ao
choque frio (DARIN-BENNETT et al., 1973). Conforme Drobnis et al. (1993), o alto
conteudo de colesterol presente na membrana dos espermatozéides de seres
humanos parece ser responsavel por uma membrana mais estavel durante o

resfriamento.
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FIGURA 2. Estrutura molecular do colesterol.

Adicionalmente, a susceptibilidade dos espermatozoides de mamiferos
ao dano induzido pela criopreservagdo parece estar relacionada a alta proporcéao

entre Acidos graxos saturados e insaturados, somado ao baixo conteudo de
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colesterol da membrana (WHITE, 1993). No estudo realizado por Miller Jr et al.
(2005), verificou-se que o maior nivel de &cido docosapentaendico (DPA), a maior
proporcdo entre acidos graxos saturados e insaturados e 0s maiores niveis de
desmosterol e colesterol na membrana espermética da raposa prata estédo
relacionados com maior percentual de células vivas apds criopreservacdo de
espermatozéides e nas taxas aceitaveis de fertilizacdo por inseminacao artificial com
espermatozoéides descongelados nesta espécie. Em seres humanos, a motilidade
espermatica pos-descongelamento foi fortemente correlacionada com o nivel de
acido docosahexaendico (DHA) na membrana espermética (r=0,82; p<0,001;
GULAYA et al., 2001) e a viabilidade espermatica teve correlacdo positiva com 0s
niveis de &cido docosahexaendico e acido docosapentaendico (MILLER JR et al.,
2005). Também foi verificada correlagdo positiva entre acido docosahexaendico
(DHA) e a motilidade e a concentracdo espermaticas e espermatozéides
morfologicamente normais, assim como correlacdo positiva entre acido graxo
poliinsaturado e concentracdo e morfologia esperméticas normais (AKSOY et al.,
2006). Em macacos, maior porcentagem de células moveis e maiores valores de
motilidade progressiva foram observadas em uma suspensao de sémen fresco com
maiores proporgdes entre desmosterol e colesterol (CONNOR et al., 1998).

A constituicdo lipidica da membrana espermética tem sua origem nas
espermatogOnias e € consideravelmente modificada durante a espermiogénese e
maturacdo epididiméria, sé se completando durante o processo de capacitacdo
(JONES, 1998; JAMES et al, 1999). Estas modificagbes permitem que o0s
espermatozéides passem de um estado infértili e imével para o de uma célula
vigorosamente ativa, apta a se ligar de modo especifico e se fundir com o ovdcito
(JONES, 1998; JAMES et al., 1999; AXNER, 2006; JONES et al., 2007).

Conforme os espermatozoides maturam, o conteudo de fosfolipidios
diminui substancialmente, cerca de 29% até 46% no carneiro (SCOTT et al., 1967,
PARKS; HAMMERSTED,1985), 33% no caprino (RANA et al., 1991), 50% no touro
(POULOS et al., 1973) e 54% no rato (AVELDANO et al.,, 1992), quando séao
comparados os contetdo de lipidios da membrana de espermatozéides obtidos do
testiculo com aqueles da cabeca e da cauda do epididimo.

O decréscimo no conteddo de lipidios entre os espermatozéides do
testiculo e da cauda do epididimo é um tanto similar para as espécies estudadas.

Por exemplo, no carneiro foi verificada uma redugéo de fosfatidilcolina (PLC) (Figura



14

3) de 37%, fosfatidiletanolamina (PLE) 45%, fosfatidilinositol (PLI) 79%,
fosfatidilserina (PLS) 78%, cardiolipina (CL) 35%, esfingomielina (SM) (Figura 4)
17%, plasmaldgeno etanolamina (EP) 61% e plasmal6geno colina (CP) 9% (SCOTT
et al., 1967). Como excecdo, entretanto, tem-se 0s suinos, espécie na qual ndo foi
observada significativa reducdo no conteado de fosfolipidios e esterdis da
membrana entre os espermatozdides do testiculo e da cauda do epididimo
(Nikolopoulou apud JAMES et al., 1999).
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FIGURA 3. Estrutura molecular do fosfolipidio tipo colina.

Essa modificagdo na composic¢ao lipidica também foi observada entre as
células germinativas matura e imatura e se estende ao tipo de residuo de &cido
graxo. Lenzi et al. (2000), demonstraram que o acido docosahexandico (DHA) é o
acido graxo poliinsaturado de cadeia longa predominante das células maturas,
enguanto nas imaturas a porcentagem de acidos graxos saturados e dos &cidos
graxos linoléico e linolénico é significativamente maior. Esses dados mostram que a
perda de fosfolipidios da membrana durante a maturagéo epididimaria € altamente
seletiva e varidvel entre as diferentes espécies de mamiferos (PARKS;
HAMMERSTED, 1985; RANA et al., 1991; JAMES et al., 1999).

Neste contexto, a constituicdo lipidica da membrana plasmatica dos
espermatozéides mamiferos, além de ser espécie-especifica, também varia
consideravelmente entre espécies e mesmo entre individuos de uma mesma

espécie, uma vez que diferencas sazonais, dietéticas e de faixa etaria séo
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consideradas fatores capazes de produzir modificacdes nesta constituicdo (EVANS;
STECHELL, 1979). Segundo Rooke et al. (2001), a suplementagéo alimentar de
suinos com 6leo de atum resultou em aumento dos niveis de acido docosahexandico
(DHA) na membrana espermética, o que melhorou a motilidade espermatica e
reduziu as propor¢cBes de espermatozéides anormalmente formados. Porém, a
suplementacdo da dieta de coelhos com o DHA n&o afetou sobremaneira a

qualidade e composicao lipidica da membrana (GLIOZZI et al., 2009).
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FIGURA 4. Estrutura molecular da esfingomielina.

Apesar de haver, consideravel diferenca entre as espécies de mamiferos
na composicdo da membrana do espermatozéide maturo, de um modo geral, a
membrana plasmética contém aproximadamente 70% de fosfolipidios, 25% de
lipidios neutros e 5% de glicolipidios (Mann; Mann-Lutwak apud FLESCH,;
GADELLA, 2000) (FIGURA 5). A composigcédo percentual, em termos de classes de
fosfolipidios da membrana espermatica €, de modo geral, comparavel a das células
somaéticas, entretanto, as espécies moleculares dentro de cada classe sdo bastante
caracteristicas da célula espermética (FLESCH; GADELLA, 2000). Segundo Jones
(1998), fosfatidilcolina (PLC), fosfatidiletanolamina (PLE), fosfatidilserina (PLS),
esfingomielina (SM) e fosfatidilinositol (PLI) sd&o os principais fosfolipidios e
aparecem em maiores quantidades, enquanto o &cido fosfatidico (PA), os
lisofosfolipidios (LPC ou LPE), a cardiolipina (CL), os glicolipidios e os esterois
aparecem em menores quantidades. Dentre os esterdis, o colesterol € 0 que esta
presente em maior quantidade, seguido pelo desmosterol e sulfato de colesterol
(LANGLAIS; ROBERTS, 1985).
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Uma subclasse de fosfolipidios tipo éter, os plasmalégenos, sdo muito
abundantes na membrana espermética. Estdo presentes na forma de colina (CP) ou
etanolamina (EP) e constituem juntos entre 40-50% do total de fosfolipidios da
membrana espermética (MARTINEZ; MORROS, 1996; JONES, 1998). Os
plasmalégenos sdo altamente abundantes na membrana esperméatica de suinos
(FUCHS et al., 2009), ovinos (SCOTT et al., 1967) e caprinos (RANA et al., 1991),
enquanto que na membrana das células espermaticas de seres humanos e felinos,

eles aparecem somente em pequenas quantidades (FUCHS et al., 2009).

Assimetria da bicamada lipidica
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FIGURA 5. Imagem da assimetria da bicamada lipidica encontrada na membrana
das células espermaticas. Notar a presenca dos diferentes tipos de
fosfolipidios predominantes no leito externo, como fosfatidilcolina e
glicolipidio, e no leito interno, como fosfatidilserina, fosfatidilinositol.

Fonte: www.google.com.br

A membrana espermatica difere daquela das células sométicas também
por sua maior quantidade de &cidos graxos poliinsaturados, alto conteddo de

plasmaldgenos e proporcao relativamente baixa entre colesterol e fosfolipidios, que
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varia entre 0,20 a 0,83 nMol, dependendo da espécie (CROSS, 1998; JONES,
1998). A sua composicdo ja € conhecida em véarias espécies de mamiferos como
seres humanos (GRIZARD et al., 2000; LENZI et al., 2000; SCHILLER et al., 2000;
SION et al.,, 2001; LESSIG et al., 2004); bovinos (LESSIG et al., 2004), suinos
(CEROLINI et al., 2001), caprinos (RANA et al., 1991), ovinos (SCOTT et al., 1967),
coelhos (CASTELLINI et al., 2006), raposas azul e prata (MILLER JR. et al., 2005),
canguru, coala, common wombat (MILLER JR. et al., 2004) e elefantes Asiatico e
Africano (SWAIN et al., 2000).

Em felinos, o conteddo e a constituicdo lipidica da membrana
espermatica de diversas espécies permanecem quase totalmente desconhecidos
(AXNER, 2006; PUKAZHENTHI et al, 1999; FUCHS et al., 2009). Muito
recentemente, as primeiras informagbes a respeito do assunto foram
disponibilizadas com base em amostras de gato doméstico, tigre siberiano e gato
Fosa (FUCHS et al.,, 2009). Neste estudo, amostras de sémen de epididimo e
ejaculado foram analisadas por espectrometria de massa MALDI-TOF e comparadas
com amostras de ruminantes. Em contraste ao espectro destes Ultimos, que se
caracterizam principalmente pela presenca de plasmalégenos, presentes em
grandes quantidades, somente quantidades marginais destes lipidios foram
detectadas no espectro dos felinos, no qual também puderam ser detectadas,
apesar das quantidades exiguas de amostras, espécies de fosfatidilcolina, com
residuos de acidos graxos altamente insaturados, e seminolipidio.

Em funcdo da escassez de dados sobre os lipidios de membrana
espermética em felinos e, reconhecendo-se a importancia desta composi¢cdo no
comportamento da célula frente aos diferentes estresses da criopreservacéo, €
possivel aventar que o conhecimento da composi¢cdo lipidica da membrana
espermatica do gato doméstico, principal modelo de pesquisa para felinos
selvagens, pode contribuir sobremaneira para a preservacao da qualidade do sémen
destes animais, mediante entendimento das caracteristicas fisiolégicas do sémen.
Isto, por sua vez, pode aumentar as chances de sucesso no desenvolvimento de um
melhor protocolo de criopreservagéo de sémen felino, favorecendo a conservacgéo

das espécies ameacadas (LUVONI et al., 2003ab).
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4 OBJETIVOS DO PRESENTE ESTUDO

A partir das informacdes disponiveis na literatura, a principal proposta
deste estudo foi estudar aspectos da fisiologia reprodutiva e determinar o perfil
lipidico de espermatozéides da cauda de epididimo de gatos domésticos. Dentre os
objetivos especificos, incluem-se: 1) analisar parametros morfologicos e fisicos do
sémen de epididimo de gatos domésticos; 2) mensurar as concentracdes serica e
intratesticular de testosterona e 17-Bestradiol nos gatos domésticos; 3) determinar a
eficiéncia e a atividade espermatogénica em gatos domeésticos; 4) determinar o perfil
lipidico da membrana dos espermatozéides da cauda do epididimo de gatos
domeésticos; 5) verificar possiveis diferencas para todas as variaveis estudadas,
comparando-se amostras normospérmicas e teratospérmicas e 6) verificar as
possiveis correlacdes entre as variaveis estudadas.

Esta tese esta estruturada em dois capitulos, sendo que no capitulo |
sdo apresentados o0s resultados e conclusdes obtidos no estudo sobre a
esteroidogénse testicular em gatos domésticos (Felis catus) e sua relagdo com a
morfologia espermética do sémen da cauda do epididimo, mediante técnicas de
microscopia Otica, método imunoenzimatico (ELISA), citometria de fluxo e
histomorfometria. J& no capitulo Il sdo apresentados os resultados e conclusdes
obtidos no estudo sobre a composicao lipidica da membrana de espermatozdides da
cauda do epididimo, mediante técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF,

ensaio enzimatico-fluorescente e colorimétrico.
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| 1. INTRODUCAO

A espermatogénese € um processo ciclico e continuo, altamente
complexo, orquestrado em uma série de divisdes celulares, durante as quais uma
espermatogoOnia prolifera em estagios precisos do epitélio seminifero, dando origem
a espermatozoides (KERR, 1989; O'DONNELL et al., 2001; BLANCO-RODRIGUEZ,
2002; FRANCA; GODINHO, 2003). Este processo € determinado geneticamente
(FRANCA; RUSSELL, 1998; FRANCA et al., 1998) e, em geral, esta dividido em trés
fases altamente ritmadas denominadas de proliferacdo, meiose e diferenciagédo
(FOSTER, 1988; GARNER; HAFEZ, 1988; BRINSKO, 1999; HESS, 1999;
JOHNSON et al., 2000). A duracao total da espermatogénese, que compreende 4,5
ciclos e se completa em 46,8 dias nos gatos domésticos e 44,5 dias nos pumas
(FRANCA; GODINHO, 2003; LEITE et al., 2005), é considerada espécie-especifica e
relativamente constante para cada espécie, de modo que a frequéncia dos estagios,
assim como o comprimento do ciclo dificilmente variam (WEINBAUER et al., 1998;
ASLAM et al., 1999; O'DONNELL et al., 2001). Entretanto, diferengcas podem ser
encontradas na literatura para membros da mesma espécie (FRANCA; RUSSEL,
1998).

O controle enddcrino da espermatogénese no testiculo dos mamiferos
sofre acdo coordenada principalmente das gonadotrofinas, hormonio luteinizante
(LH) e horménio foliculo estimulante (FSH), mas também dos hormonios esterdides
juntamente com numerosos fatores locais produzidos pelas células germinativas,
células de Sertoli e de Leydig (O'DONNELL et al., 2001; SAEZ, 1994). Estas ultimas
sdo responsaveis pela biossintese de testosterona e constituem a principal fonte de
estrogénios no testiculo dos mamiferos e ratos adultos (CARREAU et al., 1999;
CARREAU et al., 2002; CARREAU et al., 2003).

