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RESUMO

ARAUIJO, Gediendson Ribeiro de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2012. Uso de sondas fluorescentes e ensaio de ligacdo a ovocitos heterdlogos e a
membrana perivitelinica de ovo de galinha Gallus gallu§ para a avaliacdo de
espermatozoides frescos e descongelados de jaguatirideedpardus pardalis
Orientador: Tarcizio Antonio Rego de Paula. Coorientador: José Domingos Guimaraes.
Estratégias de conservagdo eX Situobjetivam auxiliar na manutengdo de populagdes
geneticamente vidveis, por meio de estratégias de reproducdo assistida e
criopreservacao de materiais genéticos. Objetivou-se a validacdo do uso de combinagao
de sondas fluorescentes e do teste de ligagdo a zona pelucida de ovocitos heterélogos
criopreservados na qualificacdo de s€émen fresco e descongelados de jaguatiricas. Foram
usadas trés jaguatiricas mantidas em cativeiro, sendo obtidos ejaculados por meio de
eletroejaculacdo e avaliados por testes classicos de rotina. Através destes testes (vigor e
motilidade espermaticos, hiposmético e morfologia) observou-se queda (p<0,05) dos
padrdes qualitativos do sémen descongelado em relagcdo ao s€émen fresco. A associacdo
das sondas lodeto de Propideo, Hoechst 33342 ¢ Pisum Sativum Agglutinin conjugada
com Lectina Fluorescente (FITC-PSA), permitiu a identificagdo de subpopulacdes
espermaticas de acordo com a localizagao especifica de lesdes celulares e detectou de
forma mais acurada o efeito deletério da criopreservagdo no sémen. O uso de ovoécitos
criopreservados de gatas domésticas permitiu a observacdo da queda da capacidade
ligante (p<0,05) dos espermatozoides descongelados em relagdo aos espermatozoides a
fresco de jaguatiricas, havendo ainda correlagdo entre o total de ligantes nas amostras de
espermatozoides a fresco com padrdes qualitativos no s€émen ap6s o descongelamento.
A combinagdo de sondas fluorescentes utilizadas e o uso de ensaio de ligagcdo a ovocitos
heterdlogos criopreservados de gatas domésticas foram mais especificos e confiaveis na
detec¢do da queda na qualidade espermatica de jaguatiricas apos o descongelamento. Os
espermatozdides de jaguatiricas também foram capazes de se ligar a membrana
perivitelinica em ambos os tratamentos. Apesar de ndo observada diferenca na
quantidade de espermatozodides ligados nos tratamentos (p>0,05), houve correlagao
positiva (r= 0,91; p<0,05) entre eles. Foi observada ainda correlacdo negativa entre a
taxa de espermatozoides ligados na membrana perivitelinica no sémen a fresco e no
descongelado com a populagdo de espermatozdides com cauda dobrada no sémen
descongelado (r= -0,81; p<0,05 e r= -0,86; p<0,05, respectivamente) e correlagdo
negativa (r= -0,71; p< 0,05) entre a populagdo de espermatozdides com cauda

fortemente dobrada (defeito maior) com a quantidade de espermatozodides ligados na
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membrana perivitelinica, ambos no sémen descongelado. Apesar dos espermatozoides
de jaguatirica terem se ligado de forma satisfatéria a membrana perivitelinica, o
reduzido nimero de amostras avaliadas ndo permitiu demonstrar correlacio com a
fertilidade do espermatozoide. No entanto, o mecanismo suporte desenvolvido para a
membrana permitiu a manuten¢cdo do seu estiramento durante o processamento € a

definicdo de uma area de avaliacdo. Sendo assim, estudos futuros, com uma maior

amostragem, sao necessarios para a efetiva validacao desta técnica.
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ABSTRACT

ARAUIJO, Gediendson Ribeiro de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2012. Using fluorescent probes and sperm binding to heterologus oocytes and to
periviteline membrane, using chiken Gallus gallug eggs, for evaluate fresh and
frozen-thawed ocelot Leopardus pardalis sperm. Adviser: Tarcizio Anténio Rego de
Paula. Co- Advisers: Jos¢ Domingos Guimaraes.

Ex situ conservation strategies aim to assist in maintaining a genetically viable
population through strategies of assisted reproduction and cryopreservation of genetic
resources. We aimed to validate the combination of fluorescents probes and the egg-
sperm binding assay using cryopreserved oocytes in the qualification of fresh and
frozen-thawed ocelot semen. Were used three captive ocelots for semen collection by
electroejaculation. The semen was evaluated by conventional tests routine. Through
those tests (motility and sperm progressive motility, hypoosmotic sweling test and
morphology) a decrease (p <0.05) of the quality standards of the frozen-thawed semen
compared to fresh semen was observed. The combination of the probes propidium
iodide, Hoechst 33342 and Pisum sativum Agglutinin lectin conjugated to fluorescent
(FITC-PSA) allowed the identification of sperm subpopulations according to the
specific location of cell damage and at the same time allowed a more accurate detection
of the deleterious effect of semen cryopreservation in ocelots. The use of cryopreserved
oocytes of domestic cats allowed the observation of a decreasing on the binding
capacity (p <0.05) of frozen-thawed sperm compared to fresh ocelot spermatozoa, and
there was a correlation between total binding in fresh semen with the quality standards
in frozen-thawed semen. The combination of fluorescent probes used and the use of
sperm-egg binding assay were more specific and reliable in detecting the decrease in
ocelot’s sperm quality after thawing. The ocelot sperm were also able to bind the
perivitelline membrane, in both treatments. Although there is no difference in the
amount of bound sperm in treatments (p>0.05), there was a positive correlation (r=0.91;
p<0.05) between they. Correlation was also observed between bound sperm to
periviteline membrane, in fresh and frozen=thawed semen, and bent tail spermatozoa in
frozen-thawed semen (r=0.81; p<0.05 and r=-0.86; p<0.05, respectively). There was
correlation (r=-0.71; p<0.05) between the proportion of tightly bent tail (major defect)
and the bound sperm to periviteline membrane, both in frozen-thawed semen. Although
ocelots spermatozoa have bound satisfactorily to periviteline membrane, the small
number of sample could not demonstrate correlation with the sperm fertility. However,

the device developed for the membrane allowed the upkeep of its stretch during
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processing and defined an evaluation area. Thus, futures studies, with a larger sample

are needed for effective validation of this technique.



1. INTRODUCAO

Por serem predadores de topo de cadeia alimentar, os felinos influenciam
diretamente na ecologia da comunidade de fauna e indiretamente na comunidade de
flora das 4reas onde ocorrem. Dessa forma, conservando essas espécies
conseqiientemente estard conservando toda a biodiversidade local. A conservacdao dos
animais silvestres estd intrinsecamente ligada a diversidade genética e quando uma
populagdo ¢ isolada geograficamente fica sujeita a uniformidade génica, assim varios
fatores se aliam para desencadear o processo de extingdo. Entre estes fatores estdo a
maior susceptibilidade a doengas, aumento de anormalidades espermaticas e diminui¢ao
da fertilidade, desbalanceamento endocrino de hormdnios reprodutivos que prejudicam
a espermatogénese e a ovulacdo e a morbidade e mortalidade perinatal (O’BRIEN &
MCCULLOGH, 1985; WILDT et al., 1987; MUNSON et al., 1996; EIZIRIK et al.,

2001).

Neste sentido estratégias de conservagdo ex Situ objetivam auxiliar na
manuten¢cdo de populacdes geneticamente vidveis, por meio de estratégias de
reprodugdo assistida e criopreservacdo de materiais genéticos (ANDRABI &
MAXWELL, 2007). Entre as principais estratégias de reprodugdo assistida, podemos
citar a criopreservagdo de gametas, inseminacdo artificial, fertilizagdo in vitro,
transferéncia de embrides e desenvolvimento in vitro de foliculos pré antrais
(JEWGENOW e STOLTE, 1996; SWANSON, 1998).

A criopreservacdo do sémen possibilita a translocagdo apenas do material
genético, podendo ser usado entre populagdes de vida livre isoladas, entre populacdes
de vida livre e animais em cativeiro e entre animais mantidos em instituicoes distintas
(SWANSON, 1998). Para minimizar os efeitos estressantes da congelagdo, algumas

substancias crioprotetoras sdo adicionadas ao diluente do sémen, promovendo alteracdes
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das propriedades fisicas da solucdo. A adicao de surfactantes a base de SDS (dodecil
sulfato de sodio) em meios utilizados na criopreservacao de sémen de diversas espécies
resultaram em aumento na motilidade espermatica (PURSEL et al. 1978; NIZANSKI,
2006), integridade de acrossoma (PURSEL et al. 1978; ARRIOLA & FOOTE 1987),
viabilidade espermatica (ROTA et al. 1997) e elevadas taxas de fertilidade in vivo e in
vitro (ROTA et al. 1997, 1999; PENA & LINDE-FORSBERG 2000; TSUTSUI et al.
2000). Apesar dos resultados benéficos na qualidade espermatica de outras espécies,
relatos sobre efeito desse componente sobre a fertilidade espermatica em jaguatiricas

sdo raros na literatura.

A fertilidade dos espermatozoéides pode ser estimada por meio de testes in vivoe
in vitro. Testes in viva, embora decisivos na determinagdo da fertilidade do sémen,
requerem um grande nimero de animais por tratamento e podem sofrer influéncias de
varios fatores relacionados a fémea. As analises de rotina in vitro, como vigor,
motilidade esperméatica e morfologia espermadtica, apesar de serem utilizadas ha bastante
tempo, podem ser influenciadas pela natureza subjetiva do avaliador, variabilidade entre
técnicos e diferencas na implementagdo de padrdes para a avaliagdo (ARRUDA, 2000;

VERSTEGEN et al., 2002; CELEGHINI, 2005).