A testosterona, juntamente com os demais hormdnios androgénicos, é
essencial para a diferenciagdo sexual, manutencdo da funcdo dos Orgédos sexuais
acessorios e das caracteristicas sexuais secundarias e para o inicio e manutencao
da espermatogénese (ROMMERTS, 1988; RISBRIDGER; KRETSER, 1989;
CARREAU et al., 1999; CARREAU, 2001; CARREAU et al., 2002; CARREAU et al.;
2006). A testosterona também € capaz de modular a espermatogénese,

principalmente por sua agdo sobre as células de Sertoli (LYU; HANDELSMAN,
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2003), as quais sd@o responsaveis pela sustentacdo e nutricdo das células
germinativas (SHARPE et al., 1990; SHARPE, 1990; ABNEY, 1999; O'DONNELL et
al., 2001). Durante este processo, o0s efeitos da testosterona sao altamente
especificos, ocorrendo em determinados estagios VIl e VIII do desenvolvimento das
células germinativas de ratos (RUSSELL et al.,, 1981, SHARPE et al.,, 1990;
SHARPE, 1990). Em gatos domésticos, a concentragéo sérica de testosterona pode
variar desde 0,02 ng/mL até 18,2 ng/mL em animais adultos (KIRKPATRICK, 1985;
HOWARD et al., 1990; TSUTSUI et al., 1990; JOHNSTON et al., 1996), enquanto a
concentracao intratesticular varia de 823ng/g até 1239ng/g de testiculo (NEUBAUER
et al., 2004).

Apesar da presenca dos estrogénios ter sido documentada na gbnada
masculina ha mais de 50 anos, eles sempre foram considerados hormdnios
essencialmente femininos (ZONDEK, 1934; LEACH et al.,, 1956; CARREAU et al.,
1999; CARREAU, 2001). Porém, crescentes evidéncias tém demonstrado que o0s
estrogénios desempenham um papel crucial na regulacdo da espermatogénese
(BILINSKA et al., 2001; O'DONNELL et al., 2001; HESS et al., 2001; HESS, 2003;
CARREAU et al., 2006; SCHON; BLOTTNER, 2008; SCHON et al., 2009; ZHANG et
al., 2009; AVENEL et al., 2010a, 2010b), atuando por meio de receptores nucleares
(ER), ERa e ERpB, (CARREAU et al., 1999; CARREAU et al., 2002; CARREAU et al.,
2006), ja detectados nos tecidos do trato genital masculino de humanos e diversas
espécies animais (DANZO; ELLER, 1979; IGUSHI et al., 1991; GOYAL et al., 1997,
HESS et al., 1997ab; KWON et al., 1997; ROSENFELD et al., 1998; JEFFERSON et
al., 2000; SAUNDERS et al., 2001; NIE et al., 2002), incluindo o gato doméstico (NIE
et al., 2002; SCHON et al., 2009). A concentracdo sérica de estrogénios é muito
baixa em machos e varia de 2 a 180pg/mL, de acordo com a espécie, sendo
excepcionalmente alta nos machos equlinos, com concentracdes de até 2447pg/mL.
Como a testosterona, as concentracdes de estrogénios sdo tipicamente maiores nos
tecidos do trato genital masculino e suas secrecdes, variando de 11,5pg/mL na rete
testis do touro até 4116pg/mL no sémen de cavalos (HESS, 2000). Em felinos,
nenhum registro das concentragdes intratesticulares de estrogénios foi encontrado.

Muitas pesquisas tém sido realizadas na tentativa de esclarecer o papel
dos estrogénios na funcéo testicular (BILINSKA et al.,, 2001; O'DONNELL et al.,
2001; HESS et al., 2001; HESS, 2003; SCHON; BLOTTNER, 2008; SCHON et al.,

2009; ZHANG et al., 2010). Sabe-se que os estrogénios apresentam efeito inibitorio
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na biossintese de testosterona pelas células de Leydig, mediante efeito direto no
testiculo (AMADOR et al., 1989; ABNEY, 1999). Na espermatogénese, um efeito
antiapoptotico direto foi observado nas células germinativas do epitélio seminifero de
ratos com altas concentracdes de 17(3-estradiol intratesticular (D’'SOUZA et al.,
2005).

Além das alteragBes no ambiente enddcrino, os estrogénios sédo também
capazes, mediante regulacdo da absorgdo de fluido nos ductos eferentes e regido
proximal do epididimo (HESS et al., 1997a; FISHER et al., 1998), de influenciar a
concentracdo e aquisicdo de varias propriedades moveis, morfolégicas e
biogquimicas dos espermatozoéides (HESS et al., 1997ab; CARREAU et al., 1999;
HESS, 2000; O'DONNELL et al., 2001; CARREAU et al.,, 2006). Reducbes
significativas dos percentuais de motilidade e vigor espermaticos foram observadas
em espermatozéides recuperados do epididimo de camundongos deficientes para o
receptor de estrogenos, subtipo alfa (ERa; knockout ERa; JOSEPH et al., 2010a),
assim como formas mais severas de defeitos flagelares, como flagelo fortemente
enrolado (JOSEPH et al., 2010b). Em contraste, nos seres humanos, concentragdes
mais altas de estradiol no plasma seminal foram observadas em individuos
oligozoospérmicos e oligoteratozoospérmicos, em comparagdo com individuos
normais (BUJAN et al., 1993; LUBOSHITZKY et al., 2002).

Em felinos, a presenca de mais de 60% de espermatozéides
morfologicamente anormais no ejaculado, condicdo denominada de teratospermia,
tem sido considerada um fator de grande relevancia reprodutiva nos gatos
domeésticos e felinos selvagens, sendo que 28 espécies da familia dos felinos séo
afetadas por esta condigdo (HOWARD et al., 1990; WILDT, 1994; PUKAZHENTHI et
al., 2000; 2002). As causas da teratospermia ainda permanecem desconhecidas,
entretanto, fatores genéticos, ambientais e hormonais, como baixas concentracdes
de testosterona (HOWARD et al., 1990), provavelmente possam interferir na
regulacéo da proporcao de espermatozéides morfologicamente normais (LINDBURG
et al.,, 1993). Entretanto, conforme JEWGENOW et al. (2009), a teratospermia
também pode ser uma condi¢cdo “ocasional”, na qual gatos domésticos produzem
periodicamente maiores percentuais de espermatozéides anormalmente formados,
devido a regulagdo sazonal (BLOTTNER; JEWGENOW, 2007) ou mesmo a
abstinéncia sexual, a fatores nutricionais e de saude. Este tipo de teratospermia é

geralmente acompanhado de producdo espermatica reduzida.
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Apesar dos estudos ja realizados em felinos, pouco esclarecimento
sobre a etiologia e os mecanismos patofisiolégicos da teratospermia nesta espécie
foi conseguido (PUKAZHENTHI et al, 2001; JEWGENOW et al., 2009),
particularmente no que se refere ao equilibrio entre androgénios e estrogénios no
ambiente testicular. Deste modo, o0 objetivo deste estudo foi estudar a
esteroidogénese testicular de gatos domésticos, mediante a determinacdo das
concentracdes sérica e intratesticular de testosterona e 173-estradiol e correlacionar
estes dados com os resultados da avaliacdo fisica e morfolégica dos
espermatozoéides da cauda do epididimo e o grau de atividade espermatogénica. A
hipotese a ser testada é a de que redugbes nas proporcdes entre
testosterona:estradiol (T:E2) intratesticular podem levar ao aumento do percentual

de espermatozoéides anormais no epididimo e alterar a eficiéncia espermatogénica.



| 2. MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS E ORQUIECTOMIAS.

Os animais incluidos neste estudo foram 49 gatos domésticos (Felis
catus), com idade entre 10 e 96 meses (idade média 20,80 + 1,87 meses) e volume
testicular = 1,0 mL. Todos eram sem raca definida, higidos ao exame clinico e
provenientes de proprietarios particulares. Para obtengdo dos testiculos, os animais
foram submetidos a orquiectomia bilateral no Laboratério de Fisiologia da
Reproducdo da Universidade Federal do Parand. As amostras foram colhidas
apenas durante a época mais favoravel a reprodugéo dos felinos, nos meses de
primavera e verdo (desde o equindcio de primavera até o equinécio de outono), a fim
de se evitar o efeito sazonal sobre a funcdo testicular (KIRKPATRICK, 1985;
BLOTTNER; JEWGENOW, 2007).

Para o procedimento cirirgico, os animais foram submetidos a 6 horas
de jejum hidrico e 12 horas de jejum alimentar. ApGs aferir o peso corporal, a
anestesia foi induzida com uma combinacéo de cloridrato de cetamina (Vetaset, Fort
Dodge; 20 mg/kg; IM) e xilazina (Ronpum 2%, Bayer, S&o Paulo; 1,0 mg/kg; IM) e o
procedimento cirurgico foi realizado segundo técnica de Slatter (1999). Logo apés a
inducdo anestésica, uma amostra de sangue foi colhida e o soro foi separado e
congelado para analises hormonais.

O volume de cada testiculo foi estimado a partir de medidas de
comprimento e largura realizadas com paquimetro (Oberg; Jones, 1969 apud
HOWARD, 1993) e foi utilizado para o calculo do indice gonadossomatico (IGS),
valor que representa o0 peso testicular em relacdo ao peso corporal (peso do
testiculo/peso corporal x 100). Todos os procedimentos foram realizados com
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do
Parana e ap0s os devidos esclarecimentos e obtencdo de consentimento formal dos

proprietarios dos animais.
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2.2 OBTENCAO, ANALISE FiSICA E MORFOLOGICA DOS ESPERMATOZOIDES
DO EPIDIDIMO

Para obtencdo dos espermatozoides, o epididimo foi cuidadosamente
separado do testiculo e dos vasos sanguineos associados e, apés, lavado com PBS
a 37°C para a remocao dos residuos de sangue. As caudas de cada epididimo foram
separadas e transferidas para placa de Petri contendo 2mL de Ham’'s F10 em
temperatura ambiente e, a seguir, submetidas a vérias incisbes com lamina, de
modo a permitir a liberagdo dos espermatozéides no meio (AXNER et al., 2002).
Uma aliquota de 2,5 a 5 uL deste fluido contendo os espermatozéides foi fixada em
100 pL de glutaraldeido 0,3% (v:iv em PBS) para analise morfoldgica (detalhes
adiante). O restante do fluido foi, em seguida, filtrado em malha de néilon de 40um e
centrifugado (600 g@/10 min.). ApOs remocdo do liquido sobrenadante, os
espermatozoéides foram ressuspensos em 100uL de Ham'’s F10 (Cultilab, Campinas,
SP) contendo 5% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP), 0,06% de penicilina
e 0,1% de estreptomicina. A suspensao espermatica, assim obtida, foi submetida ao
protocolo padrédo de avaliacdo fisica (SPINDLER; WILDT, 1999), tendo sido
registrado o volume (ul), a motilidade espermatica (%), o vigor espermético (0 — 5;
sendo 0= auséncia de movimento e 5= movimento maximo), indice de motilidade
espermaética, concentracdo espermatica (x10°/mL) e total de espermatozédides por
amostra (x10°) (MORAIS, 2000; MORAIS et al., 2002).

Para a morfologia espermatica, a amostra fixada em glutaraldeido foi
analisada em preparacao de camara Umida sob contraste de fase (1000 x). Um total
de 200 células foi analisado para cada amostra e os defeitos classificados conforme
Howard et al. (1990). Apds analise dos resultados, as amostras foram classificadas
como normospérmicas, como sugerido por Howard et al. (1990), na condi¢do de
pelo menos 60% dos espermatozdides serem morfologicamente normais. Todas as
demais amostras foram classificadas neste estudo como teratospérmicas e nao
apenas aquelas com menos de 40% de espermatozéides normais, segundo o
critério de Howard et al. (1990). Como a classificagdo de felinos em individuos
normospérmicos e teratospérmicos implica na analise de pelo menos dois

ejaculados consecutivos de um mesmo individuo (AXNER et al., 1998, 1999), o que
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nao foi possivel no presente estudo, por questdes éticas e de bem estar animal, o
critério de classificacéo refere-se apenas a amostra e ndo ao individuo. Além disso,
as gotas citoplasmaticas distais (GCD) ndo foram incluidas na porcentagem de
espermatozéides morfologicamente anormais, conforme Axnér et al. (2004), uma vez
gue elas sdo consideradas normais para amostras de epididimo, sendo
normalmente perdidas durante a ejaculacdo (AXNER et al., 1999; AXNER; LINDE-
FORSBERG, 2007).

2.3 PREPARACAO DOS TESTICULOS

Os testiculos foram dissecados do epididimo e um dos testiculos foi
armazenado a -20° para analises hormonais e citometria de fluxo, enquanto o outro
foi transversalmente incisado e fixado por imersdo em glutaraldeido 4% (VETEC,
Brasil) (viv. em PBS) durante duas horas. Em seguida, os fragmentos foram lavados
em PBS (pH 7,4) e transferidos para recipiente contendo &lcool 70%, onde ficaram
imersos e armazenados até o emblocamento e histomorfometria, conforme descrito
por Franga; Godinho (2003).

Para a determinacdo dos esterbides intratesticulares, o testiculo foi
descongelado e aliquotas de tecido testicular foram pesadas antes de serem
submetidas ao processo de liofilizacdo, conforme descrito a seguir. Sendo assim, a
porcentagem de 4gua presente no testiculo foi estimada com base na diferenga da

massa Umida do fragmento testicular e na massa seca, obtida apds a liofilizacao.
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2.4 DETERMINACAO SERICA E INTRATESTICULAR DE TESTOSTERONA E
17B8-ESTRADIOL

2.4.1 Extracdo hormonal dos testiculos e do soro

Para a quantificagdo hormonal, um a trés fragmentos de testiculo (~0,2
g) foram obtidos da area ao redor da rete testis. Apos liofilizacdo e pulverizagéo, os
mesmos foram diluidos em tubos de vidro contendo 0,75mL de metanol 90% e, os
esterdides foram extraidos sob agitacdo pulsatil, em agitador de multipulso (Multi-
Pulse Vortexer, modelo 099A VB4, 50/60Hz — Glass-Col®), durante 30 minutos. As
amostras foram centrifugadas (1000 g/ 15 min) e o supernadante foi removido. O
processo foi repetido mais uma vez e o total de extrato obtido (~1,5 mL) foi
envasado em tubos devidamente identificados (S. BLOTTNER, comunicag&o
Pessoal —. Leibniz Institute fir Zoo- und Wildtiereforschung, Berlin, Alemanha). Os
extratos permaneceram armazenados a -20°C até a dosagem hormonal
(NEUBAUER et al., 2004).

Apenas para a quantificacdo de estradiol, os esterdides presentes no
soro foram extraidos em éter (Sigma, Sant Louis, MO), na proporcao 1:4 (v:v), sob
agitacdo pulsétil, em agitador multipulso (Multi-Pulse Vortexer, modelo 099A VB4,
50/60Hz — Glass-Cola), durante 15 min, a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas (1000 g/ 5 min) colocadas sobre o vapor do nitrogénio liquido e a fase
de éter superior passada para outro tubo e evaporada. Apos, as amostras foram
diluidas com solugdo tampdo de ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay),
sonicadas para homogeneizagédo da mistura, envasadas, identificadas e congeladas

para posterior dosagem hormonal.

2.4.2 Dosagem de testosterona e 173-estradiol

A testosterona sérica e intra-testicular, assim como o 17p-estradiol

intratesticular foram quantificados por meio de enzimaimunoensaio (ELISA),
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utilizando-se anticorpo policlonal anti-testosterona (R156/7) e anti-173-estradiol
(R4972) nas diluicbes de 1:7.500 e 1:10.000, respectivamente. Como marcador
conjugado foram utilizados testosterona-HRP (horseradish peroxidase) na diluicdo
1:15.000 e 17B-estradiol-HRP na diluicdo 1:50.000. Tanto os anticorpos como 0S
respectivos conjugados foram obtidos da Dra. Coralie Munro (University of Califérnia,
Davis, CA, USA). As técnicas de validacdo e dosagem seguiram protocolos
anteriormente descritos (STABENFELDT et al., 1991). O paralelismo entre a curva
gerada a partir de diluicdes seriadas (12 até 1/2048) de “pools” dos extratos de
testiculo e de soro com aquelas obtidas com os horménios padrao foi demonstrado
(R?= 0,97 e R? = 0,99, respectivamente, para testosterona testicular e sérica e R*=
0,95 para estradiol intratesticular). Todas as amostras foram lidas em duplicata e os
coeficientes de variagdo intra e inter-ensaio para ambos os hormdnios foram <10%.
Os resultados sao expressos em ng/g de testiculo e ng/mL de soro.

O 17B-estradiol sérico foi quantificado utilizando-se um kit de ELISA
comercial (Kit de Estradiol Humano, Cat. 55030, Human GmbH) e o procedimento foi
realizado conforme indicagédo do fabricante. Os extratos puros de soro foram
utilizados para dosagem que foi feita em duplicata e os resultados séo mostrados

em pg/mL.

2.5 ANALISE DA ESPERMATOGENESE POR HISTOMORFOMETRIA

2.5.1 Morfometria testicular

As analises histomorfométricas foram realizadas de acordo com Franca;
Godinho (2003). Para tanto, um fragmento de testiculo foi processado conforme
técnica histolégica de rotina e embebidos em resina plastica a base de glicol
metacrilato. Em seguida, sec¢des de 3 ym de espessura foram obtidas e coradas
com azul de toluidina. O diametro tubular e altura do epitélio seminifero foram
mensurados utilizando-se uma régua micrométrica (U-OCMSQ10/10-Olympus,
Téquio, Japdo) adaptada a uma das oculares de 10x, em ampliagdo de 100x. As

mensuragOes foram realizadas, ao acaso, em 30 seccdes transversais de tubulo
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seminifero, apresentando contorno mais circular possivel, para cada amostra animal.
A proporcdo volumétrica (%) e o volume dos varios componentes teciduais do
testiculo foram estimados aleatoriamente em 15 campos (6615 pontos), com
aumento de 400x, utilizando-se uma graticula integradora com 441 pontos
(Olympus, Téquio, Japdo) acoplada a ocular do microscopio éptico (BX51 Olympus,
Téquio, Japdo). Artefatos encontrados ndo foram considerados no numero total de
pontos utilizados para a determinacdo destas propor¢cdes e volumes. Os pontos
foram classificados em: (1) compartimento tubular, compreendendo tunica propria,
epitélio seminifero e o lume, e (2) compartimento intertubular, compreendendo as
células de Leydig, tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos. O volume de
cada componente testicular foi estimado a partir do conhecimento do percentual
ocupado pelos mesmos no testiculo e volume liquido estimado do testiculo, o qual
foi obtido mediante subtracdo do peso da tunica albuginea e do mediastino testicular
(FRANCA et al., 2000) do peso bruto do testiculo. Para os célculos subseqientes de
morfometria, 0 peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume, ja que a sua
densidade é de cerca de 1 (1,03 a 1,04; FRANCA et al., 2000). O comprimento total
do tdbulo seminifero (m) foi calculado dividindo-se o volume total de tabulo
seminifero pela area de secc¢éao transversal dos tubulos seminiferos vezes o valor de
pi (r) (DORST; SAJONSKI, 1974).

2.5.2 Contagem celular e estimativa do total de células em tubulos seminiferos no

estadio 1

A estimativa dos diferentes tipos celulares que compfe o epitélio
seminifero foi feita no estadio 1 do ciclo, porque neste estadio tanto a espermiagéo
quanto as células germinativas podem ser observadas. Esta estimativa foi feita
mediante contagens dos nucleos das células germinativas e nucléolos das células
de Sertoli em 10 seccgdes transversais, escolhidas aleatoriamente, para cada
amostra animal. As contagens foram corrigidas para o diametro nuclear ou nucleolar
e espessura do corte, segundo Abercrombie (1946), modificada por Amann;
Almiquist (1962). Para cada tipo celular analisado por animal, 10 diametros

nucleares ou nucleolares foram mensurados com auxilio de uma régua micrométrica
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adaptada a uma das oculares e acoplada a objetiva de 100x, propiciando um
aumento de 1000x. Esta contagem foi utilizada para calculo dos indices de
rendimento intrinseco da espermatogénese, quais sejam: (1) indice de célula de
Sertoli por espermétides arredondadas; (2) indice de célula de Sertoli por células
germinativas; (3) coeficiente de mitoses espermatogoniais: espermatdcitos
preleptéteno/leptéteno por espermatogdnia A (EPL/Gonia A); (4) indice meibtico:
espermatides arredondadas por espermatocitos paquiteno (EAr/EPQ); (5) indice de
apoptose celular — calculado com base no valor de espermatides arredondadas por
espermatdcito secundario teoricamente esperado.

O numero total de células de Sertoli por testiculo foi obtido a partir do
namero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢éo transversal de tabulo
seminifero no estadio 1 e comprimento total dos tubulos seminiferos por testiculo,
conforme Hochereau-de-Reviers; Lincoln (1978). A producdo espermatica diaria
(PED) por testiculo e por grama de testiculo (eficiéncia da espermatogénese) foi
realizada de acordo com Franga (1992), como segue: PED = numero total de células
de Sertoli por testiculo x propor¢cdo de espermatides arredondadas por células de
Sertoli no estadio 1 x frequéncia relativa do estadio 1(%)/duracéo do estadio 1 (dias).

O volume individual das células de Leydig foi obtido a partir do volume
do ndcleo e da proporgéo entre nucleo e citoplasma. Como o nucleo das células de
Leydig do gato doméstico é esférico, seu volume nuclear foi obtido mediante
conhecimento do didmetro nuclear médio. Para isso, somente 30 nucleos
apresentando-se o mais esférico possivel e com cromatina perinuclear e nucléolos
bem visiveis foram contados para cada amostra animal. O volume nuclear de Leydig
foi expresso em pm® e foi obtido mediante férmula (4/3mR3 onde R= diametro
nuclear/2). A fim de calcular a proporcao entre nucleo e citoplasma, utilizou-se um
reticulo com 441 intersecc¢des (pontos) em aumento de 400x. Trés mil pontos sobre
as células de Leydig foram contados para cada animal e o niumero de células de
Leydig por testiculo foi estimado a partir do volume individual das células de Leydig
(um® e o volume ocupado pelas células de Leydig no parénquima testicular
(FRANCA; GODINHO, 2003).
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2.6 ANALISE DA ESPERMATOGENESE POR CITOMETRIA DE FLUXO

A técnica utilizada foi a mesma descrita por Neubauer et al. (2004).
Brevemente, ap0s o descongelamento do testiculo e remogao da tunica albuginea,
um fragmento de 0,03 a 0,05g foi obtido do terco médio do parénquima testicular,
evitando-se a rede testis. As células testiculares foram obtidas mediante cortes
sucessivos do fragmento até a obtencdo de uma massa homogénea em uma
solucdo aquosa, contendo 100mM de acido citrico e 0,5% (v:v) de tween 20. A
mistura foi agitada durante 20 minutos, filtrada e corada com 5ug de iodeto de
propidio (PI) apés adigdo de Na,HPO,400mM (na proporgéo de 5ug de Pl para 4mL
da solucdo de Na;HPO,). Ap6s 30 minutos de incubacdo no escuro, a analise foi
realizada em Citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, laser de 488nm,
FL1 detector 530/30BP, FL2 detector 585/42BP e FL3 detector 670/LP) com um
software Becton Dickinson - CellQuest 3.0. O percentual de células hapldides (1C:
espermétides e espermatozoides), células dipldides (2C: espermatogdnia,
preleptéteno, espermatdcitos secundarios e células sométicas) e de células
tetrapldides (4C: todas as células na fase G2 do ciclo da mitose, principalmente
espermatdécitos primérios) foi determinado por andlise citométrica e utilizadas para a
caracterizagcdo da transformacdo espermatogénica total (1C:2C) e dos
espermatdcitos primarios em espermatides (1C:4C). Um total de 50 mil eventos foi

avaliado para cada amostra.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados séo apresentados como média = EPM. Comparagdes
entre as médias dos grupos de morfologia espermatica, normospermia (=260%) e
teratospermia (<60%), foram feitas mediante Teste-t de Student para amostras néo
pareadas. As correlacbes Pearson entre as variaveis foram calculadas. Todas as
andlises foram feitas com o programa STATISTICA (StatSoft Inc., Tulsa, OK), com

nivel de significancia de 5%.
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| 3. RESULTADOS

Com base na analise da morfologia espermatica, 32 amostras de
espermatozéides foram classificadas como normospérmicas e 17 como
teratospérmicas. Esta classificacdo foi utilizada, portanto, para analisar todos os
demais resultados, os quais sdo apresentados em média por grupo normospérmico

ou teratospérmico.

3.1 PESO CORPORAL, BIOMETRIA TESTICULAR E PARAMETROS FiSICOS
DOS ESPERMATOZOIDES.

O peso corporal dos animais variou entre 2,5 e 5,3Kg, com uma média
(xEPM) de 3,8 £ 0,17Kg naqueles com amostras normospérmicas e 3,71 + 0,16Kg
naqueles com amostras teratospérmicas, sem diferenga significativa entre os grupos.
Do mesmo modo, nédo foi detectada diferenca significativa para o volume testicular
total e o indice gonadossomético (IGS). Entretanto, diferenga significativa foi
observada na porcentagem de &gua no testiculo, sendo maior no grupo
teratospérmico em comparagdo com o normospérmico. Nos parametros fisicos dos
espermatozoéides, nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada entre os
grupos. Os dados estéo resumidos na Tabela 1.

Analisando as correlacdes entre as variaveis, verificou-se que o volume
testicular e o IGS apresentaram correlacdo significativa com a concentragdo

intratesticular de 17B-estradiol (r= 0,47 e r= 0,50, respectivamente).
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Tabela 1. Volume testicular, indice gonadossomético e dados de avaliagéo fisica dos
espermatozéides do epididimo de gatos domésticos, em amostras

classificadas como normospérmicas (n= 32) ou teratospérmicas (n=17).

Normospérmicos  Teratospérmicos

Parametros Média £ EPM Média £ EPM
Motilidade espermética (%) 75,78 £ 2,82 77,35+ 2,94
Vigor espermatico (0 — 5) 3,53 +0,09 3,26 £0,14
Percentual de 4gua testicular (%) 81,71 + 0,44* 83,06 +£0,31*
Volume Testicular total (mL) 3,64+0,14 3,68 +0,11
indice Gonadossomatico (%) 0,10 £ 0,003 0,10 £ 0,004
Total de espermatozdides (x 10° células) 56,81 +7,11 47,85 + 9,82
indice de motilidade espermaética (IME) (%) 73,20 £ 2,08 71,32 £ 2,56

IME: indice de motilidade espermatica= [% motilidade + (20 x vigor)]/2
* Indica diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

3.2 MORFOLOGIA ESPERMATICA.

As amostras teratospérmicas apresentaram maior percentual médio
tanto de defeitos primérios quanto de secundarios. Entre os defeitos primarios,
diferencas significativas entre os dois grupos foram observadas somente para a
porcentagem de acrossoma anormal, enquanto que para os defeitos secundarios, os
percentuais de peca intermediaria e de cauda dobrada, ambas com gotas,
predominaram, sendo maiores nas amostras teratospérmicas (Tabela 2). O
percentual de acrossoma anormal foi positiva e significativamente correlacionado
com a concentracao intratesticular de estradiol por testiculo (r= 0, 44).

O percentual de defeitos secundarios foi correlacionado
significativamente com o total de espermatozéides do epididimo (r= 0,35) e com o
namero total de células de Sertoli (r= 0,42). Coeficiente de correlacéo significativo foi
observado também entre a porcentagem das anormalidades esperméticas primarias

e a concentracao intratesticular de 173-estradiol (r= 0,51).



Tabela 2. Percentual médio (xEPM) de espermatozéides morfologicamente normais

e anormais de gatos domésticos em amostras classificadas como

normospermicas e teratospérmicas.

Normospérmicos

Teratospérmicos

Parametros (n=32) (n=17)
Espermatozéides normais (%) 75,27 +£1,89 46,19 + 1,58**
Defeitos esperméticos (%) 24,74 +1,89 53,81 + 1,58**
Defeitos primarios (%) 6,70 £ 0,98 11,98 +1,52**

Macrocefalia 0,78 £0,16 0,67 £0,20
Microcefalia 0,65+0,11 0,49 + 0,003
Bicefalico 1,10+ 0,16 0,70+0,12
Acrossoma anormal 2,95 +0,56 8,32 £ 1,61**
Peca intermediaria anormal 1,44 +0,28 1,12 £ 0,19
Peca Intermediaria ausente 1,77 £0,71 1,11 £ 0,62
Cauda fortemente enrolada 2,92 +0,80 1,90 £ 0,39
Defeitos secundarios (%) 18,04 + 1,57 41,83 +1,90*
Peca intermediaria dobrada com gota 5,06 +£0,79 10,57 + 1,58**
Peca intermediaria dobrada sem gota 1,25 0,20 1,16 £ 0,34
Cauda dobrada com gota 7,33+1,41 21,92 +2,38**
Cauda dobrada sem gota 2,38 £0,40 2,46 £ 0,49
Gota citoplasmatica proximal (GCP) 4,36 + 0,70 6,61 +1,65
Gota citoplasmaética distal (GCD) § 50,96 £ 2,96 36,52 +1,75*
Pescoco dobrado 1,16 £ 0,45 0,55 + 0,07

§ Apesar de mostrados os percentuais, as GCD ndo foram consideradas no calculo de
células com defeitos.
* Indica diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

** Indica diferenca significativa entre as médias (p<0,01).

3.3 CONCENTRAGCAO SERICA E INTRATESTICULAR DE TESTOSTERONA E
17B8-ESTRADIOL

As concentracdes sérica e intratesticular de testosterona e plasmatica de

17B-estradiol ndo diferiram significativamente entre as amostras normospérmicas e

teratospérmicas.