Nos ultimos anos novas técnicas de avaliagdo in Vvitro do sémen tém sido
desenvolvidas, permitindo o conhecimento mais detalhado na avaliagdo da morfologia e
funcdo espermatica. O uso de sondas fluorescentes ou fluorocromos isoladas ou em
combinagdes possibilita uma analise mais criteriosa da integridade estrutural dos
componentes dos espermatozoides, devido a sua caracteristica de marcagdo estruturas
especificas das células e detectar a integridade estrutural e funcional de forma clara
(PETERSON et al,1974; ARRUDA, 2000; SILVA & GADELLA, 2006). Devido a isso,

muitas sondas fluorescentes vém sendo utilizadas para examinar a integridade e a



viabilidade esperméatica com o auxilio da microscopia fluorescente ou citometria de

fluxo.

A capacidade do espermatozoide de se ligar a zona pelucida € um evento critico
que culmina na fertilizagio (MAYENCO-AGUIRRE & PEREZ-CORTES, 1998). Deste
modo, testes de interacdo entre gametas, homologos e heterdlogos, sdo de grande
importancia na avaliacdo de técnicas de criopreservagdao de sémen (CARDOSO et al.,
2005). Estes testes possuem como vantagem, em relagdo a fertilizagdo in vitro, a menor
demanda de tempo, uma vez que ndo requer a maturacdo ovocitaria (HEWITT &
ENGLAND, 1997). No entanto, a obten¢do de uma quantidade satisfatoria de ovécitos
de mamiferos domésticos e silvestres requer o uso de muitas fémeas e a avaliagdo
espermatica fica sob influéncia da qualidade ovocitaria, imprimindo um elevado “efeito
fémea” sobre o resultado (SANTOS, 2010). Diante disso, o uso de membrana
perivitelinica de ovo de galinha ¢ um promissor método de interacdo de gametas. Este
método permite o teste de diferentes amostras de s€émen sobre a mesma superficie
ligante, ou seja, diferentes fragmentos de uma mesma membrana, minimizando a
variagdo causada pelo “efeito fémea”. Além disso, a membrana perivitelinica ¢ de facil
obtencdo e manipulag¢do. No entanto, apesar dos resultados satisfatorios com mamiferos
domésticos (SANTOS, 2010; AMORIM, 2008), esta técnica ainda ndo foi testada em

felinos silvestres, como a jaguatirica.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a qualidade dos espermatozdides, a fresco e descongelado, de
jaguatiricas usando combinacdo de sondas fluorescentes e testes de ligacdo do
espermatozdide a ovocitos de gata doméstica e a membrana perivitelina do ovo de

galinha.

2.2. Objetivos especificos

- Realizar avaliag¢do andrologica de trés jaguatiricas mantidas em cativeiro;

-Avaliar a integridade das membranas plasmatica e acrossomal usando sondas

fluorescentes no sémen a fresco e descongelado;

- Criopreservar sémen de jaguatirica mantidos em cativeiro com meio a base de TRIS-

citrato e 20% de gema de ovo, com glicerol e Equex STM Paste®;

- Avaliar a capacidade de ligacdo do sémen, a fresco e descongelado, usando os testes
de ligagdo a zona pelucida de ovocitos de gata doméstica € membrana perivitelinica de

galinha.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Jaguatirica (Leopardus pardalid.innaecus, 1758)

A jaguatirica (Figura 1) ¢ a tnica espécie de felino neotropical pertencente a
categoria médio porte, que engloba espécies com o peso do animal adulto variando entre
7 e 20kg (IUCN, 2011). Possui 50 cm a 1 m de comprimento, além da cauda que pode
medir até 45 cm. Apresenta pelagem curta marcada por rosetas que tendem a se unir na
lateral do corpo do animal formando listras correndo em cadeias paralelas, sendo
possivel a individualizagdo de cada animal pela conformagdo das manchas em cada

individuo, funcionando como uma impressao digital (JACOB, 2002).
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Figura 1: Jaguatirica (Leopardus pardalis(Fonte: Jodo Bosco G. de Barros)

A area de ocorréncia da jaguatirica abrange desde o sudoeste do Texas, nos
Estados Unidos, e oeste do México até o norte da Argentina (MURRAY & GARDNER,
1997). No Brasil, ocorre em todas as regides, com exce¢do do sul do Rio Grande do Sul

(OLIVEIRA & CASSARO, 2005) (Figura 2).

Figura 2: Area de distribui¢io da Jaguatirica (TUCN, 1996)
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A dieta ¢ bastante abrangente, incluindo aves, répteis, pequenos e grandes
mamiferos como veados e porcos do mato, entretanto, apresenta predominancia sobre

pequenos mamiferos, principalmente roedores com menos de 1 kg (EMMONS, 1988;

CUBAS et al., 2006).

Em cativeiro esses animais podem viver at¢ os 20 anos, mas dificilmente
ultrapassam os 10 anos em vida livre (MURRAY & GARDNER, 1997). A média de
nascimento ¢ de 2 a 4 filhotes, que abrem os olhos apds 15 a 18 dias de idade, e
comecam a comer dieta solida a partir de 42 dias (FAGEN & WILEY, 1978). O periodo
de gestacdo varia entre 70 e 85 dias (MELLEN, 1990; GREEN, 1991; CUBAS et al.,

2006) e aparentemente os machos ndo contribuem com o cuidado dos filhotes.

Esses felinos apresentam habitos diurnos e noturnos e sdo solitarios. O macho
ocupa uma area de aproximadamente 10 a 40 km?, enquanto que a fémea ocupa uma
area de 0,76 a 1,3 km? (CRAWSHAW, 1995), sendo que um macho pode sobrepor o
territorio de até trés fémeas, e uma fémea raramente sobrepde o territorio da outra
(MANTOVANI, 2001). Individuos subadultos podem ser tolerados nos territorios de
ambos os sexos, mas atingindo a fase adulta tendem a dispersar para novas areas,
enquanto que as fémeas geralmente se estabelecem em territdrios adjacentes ao seu
territorio natal os machos tentem a migrar para areas mais afastadas (EMMONS, 1998;

CRAWSHAW, 1995).

3.2. Fisiologia reprodutiva de felinos

O orgdo copulatério de felinos do género Leopardus exceto o gato maracaja
(Leopardus wied)i que ndo apresenta espiculas penianas, assemelha-se ao do gato
doméstico, (SWANSON et al, 1995, MORAIS, 1999). Espiculas penianas sdo
estruturas corneas que comegam a se desenvolver com aproximadamente 12 semanas de

idade (LOPES, 2002). Sao responsaveis pelo estimulo neuro enddcrino necessario para
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o desencadeamento da ovulagdo durante a copula (JOHNSTON et al, 2001) e sao
caracteristicas sexuais secundarias cujo crescimento ¢ androgeno dependente, podendo

ser usadas como preditor da capacidade androgénica individual (ARONSON &

COOPER, 1967).

A puberdade dos felinos esta correlacionada com o peso corporal adulto
ocorrendo mais cedo nas fémeas (GRUFFYDD-JONES, 1993). A maturidade sexual
nas fémeas ocorre dos 18 aos 22 meses de idade e nos machos aos 30 meses
(BRAZILIAN OCELOT, 2006). As fémeas de pequenos felinos neotropicais sdo
poliestrais de ovulagdo induzida, com a ovula¢ao ocorrendo somente apds o estimulo
copulatério (MOREIRA et al., 1994). De acordo com Eaton (1984), essas espécies ndo
apresentavam padrdo caracteristico de sazonalidade reprodutiva, portanto,

experimentagdes reprodutivas podem ser conduzidas durante o ano todo.

A copula ocorre de cinco a 10 vezes por dia com montas de aproximadamente
um minuto e meio e a probabilidade de concepgao ¢ de 60% (EATON, 1984; MELLEN,
1990). O ciclo estral ¢ de aproximadamente 25 dias e o estro dura 4,6 dias (MELLEN,
1990). Entretanto Eaton (1977) descreve um periodo de sete a dez dias para o estro e um

periodo de interestro de seis semanas.

3.3. Coleta de sémen

Amostras de s€émen a serem utilizadas em programas de reproducdo assistida em
carnivoros podem ser obtidas por meio de vagina artificial (SOJKA & JENNINGS,
1970; ZAMBELLI & BELLUZZI, 1998), coleta diretamente do epididimo ou ductos
deferentes (HOWARD et al., 1986; AXNER, 1998), massagem retal, coleta pos coito,
manipulacdo digital e eletroejaculacdo (PLATZ et al., 1978; JOHNSTONE, 1984;

HOWARD et al., 1986).
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A manipulacdo digital ou o uso de vagina artificial ¢ um excelente método, pois

o ejaculado ¢ obtido da forma mais natural possivel (WILDT, 1989), o s€émen coletado
por estes métodos apresentam concentragdo bem superior ao obtido pela
eletroejaculacdo (SEAGER & PLATZ, 1976; DOOLEY & PINEDA, 1986; DOOLEY
et al 1991; HOWARD, 1993 ; SETCHEL et al., 1994;). A manipulacdo digital tem
sido rotineiramente utilizada em canideos domésticos e selvagens como o lobo-guaré e

raposas, € com resultados de gestagao apds inseminagao (HOWARD, 1993).

No caso dos animais selvagens, especialmente felinos, em que geralmente ndo ¢
possivel a utilizagdo das metodologias citadas acima, a eletroejaculacdo ¢ o método de
escolha. Os primeiros estudos usando essa metodologia para obtencdo de sémen de
felinos selvagens foram realizados por Carvalho (1968). Atualmente essa ¢ a
metodologia mais usada para coleta de sémen em felinos (PLATZ et al 1978),
incluindo a jaguatirica (PLATZ & SEAGER 1978; WILDT, 1989; QUEIROZ, 2003;

TEBET, 2004; AVILA,2009).

Amostras de s€émen obtidas pos eletroejaculacdo tendem a ser mais volumosas,
acidas, com menor concentracdo espermatica e eventualmente contaminadas com urina,
uma vez que a estimulacdo simpatica por este método ¢ maior (SEAGER & PLATZ,
1976; DOOLEY & PINEDA, 1986; DOOLEY et al, 1991; HOWARD, 1993 ;
SETCHEL ET AL., 1994). A contamina¢do do sémen por urina pode ocorrer devido a
voltagem utilizada, quando essa excede o maximo necessario a ejaculagdo, ou devido ao
posicionamento muito cranial da probe retal (HOWARD, 1993). Uma forma de evitar a

contaminagdo do sémen ¢ lavar a bexiga com soro fisioldgico estéril antes da realizagao

das coletas (AVILA, 2009).