Porém,

foram

observadas

diferencas

significativas

nas
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concentracdes intratesticulares de 17(3-estradiol entre os dois grupos bem como na
proporcao intratesticular de testosterona/17p-estradiol. As médias (zEPM) por grupo
sao apresentadas na Tabela 3.

Algumas correlagdes significativas foram encontradas entre as
concentracdes sérica e intratesticular de testosterona e 173-estradiol com as demais
variaveis estudadas. A concentragdo intratesticular de 17B-estradiol foi
positivamente correlacionada com a propor¢do de lume tubular (r= 0,31). A
propor¢do intratesticular de testosterona/l7(3-estradiol apresentou correlagcido
negativa com a porcentagem de células dipléides (r= -0,32), porcentagem de
apoptose celular (r=-0,4) e positiva com o indice de transformacao espermatica total
(r= 0,36), indice meidtico (r= 0,4) e nUmero de espermatogdnia A no estadio 1 (r=
0,40).

Tabela 3. Concentracao sérica e intratesticular de testosterona e 17B-estradiol em
amostras de gatos domeésticos, classificadas como normospérmicas ou

teratospérmicas.

Normospérmicos Teratospérmicos
Parametros n Média + EPM n Média + EPM

Testosterona sérica (ng/mL) 28 0,49 + 0,09 16 0,72 +0,30
17B-estradiol sérico (pg/mL) 28 10,58 £ 1,30 17 12,12 +1,85
Testosterona intratesticular

i 32 0,85+0,11 16 0,77 £0,18
(Mgltesticulo)
17B-estradiol intratesticular

] 31 10,16 +1,11* 12 16,38 £1,88**
(ngltesticulo)

Proporgao testosterona/17(3-
estradiol intratesticular 31 85,99 £10,54* 12 45,03 £ 15,26*

(ngltesticulo)

* Indica diferenca significativa entre as médias (p<0,05).
** |Indica diferenca significativa entre as médias (p<0,01).
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3.4 ESPERMATOGENESE POR HISTOMORFOMETRIA TESTICULAR

A andlise morfométrica dos testiculos n&o revelou diferenca significativa
entre as amostras normospérmicas e teratospérmicas em quaisquer dos parametros
morfométricos analisados (didmetro tubular, altura do epitélio seminifero,
comprimento tubular total, volume testicular liquido e propor¢cdes volumétricas dos
diferentes componentes do parénquima testicular), conforme Tabela 4.

Do mesmo modo, a populagéo total de células de Sertoli e de Leydig por
grama de testiculo foi similar nos dois grupos (Tabela 5). Além disso, nas células de
Leydig, ndo se observou diferenca significativa na propor¢do nuclear (%) e
citoplasmatica (%), nem no volume citoplasmatico (um®) ou celular de Leydig (um®)
entre amostras normospérmicas e teratospérmicas. Entretanto, diferenca
significativa foi observada em relacdo ao volume nuclear (um3), o qual foi maior nas
amostras normospérmicas.

A producéo espermética diaria (PED) por grama de testiculo foi similar
entre o grupo normospérmico (24,32 + 1,43 milhdes) e teratospérmico (22,03 + 1,1
milhdes) e nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos para 0s
indices de rendimento intrinseco da espermatogénese, tais como: indice de células
Sertoli por células germinativas totais, indice de célula de Sertoli por espermétides
arredondadas, coeficiente de eficiéncia de mitose espermatogonial e indice meiético
(Tabela 6). Com base nestes dados os dois grupos mostraram um indice de
apoptose celular de 27% durante as duas divisdes meioticas.

Analisando as correlagbes entre as variaveis, observou-se que 0
didmetro tubular foi significativa e positivamente correlacionado com o numero de
espermatocitos paquiteno (r= 0,31) e de espermatides arredondadas no estadio 1
(r= 0, 36) e com o numero de células germinativas (r= 0,44) e negativamente com a
populacdo total de célula Sertoli (r= -0,69). O comprimento tubular total foi
positivamente correlacionado com a populacgéo total de células de Sertoli (r=0,79), e
com a producgédo espermética diaria (PED) por grama de testiculo (r= 0,62). J4 a PED
apresentou correlacdes significativas positivas com o numero total de espermatides

arredondadas no estadio 1 (r= 0,42) e com o indice meiético (r= 0,30).
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Tabela 4. Dados morfométricos do testiculo de gatos domésticos com amostras

normospérmicas (n= 31) e teratospérmicas (n= 16). Nenhuma diferenca

significativa foi observada entre os grupos.

Normospérmicos Teratospérmicos

Parametros Média £ EPM Média £ EPM

Volume testicular liquido (mL) 1,46 £ 0,05 1,52+0,44

Proporgédo dos componentes do parénquima

testicular (%)

Tubulo seminifero 83,18 +0,72 83,13 +0,75
Tanica Propria 4,67 £0,14 4,67 £0,23
Epitélio seminifero 73,16 £ 0,72 72,98 £0,92
Lume tubular 5,26 + 0,28 5,54 +0,44

Compartimento intertubular
Células de Leydig 5,15+0,21 5,05+0,25
Tecido conjuntivo 2,48 £0,20 2,59+0,21
Vasos sanguineos 1,00 = 0,07 0,86 £ 0,07
Tecido linfatico 8,39 + 0,69 8,31 +0,61

Diametro tubular (um) 219,03 + 3,87 214,92 + 4,36

Altura do epitélio seminifero (um) 84,53+ 1,20 81,92 + 2,07

Comprimento Tubular total (m) por testiculo 34,02 +1,94 34,08 + 2,05

3.5 ESPERMATOGENESE POR CITOMETRIA DE FLUXO

A analise por citometria de fluxo revelou um maior percentual de células

haploides e de transformacgéo espermatogénica total nas amostras normospérmicas

em relacdo as teratospérmicas, sendo que estas Ultimas, por sua vez, apresentaram

um maior percentual de células dipléides. Os valores médios (+ EPM) por grupo séo

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 5. Morfometria das células de Sertoli e de Leydig em testiculos de gatos
domésticos classificados como normospérmicos ou teratospérmicos,

segundo a morfologia dos espermatozoides da cauda do epididimo (média

+ EPM).

Parametro

Normospérmicos
(n=31)

Teratospérmicos
(n=16)

Volume Célula Leydig (um?®)

Volume citoplasmatico (um?®)
Volume Nuclear Leydig (um®)
Numero células Leydig por grama

de testiculo (x 10°)
Populacao de célula de Sertoli por

grama de testiculo (x 10°)

1321,54 +£71,34
848,68 + 55,14
472,86 + 21,65**

45,38 * 3,62

55,14 + 4,43

1166,59 + 44,18
889,33 + 355.68
396,03 + 14,03**

42,87 + 3,99

54,27 + 3,58

** Indica diferenca significativa entre as médias (p<0,01).

TABELA 6. Dados histomorfométricos de producédo espermética diaria e indices de

rendimento intrinseco da espermatogénese de gatos domeésticos
classificados como normospérmicos ou teratospérmicos, segundo a
morfologia dos espermatozdides da cauda do epididimo (média + EPM).

Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos.

Normospérmicos Teratospérmicos

Parametros (n=31) (n=16)

Média + EPM Média + EPM

Producado espermaética diaria total (PED) (x 34,63 +£1,86 33,58 £2,25

10°)

indice de célula de Sertoli por células 7,46 £0,42 6,50 £ 0,29

germinativas

indice de célula de Sertoli por espermatides 5,10+ 0,32 4,39 +£0,24

arredondadas

Coeficiente de mitoses espermatogoniais 11,02 +£1,80 12,73 +1,79

(EPL/Gonia A)*

indice meidtico (EAI/EPQ)** 2,89+0,11 291+0,14

* - EPL/Gonia A: espermatdcitos preleptéteno por espermatogdnias A.
** . EAr/EPQ: espermatécitos paquiteno por espermatides arredondadas.
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Tabela 7. Propor¢cBes de células haploides, diploides e tetraploides, transformacéo
espermatogénica total e indice meiético, obtidos por andlise citométrica
de testiculos de gatos domésticos classificados como normospérmicos
ou teratospérmicos, segundo a morfologia dos espermatozéides da

cauda do epididimo (média £ EPM).

Normospérmicos Teratospérmicos
Parametros (n=31) (n=16)

Média + EPM Média + EPM
Células hapléides (1C) 53,28 + 0,90* 50,03 + 1,24*
Células diploides (2C) 25,84 + 0,64** 30,50 +£1,18**
Células tetraploides (4C) 18,16 + 0,56 17,12 £ 0,50
Transformacao espermatogénica

2,12 +£0,08** 1,69 + 0,09**

total (1C:2C)
indice meidtico (1C:4C) 3,06 +£0,14 297+0,14

* Indica diferenca significativa entre as médias (p<0,05).
** |ndica diferenca significativa entre as médias (p<0,01).
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| 4. DISCUSSAO

O presente estudo é, para nosso conhecimento, a primeira descricdo das
concentracdes intratesticular de 173-estradiol em gatos domeésticos bem como a
primeira demonstracdo de uma potencial ligagdo entre o0 balanco
testosterona/estradiol intratesticular com a morfologia espermatica nos felinos. Os
achados mais relevantes deste estudo incluem concentragdes significativamente
mais altas de estradiol, acompanhadas de uma propor¢éo significativamente mais
baixa entre testosterona e estradiol intratesticulares associadas com amostras
teratospérmicas de espermatozoides de epididimo de gatos domésticos. O
percentual de formas espermaticas anormais, como o0 de células com defeitos de
acrossoma, considerado um defeito primario, foi correlacionado positivamente com a
concentracao intratesticular de estradiol, sugerindo que a perda do equilibrio entre
androgénios e estrogénios pode alterar as condicdes Otimas para a
espermatogénese e/ou maturacdo epididimaria, comprometendo a qualidade
espermatica.

Apesar da concentracdo seérica de 17B-estradiol encontrada nos gatos
deste estudo estar dentro da faixa de variacdo descrita para os machos de varias
espécies (WAITES; EINER-JENSEN, 1974; OVERPECK et al., 1978; BUJAN et al.,
1993; HESS et al., 2000), a concentragdo intratesticular de estradiol de gatos foi
maior do que aquela descrita para o fluido da rede testicular de algumas espécies
animais (FREE; JAFFE, 1979; WAITES; EINER-JENSEN, 1974; GANJAM; AMANN,
1976), bem como para o plasma seminal humano (BUJAN et al., 1993) e de outras
espeéecies (GANJAM; AMANN, 1976; CLAUS et al., 1985; CLAUS et al., 1992). Estas
diferencas podem tanto ser espécie-especificas, como, por exemplo, os altos niveis
observados em machos equinos (CLAUS et al., 1992) como apenas decorrentes de
diferencas na técnica de dosagem utilizada.

Quando comparados os dois grupos deste estudo, a maior concentracao
intratesticular de 17B-estradiol encontrada nos gatos com amostras teratospérmicas,
nos leva a aventar a hipotese de que a concentracao de estradiol intratesticular, bem
como a relagdo entre a testosterona e o estradiol intratesticulares estejam
envolvidas na patofisiologia da teratospermia dos felinos, seja ela ocasional ou

persistente. Sabe-se, de estudos com humanos e com células testiculares in vitro de
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animais, que o estradiol intratesticular em alta concentracdo € capaz de inibir
diretamente a esteroidogénese nas ceélulas de Leydig maturas (BARTKE et al., 1977;
AMADOR et al., 1989; MURPHY et al., 1980; ver revisdo ABNEY, 1999) e que esta
capacidade parece estar associada a reducdo do numero de sitios de ligacdo para o
LH nas células de Leydig e a inibicho de enzimas envolvidas na sintese de
testosterona (ABNEY, 1999), ndo sendo necessariamente efeitos mediados por
receptores para estrogenos. Este efeito também foi observado no estudo realizado
por D'Souza et al. (2005), o qual revelou que a administracdo exdgena de 17(3-
estradiol para ratos, na dose de 100ug/Kg/dia, foi capaz de aumentar a
concentracdo de estradiol intratesticular e, ao mesmo tempo, reduzir as
concentracdes intratesticular de testosterona e sérica de FSH sem alterar a
concentracao sérica de LH.. No nosso estudo, entretanto, a maior concentracdo de
estradiol intratesticular ndo foi acompanhada de reducdo significativa da
testosterona intratesticular nos animais teratospérmicos, apesar de uma tendéncia a
valores mais baixos, conforme ja descrito anteriormente (NEUBAUER et al., 2004).
Esta reducéo, ainda que nao significativa, contribuiu para a menor proporgédo T:E
nos animais teratospérmicos, sugerindo uma participacdo deste desequilibrio entre
androgénios/estrogénios no ambiente do testiculo e/ou epididimo no aumento do
percentual de espermatozéides morfologicamente anormais nos gatos domésticos.

Neste contexto, concentracdes elevadas de estradiol foram detectadas
no testiculo de pacientes humanos oligoteratoastenozoospérmicos e
oligozoospérmicos em comparagdo com pacientes normozoospérmicos (BUJAN et
al., 1993; LUBISHITZKY et al., 2002). Também no plasma seminal, concentracdes
aumentadas de estradiol e diminuida de testosterona foram encontradas em
pacientes humanos azoospérmicos (ZHANG et al., 2010), indicando que a propor¢ao
hormonal entre estes horménios pode ser um indicador de fertilidade masculina.
Entretanto, ndo se sabe, até o momento, como a concentracdo aumentada de
estradiol no plasma seminal e no testiculo pode levar a deterioracdo dos parametros
morfologicos e fisicos dos espermatozdides em seres humanos ou felinos.