Virios protocolos anestésicos foram usados para a eletroejaculagdo em felinos,

sendo atualmente os mais usados a associagdo de cloridratos de quetamina (10 mg/Kg) e



9
xilazina (2 mg/Kg) pela via intramuscular (AVILA, 2009) e tiletamina/zolazepam (5-10

mg/kg; Zoletil 50, Virbac) com manuten¢do anestésica com isoflurano inalatorio

(QUEIROZ , 2003).

3.4. Criopreservagao do s€émen

O processo de criopreservagao inclui varias etapas, desde a coleta, envasamento
e dilui¢do da amostra para o congelamento até o descongelamento e inseminagao, cada
uma delas pode provocar danos aos espermatozoides e conseqiientemente reduzir por
volta de 50% o percentual de espermatozoides capazes de fertilizar um ovdcito
(HOWARD et al., 1991a; JOHNSTON et al., 1991a; JANUSKAUSKAS et al., 1996;

WATSON, 2000; LUVONI et al., 2003; HALLAP et al., 2006).

Para minimizar os danos causados na qualidade do sémen pela criopreservagao
sdao adicionadas substancias crioprotetoras que atuam dentro ou fora da membrana
plasmatica, promovendo alteragcdes nas propriedades fisicas da solugdo (AMANN &
PICKETT, 1987; TEBET, 2004).

Um diluente ideal para o congelamento de s€émen felino ainda ndo foi definido,
visto que o movimento progressivo e a morfologia acrossomal sdo altamente afetados
nos procedimentos de criopreservagdo com os diluentes conhecidos. A gema de ovo no
meio diluidor ¢ amplamente utilizada como agente estabilizador da membrana
plasmatica, protegendo-a contra o choque térmico (WATSON, 1979; HOLT, 2000a;
LUVONI et al., 2003). Acredita-se que esta a¢do protetora seja fornecida pela sua agado
coloidal no meio e pela presenca da fosfatidilcolina, uma lipoproteina que interagem
com a estrutura lipidica da membrana plasmatica das células espermaticas, protegendo-a
contra o choque térmico (WATSON, 1979, BOUCHARD et al, 1990). Além disso, a
gema de ovo previne a liberagdo da enzima hialuronidase pelo espermatozodide.

(FOULKES, 1977). Alguns estudos também demonstraram que a adi¢dao de detergentes
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a base de SDS (dodecil sulfato de s6dio) — Equex STM Paste® e Orvus ES Paste® -
aumentam o potencial de penetragdao das lipoproteinas da gema de ovo na membrana
plasmatica do espermatozoide (HOLT, 2000b; PENA et al., 2003).

O principal crioprotetor usado no congelamento de espermatozdides ¢ o glicerol,
que, devido ao seu baixo peso molecular, atua no interior da célula ligando-se com as
moléculas de agua, reduzindo a formagdo de cristais de gelo durante a congelagao
(WATSON, 1990). No entanto, altas porcentagens de glicerol no meio diluente levam a
uma toxidade que afeta a viabilidade espermatica (HAMMERSTEDT et al, 1990; GAO
et al.,, 1995; KATKOV et al., 1998). Em estudo com felinos, Nelson et al (1999)
verificaram que espermatozoides congelados em meios diluidores acrescidos com 8%
de glicerol obtiveram indice espermatico (avaliagdo média entre vigor e motilidade do
sémen) menor em relagdo aqueles acrescidos de apenas 4% (43% e 67,8%,
respectivamente). Ja, Avila (2009) avaliando as caracteristicas seminais e de
congelabilidade de sémen de jaguatirica, usando meio diluidor acrescido em 6% de
glicerol, obteve indice espermatico de 50 a 60% no sémen descongelado.

Além dos crioprotetores mencionados acima, ha substancias que devem ser
incorporadas ao meio diluente, como antibioticos, tampdes, estimulantes e antioxidantes.
Os tampdes possuem a finalidade de neutralizar o pH do meio diluente e os mais
utilizados sdo o citrato de sodio, o tris-hidroximetilaminometano (TRIS) e o acido N-
trishidroxilmetil metil-2-aminometano-sulfonico (TES) (HOLT,2000a).

Em jaguatirica, alguns protocolos para criopreservagao de sémen foram testados
(SWANSON et al., 1996; MORALIS, 2001; SWANSON et al., 2003; TEBET, 2004;
BAUDI, 2005; AVILA, 2009). Tebet (2004) testou dois protocolos de criopreservagio
de sémen em Leopardus tigrinuse Leopardus pardalisum a base de Tris, Equex,
glicose, gema de ovo, sulfato de amicacina, glicerol 7% e outro denominado MP-50

com agucares, citrato de sodio, citrato de potassio, EDTA, gema de ovo, leite em po
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desnatado, Hepes, Dubelcco’s Modifield Eagle’s, sulfato de amicacina, glicerol 3% e

dimetil formamida 2%, encontrando resultados similares entre os dois criodiluentes.
3.5. Avaliacao espermatica

O processo de criopreservacdo pode provocar danos aos espermatozoides e
conseqiientemente reduzir a capacidade fertilizante dos espermatozoides (HOWARD et
al., 1991a; JOHNSTON et al., 1991a; JANUSKAUSKAS et al., 1996; WATSON, 2000;
HALLAP et al., 2006). A avaliacdo da qualidade espermatica, portanto, ¢ um passo
necessario para se predizer a capacidade dos espermatozoides de fecundar um ovocito
(PENA-MARTINEZ, 2004). A combinagio de critérios mais amplamente usada para
avaliar o sémen inclui: aspecto, volume, pH, motilidade, vigor, concentracdo e
morfologia espermédtica. (PLATZ et al.,, 1976; HOWARD, 1993; SWANSON &

BROWN, 2004).

A quantificagdo de espermatozoides ¢ determinada a partir da afericdo do
volume e da concentragdo do ejaculado, informagdes extremamente uteis para a
determinagdo das diluigdes a serem realizadas. Vérios fatores podem influenciar o
volume e a concentragdo do ejaculado, incluindo o grau de estimulagdo sexual, o
nimero de ejaculagdes sucessivas de um mesmo animal, € 0 método usado para coleta

do sémen (WILDT, 1989).

A motilidade espermatica ¢ necessaria para a colonizagdo do tuba uterina e para
uma fertilizacdo normal (YANAGIMACHI, 1994; SCOTT, 2000). Este pardmetro ¢
expresso em porcentagem de movimento progressivo numa escala de 0% a 100% sendo
0 % para todos os espermatozoides imoveis e 100% para desempenho méximo dos
espermatozdides, com movimentos progressivos. A qualidade do movimento executada

pelos espermatozoides ¢ avaliada pelo Vigor dentro de uma escala de 0 a 5, sendo: 0 —
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Sem movimento; 1 — Fraco movimento lateral com alguma progressao; 2 — Moderado
movimento lateral com ocasional progressdao; 3 — Progressao lenta; 4 — Progressao
regular; 5 — Progressdo rapida. Para determinar um indice de motilidade espermatica
com énfase na percentagem de motilidade e vigor, foi criado o Indice de Motilidade
Espermatica (IME), que ¢ calculado por: IME = Motilidade espermaética (%) + (Vigor x

20) /2 (HOWARD, 1993).

A morfologia espermatica pode ser avaliada fixando-se uma aliquota de sémen
em solucdo de glutaraldeido a 1% ou em solucdo de formol salino tamponado e
observando-se as células em microscopio de contraste de fase, ou utilizando corantes,
como eosina-negrosina (CBRA, 1998). As patologias morfoldgicas espermaticas podem
ser classificadas de acordo com a regido de origem como: defeitos primarios, aqueles
que ocorrem durante o processo de espermatogénese e defeitos secundarios, que sdo
conseqiiéncia do processo de maturagdo e transporte no epididimo, ou de acordo com a
correlagdo com a fertilidade como defeitos maiores (correlacionados com infertilidade)
e defeitos menores (ndo correlacionados com infertilidade) (BLOM, 1973; WILDT et

al., 1983; HOWARD et al., 1986).

Embora ejaculados com alta propor¢do de espermatozdides anormais possam
apresentar boa fertilidade in vivo, estudos in vitro mostraram correlagdes negativas entre
a propor¢do de defeitos e a habilidade de penetracio em ovécitos (AXNER & LINDE-
FORBERG, 2002). Sao poucos os estudos que correlacionam morfologia espermatica
com fertilidade em felinos (DONOGHUE et al. 1992a; WILDT et al. 1993; AXNER et
al., 1996, 1997, 1998). Em um estudo com gatos domésticos Axnér & Linde-Forsberg
(2007) correlacionaram diferentes patologias com a fertilidade in vivo e somente as
patologias de cabeca foram relacionadas com baixa fertilidade, e em contraste com os

resultados em bovinos (BARTH & OKO, 1989).



13

A integridade e viabilidade da membrana espermatica podem ser avaliadas por

meio do teste hiposmotico (CLARKE & JOHNSON, 1987; ZAVOS, 1990). Quando
expostos a um meio hiposmotico, espermatozédides funcionais se tornam inturgescido
para estabelecer o equilibrio osmoético, produzindo um dobramento da cauda (ZAVOS,
1990). Neild et al. (2000) na avaliacdo do sémen fresco de garanhdes observaram
correlagdo do resultado obtido no teste com a taxa de prenhes, a porcentagem de
espermatozdides moveis e morfologicamente normais no ejaculado. No entanto,
amostras com valores baixos para o teste hiposmotico fertilizam ovocitos in vivoa uma
taxa normal (BARRAT et al., 1989; SJOBLOM & COCCIA, 1989), porém os embrides
formados apresentaram baixa capacidade de implantagdo (CHECK et al., 1995;
KATSOFF et al., 2000). Uma hipotese € que a alteracdo na membrana demonstrada pelo
baixo valor no teste hiposmético esta relacionada com um fator toxico (possivelmente
uma proteina) presente na membrana plasmatica do espermatozdide que pode ser

transferido @ membrana do embrido e impedir que este se implante no utero (CHECK et

al., 2001).

3.5.1. Uso de sondas fluorescentes

O uso de sondas fluorescentes ou fluorocromos isoladas ou em combinagdes
possibilita uma andlise mais criteriosa da integridade estrutural dos componentes dos
espermatozoides, devido a sua caracteristica de marcar estruturas especificas das células
e detectar a integridade estrutural e funcional de forma clara (PETERSON et al,1974;
ARRUDA, 2000). No entanto, a associagdo das sondas com o intuito de avaliagdo
simultdnea das membranas plasmaticas, acrossomal e da fun¢do mitocondrial, vem
sendo realizada por protocolos laboriosos € demorados, tornando dificil sua aplicacao na

rotina da avaliacdo seminal (CELEGHINI, 2005).
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As sondas fluorescentes podem ser usadas para avaliar a integridade da
membrana plasmatica (AMANN & PICKETT, 1987). O primeiro relato do uso de
sondas fluorescentes com esta finalidade foi com sémen humano utilizando brometo de
etidio (PETERSON el al, 1974), no entanto, devido a sua alta toxidade sua aplicagdo

tem sido restringida, impulsionado a pesquisa de novas sondas (CELEGHINI, 2005).

Pesquisas de integridade da membrana plasmatica de felinos domésticos e
silvestres tém sido realizadas utilizando diferentes associacdes de sondas fluorescentes.
Tebet (2004) utilizou lodeto de Propideo e Diacetato de carboxifluoresceina para
verificar a integridade da membrana plasmatica de espermatozdides criopreservados de
gato doméstico (Felis catug, Jaguatirica (Leopardus pardalise Gato do mato pequeno
(Leopardus tigrinugs O Iodeto de Propideo (IP) possui afinidade ao DNA e cora em
vermelho o nucleo da célula com membrana plasmatica lesionada. O diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA), por sua vez ¢ hidrolisado por esterases transformando-se
em diacetato de carboxifluoresceina na forma livre, sendo retida apenas dentro da célula
com membrana intacta, emitindo assim uma fluorescéncia de coloragdo verde amarelada
(HARRISON &VICKERS,1990; SOUZA,2001).

Baudi (2005) em seu estudo do efeito do resfriamento sobre a fungdo
espermatica de sémen criopreservado de felinos (Lepardus tigrinus, Leopardus pardalis
e Felis catupavaliado pelo ensaio competitivo de ligagdo em ovocito de gata doméstica
(Felis catu3, usou o Iodeto de propideo e como contra corante o corante supravital
Hoechst. Esse corante ¢ comercializado na forma do Hoechst 33258 (H258) ou do
Hoechst 33342 (H342), sendo ambos utilizados para verificar a integridade de
membrana plasmatica, ligando-se especificamente ao DNA e marcando o nucleo da
célula em azul (CASEY et al, 1993; MAXWELL et al, 1997). A diferenga entre esses

corantes estd na permeabilidade da membrana, uma vez que o H258 marca células com
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membrana lesada e o H342 marca células com membrana integra (DE LEEUW et
al.,1991; CASEY et al.,1993; MAXWELL et al.,1997).

Ja Queiroz (2003), em seu estudo do efeito das condi¢des de manipulagdo do
sémen de jaguatiricas sobre a capacitacao e a integridade morfologica e funcional dos
espermatozodides, usou o lodeto de propideo associado ao FITC-PNA. Este ¢ uma
associacao de aglutininas de vegetais, nesse caso o amendoim (Arachys hypogaea), que
possuem afinidade por glicoproteinas encontradas nas membranas acrossomais dos
espermatozdides (YANAGIMACHI, 1994). Essa aglutinina associada como o
isotiocianato de fluoresceina (FITC), um marcador fluorescente, emite coloragdo
esverdeada no acrossoma lesado. A utilizagdo do FITC-PNA ja foi validada por Long et
al. (1996) que através da microscopia eletronica de transmissdo verificou que o corante
apresentava uma ligacdo bastante especifica na membrana externa do acrossomo de
espermatozdides de gato doméstico. Outra aglutinina bastante associada ao FITC ¢ a
aglutinina da ervilha (Pisum savitum — PSA), que se liga aos glicoconjugados da matriz
acrossomal e também emitem coloragdao esverdeada no acrossoma lesado (Cross &

Meizel, 1989).

3.5.2. Ensaios de ligacdo de gametas

A ligagdo do espermatozoide ao ovocito envolve o reconhecimento de receptores
presentes na zona pelucida do ovoécito pelas proteinas de ligagdo correspondentes na
superficie do espermatozoide (SINOWATZ et al., 2003; RATH et al., 2005). O contato
inicial entre o espermatozoide e a zona pelucida dos ovocitos induz a reagdo acrossomal
permitindo a exposicdo dos receptores secunddrios presentes na membrana do
espermatozdide (RATH et al., 2005).

Visto que a capacidade do espermatozéide de se ligar a zona pelicida ¢ um
evento critico que culmina na fertilizagio (MAYENCO-AGUIRRE & PEREZ-

CORTES, 1998) os testes de interagdo entre gametas sdo uma opg¢ao para avaliar a
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qualidade espermatica. Neste tipo de ensaio, podem ser utilizados ovécitos homologos
(da mesma espécie doadora do sémen) ou heterdlogos (espécies distintas). Holst et al
(2000) compararam ensaios de ligagdo espermatica em caes entre ovocitos frescos e
descongelados, armazenados em solucdo salina. Apesar de encontrarem diferenca de
ligacdo espermatica em ovocitos frescos os resultados indicaram que os gametas
descongelados podem ser usados em ensaios para avaliagdo espermatica.

A partir de ensaios realizados com humanos desde os anos 80, o teste de ligagao
entre gametas homologos mostrou-se eficaz para distinguir individuos pertencentes a
grupos, férteis, inférteis e sub-férteis (LIU & BAKER, 1993; OEHNINGER, et al.,
1997; BASTIAAN et al.,, 2002). Atualmente este teste ja foi usado para felinos,
inclusive a jaguatirica, (HOWARD et al., 1990; ANDREWS et al, 1992;
GOODROWE, 1992; BAUDI, 2005).

Apesar da maior confiabilidade depositada no teste de ligacdo, a obtencdo dos
ovocitos, ou do nimero adequado de animais, bem como seu custo mais elevado, pode
ser um fator limitante, (ROTA et al., 1999; TARDIF et al., 1999) ¢ a variagao individual
de qualidade entre as células e suas doadoras, pode gerar viés na interpretacdo dos
resultados (EILTS, 2005; SANTOS, 2009).

Em observacdes realizadas por Wishart et al. (1997) em ovos de galinhas,
decobriu-se que muitos espermatozdides que ndo haviam fecundado o ovbcito,
continuavam presos a membrana pervitelina apds a passagem do ovo pelo oviduto. A
partir de entdo testou-se os ejaculados de galos de fertilidades conhecidas, porém
diferentes, sobre a membrana, obtendo-se correlagdes significativas (BARBATO et al.,
1998). Outros pesquisadores utilizaram a técnica em mamiferos, obtendo também
resultados promissores (AMORIM, 2008; SANTOS, 2009; CSERMAK Jr, 2011).

O uso da membrana perivitelina tem algumas vantagens em relagdo aos

ovocitos, uma vez que permite o teste de diferentes tratamentos sobre a mesma
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superficie de ligacao (fragmentos de uma mesma membrana), reduzindo o efeito fémea
sobre os resultados. Além disso, a membrana ¢ de obtencdo mais facil e menos
dispendiosa, principalmente em relacdo aos ovocitos de mamiferos silvestres. No
mercado, ja pode ser encontrado substrato sintético feito a partir da membrana. Tais
apresentacdes foram wusadas em suinos e se mostraram capazes de responder
diferentemente frente a ejaculados de diferentes capacidades fertilizantes (REIS et al.,
2003). Neste sentido, o teste de ligacdo usando membrana perivitelina de galinhas
aparece como uma ferramenta promissora na avaliagdo espermatica de mamiferos

domésticos e silvestres.
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4. ARTIGO: Uso de sondas fluorescentes e ensaio de ligacéo a ovocitos heterélogos
e membrana perivitelinica de ovo de galinhaGallus gallus) para a avaliacdo de

espermatozoides frescos e descongelados de jaguatiricegpardus pardalis

RESUMO
Objetivou-se a validagao do uso de combinacao de sondas fluorescentes e do teste de

ligagdo a zona pelacida de ovdcitos heterdlogos criopreservados € a membrana
perivitelinica de ovo de galinha na qualificagdo de s€émen fresco e descongelados de
jaguatiricas. Foram usadas trés jaguatiricas mantidas em cativeiro, sendo obtidos
ejaculados por meio de eletroejaculacdo e avaliados por testes classicos de rotina.
Através destes testes (vigor e motilidade espermadticos, hiposmdtico e morfologia)
observou-se queda (p<0,05) dos padrdes qualitativos do sémen descongelado em
relagdo ao sémen fresco. A associagdo das sondas lodeto de Propideo, Hoechst 33342 ¢
Pisum Sativum Agglutinin conjugada com Lectina Fluorescente (FITC-PSA), permitiu
a identificacdo de subpopulacdes espermaticas de acordo com a localizagdo especifica
de lesdes celulares e detectou de forma mais acurada o efeito deletério da
criopreservacdo no sémen. O uso de ovdcitos criopreservados de gatas domésticas
permitiu a observacdo da queda da capacidade ligante (p<0,05) dos espermatozoides
descongelados em relagdo aos espermatozoides a fresco de jaguatiricas, havendo ainda
correlagdo entre o total de ligantes nas amostras de espermatozoides a fresco com
padrdes qualitativos no sémen apds o descongelamento. A combinacdo de sondas
fluorescentes utilizadas e o uso de ensaio de ligacdo a ovdcitos heterdlogos
criopreservados de gatas domésticas foram mais especificos e confidveis na detec¢ao da
queda na qualidade espermdtica de jaguatiricas apds o descongelamento. Os
espermatozdides de jaguatiricas também foram capazes de se ligar a membrana
perivitelinica em ambos os tratamentos. Apesar de ndo observada diferenga na

quantidade de espermatozoides ligados nos tratamentos (p>0,05), houve correlagdo
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positiva (r= 0,91; p<0,05) entre eles. Apesar dos espermatozoides de jaguatirica terem
se ligado de forma satisfatéria a membrana perivitelinica, o reduzido ntimero de
amostras avaliadas nao permitiu demonstrar correlacio com a fertilidade do

espermatozoide.