A teratospermia também tem sido relatada em modelos de animais
transgénicos knockout ERa (BUJAN et al., 1993; JOSEPH et al., 2010a), os quais
apresentam elevada concentracdo de estradiol, porém nao os seus efeitos mediados
via receptores classicos. A auséncia dos ERa e, portanto, da acdo estrogénica

normal resulta em inadequada reabsor¢cdo de fluido nos ductos eferentes e regido
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proximal do epididimo, gerando seu refluxo e acimulo no limen da rete testis e
tibulos seminiferos. Nesta condicdo, o epididimo torna-se incapaz de regular
adequadamente o fluido luminal de modo a permitir a aquisicdo normal de funcéo e
viabilidade espermaticas, resultando na ocorréncia de defeitos esperméticos
principalmente relacionados a cauda, como flagelo fortemente enrolado ou dobra,
normalmente junto a gota citoplasmatica (JOSEPH et al., 2010a). No nosso estudo
os defeitos de angulacdo de cauda e peca intermediaria, associados a gota
citoplasmatica, foram os defeitos secundarios com maiores percentuais de
ocorréncia nas amostras teratospérmicas, concordando com dados prévios para
gatos teratospérmicos (HOWARD et al., 1990; PUKAZHENTHI et al., 2000; 2002;
NEUBAUER et al., 2004), sugerindo uma maior sensibilidade dos espermatozéides a
mudangas na osmolalidade ao serem misturados com os fluidos prostatico durante a
ejaculagcdo ou nos meios utilizados in vitro para recuperagdo dos espermatozoéides
da cauda do epididimo. Além das dobras, a gota citoplasmatica distal (GCD),
ocorreu na maioria das células, como esperado para amostras de epididimo. Como
as GCD sao normalmente perdidas durante a ejaculagdo, os espermatozdides com
GCD sfo aptos a competir pela fertilizacdo (AXNER et al., 1998; 1999; 2006;
AXNER; LINDE-FORSBERG, 2007), porém, aquelas com dificuldade em perder as
gotas, seja pela ocorréncia das dobras ou outro mecanismo, juntamente com o que
apresentam persisténcia da gota citoplasmatica proximal (GCP) apresentam sua
capacidade fecundante comprometida (AXNER et al., 2006). O percentual de GCP,
semelhante ao descrito tanto para ejaculados como amostras de epididimo
(HOWARD et al., 1990; AXNER et al., 1998; TEBET et al., 2006), também foi maior
nas amostras teratospérmicas. Dentre os defeitos priméarios, houve maior percentual
de acrossoma anormal nas amostras teratospérmicas, como descrito para epididimo
(AXNER et al., 2004; TEBET et al., 2006) e gatos teratospérmicos (PUKAZHENTHI
et al., 2002).

Como a expressado de receptores para estrogénio néo foi mensurada no
presente estudo, ndo podemos discutir os dados de morfologia em relagdo a uma
maior ou menor acdo do estradiol no testiculo e epididimo, nem tampouco se 0s
niveis elevados de estradiol nas nossas amostras estdo associados com uma
reducéo de receptores. Entretanto, ainda que ndo tenha sido uma correlagéo forte, a
concentracao intratesticular de estradiol teve correlagdo positiva com o percentual

de defeitos primarios, sugerindo a ocorréncia de alteragbes no ambiente testicular
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em func@o da baixa proporgcdo T:E, sejam diretamente nas células tubulares ou
indiretamente, como conseqiéncia de alteracdes no ambiente do fluido luminal.
Curiosamente, as amostras teratospérmicas deste estudo apresentaram também um
maior percentual de agua no testiculo. Obviamente, ndo podemos excluir a
possibilidade de que outras varidveis estejam relacionadas com o maior percentual
de defeitos espermaticos nos individuos das amostras teratospérmicas, tais como
fatores genéticos e nutricionais, os quais ndo foram monitorados ou controlados em
nosso estudo.

Aléem da morfologia, redugcBes no indice de apoptose parecem estar
associadas ao aumento do estradiol testicular de modo dose-dependente (BUJAN et
al., 1993; ABNEY, 1999; KULA et al.,, 2001; D’'SOUZA et al., 2005). Em gatos
domésticos teratospérmicos, apesar de ndo haver informacdo sobre o nivel de
estradiol intratesticular, o indice de apoptose celular é 15% menor quando
comparado com animais normospérmicos (NEUBAUER et al., 2004; JEWGENOW et
al., 2009), o que leva a um maior percentual de células hapldides, maior indice de
transformacgéo espermatogénica total e uma producé@o espermética 177% maior nos
individuos teratospérmicos (NEUBAUER et al., 2004). No nosso estudo, nédo foi
observada diferenca no indice de apoptose entre os dois grupos, porém detectou-se
uma fraca correlacdo negativa entre a proporgéo intratesticular de testosterona/17(3-
estradiol e o indice de apoptose celular, sugerindo um possivel efeito do estradiol
como antiapoptético em alguns dos individuos do nosso estudo. Entretanto, ao
contrario do esperado, na andlise citométrica da espermatogénese, demonstrou-se
um menor percentual de células haploides e maior percentual de células dipléides
nas amostras teratospérmicas, ainda que os dados histomorfomeétricos de producao
espermatica diaria tenham sido similares entre os dois grupos. Isto estda de acordo
com o reportado por Jewgenow et al. (2009) para amostras teratospérmicas
“ocasionais”, como as por nés avaliadas, as quais apresentam maior percentual de
células dipléides com menor producdo espermatica. Adicionalmente, as correlacdes
positivas entre a proporgdo intratesticular de testosterona/17p-estradiol com os
indices de transformacédo espermatica total (células hapléides:células diploides) e
meidtico (Espermatécito Paquiteno:Espermatide Arredondada) e com o nimero de
espermatogbnia A no estaddio 1 do ciclo, de um certo modo, demonstram que o
equilibrio entre estes horménios parece ser imprescindivel para o funcionamento
adequado da espermatogénese (SHARPE, 1998; NIE et al., 2002).



Em avaliacbes histomorfométricas da espermatogénese, observou-se
que o aumento induzido da concentracdo de estradiol testicular resultou na retengéo
das espermatides nos estagios IX-XI, independente da dose administrada, e faléncia
destas espermétides em sofrerem espermiacé@o no estadio VIII, na dose mais alta de
estradiol (D’'SOUZA et al., 2005). Nossos resultados da morfometria testicular,
entretanto, ndo revelaram diferengas entre os dois grupos, estando de acordo com o
observado também em felinos normospérmicos e teratospérmicos (NEUBAUER et
al., 2004). De modo geral, os dados histomorfométricos sdo muito similares aqueles
descritos na literatura (FRANCA; RUSSELL, 1998; GODINHO, 1999; FRANCA;
GODINHO, 2003; NEUBAUER et al., 2004; SIEMIENIUCH; WOCLAWEK-
POTOCKA, 2007). Uma unica excecdo por nés observada foi um menor volume
nuclear médio das células de Leydig nas amostras teratospérmicas. Isto poderia
indicar um menor grau de atividade destas células nos individuos teratospérmicos,
porém esta hipotese permanece ainda para ser confirmada, inclusive se ha qualquer
relacdo desta reducdo com a maior concentracdo intratesticular de estradiol. De
modo geral, os resultados da espermatogénese obtidos com a citometria de fluxo e
histomorfometria, corroboraram os achados de avaliagcdo fisica e morfolégica da
suspensao espermatica epididimaria, sendo similares aqueles citados por Neubauer
et al. (2004) e demonstram que a espermatogénese nos gatos com teratospermia
“ocasional” € menos eficiente do que o mesmo processo nos felinos com
teratospermia persistente.

Em concluséo, apesar das diferencas nos protocolos experimentais e na
forma de classificar as amostras quanto a teratospermia, a andlise da morfologia
espermatica das amostras de epididimo utilizadas neste estudo revelou alteracdes
morfolégicas similares aquelas descritas para individuos teratospérmicos
persistentes. Mesmo considerando que os dados por nos obtidos representam um
momento isolado na vida reprodutiva do animal, ndo necessariamente refletindo a
funcdo testicular do mesmo momento, acreditamos que os resultados aqui
apresentados podem contribuir para a elucidagdo da génese da teratospermia nos
felinos (HOWARD et al., 1990; PUKAZHENTHI et al., 2000; 2002). Por exemplo, os
dados permitiram detectar, pela primeira vez, que niveis mais elevados de estradiol
intratesticular, acompanhados de uma redugdo na propor¢cdo T:E intratesticular,
foram associados de modo significativo a uma maior ocorréncia de formas

esperméticas anormais. Ainda que pelas demais variaveis estudadas os animais do
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presente estudo ndo possam ser classificados como verdadeiros teratospérmicos, a
confirmacdo desta relacdo entre uma baixa proporcdo T:E em amostras
teratospérmicas ocasionais pode indicar um componente enddcrino importante na
génese da teratospermia nos felinos. Os mecanismos testiculares e epididimarios

envolvidos neste processo, entretanto, ainda precisam ser elucidados.
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I 1. INTRODUCTION

The lipids of plasma membrane of mammalian spermatozoa are known by its
effects on the physico-chemical properties and consequent functional spermatozoa
characteristics (GRIZARD et al., 2000). The lipids determine the phase transition
temperature and influence on the motility, acrossomal exocitosis and fusogenic
properties of the spermatozoa (JONES, 1998; GRIZARD et al., 2000; DE ROBERTS,
2003), as well as on the resistance events during the sperm freezing and thawing
(PARKS; LYNCH, 1992; GRIZARD et al., 2000; Pettitt apud CEROLINI et al., 2001;
PURDY; GRAHAM, 2004). For example, the susceptibility of the mammalian
spermatozoa to induced damage during the freezing process has been associated
with low levels of cholesterol within the spermatozoal membrane (WHITE et al.,
1993).

Changes in cholesterol content on the membrane influence the initial events of
sperm capacitation, regulate the permeability, the lateral mobility of integral proteins
and acquisition of fertilization ability (DAVIS, 1980). Cholesterol also influences the
fluidity of membrane (MARTINEZ; MORROS, 1996; LENZI et al., 2000; APEL-PAZ et
al., 2003; DE ROBERTS, 2003), playing a important role on gamete
cryopreservation, an important tool for preservation of the 36 species in the family
Felidae, most of which are rare, endangerous or threatened by extinction (HOWARD
et al., 1990; PUKAZHENTHI et al., 2001; WILDT, 1994; WILDT et al., 1987).

Sperm membrane lipid composition is unusual and it differentiates from that of
somatic cells due its high levels of polyunsaturated fatty acids and plasmalogens and
its relatively low cholesterol and phospholipids (PL) ratio ranging from 0.20 and 0.83
depending on the species (CROSS, 1998; JONES, 1998). The lipid content and
composition differ among species, individuals, age (Svennerholm, 1968 apud
EVANS; SETCHELL, 1979a), diet (GLIOZZ| et al., 2009; ROOKE et al., 2001,
THUWANUT et al., 2008), season (Thorp, 1963 apud EVANS; SETCHELL, 1979a)
and the technique of semen collection (EVANS; SETCHELL, 1979ab).

The most abundant lipids within sperm membrane are phospholipids (PLPs),
including phosphatidylcholine (PLC), phosphatidylethanolamine (PLE),
phosphatidylserine (PLS), sphingomyelin (SM) and the phosphatidylinositol (PLI) as
the main constituents. Other minor components are phosphatidic acid (PA),
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lysophospholipids (LPC or LPE), cardiolipin (CL), glycolipids and sterols. The
cholesterol is the most abundant sterol within the sperm membrane (LANGLAIS;
ROBERTS, 1985; JONES, 1998).

The plasmalogens represent one subclass of phospholipids with ether bond
via either 1-alkyl or 1l-alkenyl, present in the form of choline plasmalogen (CP) or
ethanolamine plasmalogen (EP) which constitute together 40-50% of the total PL
(MARTINEZ; MORROS, 1996; JONES, 1998). Unique oxidation products of choline
plasmalogens have been detected within sperm membrane of human, boar (LESSIG
et al., 2004), bull and Roe deer by MALDI-TOF mass spectrometry (FUCHS et al.,
2009).

Although the lipid membrane composition and the cholesterol and phosphate
contents had been shown on a variety of mammalian species such as human,
(GRIZARD et al., 2000; LENZI et al., 2000; SCHILLER et al., 2000; SION et al.,
2001; LESSIG et al., 2004); bulls (LESSIG et al., 2004), boars (CEROLINI et al.,
2001), goat (RANA et al., 1991), ram (SCOTT et al., 1967), blue and silver foxes
(MILLER JR. et al., 2005), kangaroo, koala and common wombat (MILLER JR. et al.,
2004) and elephants (SWAIN et al., 2000), the first and only study with feline sperm
was just recently done. The matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-
flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) allowed the differentiation between
ruminantia and three feline species spermatozoa (FUCHS et al., 2009).

A “fingerprint” of the lipid composition of the ejaculated and epidydimal sperm
was attained from samples of the domestic cat (Felis catus), siberian tiger (Panthera
tigris altaica) and fosa (Cryptoprocta ferox). The results of sperm ejaculated reveled
that all samples contained diacyl choline phospholipids with moderately unsatured
fatty acyl residues (mainly m/z = 808.6 e 810.6 corresponding to the Na" adducts)
and, except in domestic cats, diacyl choline phospholipids with a polyunsaturated
fatty acyl residue in the sn-2 position of the glycerol backbone (m/z = 830.6 and
858.6). The samples of the domestic cat were characterized by containing high
amounts of diacyl phosphatidylcholine 16:0/18:1 (m/z= 782.6) while the samples of
other two species were characterized by containing significant amounts of ether lipids
(m/z= 814.6 and 816.6). Plasmalogens could be detected just as marginal contents in
samples of feline species (FUCHS et al., 2009). Comparing the epididymal and

electroejaculated spermatozoa of domestic cat, the first clearly show the diacyl
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phosphatidylcholines with highly unsaturated fatty acyl residues which are missing in
the latter samples.

Despite the important contribution of this first study on feline lipid membrane
composition, the presence or not of lysolipids species and lipooxidation products as
well as the contents of cholesterol and phosphate and the cholesterol and phosphate
ratio within sperm membrane of domestic cat are still unknown (PUKAZHENTHI et
al., 1999; AXNER, 2006). Furthermore, there is no information on the relationship
between sperm lipid composition and testis and/or epididymal function, as assessed
by quantitative and qualitative sperm analyses and steroid production by the testis. A
detailed characterization of the sperm lipid composition of domestic cats stands out
as an important tool for understanding their roles in events that take place from the
sperm maturation in the epididymis until to acquisition of fertilizing capacity in the
female genital tract, and for the development of appropriate techniques of assisted
reproduction (FUCHS et al., 2009).

In this study, we measured the cholesterol and phosphate contents of
spermatozoa of the epididymal cauda from domestic cats and carried out a screening
of the lipid composition by MALDI-TOF mass spectrometry to verify the presence of
lysolipids species and lipooxidation products. In addition, the lipid data here obtained
was discussed in relation to its correlation with the reproductive data of a parallel
study (MULLER et al. in preparation) which included evaluation of sperm production
and quality, as well as intratesticular testosterone and estradiol levels determination

on the same individuals.
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II. 2. MATERIAL AND METHODS

2.1 CHEMICALS

The matrix for MALDI MS (2,5-dihidroxybenzoic acid - DHB) and (9-
AAcridin) as well as all solvents (CHCI; and CH3;OH) were obtained in highest
commercially available purity from Fluka Feinchemikalen GmbH (Taufkirchen,
Germany) and used without further purification. PLs used as reference purposes
were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, MA, USA) and used as supplied
but diluted with CHCI3; to give 1mg/mL solutions. All other chemicals used, unless

otherwise stated, were reagent grade (Sigma, St. Louis, MO).

2.2 SPERMATOZOA SAMPLES PROCESSING AND EXTRATION

The epidydimis were obtained from 71 clinically healthy privately owned
domestic cats, with non defined breed, aging from 8-72 months (21 £ 2 months).
Samples were collected from July/2007 to Januar/2009. For orchiectomy, general
anaesthesia was induced with ketamine (Vetaset, Fort Dodge, France; 20 mgkg and
xilazine (Rompun, Virbac, France; 1.0 mgkg), and the procedure was performed
according to Slatter (1999). Both cauda epididymides were dissected free of visible
blood vessels and connective tissues and the epididymal spermatozoa were
immediately recovered by fine tissue mincing in a petri dish with Ham’s F10 (Cutilab,
Campinas, SP) buffered with sodium bicarbonate (pH 7.2) and subsequent filtration
through nylon mesh (40um) (AXNER et al., 2002).

For morphological analysis an aliquot of sperm suspension was fixed in
glutaraldehyde (0.3%; v:v in PBS).The remaining sperm suspension was centrifuged
(600 g/ 10 min) at room temperature and after removing the supernatant, 100uL of
Ham’'s F10 were added. The sample was then evaluated for volume, sperm
concentration, sperm percentage of motility, forward progressive motility (scale, O to
5; 5 — best) and the spermatozoal motility index (SMI) was calculated (HOWARD et
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al., 1990; SPINDLER; WILDT, 1999). After that, the sperm pellet in Ham’s F-10 was
diluted 1:1 with bidestiled water and recentrifuged (600 g/ 10 min) and then the
sperm pellet was recentrifuged once more in 400uL of bidestiled water. The pellet
sediments were finally resuspended in 400 pul HEPES buffer (42 samples), which was
prepared by dilution of 0.1992g HEPES and 0.8766g NaCl in 100mL of bidestiled
water and calibrated to pH 7.4, or NaCl 0.9% (40 samples) and frozen at -20°C until
analysis.

Lipid extraction was done according to Bligh; Dyer (1959) with slight
modifications: 1.5 ml chloroform/methanol (CHCIs/ CH3OH, 1:2, v/v) was added to 0.4
mL sperm suspension. Samples were vortexed for 1 min and incubated 30 min at
room temperature. Then, 0.5mL CHCIl; was added and samples were vortexed for
30s. Following the addition of 0.5 mL 40mM acetic acid the samples were vortexed
again. After phase separation subsequent to centrifugation (1000 g/ 20 min at 4°C),
the CHCI3; phase was collected and the aqueous phase mixed again with 1mL CHCI;
and vortexed for 1 min. After a second centrifugation (1000 g/ 10 min at 4°C), the two
chloroform phases obtained were combined. CHCI; was then evaporated under a

stream of nitrogen and all the samples were stored at -20°C until analysis.

2.3 CHOLESTEROL AND PHOSPHATE ANALYSIS

Cholesterol was solubilized by using methyl-B-cyclodextrin (56.8 mg of
MbCD diluted in 1mL of HBS - C4555, Sigma, Saint Louis, MO) and quantified by a
fluorescence-based enzyme assay (Amplex Red Cholesterol Assay Kit A12216,
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany). Each value of the standard curve was
diluted with 10uL of methyl-B-ciclodextrina (50mM) and the final concentrations of
standard curve (nMol) were zero, 0.207, 0.414, 0.621, 0.827, 1.034 nMol. Samples
with at least 10 x 10° spermatozoa (n= 62) were diluted with methyl-B-cyclodextrin
(as described above) in order to obtain approximately 0.5 nMol of cholesterol in 10uL
of sample (~1nMol of CHO in 10° sperm cells). The presence of free cholesterol and
cholesteryl esters were detected indirectly through quantification of H,O, production
with the Amplex Red reagent, which in the presence of horseradish peroxidase

reacts with H,O, to produce highly fluorescent resorufin. After preparing the plate, it
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was incubated for 30 minutes at 37°C protected from light. The reading was done in
a fluorescence reader with absorbance of 535 nm and emission of 590nm, using the
program XFLUOR. Each paired sample was determined and the cholesterol content
is shown in nMol/10° spermatozoa.

Samples with a minimum of 30 x 10° sperm cells (n=24) were used to
quantify the phosphate contents according to Bottcher et al. (1961). Briefly,
standards were prepared from a stock solution of phosphate 4mM, corresponding to
zero, 20 nMol, 40nMol, 60 nMol, 80nMol and 100nMol. After that, 400 pL of
perchloric acid were added into samples and standard and the vials were closed with
marbles and incubated in a metal block heated at 200°C for 30 to 120 min until the
color of samples and standard solutions became transparent. The vials were cooled
in room temperature and 4mL of molybdenum solution was added in each tube,
following the addition of 500 pL ascorbic acid 10%. The tubes were vortexed after
addition of each solution and again incubated in a metal block heated at 100°C for 10
min. The tubes were then cooled in an ice bath and the absorbance read on a
spectrophotometer (model UV-160A UV-Visible Recording, Shimadzu, Japan), at 812
nm wavelength and each sample was compared with the zero value. Phosphate

concentrations in each sample were extrapolated from the standard curve.

2.4 ANALYSIS OF LIPIDS FROM SPERMATOZOA BY MALDI-TOF MS.

All organic spermatozoa extracts were mixed (1:1, v/v) with the matrix
solution and subsequently applied onto the MALDI gold target plate as 1uL droplets.
Lipid extracts were premixed with 0.5mol/L DHB in methanol and 9-AA (10mg/mL) in
isopropanol/acetonitril (60:40, v/v) (SCHILLER et al., 2000). Subsequently, the
samples were allowed to crystallize drying under moderate warm stream (SCHILLER
et al., 1999). Positive and negative ion MALDI-TOF MS were acquired on an Autoflex
workstation (Bruker, Bremen, Germany). The system utilizes a pulsed nitrogen laser
emitting at 337nm. The extraction voltage was 20kV and the low mass gate was
turned on at m/z= 200. One hundred and twenty-eight single laser shots were
averaged for each mass spectrum to minimize shot-to-shot deviations. The

information about cholesterol was not obtained because cholesterol is not detectable
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in mass spectra as such but only subsequent to water elimination. All spectra were
processed using the software Flex Analysis version 2.2 (Bruker, Germany). The lipids
ratios were calculated just for the animals with the same lipids in the same matrix and
a variability index for each animal was calculated by dividing the total number of
different lipids detected during the screening of its own sample by the total number of

lipids screened for all evaluated samples.

2.5 STATISTICAL ANALYSIS

Means (x SEM) were calculated for each individual for cholesterol and
phosphate content, cholesterol:phosphate ratio, ratio between lipids and index of
variability from MALDI-TOF screening. Based on percentage of morphologically
normal sperm (data not included), samples were divided into two groups:
Normospermic (>60%) or Teratospermic (<60%), and subsequent Student t tests
comparisons were performed. Differences between the breeding (breeding season is
the most suitable season, usually with favorable conditions and abundant food and
water, for breeding among some animals) e nonbreeding seasons were also tested
by Student t comparisons. Pearson’s correlations among variables were calculated
for the samples collected only within the breeding season. Analysis was done with
STATISTICA software (StatSoft Inc., Tulsa, OK) with a p-level of 5%.
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II.  3.RESULTS

3.1. CHOLESTEROL CONTENT

Only organic extracts of samples containing at least 10 x 10°
spermatozoa were used to measure the cholesterol content in sperm and 62 samples
met that criterion. The values of sperm concentration ranged from 10.2 x 10° to 46.5
x 10° sperm cells and the mean cholesterol content (+SEM) was 0.30 + 0.21 nMol/10°
sperm cells.

When data were compared according to season (spring/summer versus
fall/winter) it was possible to detect a tendency (p= 0.06) for a higher cholesterol
contents in spring/summer samples (0.34 + 0.04 nMol/10° sperm cells ) in relation to
those collected in fall/winter (0.22 + 0.04 nMol/10° sperm cells). Furthermore, a
significant positive correlation between cholesterol contents in sperm and testicular
levels of 17B-estradiol (r= 0.50; data not included) was found. Normospermic and

teratospermic samples did no differ in cholesterol content of the sperm membrane.

3.2. PHOSPHATE CONTENT AND CHOLESTEROL:PHOSPHATE RATIO

Samples analyzed for phosphate content contained a minimum of 30 x
10° and a maximum of 106.9 x 10° sperm cells, with a mean of phosphate content of
1.03 + 0.64 nMol/10° sperm cells. No significant differences between seasons were
found. However, significant positive correlations between phosphate content in
sperm membrane and percentage of acrossomal abnormalities (r= 0.60) and
testicular levels of 17B-estradiol (r= 0.65) and testosterone (r= 0.52) were found.

A mean molar cholesterol/phospholipid ratio of 0.30 + 0.06 could be
calculated in 24 samples. This ratio showed a tendency to be higher in autumn/winter
samples (p= 0.06), with a mean of 0.35 £ 0.02, than in spring/summer samples which

showed a mean of 0.29 £ 0.01. Normospermic samples shown a higher
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cholesterol/phospholipid ratio (0.31 + 0.01; n=17) than teratospermic ones (0.26 *
0.02; n=7).

3.3. SCREENING OF LIPIDS FROM SPERMATOZOA OF DOMESTIC CATS

Seventy-one samples were analyzed with a total sperm number ranging
from 0.74 to 117.7 x 10° spermatozoa with a mean (+SEM) of 25.33 + 2.4 x 10°
spermatozoa. The analysis of positive ion MALDI-TOF mass spectra of the organic
extracts of cauda epididymal spermatozoa showed a high individual variability
characterized either by a variability on the composition of distinct phospholipids
species or a large variety of fatty acids residues on these lipids (Table 1). Positive
mass  spectrum was dominated by lysophosphatidylcholine  (LPC),
phosphatidylcholine (PLC) and sphingomyelin (SM).

A significant number of lysophospholipids traces (LPL) was identified and
detected in mass spectra between m/z= 475 and 550 from individual samples, which
are shown in Figure 1. The mass spectra was characterized specially by satured fatty
acids such as palmitic acid (16:0) and stearic acids (18:0) and dominated by
lysophosphatidilcholine (LPC) specially LPC 16:0 alkyl (m/z = 482.3 - proton adduct),
LPC 16:0 (m/z = 496.3 — proton adduct) and LPC 18:0 (m/z = 524.3 — proton adduct)
which were detectable in 45, 52 and 56 individual samples, respectively. As contrast,
LPC 16:0 (m/z = 518.3 — Natrium adduct), LPC 18:0 (m/z = 546.3 — Natrium adduct)
and LPC 22:5 (m/z = 570.3 — H" adduct) were detected only in eight, nine and eleven
samples, respectively. There were detectable LPC (18:1) and LPC (18:2) in 18 and
nine samples at m/z 522.3 (Proton adduct) and 520.5 (Proton adduct), respectively.

Species of diacylglycerol (Table 1), lipid produced by cleavage of inositol
phospholipids (PIP;) in response to extracellular signals were detected in ion positive
mass spectra in 39 (m/z= 569.5 corresponding H* adduct), 10 (m/z= 591.5
corresponding Na® adduct) and 15 (m/z= 647.6 corresponding Natrium adduct)
samples, respectively. These species were characterized only by unsatured fatty
acids as palmitic acid (16:0) and stearic acids (18:0). Two species of Ceramide (16:0)
were detected at ion positive mass spectra with noise signal at (m/z) 538.5 and

560.5, corresponding H" and Na* adducts, in 27 and eight samples, respectively. The
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Ceramide (18:0) was detectable at m/z 577.6 as natrium adduct in eleven samples.

Relatively high intensities of characteristic lipoperoxidation were
detectable at ion positive mass spectra with noise signal at (m/z) 650.5 (PC 16:0,
18:1, aldehyde), 666.5 (PC 16:0, 18:1, aldehyde oxidation), 678.5 (PC 18:0, 18:1,
aldehyde), 694.5 (18:0, 18:1, aldehyde oxidation), 700.6 (PC 16:0, 22:5, aldehyde
oxidation) in 30, 22, 38, 27 and 36 samples of domestic cats (Figure 2). Most of
samples showing these oxidation products were collected in 2007 and 2008. Only
low intense peaks of formyl-lysophosphatidylcholine (22:6) one product of
phosphatidylcholine peroxidation resulting by cleavage of fatty acids residues in sn-2
position by phospholipase A, (PLA;) enzyme could be detected with signal noise ratio
at m/z= 618.4 and m/z= 596.3 corresponding to sodium and proton adducts (FUCHS
et al,. 2007) in 38 and 15 samples, respectively and the most of these samples were
collected at 2007-2008.
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Figure 1. Positive ion MALDI-TOF mass spectra (matrix 9-Aminoacridin) in the

organic extracts of cauda epididymal spermatozoa from domestic cats.

m/z= 482.3 H+- adduct of Lysophosphatidylcholine (LPC, 16:0 alkyl),
496.3/518.3: LPC (16:0), 522.6: LPC (18:1), 524.3/546.3: LPC (18:0).
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Only plasmalogens like choline species were detected in our samples
and they were detectable in the positive ion mass spectra (Figure 3). PC (18:0
alkenyl, 18:1 acyl) was detectable as proton adduct (n= 43) and natrium adduct (n=
48), PC (16:0 alkenyl, 22:6 acyl) was identified as H" adduct and Na" adduct only in
37 and 26 samples, respectively. The plasmalogens were detected only as very low
peaks, showing fatty acid residues of saturated and unsaturated acids. Data are
shown in Figure 3.