Palavra - chave: lodeto de Propideo; Hoechst 33342; FITC-PSA; criopreservagao;
felinos

ABSTRACT
We aimed to validate the combination of fluorescents probes and the egg-binding assay

with cryopreserved oocytes and with chiken periviteline membrane in the qualification
of fresh and frozen-thawed ocelot semen. Were used three captive ocelots for semen
collection by electroejaculation. The semen was evaluated by conventional tests routine.
Through these tests (motility and sperm progressive motility, hypoosmotic sweling test
and morphology) a decrease (p <0.05) of the quality standards of the frozen-thawed
semen compared to fresh semen was observed. The combination of the probes
propidium 1odide, Hoechst 33342 and Pisum sativum Agglutinin lectin conjugated to
fluorescent (FITC-PSA) allowed the identification of sperm subpopulations according
to the specific location of cell damage at the same time allowing a more accurate
detection of the deleterious effect of semen cryopreservation in ocelots. The use of
cryopreserved oocytes of domestic cats allowed the observation of the fall of binding
capacity (p <0.05) of frozen-thawed sperm compared to fresh ocelot spermatozoa, and
there was a correlation between total binding in fresh semen with the quality standards
in frozen-thawed semen. The combination of fluorescent probes used and the use of
binding sperm-egg binding assay with cryopreserved heterologous oocytes from
domestic cats were more specific and reliable in detecting the decrease in ocelot’s
sperm quality after thawing. The ocelot sperm also were able to bind the perivitelline

membrane, in both treatments. Although there is no difference in the amount of bound
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sperm in treatments (p>0.05), there was a positive correlation (=0.91; p<0.05) between
they. Although ocelots spermatozoa have bound satisfactorily to periviteline membrane,
the small number of sample could not demonstrate correlation with the sperm fertility.
However, the device developed for the membrane allowed the upkeep of its stretch
during processing and defined an evaluation area. Thus, futures studies, with a larger

sample are needed for effective validation of this technique.
Key-words: propidium iodide; Hoechst 33342; FITC-PSA; criopreservation; feline

4.1. Introducao

A jaguatirica (Leopardus pardalisé a uma espécie de felino neotropical de
médio porte, com peso médio de 11Kg (Oliveira & Cassaro, 2005). Esta espécie esta
listada no Apéndice 1 da CITES (CITES, 2012) e classificada pela [IUCN como Least
Concern(lUCN, 2011), porém no Brasil, as populacdes de jaguatirica extra-amazdnica
sdo consideradas como vulneraveis (Machado et al.2005).

Os principais programas de reproducdo assistida com finalidade
conservacionista incluem procedimentos para criopreservagao de s€men, que permitem
a formagdo de bancos de germoplasma. Porém, os protocolos de congelamento de
sémen imprimem uma série de danos @ membrana e a fisiologia da célula espermatica
(Watson, 2000), promovendo uma perda de viabilidade, mesmo com o uso de meios
diluentes adicionados de crioprotetores, tampdes, energéticos, etc. Embora haja uma
constante busca por componentes que possam melhorar a qualidade do processo de
criopreservacdo, tal como os surfactantes a base de SDS (dodecil sulfato de sédio;
Equex STM Paste” e Ovos Paste™) que permitem aumento na viabilidade espermatica
(Arriola & Foote 1987; Rota et al. 1997), todos os procedimentos de congelamento
induzem mudancgas na composi¢ao dos lipidios, fluidez e permeabilidade da membrana
plasmatica e alteracdes na membrana acrossomal (Januskauskas et al, 2003).

A acurada avaliacdo da qualidade espermédtica permite experimentacdes no
desenvolvimento de protocolos mais eficientes e a predicdo da viabilidade fertilizante
do sémen descongelado. Andlises de rotina como vigor, motilidade espermatica, teste
hiposmotico e morfologia espermatica apesar de bons indicadores da fungdo
espermatica (Pefia-Martinez, 2004), podem ser influenciadas pela sua natureza subjetiva

e variagdo de técnica, necessitando de analises complementares (Celeghini, 2005). O
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uso de sondas fluorescentes ou fluorocromos isoladas ou em combinagdes possibilita
uma analise mais criteriosa da integridade estrutural dos componentes dos
espermatozoides, devido a sua caracteristica de marcagdo estruturas especificas das
células e detectar a integridade estrutural e funcional de forma clara (Silva & Gadella,
2006). Devido a isso, muitas sondas fluorescentes vém sendo utilizadas para examinar a
integridade e a viabilidade espermatica com o auxilio da microscopia fluorescente ou
citometria de fluxo. Embora o uso de sondas fluorescentes ja tenha sido reportado em
estudos com sémen de jaguatirica (Queiroz, 2003; Tebet, 2004; Baudi, 2005), a
combinag¢do de lodeto de Propideo com Hoechst 33342 e Isotiocianato de Fluoresceina
conjugada com Pisum savitum (FITC-PSA) ainda nao foi descrita para a espécie.

Embora o teste definitivo da viabilidade espermatica seja a fertilizag@o in vivo,
testes de interacdo de gametas podem quantificar a capacidade ligante mimetizando
assim a capacidade fertilizante in vitro. Deste modo, testes de interagdo entre gametas,
homologos e heterdlogos, sdo de grande importancia na avaliagdo de técnicas de
criopreservacao de sémen (Cardoso et al., 2005). Estes testes possuem como vantagem,
em relagdo a fertilizagdo in vitro, a menor demanda de tempo, uma vez que nao requer a
maturagdo ovocitaria (Hewitt & England, 1997). Os ovérios de animais domésticos sao
de facil obtencdo e permitem a criopreservagao por técnicas simples, permitindo estoque
de ovdcitos sem perda na taxa de interacdo com espermatozoides in vitro (Gheller et al.,
2009).

Neste sentido, objetivou-se validar o uso de combinacao de sondas fluorescentes
e teste de ligacdo a zona pelicida de ovocitos heterdlogos criopreservados na

qualificacdo de sémen frescos e descongelados de jaguatiricas.

4.2. Material e métodos
4.2.1 Animais

Foram usados trés machos de jaguatiricas adultos (ambos com aproximadamente
sete anos) mantidos no Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade
Federal de Vigosa (CETAS-UFV) (Coordenadas: Zona 23k; 721471,15, E;
7703581,52,S). Os animais sio mantidos em recintos individuais (24 m?), recebendo
alimentac¢do diaria a base de presas vivas (ratos de laboratorio, coelhos e galinhas) e de

visceras de bovinos e suinos e com agua ad libitun. A presente experimentagdo obteve
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autorizac¢io do Instituto Chico Mendes (Protocolo: 29289) e da Comissdo de Etica para
Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA — UFV) (Protocolo:

99/2011).
4.2.2. Coleta e processamento do sémen

Cada coleta foi realizada com intervalo minimo de duas semanas, para reduzir os
efeitos prejudiciais causados pela anestesia. O s€émen foi coletado por eletroejaculagao
conforme Avila, (2009). Os animais foram contidos quimicamente pelo uso de dardos
anestésicos, projetados por rifle de ar comprimido, com a associacdo de cloridrato de
quetamina (10 mg/kg, Dopalen®, Vetbrands, SP-Brasil) e cloridrato de xilazina (2
mg/kg. Anasedan®, Vetbrands, SP-Brasil) via intra muscular (Avila, 2009). Os animais
tiveram seus parametros vitais aferidos e monitorados por um médico veterinario
utilizando um monitor multiparamétrico. Apés o procedimento de coleta de sémen a
anestesia foi revertida utilizando loimbina na dose de 0,5 mg/kg, (Citopharma),

propiciando uma recuperagao pos-anestésica rapida e segura.

Apds a contencdo quimica, foi realizado o exame androldgico, para o qual foi
avaliada a consisténcia testicular, classificada como firme, eléstica, ligeiramente flacida,
flacida e muito flacida, e as caracteristicas das espiculas penianas avaliadas. O tamanho
das espiculas foi avaliado por comparacdo com jaguatiricas anteriormente estudadas

pela equipe.

Previamente a coleta do sémen foi realizado o esvaziamento da bexiga com sonda
uretral estéril e seringa de 10 mL e posterior lavagem da bexiga com solugdo fisioldgica
estéril aquecida a 38°C. O sémen foi coletado com auxilio de um aparelho de
eletroejaculacao (Atojac®, Neovet, Brasil), equipado com um transdutor retal, de 2,5cm

de didmetro, com trés eletrodos longitudinais. O transdutor foi lubrificado e uma
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extensdo de aproximadamente 12 cm foi introduzida no reto do animal, sob leve pressao
e com os eletrodos voltados ventralmente. O pénis foi exposto e aproximado a um tubo
plastico graduado de 1,5mL (Eppendorf ® previamente aquecido a temperatura de

38°C, o qual era substituido cada vez que o animal ejaculava.

Para a realiza¢do experimental foi usado sémen a fresco e sémen descongelado em
que foi comparada a avaliagdo espermatica de rotina (Vigor, Motilidade, Teste
hiposmético e Patologia espermatica), a avaliacdo da integridade da membrana
plasmatica e acrossomal utilizando sondas fluorescentes e o testes de ligagdo de
espermatozoide em zona peltcida de ovocitos de gata e em membrana perivitelinica de

ovo de galinha.
4.2.3. Avaliacdo espermatica

O sémen foi avaliado quanto a coloracdo e aspecto do ejaculado. O volume do
ejaculado foi aferido com auxilio de micropipetas de volume ajustdvel, desconsiderando
para tal, os ejaculados aspérmicos ou oligospérmicos. O ejaculado foi pré diluido com
20 pl em meio a base de TRIS-citrato com 20% de gema de ovo, sem glicerol

(Nutricell”, Brasil).

Para avaliar a motilidade e o vigor espermatico, uma aliquota de sémen foi depositado
diretamente sobre lamina e laminula, mantidas a 38 °C, e observado em microscopio
optico (400x). A avaliagdo foi realizada subjetivamente e expressa em porcentagem para

a motilidade espermatica, e escores de zero a cinco para o vigor.

Para o célculo da concentracdo (espermatozoides/mL) o sémen foi diluido em
agua destilada na propor¢ao 1:100 e uma aliquota desta dilui¢do foi depositada em
camara de Neubauer espelhada, para contagem dos espermatozoides em microscopio

optico (400x). A concentracdo (C) foi determinada pela formula (C = nimero de
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espermatozodides x 5 x 10%). Para calcular a concentra¢io de espermatozoides moveis
(CM) por mL de ejaculado, multiplicou-se a concentragao pela motilidade espermatica e
para calcular o total de espermatozoides moveis por ejaculado (TE) multiplicou-se a
concentragdo pelo volume. Nas analises espermaticas subsequentes, o sémen foi diluido
para 40 x 10° espermatozoides méveis/ml em meio a base de TRIS-citrato com 20% de

gema de ovo e sem glicerol.

A determinagdo das patologias espermaticas foi realizada com uma aliquota do
sémen fixada em fixador Karnovisk (1:10), onde 200 células foram classificadas
utilizando um microscopio de contraste de fase em aumento de 1000 vezes. Foram
contabilizadas todas as patologias encontradas em cada célula. Todas as andlises e
procedimentos para avaliagdo de sémen seguiram as recomendagdes do Colégio

Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998).

Para o teste hiposmdtico uma aliquota de 5 pL. de sémen foi adicionada a 20 pL de
solucdo hiposmotica contendo sacarose e H,O miliq, a 100 mOsmol/Kg (Melo e Henry,
1999). Ap6s 30 min de incubagdo a 38 °C foi adicionado 0,5 mL do fixador Karnovisk.
A contagem foi realizada em microscopio de contraste de fase em preparagdo umida,
sendo contadas 200 células no aumento de 1.000 vezes. Foram consideradas como
reativas ao teste as células com enrolamento ou dobramento de cauda. O valor bruto de
espermatozoides reativos foi corrigido excluindo-se da populacdo total a parcela com as

mesmas caracteristicas contabilizadas no teste de patologia (Melo & Henry, 1999).

Para a avaliacdo das membranas plasmatica e acrossomal foi usada a associacdo
de trés sondas fluorescentes, o iodeto de propidio (IP), o Hoechst 33342 (H342) e
aglutinina Pisium Sativum conjugada com Isotiocionato de Fluorosceina (FITC-PSA).
Para isso, foram adicionadas 2 pL de IP (0,5mg/mL em DPBS), 10 pL de Hoechst

33342 (25 pg/mL em DPBS) e 60 uL de FITC-PSA (100 pg/mL em DPBS) (Celeghini,
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2005, Csermak Jr, 2011) em microtubo contendo 10 pL do sémen. O sémen foi
incubado por 8 minutos a 38°C, mantido sob escuro, e uma gota foi visualizada em
microscopio de epifluorescéncia com filtro de excitagdo (365 nm) e filtro de barreira
(410 nm) (Nikon) nos aumentos de 400 e 1.000 vezes. Foram contabilizadas 200 cé¢lulas
por analise e os resultados expressos em numero de células coradas. Nos ejaculados

analisados as subpopulagdes foram classificadas conforme descrito por Csermak Jr

(2011):

Il - Membrana plasmatica integra e membrana acrossomal integra (apenas o nucleo

emitindo fluorescéncia em azul)

IL - Membrana plasmatica integra e membrana acrossomal lesada (o nucleo emitindo

fluorescéncia em azul e a regido acrossomal emitindo fluorescéncia verde)

LI - Membrana plasmatica lesada e membrana acrossomal integra (apenas o nucleo

emitindo fluorescéncia vermelha)

LL - Membrana plasméatica lesada e membrana acrossomal lesada (o nucleo emitindo

fluorescéncia vermelha e a regido acrossomal emitindo fluorescéncia verde)

4.2.4. Teste de ligacdo de espermatozoides a zona pelacida de ovocito de gata

doméstica

Os ovarios de gatas domésticas foram obtidos de ovariohisterectomias eletivas no
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vicosa e foram mantidos em soro
fisiologico e congelados a - 20 °C até serem processados (Holst et al., 2000). Para
obtencdo dos ovocitos, os ovarios foram seccionados com ldmina de bisturi apos o
descongelamento. Este procedimento foi realizado no interior de uma capela de fluxo
laminar em placa de petri contendo meio Talp-Hepes modificado (Costa et al, 1997).
Usando um microscopio estereoscopico os ovocitos foram recuperados e transferidos
para uma segunda placa contendo o mesmo meio, onde foram desnudados conforme

técnica desenvolvida por Costa (1994).
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Os ovocitos coletados foram colocados em dois pogos totalizando de 15 a 20
ovocitos por pogo, com 400 puL. de meio de manutencao TCM 199 modificado (Costa et
al, 1997). Uma aliquota de s€émen de 100uL foi submersa trés vezes em nitrogénio
liquido seguidas de reaquecimento em banho Maria a 38 °C, para morte celular ¢
utilizada como controle de ligagdo. Os ovocitos foram levados para incubagdao em estufa
a 38°C com pressdo atmosférica de 5% de CO; e 95% de umidade relativa por 30
minutos, visando a estabilizacdo das células. Apds esse periodo um dos pogos recebeu
20 L de sémen, com a concentragio de 0,5 x 10° espermatozoides méveis/mL e o outro
pogo recebeu a mesma quantidade e concentragdo do s€émen controle.

Com 30 minutos de incubagao, foram adicionados 200 puL da sonda fluorescente
Hoechst 33342 e homogeneizado por meio de movimentos circulares. Aos 50 minutos
de incubagdo foram adicionados 20 pL de lodeto de Propidio e novamente feita a
homogeneizagdo (Csermak Jr, 2011). Estes procedimentos foram realizados em
ambiente escuro e sob placa aquecedora a 38 °C. Apds 60 minutos de incubagdo, os
ovocitos foram lavados quatro vezes em meio Talp-Hepes modificado (Costa et al,
1997). Em seguida foi efetuada a montagem das ladminas para a visualizagdo em
microscopio de epifluorescéncia (Nikon). Todas as células espermaticas ligadas a zona

pelucida foram contadas.

4.2.5. Ensaio de ligagdo de espermatozéides em membrana perivitelinica de ovos de

galinhas

Os ovos utilizados na experimentacao foram frescos (postura realizada no mesmo
dia da experimentagdo) e ndo embrionados. A preparacdo da membrana perivitelina teve
inicio na separagdo entre a clara e a gema do ovo. Apos este procedimento, a gema
intacta foi acondicionada em placa de Petri e seccionada com uma tesoura oftalmica.
Por este orificio, parte da gema foi succionada, com o auxilio de uma seringa de 10 mL,
e posteriormente injetou-se soro fisiologico até a completa remog¢do de gema, ficando a
membrana totalmente transparente. A membrana limpa foi transferida para outra placa
de Petri contendo meio TALP modificado (Costa, 1997), onde foi feita uma ultima
lavagem com meio TALP e realizada a montagem da membrana em um suporte de

silicone. Assim, a membrana foi acondicionada sobre halo de silicone vazado com
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diametro interno de 4 mm e didmetro externo de 8mm, encaixado perfeitamente em halo
de diametro interno de 8 mm, ficando a membrana fixa e com a area a ser lida
totalmente exposta e devidamente esticada (Figura 1) (Csermak Jr, 2011). A leitura foi
feita na area total exposta. Os precedimentos de incubagdo e coloracdo com sondas

fluorescentes procederam como descrito para o ensaio de ligagdo com ovocitos.

Figura 1: Preparo da membrana perivitelinica de ovo de galinha, em suporte, para

ensaio de ligacdo com espermatozoides de jaguatiricas.

4.2.6. Criopreservacao espermatica

Para a criopreservagdo, amostras do sémen na concentragdo de 40 x 10°
espermatozoides moveis/mL foi rediluido em meio a base de TRIS citrato com glicerol
a 12% e equex a 1% (1:1), resultando em uma concentragao final de 6% glicerol, 0,5%
de equex e 20 x 10° espermatozoides moéveis/mL. As amostras foram envasadas em
palhetas francesas de 0,25 mL. Para obter uma taxa de resfriamento de —0,55°C/min, foi
utilizada a metodologia descrita por Bueno et al.,(2001) modificada (Avila, 2009). Apos
uma semana os espermatozoides foram descongelados por imersdo em agua a 38°C por

sete segundos e em seguida foram avaliados da mesma forma que o sémen a fresco.
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4.2.7. Andlise estatistica

Os dados obtidos na andlise de sémen a fresco e descongelado foram analisados
quanto sua normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade (teste de Cochran e
Bartlett). Aqueles dados que nao atenderam as premissas de normalidade e/ou
homogeneidade foram transformados e reavaliados. Os dados que atenderam as
premissas de normalidade e homogeneidade foram submetidos a andlise de varidncia
pelo Teste F a 5% de significancia. Os dados qualitativos (vigor) foram analisados pelo
teste ndo paramétrico de Wilcoxon. As correlacdes entre e dentre tratamentos a fresco e
descongelado foram obtidas por Correlagdo Simples de Pearson. As andlises foram

realizadas com uso do software SAEG 9.1 UFV, 2007.