The positive ion spectrum of phospholipids from epididymal spermatozoa
from domestic cats was dominated by species of phospholipids like choline (Figure
4). The spectrum was characterized specially by saturated fatty acids (palmitic acid -
16:0 and stearic acid — 18:0) and minor contents of oleic acid (18:1), linoleic acid
(18:2), docosapentanoeyl acid (22:5), docosahexanoeyl acid (22:6) and arachidonic
acid (22:4) and a relatively high variety of PC species was identified in the samples
(Table 1). The highest peaks in the samples were m/z= 786.6, 794.6, 808.6, 836.6
and 858.6 (Figure 4) containing palmitic acid and/or docosapentaenoyl acid (DPA)
and the peaks m/z= 786.6, 788.6, 760.6, 806.6, 808.6, 836.6 and 794.6, which were
detectable in more than 70% of the samples. The peaks with signal noise ratio at
m/z= 728.5, 734.6, 758.5, 790.6, 810.6, 816.6, 830.6 and 858.6 were detected in 31
to 49 samples and the another PC species as well as m/z= 706.5, 728.5, 756.6,
758.6, 759.6, 760.6, 766.6, 780.5, 782.6, 790.6, 792.5, 806.6, 812.6, 818.6, 832.6
and 834.6 were detected in lower number of samples, between thirty or less (see
Table 1 for more details).

Apart from PC and Lyso-PC species, the ion positive spectrum was also
dominated by sphingomyelin (Table 1). The SM (16:0) was identified at signal noise
ratio of 703.5 corresponding proton adduct and 725.5 corresponding sodium adduct
(Figure 4). These peaks were detected in 48 and 57 samples, respectively, but just
as small contents. The seminolipid (1-O-palmityl-2-O-palmitoyl-3-p-(3’-
sulfogalactosyl)-glycerol) could be detected in 57 samples with relatively small
contents in ion positive spectra at m/z= 841.6. Also this seminolipid was the only
detectable compound in the ion negative spectra at m/z= 795.6. It was detected in all
samples with relatively high peaks and high contents. Although in very low peaks,
triacylglycerol species were (TAG) detectable in a high number of samples (n= 51)

especially triolein (TAG 3'18:2) at m/z= 901.8 corresponding to Na" adduct. However
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the TAG 16:0/2'18:1 was detected at m/z= 881.8 corresponding to sodium adduct in

only 13 samples.
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Figure 2. Positive ion MALDI-TOF mass spectra in the organic extracts of cauda
epididymal spermatozoa from domestic cats. (a) Corresponding to
detectable spectra in the matrix 9-Aminoacridin in which peaks at m/z=
650.5, 666.5, 678.5 and 694.5 were detected. (b) Corresponding to
detectable spectra in the matrix DHB in which only the peak at m/z= 700.6
was detected. These peaks correspond to oxidation products in the sperm
membrane at the samples. More details in Table 1.

Ratios between the peaks heights for some lipids were calculated in the
same matrix. For example, PC alkenyl/acyl (18:0, 18:1)/(16:0, 22:6) ratio in DHB
matrix was possible to be calculated in 27 samples and had an average of 0.88 +
0.07. This ratio showed a significant and positive correlation with percentage of
tightly coiled flagellum (r= 0.61). The PC (18:0, 22:6)/(18:0, 22:5) in 9A-Acridin matrix
ratio was calculated in 15 samples and had an average of 0.35 £ 0.10. This ratio
showed a significant and positive correlation with normal sperm morphology (r= 0.9)
and negative correlation with primary sperm abnormalities (r= -0.93) and secondary
sperm abnormalities (r=-0.78), sperm motility (r= -0.86) and sperm motility index (r= -
0.77).
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As for index of variability, it ranged from 0.13 to 0.92 for all samples.
When normospermic (n= 20) and teratospermic groups (n= 10) were compared, we
found a significant difference in the index of individual variability. It was higher for
normospermics (0.66 + 0.03) than in the teratospermic group (0.54 + 0.03). The index
of individual variability showed significant and negative correlation with sperm
morphology: percentage of primary (r= -0.39) and secondary sperm (r=-0.52) defects
and percentage of bent flagellum with droplet (r= -0.61). We also found a significant
and positive correlation with percentage of normal sperm (r= 0.60) and intratesticular

testosterone:17@-estradiol ratio (r= 0.51).
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Figure 3. Positive ion MALDI-TOF mass spectra (DHB matrix) in the organic extracts
of cauda epididymal spermatozoa from domestic cats. m/z= 772.6/794.6
H+ and Na+ adducts of PC (18:0 alkenyl, 18:1 acyl), m/z= 790.6/812.6 H+
and Na+ adducts of PC (16:0 alkenyl, 22:6 acyl). These peaks correspond
to plasmalogens species detectable in the samples.
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Table 1. Assignment of the m/z ratios detected in the positive ion MALDI-TOF mass spectra
of the organic extracts of cauda epididymal spermatozoa from domestic cats.

m/z Ratio Assignment
569.5 Diacylglycerol 2'16:0 + H*
591.5 Diacylglycerol 2'16:0 + Na*
647.6 Diacylglycerol 2'18:0 + Na*
703.6 SM 16:0 + H*
706.5 PC 14:0/16:0 + H"
725.6 SM 16:0 + Na"
728.5 PC 14:0/16:0 + Na*
734.6 PC 2'16:0 + H"
756.6 PC 2'16:0 + Na*
758.5 PC 16:0/18:2 + H"
759.6 PC 16:0/18:0 + H"
760.6 PC 16:0/18:1 + H"
766.6 PC 16:0 alkyl, 18:2 acyl + H"
772.6 PC 18:0 alkenyl, 18:1 acyl + H"
780.5 PC 16:0/18:2 + Na*
782.6 PC 16:0/18:1 + Na"
786.6 PC 18:0/18:2 + H"
788.6 PC 18:0/18:1 + H"
790.6 PC 16:0 alkenyl, 22:6 acyl + H"
790.6 PC 2'18:0 + H*
792.5 PC 16:0 alkyl, 22:6 acyl + H”
794.6 PC 18:0 alkenyl, 18:1 acyl + Na*
794.6 PC 16:0 alkyl, 22:5 acyl + H*
808.6 PC 18:0/18:2 + Na*
808.6 PC 16:0/22:5 + H"
810.6 PC 18:0/18:1 + Na*
810.6 PC 18:0/20:4 + H"
812.6 PC 16:0 alkenyl, 22:6 acyl + Na*
812.6 PC 2'18:0 + Na*
816.6 PC 16:0 alkyl, 22:5 acyl + Na*
818.6 PC 16:0 alkyl, 22:4 acyl + Na"
830.6 PC 16:0/22:5 + Na"
832.6 PC 18:0/20:4 + Na*
836.6 PC 18:0/22:5 + H"
834.6 PC 18:0, 22:6 + H"
841.6 Seminolipd  (1-O-palmityl-2-O-palmitoyl-3-3-(3'-sulfogalactosyl)-

glycerol) + 2H"
858.6 PC 18:0/22:5 + Na*
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Figure 4. Positive ion MALDI-TOF mass spectra (9-Aminoacridin matrix) in the

organic extracts of cauda epididymal spermatozoa from domestic cats.
m/z= 725.6: Na+ adduct of sphingomyelin (16:0), 758.5/780.5: H+- and
Na+ adducts of phosphatidylcholine (PC, 16:0, 18:2), 760.6/782.6: PC
(16:0, 18:1), 786.6/808.6: PC (18:0, 18:2), 788.6/810.6: PC (18:0, 18:1),
794.6/816.6: PC (16:0 alkyl, 22:5 acyl), 808.5/830.5: PC (16:0, 22:5),
810.6/832.6: PC (18:0, 20:4), 836.6/858.6: PC (18:0, 22:5), 841.6:
seminolipid.
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II. 4. DISCUSSION

The knowledge of the lipid composition of the sperm membrane is seen
as an important tool for understanding the events that allow the spermatozoa to
transform into vigorously active cells, with fecundation capacity (JONES, 1998), as
well as for the development of the most suitable assisted reproduction techniques
(FUCHS et al., 2009) for those species that are endangered, such as some feline
species. Nevertheless, as far as we know, this is the first study done with domestic
cats in which the cholesterol and phosphate contents and the ratio between
cholesterol and phosphate could be determined. In addition, we conducted a more
detailed characterization of the lipid composition, through MALDI-TOF for this
species, for which there is very scarce or no information at all in literature
(PUKAZHENTHI et al., 1999; AXNER, 2006; FUCHS et al., 2009). We also were able
to detect important correlations between sperm lipid composition and sperm
morphology and testicular hormone levels.

The results of this study pointed at the fact that domestic cats present
lower amounts of cholesterol in the sperm than other species, such as human
(MACK et al., 1986), rabbits (CASTELLINI et al., 2006), stallion (PARKS; LYNCH,
1992), bull (PARKS et al., 1987) and ram (PARKS; HAMMERSTEAD, 1985; PARKS
et al, 1987). However, they present larger amounts of cholesterol than boar
(PARKS; LYNCH, 1992), hamsters (AWANO et al., 1989), silver (Vulpes vulpes) and
blue foxes (Alopex lagopus) (MILLER JR. et al., 2005). If we consider the hypothesis
developed by White et al. (1993), who have associated cold-shock resistance and
easier cryopreservation with higher levels of sterol (cholesterol and desmosterol) in
the sperm membrane, the low levels of sterol found in the sperm from domestic cats
could be one of the causes of the great inconsistency in the survival rates of feline
spermatozoa after cryopreservation (ZAMBELLI et al., 2000; TANAKA et al., 2000;
TSUTSUI et al., 2000, 2003; PUKAZHENTHI et al., 2002; PENFOLD et al., 2003;
TEBET et al., 2006). We can also place the boar in this context, as they present even
lower levels of cholesterol than cats and, until the moment, the semen of these
animals could not be successfully cryopreserved. The silver fox, nevertheless,
presents much lower levels of cholesterol in the sperm membrane than cats, as well

as some species of marsupials, and the semen from these animals has been
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successfully cryopreserved. This shows that, not only the high levels of sterols, but
also the saturation degree of fatty acids (LENZI et al., 2000; WHITE et al., 1993), the
proportion between cholesterol and phospholipids (DARIN-BENNETT et al., 1973)
and the content of plasmalogens can influence the resistance of the membrane to the
freezing-thawing processes, as suggested by the authors above. According to Mann
and Lutwak-Mann (1981) apud Schiller et al. (2000), plasmalogens seem to have a
crucial role in the extent of the damage to the sperm membrane associated with
cryopreservation.

Seasonal fluctuation is one factor known to have some influence on the
lipid sperm membrane (Thorp, 1963 apud EVANS; SETCHELL, 1979a), as we have
observed in our samples when comparing samples collected in autumn/winter with
those from spring/summer. Reproduction in domestic cats is moderately influenced
by seasonality (BLOTTNER; JEWGENOW, 2007) and reproductive parameters such
as testicular weight, sperm production per testis, sperm motility and higher proportion
of intact sperm are higher during spring and summer than during autumn and winter.
The intratesticular testosterone levels are also higher during the reproductive season
(BLOTTNER; JEWGENOW, 2007) and it is known that the steroids hormones are
able to influence the metabolism of lipids (WALSH et al., 1991; SAAD; GOOREN,
2009). Considering the positive correlation found between intratesticular estrogen
and testosterone and cholesterol and phosphate contents in the spermatozoa in our
study, it is possible to speculate that these hormones play a role in regulating the
testicular metabolism of lipids and maybe the lipids requirements in spermatozoa is
higher in spring and summer. However, this hypothesis remains to be tested.

The phospholipid content reported here for cauda epididymal
spermatozoa from domestic cats was lower than that found in ram (EVANS,;
SETCHELL, 1979a), but higher when compared to that of rats (AVELDANO et al.,
1992) and boar (EVANS; SETCHELL, 1979b). The phospholipid content decreases
as spermatozoa mature in the epidydimis. These reduction is variable and highly
selective among mammals species (AVELDANO et al., 1992; RANA et al., 1991,
SCOTT et al, 1967), playing an important role in sperm maturation and,
consequently, in the subsequent events. The ratio between cholesterol and
phospholipid contents obtained in this study is in accordance to literature (JONES,
1998; MARTINEZ; MORROS, 1996). However, this proportion is lower than that
found in human (MACK et al.,, 1986; GRIZARD et al., 2000), stallion (PARKS;
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LYNCH, 1992), bull (PARKS et al., 1987; PARKS; LYNCH, 1992) and ram (PARKS;
HAMMERSTEDT, 1985) and higher than that proportion in boar (PARKS; LYNCH,
1992), hamsters (AWANO et al. 1989) and some species of marsupials (MILLER et
al., 2004). This result, together with the levels of sterols found in this study, could
partially explain the challenges of cryopreservation of feline semen. Darin-Bennet et
al. (1973) suggested that spermatozoa from species with higher cholesterol and
phospholipids are less susceptible to cold shock than the spermatozoa from those
species with lower proportions, as we have found and as is the case with swine. We
were also able to find significant differences in the cholesterol/phospholipids ratio
between teratospermic and normospermic samples. The lower ratio in the
teratospermic samples could be suggested as playing a role on the higher
susceptibility of teratospermic samples to cryopreservation damage when compared
to normospermic ones (PUKAZHENTHI et al., 1999). The proportion between
cholesterol and phospholipids can influence the resistance of the membrane to the
freezing-thawing processes (DARIN-BENNETT et al.,, 1973) and the sperm of
animals with higher ratio can be easily cryopreserved.

As for the qualitative determination of the lipid composition of the
spermatozoa from felid species, MALDI-TOF mass spectrometry technique has been
only recently used for this purpose (FUCHS et al., 2009). One major difficulty to apply
it is to obtain a sufficient total number of sperm cells from those animals and in
suitable conditions to perform the procedure. In our study, results were characterized
by a high variability in the lipid profile, which might be at least in part explained by the
great variability in the number of spermatozoa available for analysis, ranging from
0.74 x 10° to 117.7 x 10° spermatozoa and by differences in animals diet (EVANS;
STECHELL, 1979b; GLIOZZI et al., 2009; ROOKE et al., 2001; THUWANUT et al.,
2008), as the collection method was standardized for all of them. Another
characteristic of our data is the prevalence of lysophospholipid choline (LPC),
phospholipid choline (PLC) and sphingomyelin (SM) in the positive-ion mass
spectrum, which is in accordance to previous data for human, bull and boar (FUCHS
et al., 2009; LESSIG et al., 2004; SCHILLER et al., 2003). According to Petkovic et
al. (2001), these types of lipid contain groups of quaternary ammonium in their
constitution, resulting in the suppression of other classes of phospholipids, which are
not, thus, detectable in the positive-ion MALDI-TOF spectrum. Besides, due to the

high acidity of the sulphate group of this seminolipid, minor signs of negatively-
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charged phospholipids (PLP), such as PLS and PLI, are completely suppressed in
the presence of the seminolipid.