4.3. Resultados e Discussao

O protocolo de eletroejaculacdo usado mostrou-se eficiente, uma vez que todos
os animais responderam aos estimulos com a distensao simétrica dos membros pélvicos,
ere¢do e ejaculacdo (Tab. 1). A contaminacdo por urina ¢ bastante relatada nas coletas
de sémen em felinos, principalmente associada & aplicacdo de estimulos com altas
voltagens e o posicionamento mais cranial da probe (Pineda & Dooley, 1984; Howard,
1993). Apesar desse trabalho ndo ter mensurado o pH das amostras, devido ao pequeno
volume de sémen ejaculado, o fato de ter sido esvaziado a bexiga e realizada sua

lavagem, diminuiu consideravelmente a presenca de urina nas amostras.
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Tabela 1. Média + Desvio Padrao do peso corporal, volume do ejaculado (Vol)*,
concentragdo espermatica (CE), total de espermatozoides por ejaculado (TE), vigor,
motilidade espermatica e indice de motilidade espermatica (IME) de jaguatiricas
mantidas em cativeiro.

Total
Peso (Kg) 13,3+0,1
Vol (mL) 0,4+ 0,2
CE (x 10° sptz/mL) 226,4+ 74,2
TE (x 10° sptz/coleta) 79,9+ 23,9
Vigor 4,3+ 0,3
Motilidade espermatica (%) 85,0+6,5
IME 86,3+4.,9

*M¢étodo: eletroejaculagdo

Embora a média do volume do ejaculado de jaguatirica (0,4 ml) obtido no
presente experimento ser inferior ao observado por alguns autores Baudi (2005) 0,66
ml, Tebet (2004) 0,60 ml, Queiroz (2003) 0,68 ml, Morais et al (2002) 1,40 ml e Avila
(2009) 0,62 ml, a concentragio espermatica obtida (226,4x 10° sptz/ml; Tab. 1) foi
inferior apenas aos registrados por Queiroz (2003) (283,4 x 10° sptz/ml).

Os valores de vigor e motilidade espermatica representam bons indicadores da
funcdo do espermatozoide, uma vez que a movimentacdo ¢ uma manifestacdo dos
componentes estruturais e funcionais do espermatozoide e elevada correlacdo com a
taxa de fertilidade, normalidade morfologica e integridade da membrana espermatica
(Oettlé, 1993; Pefia-Martinez, 2004; Thomassen et al., 2006). A média do vigor e da
motilidade espermatica obtida no s€émen a fresco no presente experimento se mostraram
de boa qualidade (4,3; 85,0%, respectivamente; Tab. 1).

A quantificagdo de espermatozoides defeituosos em um ejaculado ¢ um
parametro relevante na avaliagdo da viabilidade do sémen, a teratospermia
(porcentagem menor que 40% de espermatozoides normais, (Pukazhenthi et al., 2001;
Neubauer et al., 2004), ¢ frequentemente observada em ejaculados de felideos,
incluindo certas ragas de gatos domésticos, mas os mecanismos celulares e moleculares
que provocam este fendmeno sao desconhecidos (Neubauer et al., 2004). Espécies

silvestres comumente produzem mais de 40% de espermatozoides anormais por
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ejaculado, um achado relacionado com a redugdo na variabilidade genética (Wildt et al.,
1983; Howard, 1993). Ledes machos isolados geograficamente possuem menor
variabilidade genética e maior porcentagem de espermatozoides anormais, comparando-
se com individuos nao isolados geograficamente (Wildt et al., 1987; O’brien et al.,
1987).

No presente experimento, a média de espermatozoides anormais observado no
sémen a fresco de jaguatiricas (52,5+14,0; Tab. 2) foi maior em relagdo a encontrada
pela maioria dos autores nesta espécie (Morais et al., 2002; Queiroz, 2003; Tebet, 2004;
Baudi, 2005; e Avila, 2009). As patologias espermaticas podem ser classificadas de
acordo com a fertilidade como defeitos maiores e defeitos menores (Blom, 1973). No
presente experimento foi observado 14,4% de espermatozoides com defeitos maiores e
38,1% de defeitos menores no sémen a fresco (Tab. 2), valores préoximos foram
verificados por Avila (2009) e Tebet (2004). Elevadas concentragdes de patologias
espermaticas causam efeito negativo na interagdo de gametas in vitro (Howard et al.,
1991). Long et al. (1996) observaram que espermatozoides de gatos domésticos
teratospérmicos, se capacitaram in Vitro mais tardiamente e ndo sfo eficientes em
completar a reagdo acrossomal em relagdo aos dos animais normospérmicos.

A funcionalidade normal da membrana ¢é essencial para que ocorra a fertilizagao
sendo, portanto, um importante parametro seminal a ser avaliado. O teste hiposmotico
(HOST) nos permite obter uma avaliagdo simples da integridade da membrana
plasmatica uma vez que consiste na reagdo de enrolamento/dobramento de cauda frente
a meios com osmolaridade inferior ao do espermatozoide (Avila, 2009). Amostras de
s€émen com valores baixos para este teste (<50%) fertilizam ovdcitos in vivoa uma taxa
normal, porém, os embrides formados possuem baixa capacidade de implantacdo

(Check et al., 1995; Katsoff et al., 2000).
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Tabela 2. Médias + desvio padrao (coeficiente de variacao) de parametros espermaticos
de sémen a fresco e descongelado de trés jaguatiricas mantidas em cativeiro.

Sémen a fresco Sémen descongelado
Vigor* 4,3+0,3%(6,2) 2,1£0,3° (16,7)
Motilidade espermatica** 85,0+6,5*(7,6) 25,0+£12,6° (50,3)
Patologias totais™* 52,5ﬂ:14,0b (26,6) 76,9+6,9% (9,0)
Defeitos maiores** 14,446,9° (50,7) 29,7+£7,5%(25,3)
Defeitos menores** 38,1+8,6" (22,6) 48,4+12,4*(25,7)
Teste hiposmotico** 48,9+15,6" (32,0) 14,3+9,3" (65,0)
LI** 29,149,8%(33,7) 68,8+31,5° (45,8)
I1** 70,349,2% (13,1) 13,248,3" (62.8)
LL** 0,6+1,5% (264,6) 3,7+4,6" (122,8)
IL** 0+0 (0,0) 0£0 (0,0)
TSO** 20,0 £19,3*(96,9) 16,9 + 18,0° (107,0)
TSOM** 0,0+ 0,0* (0,0) 0,25+ 0,2%(84,9)
TSM** 42,00+ 18,51 (44,08) 38,50+ 19,39%(50,38)

*Colunas com letras diferentes diferem (p<0,01) pelo teste de Wilcoxon.

** Colunas com letras diferentes diferem (p<0,05) pelo Teste F.

LI: Membrana plasmatica lesada e acrossoma integro / II: Membrana plasmatica e
acrossomal integros / LL: Membrana plasmatica e acrossomal lesados / IL: Membrana
plasmatica integra e membrana acrossomal lesada / TSO: Total de espermatozdides
ligados na zona pelucida de ovocitos / TSOM: Total de espermatozoides no sémen
controle ligados na zona pelucida de ovdcitos.

O processo de criopreservacao provoca danos aos espermatozoides, diminuindo
seus parametros qualitativos e consequentemente a capacidade de fertilizacdo
(Villaverde & Lopes, 2007). Os danos causados pela criopreservacdo foram
demonstrados, no presente experimento, pelas reducoes (p<0,05) no vigor espermatico,
na motilidade espermatica e das células reativas no teste HOST, e também pelo aumento
(p<0,05) no percentual de patologias totais, defeitos maiores e defeitos menores em
relagdo ao s€émen a fresco (Tab. 2).

No presente trabalho, a associagdo das sondas IP, H342 e FITC-PSA mostrou-se
eficaz para a distincdo de diferentes populagdes de espermatozoides em um mesmo
ejaculado (Fig. 2). O H342 mostrou-se eficiente no papel de contra corante do IP. No
entanto, devido ao reduzido tamanho do acrossoma de jaguatiricas, assim como de

outros felinos (Donoghue et al., 1992; Howard, 1993), houve dificuldade em se

identificar a coloragao pelo FITC-PSA em associagao com o H342.
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A

Figura 2: Espermatozoides de jaguatiricas corados com as sondas fluorescentes Hoechst
33342 (A) e lodeto de propideo (B) (aumento 400x).

A criopreservacdo de espermatozoides induz uma série de modificagdes
estruturais nas membranas plasmaticas e acrossomal devido a redistribui¢do dos
fosfolipideos, a remog¢do do colesterol, etc (Langlais & Roberts, 1985; Lin & Kan,
1996). A analise da integridade morfofuncional das membranas plasmatica e acrossomal
demonstrou reducao (p<0,05) da populagio com membrana plasmatica e acrossomal
integras (II) no sémen descongelado em relag@o ao a fresco (Tab. 2). Houve ainda, um
aumento na populacdo com membrana plasmatica lesionada e acrossomal integra (LI)
no sémen descongelado em relacdo ao a fresco, que foi inversamente proporcional a
motilidade espermadtica entre estes dois tratamentos (Tab. 2). Csermak-Jr. (2011),
usando a mesma combina¢do de sondas em sémen de cdes, observou significancia
(p<0,05) no aumento da populacdo LL no s€émen descongelado em relacdo ao semen
fresco e conseguiu identificar a populacao IL. Em jaguatiricas do presente experimento
foi observada correlagdo positiva da populagdao II com o vigor (r=0,7; p<0,05), com
motilidade espermatica (r=0,9; p<0,05) e alta correlagdo negativa da populacao II (r= -
1,0; p<0,05) com a populagdo LI, todas no s€émen a fresco, além de correlacao negativa
(r= -1,0; p<0,05) com os defeitos maiores encontrados no sémen descongelado. No
sémen descongelado a populagdo II obteve alta correlagdo negativa (r= -0,9; p<0,05)
com a populacao LI e correlagdo negativa (r= -0,7; p<0,05) com a patologia encontrada