Types of LPC, especially LPC 18:0 (m/z= 524.3 and 546.3, H" and Na"
adducts), corresponding to digestion products with PLA;, have been recently
characterized through the MALDI-TOF technique by Petkovi¢ et al. (2005) and, as far
as we know this is the first description of the detection of LPC profiles in extracts of
spermatozoa from domestic cats. These results differ from those found by Fuchs et
al. (2009), in which no types of LPC could be detected in domestic cats, Syberian
tiger and Fosa. Maybe the higher number of samples with higher sperm
concentration in our study had allowed the detection of those types of LPC or
because our samples were stored for longer periods than those of Fuchs et al.
(2009). Acrosome membrane disturbances result in the liberation of PLA, and,
consequently, in the formation of LPC (16:0, m/z= 496.3 and 518.3; LESSIG et al.,
2006). The LPC detection in our samples maybe considered a relevant finding since
this LPCs are intra and extracellular signaling molecules as well as important
fusogenic components of the sperm membrane, fundamental for successful
fecundation (ASAOKA et al., 1991; GOMES-MUNHOZ et al.,, 1999: MARTINEZ;
MORROS, 1996; OZAKI et al., 1999). The detection of these elements in some
samples might be the result of a premature sperm reaction in spermatozoa, a
consequence of membrane disturbance and unbalance during the unprotected
freezing process of the samples (LUVONI et al., 2003).

Diacylglycerol is a kind of lipid resulting from the cleavage of
phosphatidylinositol (PIP2), which has an important function as second messenger
within cells (DE ROBERTS et al.,, 2003). The detection of this lipid has been
accurately done by Benard et al. (1999) through MALDI-TOF, as it also occurred in
the extracts from our domestic cats samples. This diacylglycerol detection shows that
the phospholipids like inositol are present in the sperm, even that these species of
lipid were not detected in the negative-ion spectrum, the only spectrum in which they
are detectable following this methodology (PETKOVIC et al., 2001; FUCHS;
SCHILLER, 2009). Diacylglycerol is implicated in the regulation of cellular functions
including proliferation, differentiation and other specifics functions (HODGKIN et al.,
1998).

The generation of aldehydes and products resulting from PC peroxidation

containing polyunsaturated fatty acid residues, which were detected in our samples,



confirms the occurrence of this process during domestic cat spermatozoa freezing,
as suggested by Thuwanut et al. (2009). The detection of formyl-LPC 22:6, resulting
from the action of PLA, over plasmalogen choline (GPC 16:0yasm/22:6), confirms the
presence of plasmalogens in the extracts, and, at the same time, points to the
occurrence of lipid peroxidation in the samples, as detected in roe deer by Fuchs et
al. (2007). Contrary to what has been observed in bovine, swine and roe deer, in
which the spectrum obtained from sperm membrane extracts is dominated by the
presence of ether-linked plasmalogens (LENZI et al., 1996; SCHILLER et al., 2003;
FUCHS et al., 2009), only very small quantities of this lipid species could be detected
in our samples, as well as previously reported for domestic cats (FUCHS et al.,
2009). We suggest that this could be consequence of the reduced amount of
spermatozoa in domestic cat samples when compared to other species. Other
possibility would be the presence of acid substances in contact with the sample,
which would, according to Wright et al. (1997), result in destruction of the
plasmalogens, as those are extremely sensitive to acid action. However, extreme
care was taken to avoid destruction of the plasmalogens even in the matrix used in
the methodology. Therefore it is possible that a higher quantity of sperm allow the
detection of more plasmalogen in the sperm membrane of domestic cats.

From our results, the lipid composition of the spermatozoa from domestic
cats is characterized by the presence, almost exclusively, of species of
phosphatidylcholine (PC), which was similar to the mass spectrum MALDI-TOF
observed in domestic cats, Syberian tiger and Fosa (FUCHS et al., 2009) and human
(SCHILLER et al., 2000). According to these previous studies, sperm of domestic
cats also present saturated fatty acid residues. We were able to detected most of
them, such as palmitic acid (16:0), stearic acid (18:0) and DPA (22:5) and, to a lesser
extent, oleic acid (18:1), linoleic acid (18:2) and DHA (22:6), which is in accordance
to the residues found predominantly in human and other animals (Christic W.W.,
2003 apud FUCHS; SCHILLER, 2009). However, in opposition to what was observed
in human, bull, ram and monkeys, which show rather high levels of DHA (LIN et al.,
1993; NISSEN; KREYSEL, 1983; POULOS et al., 1973), small quantities of DHA
could be detected in the spectrum of feline. Larger amounts of the DHA residue have
been associated in human with better motility and sperm morphology (GULAYA et
al., 2001; LENZI et al., 2000) and in boar with an increase in sperm motility and

reduction of spermatozoa abnormally formed (ROOKE et al., 2001).
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The SM detection (16:0, m/z= 703.6 e 725.6) observed in this study is in
accordance to that observed in extracts from the sperm in swine samples, human
(LESSIG et al., 2004) and feline (FUCHS et al., 2009). Besides, boar spermatozoa
have much larger amounts of SM (14:0), which was not detected in the spectrum of
domestic cats. In a study conducted in bulls and rats by Furland et al. (2007), it was
found that this lipid originates in the testis and SM in spermatozoa is highly
concentrated in the head and is probably important in sperm fusion processes. In
addition, the seminolipid (1-O-palmitil-2-O-palmitoil-3-B(3’-sulfogalactosil)-glycerol
detected in the extracts from this study produced exactly the same peaks in the
positive spectrum (m/z= 841.6, Na* adduct) and in the negative one (m/z= 795.5),
which is in accordance with previous findings for swine, human (LESSIG et al., 2004)
and feline (FUCHS et al.,, 2009). However, in feline the seminolipid cannot be
detected in the positive-ion spectrum, probably due to sample number and sperm
concentration. Seminolipids are essential for the function of germ cells in
spermatogenesis (FUJIMOTO et al.,, 2000; ZHANG et al., 2005), having been
detected in plasma membrane of spermatogonia, spermatocytes, spermatids and
spermatozoa in rats (ZHANG et al., 2005).

The correlations we found between the ratio of some lipids and sperm
characteristics points out to interesting findings. For example, PC alkenyl/acyl (18:0,
18:1)/(16:0, 22:6) and sperm abnormalities is in accordance with Aksoy et al. (2006),
which found a positive correlation between DHA and normal sperm morphology. The
DHA is required for maintaining the fluidity of the spermatozoa membrane and their
fertilizing ability (CONNOR et al., 1998). The negative correlation found in this study
between the ratio of PC (18:0, 22:6)/(18:0, 22:5) and the percentage of spermatozoa
defects is in accordance with Gulaya et al., (2001), Lenzi et al. (2000) and Tavilani et
al. (2007), which were able to find positive correlation between DHA and percentage
of normal sperm. It is known that the phospholipids bound DHA plays a major role in
the sperm membrane fluidity, which may arise the hypothesis that higher success
rate in cryopreservation of bull (POULAS et al., 1973; POULOS et al., 1973) and
African elephant spermatozoa (SWAIN et al., 2000) are in part consequence of the
presence of high levels of DHA in its membranes, when compared to Asian
elephants (SWAIN et al., 2000) and boar spermatozoa (POULAS et al., 1973;
POULGQOS et al., 1973). Furthermore, different amounts of DHA were found in sperm

membrane of marsupials, with Koala and the common wombat presenting higher
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levels of DHA than the Western grey kangaroo and higher levels of DHA had been
associated with successful sperm cryopreservation (MILLER JR. et al., 2004). Thus,
although quantifying DPA and DHA in the sperm membrane from domestic cats was
not possible in this study, based on peaks heights, we can speculate that these
animals have larger amounts of DPA, which, associated with smaller levels of
cholesterol in the membrane, may be involved in the very inconsistent and variable
results of feline semen cryopreservation among the research laboratories (ZAMBELLI
et al., 2000; TANAKA et al, 2000; TSUTSUI et al, 2000, 2003; PUKAZHENTHI et al.,
2002ab; PENFOLD et al., 2003). Such results are particularly important for in vitro
fertilization studies, as high amounts of fatty acids are needed for the high fluidity of
the sperm membrane, required for successful fertilization (LESSIG et al., 2004;
ZALATA et al., 1998). Only the quantitative determination of these fatty acid levels
could actually clarify this matter. Nonetheless, this is still hindered by the difficulty in
obtaining the total sperm concentration in sufficient and suitable quantities for
guantitative determinations.

Finally, the significant and negative correlations between index of lipid
variability on individual screenings with percentage of sperm with primary and
secondary defects and with percentage of bent flagellum with droplet, specially this
later one, suggest a crucial rule for sperm membrane lipid composition on resistance
of spermatozoa to changes in osmolality of testicular and epididymal environment. As
teratospermic samples had a lower index of variability and presents the higher levels
of bent flagellum, we could suggest that normal sperm morphology is dependent of a
higher variability of lipids species, which in turn, apart from nutrition, it is under
endocrine regulation since animals presenting a higher intratesticular
testosterone:estradiol ratio had also higher index of lipid variability.

In conclusion, we suggest that the lipid composition of the epididymal
spermatozoa from domestic cats and, possibly, that of ejaculated spermatozoa, is
strongly related to the sperm quality and to its freezability. Feline sperm lipid
composition makes more difficult to sperm to resist to the stress of cryopreservation
in comparison to bovine or human sperm, although it would have better freezability
index than swine. The variability on lipid composition would also explain species and
individual differences on the outcomes of spermatozoa cryopreservation in feline in
several research laboratories. However, as our results are mostly qualitative, it would

be necessary a quantitative determination of the sperm membrane lipids from



87

domestic cats to actually bring more clarity on this subject. That would favor the
planning and execution of strategies to improve the spermatozoa cryopreservation
results in feline, such as dietary changes and the development of more suitable
cryopreservation protocols, based on dietary supplementation with omega-3 and
omega-6 fatty acids and the addition of substances with antioxidant action and lipids
such as DHA to the semen freezing protocols, as has already been done for
domestic cats (THUWANT et al., 2008), boar (ROOKE et al., 2001) and rabbits
(GLIOZZI et al., 2009).
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CONCLUSOES

Com base nas condi¢cdes experimentais aqui descritas e nos resultados

obtidos, pode-se concluir que:

1. Os defeitos espermaticos encontrados em amostras teratospérmicas
“ocasionais” da cauda do epididimo de gatos domésticos sdo similares
agueles de sémen de ejaculado de gatos teratospérmicos, com maiores
percentuais de defeitos primarios e secundarios, especialmente os
defeitos de acrossoma e peca intermediaria ou cauda dobradas, quando
comparados com amostras hormospérmicas,

2. Nenhum dos demais parametros fisicos do sémen, de biometria corporal
ou testicular permitiu a diferenciacdo entre amostras normospérmicas e
teratospérmicas;

3. Apesar de ndo ser detectada diferenca nas concentracbes sérica e
intratesticular de testosterona e sérica estradiol entre amostras
normospérmicas e teratospérmicas, as concentragdes intratesticulares
de estradiol e a proporcao intratesticular entre testosterona e estradiol
foram maiores nos gatos com teratospermia “ocasional” do que nos
normospérmicos, sugerindo participagdo deste desequilibrio entre
androgénios/estrogénios intratesticular na génese da teratospermia;

4. Animais teratospérmicos ocasionais ndo apresentam reducdo na taxa de
apoptose celular no epitélio germinativo, nem tampouco aumento da
producdo espermética, como sugerido para animais teratospérmicos
persistentes.

5. A membrana dos espermatozoéides da cauda do epididimo de gatos
domésticos apresenta quantidades relativamente baixas de colesterol e
fosfato e uma baixa proporcdo colesterol/fosfato e, em especial,
naqueles animais cujas amostras de sémen foram classificadas como
teratospérmicas;

6. Aparentemente existe um efeito sazonal sobre o contetdo de colesterol

espermatico, o qual € maior durante a primavera/verdo em comparagao



96

com o outono/inverno, porém a proporgcdo entre colesterol:fosfolipidios
aumenta durante os meses de outono/inverno;

Os espermatozodides da cauda do epididimo apresenta uma grande
variabilidade de espécies de lipidios, especialmente relacionada com a
ocorréncia de espécies de lisolipidios e residuos de acidos graxos
predominantes da fosfatidilcolina, com uma quantidade, provavelmente,

muito pequena de espécies de plasmalégenos.
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FIGURA 1. Imagem fotografica do testiculo de gato doméstico apds a incisdo da
camada parietal da tunica vaginal durante orquiectomia. Pode-se
observar o funiculo espermaético e a tanica vaginal.

FIGURA 2. Imagem fotogréfica do testiculo de gato doméstico apOs orquiectomia.
Pode-se observar a presenca do epididimo ainda fixado ao testiculo.
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Figura 3. Imagem fotografica do epidl'dio de gato doméstico, com suas divisdes
classicas: cabeca (Cab), corpo (Co) e cauda (Cau) e porcédo inicial do
ducto deferente (Dd).

FIGURA 3. Imagens fotomicroscopicas de espermatozoides felino, morfologicamente
normal (A), com peca intermediaria dobrada com gota (B) e cauda
dobrada sem gota (C). Fonte: MORAIS R.N., 2000.
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FIGURA 4. Imagem fotografica de fragmentos testiculares emblocados em
historesina a base de metilglicolmetacrilato (a esquerda) e dos
microcortes testiculares de 3 ym de espessura, corados com azul de
toluidina e fixados em lamina para anélise microscopica (a direita).

FIGURA 5. Imagem fotomicroscopica de tubulos seminiferos (TS) e espacgo
intertubular de testiculo de gatos domésticos. Notar a presenca das
células de Leydig (L) e vasos sanguineos (Vs). Ampliagdo de 100x,
Azul de toluidina.
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FIGURA 6. Histograma de células hapléides (n), dipl6ides (2n) e tetraploides (4n) de
testiculo de gatos domésticos, detectadas por meio de citometria de
fluxo, utilizando-se como marcador o lodeto de propidio.

FIGURA 7. Imagens fotograficas de uma mistura de extrato de espermatozoides de
gato domeéstico e uma matriz sendo aplicada sobre placa de ouro para
analise por espectrometria MALDI-TOF (A) e da introdugcdo da placa
contendo as amostras cristalizadas sendo aplicada em uma estacdo de

trabalho Autoflex para andlise (B).