no sémen a fresco. A populagao LI no s€men a fresco obteve correlagdo negativa com o
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Vigor (= -0,7; p<0,05) e Motilidade (r= -0,8; p<0,05), ambos a fresco, e correlacao
positiva com defeitos maiores no sémen a fresco ¢ no sémen descongelado (r= 0,7;
p<0,05; = 0,7; p<0,05, respectivamente). Foi obtida correlacao negativa da populacao
LL no sémen descongelado com a motilidade espermatica do sémen a fresco (= -0,9;
p<0,05) e correlagdo positiva com a patologia do s€émen descongelado (r= 0,7; p<0,05).
A fertiliza¢do in vitro ¢ uma ferramenta valiosa para se avaliar a funcao do
espermatozoide (Wildt et al., 1992). Em felinos silvestres, testes de fertilizagdo foram
realizados com o objetivo de avaliar a capacidade do espermatozoide em penetrar a
zona pelticida em ovdcitos de gatas domésticas (Andrews et al., 1992) ou ainda, em
ovocitos de hamster (Morato & Barnabe, 1998). Para que a fertilizagdo ocorra ¢
necessario a ligacdo entre o ovocito e o espermatozoide, que envolve o reconhecimento
dos receptores na zona pelicida do ovocito e as proteinas de ligagdo na superficie do
espermatozoide (Sinowatz et al., 2003; Rath et al., 2005). Neste sentido testes de
ligagdo entre gametas, homodlogos e heterdlogos, sdo de grande importdncia na
qualificagdo seminal uma vez que ao se quantificar a capacidade ligante pode-se inferir
a capacidade fertilizante in vitro (Cardoso et al., 2005; Garay, 2012). Estes testes
possuem como vantagem, em relagdo a fertilizagdo in vitro, a menor demanda de tempo,
uma vez que ndo requer a maturagdo ovocitaria (Hewitt & England, 1997). Os ovarios
de animais domésticos sdo de facil obtengdo e permitem a criopreservagao por técnicas
simples, permitindo estoque de ovocitos sem perda na taxa de interagdo com
espermatozoides in vitro (Gheller et al., 2009).
No presente experimento, tanto o sémen a fresco quanto o descongelado de
jaguatiricas foram capazes de se ligar ao ovocito de gatas domésticas (Fig. 3) Porém,
com o uso de espermatozoides mortos por choque térmico, ndo foram observadas

ligagdes consideraveis em ambos os tratamentos.
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Figura 3: Espermatozoides de jaguatiricas, corados em azul com H342, ligados a zona
pelucida de ovdcitos desnudos, corados de vermelho pelo iodeto de propidio, de gata
doméstica (Aumento 400x).

Houve uma redugao (p<0,05) na quantidade de espermatozoides ligados entre o
tratamento descongelado em relagdo ao sémen a fresco (Tab. 2). Esta redugdo, no
entanto, ndo foi observada por Donoghue et al. (1992), para sémen de tigre (Panthera
tigris) e por Santos (2010) em sémen de caprino, porém, foi registrado em sémen de
gato-do-mato-pequeno por Garay (2012). No presente estudo houve correlagdo positiva
da quantidade de espermatozoides do sémen a fresco ligados na zona pelucida de
ovocitos, com o vigor ¢ motilidade espermaticos do sémen descongelado (r= 0,8 e r=
0,8 (p<0,05)), sendo este teste interessante na predicao da congelabilidade do s€men.

Embora tenha funcionado de forma satisfatoria, existem inimeras variaveis que
afetam esses ensaios de ligacdo espermatica, € os fatores relacionados a qualidade dos
ovocitos sao de fundamental importancia e variam com as condi¢des nutricionais e fase
reprodutiva da doadora e com os critérios de selecdo dos ovocitos e sistemas de cultivo
(Baudi, 2005). Uma alternativa para contornar estas variaveis ¢ o uso de hemizonas,
com metades idénticas de zonas pelucidas, e que ¢ ideal para comparar individuos ou
tratamentos diferentes (Baudi, 2005). Entre outros ensaios em teste, esta a ligacao
espermatica em membrana perivitelinica de ovo de galinha (Barbato, 1998; Santos,

2009; Csermak Jr, 2011; Garay 2012).
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Os espermatozdides de jaguatirica foram capazes de se ligar a membrana
perivitelinica de ovo de galinha em ambos os tratamentos (fresco e descongelado) (Fig.
4). Nao foi observado diferenca na quantidade de espermatozoides ligados no
tratamento descongelado em relagdo ao a fresco (Tab. 2), mas houve correlagao positiva
(= 0,91; p<0,05) entre os tratamentos a fresco e descongelado. De forma semelhante,
Santos (2010) e Csermak Jr. (2011) ndo observaram diferenga (P>0,05) entre as médias
do teste de ligacdo com sémen fresco e descongelado. Em contraste, Barbato et al.
(1998) em trabalho com sémen de galo, observaram diminui¢do do percentual de
espermatozodides ligados e atribuiram esta queda aos danos celulares causados pelo
processo de congelamento. Foi observada correlagdo negativa entre a taxa de
espermatozoides ligados na membrana perivitelinica no sémen a fresco € no
descongelado com cauda dobrada no sémen descongelado (r=-0,81; p<0,05 e r= -0,86;
p<0,05, respectivamente). Observou-se também correlagdo negativa (r= -0,71; p< 0,05)
entre a populacdo de espermatozodides com cauda fortemente dobrada e a quantidade de
espermatozodides ligados na membrana perivitelinica de ovo de galinha, ambos no
sémen descongelado, corroborando com Blom (1973), que define a cauda fortemente

dobrada como um defeito maior.

Figura 4: Espermatozoides de jaguatirica, corados com Hoechst 33342 (azul) e lodeto
de propideo (vermelho) ligados a membrana perivitelinica de ovo de galinha (Aumento
400x).
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Apesar dos espermatozoides de jaguatirica terem se ligado de forma satisfatoria

a membrana perivitelinica de galinha, o reduzido nimero de amostras avaliadas
provocou falhas em demonstrar a fertilidade do espermatozoide, visto que tal dado nao
se correlacionou com os demais parametros seminais avaliados e nao houve diferenca
entre o s€émen a fresco ¢ o descongelado (Tab. 2). No entanto, a metodologia usada no
presente trabalho difere em relacdo a desenvolvida por Barbato et al. (1998), uma vez
que foi introduzido um mecanismo suporte para a manutengdo do estiramento da
membrana durante o processamento, com a defini¢do de uma area de avaliacao. Sendo
assim, estudos futuros, com uma maior amostragem, sdo necessdrios para a efetiva

valida¢ao desta técnica.

4.4. Conclusoes

A avaliagdo espermatica com a combinacdo das sondas fluorescentes iodeto de
propidio, Hoechst 33342 e FITC -PSA foi condizente com os resultados obtidos com os
testes de rotina (vigor, motilidade espermatica e HOST), frente a amostras de s€émen de
diferentes qualidades, com a vantagem de demonstrar de forma mais especifica a
localizacao das lesdes celulares. Sendo assim esta combina¢ao de coloragdo foi
considerada satisfatoria na qualificagdo do s€émen de jaguatiricas. Houve, no entanto,
dificuldade em se identificar a populacdo corada com a sonda FITC-PSA, dado o
reduzido tamanho do acrossoma desta espécie.

O uso de ovacitos criopreservados de gatas domésticas mostrou-se eficiente na
quantificagdo da capacidade ligante de sémen de jaguatirica em amostras de diferentes
qualidades. Sendo, desta forma, um teste complementar importante na predicdo da
capacidade fertilizante.

Espermatozoides de jaguatiricas foram capazes de se ligar a membrana
perivitelinica de ovo de galinha. O mecanismo suporte desenvolvido permitiu a
manuten¢do do estiramento da membrana durante o processamento, com a defini¢dao de
uma area de avaliagdo. Apesar de nao haver diferenca na ligacao entre os tratamentos, a

fresco e descongelado, houve correlagdo positiva entre eles, demonstrando que estudos
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futuros, com uma maior amostragem, sdo necessarios para a efetiva validacao desta

técnica.
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5. ANEXOS

5.1. Anexo I: Composi¢ao dos meios utilizados
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TCM-199

Modificado (COSTA, 1997)

Componente Quantidade
TCM-HEPES 2,0 mL
NaHCO; 2,0 mL

BSA 800 puL
Lactato de Calcio 500 pL
Piruvato 500 pL
PEN-Estrepto 200 pL

H,O tridestilada (ndo gsp) 14 mL

Talp-Hepes

BAVISTER et al., (1983), modificado por COSTA, 1995
Componentes mM Quantidade
NaCl 114,0 1,6655 g
KCl 3,2 0,0596 g
NaHCOs3 2,0 0,0420 g
NaH,PO, - 0,0120 g
Lactato de Sodio (60%) 10,0 0,219 mL
CsH 1,04 (glicose) 5,0 0,2252 ¢
CaCl,. 2H,0 2,0 0,0735 g
MgCl, . 6H,0 a 50% (ESTERIL) 0,5 51 uL
HEPES 10,0 0,5957 g
Vermelho Fenol - 0,0025 g

Pelicilina G sodica (1.659
UI1/0,001g)

0,0150 g (25.000 UT)

H,O tridestilada (qsp)

250 mL




5.2. Anexo II: Dilui¢des dos Fluordforos para Preparo das Solucdes Estoque e de
Trabalho das Sondas Fluorescentes

Fonte: CELEGHINI, 2005

lodeto de Propidio

Solucéo estoque

25 mg de PI+ 1 mL de DMSO (25 mg/mL)

Solucéo Trabalh@0,5 mg/mL)

20 puL da solugdo estoque de PI (25 mg/mL) + 980 uL de DPBS
Solucéo trabalh@2 mg/mL)

80 uL da solugdo estoque de PI (25 mg/mL) + 920 pL. de DPBS
Armazenar em freezer, no escuro.

Hoescht 33342

Solucao estoque

100 mg H342 + 4 mL de DMSO (25 mg/mL)

Solucao trabalho

1,6 uL da solugdo estoque (25 mg/mL) + 998,4 uLL de DPBS (40 pg/mL)
Armazenar a — 20°C no escuro

FITC-PSA

Solucéo trabalh@100 pg/mL)
2 mg de FIT-PSA + 20 mL de DPBS +10% de solucdo de azida de s6dio 10%
Aliquotar e armazenar a 4 °C, no escuro.
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