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RESUMO 
 

GARAY, Rafael de Morais, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, maio de 2012. Uso 
de sondas fluorescentes para avaliação seminal de ejaculado de gato do mato 
pequeno (Leopardus tigrinus) e ensaio de ligação à membrana perivitelina de ovo 
de galinha (Gallus gallus) como ferramenta de predição de fertilidade espermática. 
Orientador: Tarcízio Antônio Rego de Paula. Coorientador: José Domingos Guimarães.  
 

Diversas populações de carnívoros silvestres encontram-se ameaçados de extinção, 

principalmente devido à descaracterização de habitats e a baixa variabilidade genética 

de populações geograficamente isoladas. Estratégias de conservação ex situ, dentre as 

quais se encontram a reprodução assistida e criopreservação de gametas visam auxiliar a 

manutenção de populações viáveis. O processo de criopreservação de gametas 

masculinos, porém, gera danos às células, os quais devem ser mensurados a fim de se 

avaliar metodologias e técnicas de manipulação e consequentemente aumentar a 

viabilidade de reprodução de espécies ameaçadas mantidas em cativeiro, a partir da 

utilização de reprodução assistida. O estudo teve por objetivo avaliar de forma 

qualitativa o ejaculado a fresco e descongelado de gato-do-mato-pequeno (Leopardus 

tigrinus) utilizando-se a combinação de sondas fluorescentes e testes de ligação de 

espermatozoides a ovócitos heterólogos de gatas domésticas e à membrana perivitelina 

do ovo de galinha. Foi utilizado um gato-do-mato-pequeno, que foi anestesiado por 

meio de protocolo anestésico de cloridrato de quetamina (10 mg/kg) e cloridrato de 

xilazina (1,2 mg/kg). O sêmen foi coletado pelo uso de eletroejaculação e foi avaliado 

quanto aos aspectos físicos (cor, aspecto e volume) e também foram realizados os testes 

de rotina a seguir: motilidade espermática, vigor espermático, concentração de 

espermatozoides no ejaculado, morfologia e teste hiposmótico. Posteriormente o sêmen 

foi criopreservado em palhetas francesas na concentração de 20 x 106 espermatozoides 

móveis/mL, em meio à base de TRIS citrato, 20% de gema de ovo e concentração final 

de 6% de glicerol e 0,5% de Equex. Para a avaliação da integridade das membranas 

plasmática e acrossomal foi usada a combinação de três sondas fluorescentes, iodeto de 

propídio (IP), Hoescht 33342 (H342) e a aglutinina Pisium sativum conjugada com 

isoticionato de fluoresceína (FITC-PSA). Para os testes de ligação de espermatozoides à 

zona pelúcida de ovócito de gata doméstica e à membrana perivitelina de ovos de 

galinha, o sêmen foi coincubado na concentração de 0,5 x 106 espermatozoides 

móveis/mL, em meio de manutenção TCM 199 modificado e mantido em estufa a 38ºC 
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com pressão atmosférica de 5% de CO2 durante uma hora. Os ejaculados obtidos 

apresentaram valores médios satisfatórios para vigor e motilidade (4,33% e 80,0%, 

respectivamente), porém, diminuíram no sêmen descongelado (p<0,05). O ejaculado a 

fresco apresentou-se com valores de patologias espermáticas abaixo do observado em 

outros estudos com sêmen a fresco de gato-do-mato (19%), no sêmen descongelado 

houve aumento de espermatozoides defeituosos (p<0,05), devido exclusivamente ao 

aumento nos defeitos maiores. O percentual de células reativas ao teste hiposmótico foi 

menor (p<0,05) no sêmen descongelado em relação ao sêmen a fresco (13,0% e 

71,66%, respectivamente). A associação das sondas IP, H342 e FITC-PSA mostrou-se 

eficaz para a distinção de diferentes subpopulações de espermatozoides em um mesmo 

ejaculado, porém houve dificuldade em se identificar a coloração pelo FITC-PSA em 

associação com o H342. Houve redução (p<0,05) da população com membrana 

plasmática e acrossomal íntegras no sêmen descongelado em relação ao sêmen a fresco 

e aumento na população com membrana plasmática lesionada e acrossomal íntegra, que 

foi inversamente proporcional à motilidade entre estes dois tratamentos. Em relação aos 

testes de ligação de espermatozoides a ovócitos heterólogos e a membranas perivitelina, 

tanto o sêmen a fresco quanto o descongelado de gato-do-mato-pequeno apresentaram 

adesão aos substratos testados e ocorreu redução (p<0,05) na quantidade de 

espermatozoides aderidos nos ovócitos e nas membranas no sêmen descongelado. As 

metodologias de avaliação qualitativa de associação de sondas fluorescentes e testes de 

ligação de espermatozoides a ovócitos e membrana perivitelina de ovo de galinha se 

mostraram úteis na avaliação de sêmen a fresco e descongelado de gato-do-mato-

pequeno. 
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ABSTRACT 

GARAY, Rafael de Morais, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, May, 2012. Use of 
fluorescent probes to assess seminal ejaculate of oncilla (Leopardus tigrinus) and 
binding assay with perivitelline layer of chicken´s egg (Gallus gallus) as a tool for 
prediction of sperm fertility. Adviser: Tarcízio Antônio Rego de Paula. Co-Adviser: 
José Domingos Guimarães. 

 

Several populations of wild carnivores are threatened with extinction, mainly due to 

fragmentation of habitats and low genetic variability of geographically isolated 

populations. Ex situ conservation strategies, like assisted reproduction and 

cryopreservation of gametes intended to assist the maintenance of viable populations. 

Cryopreservation process of male gametes, however, causes damages to cells, which are 

measured in order to evaluate methodologies and handling techniques to, therefore, 

increase the viability of reproduction with endangered species in captivity, using 

assisted reproduction. The study aimed to assess qualitatively the fresh and thawed 

semen of oncilla (Leopradus tigrinus) using a combination of fluorescent probes and 

tests of sperm binding to heterologous oocytes of domestic cats and the perivitelline 

layer of chicken egg. It was used a single individual of oncilla which was anesthetized 

by anesthesic of ketamine (10 mg / kg) and xylazine (1.2 mg / kg). The semen was 

collected by electroejaculation and evaluated to the physical aspects (color, appearance 

and volume) and were also carried out routine tests as follows: sperm motility, 

spermatic vigor, concentration of spermatozoa in the ejaculate, morphology and 

hypoosmotic test. Subsequently, the semen was cryopreserved in French straws at a 

concentration of 20 x 106 motile sperm / ml in TRIS medium based on citrate, 20% of 

egg yolk and final concentration of 6% glycerol and 0.5% Equex. To asses the integrity 

of the plasma and acrosomal membrane it was used a combination of three fluorescent 

probes, propidium iodide, Hoechst 33342 and agglutinin Pisium sativum isoticionato 

conjugated (FITC-PSA). For binding tests of sperm it was used oocytes of domestic cat 

and perivitelline layer of chicken eggs, semen was co-incubated at 0.5 x 106 mobile 

spermatozoa / ml in maintenance medium TCM 199 modified and incubated at 38 ° C at 

atmospheric pressure of 5% CO 2 for one hour. The ejaculates obtained presented 

satisfactory medial values for vigor and motility (4.33% and 80.0%, respectively), 

however, decreased this values in frozen-thawed semen (p <0.05). The fresh ejaculate 

was presented with values of sperm pathologies below in relation of values observed in 
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other studies with fresh semen of oncilla (19%), the thawed semen increased values of 

defective cells (p <0.05), due exclusively to the increase in larger defects. The 

percentage of cells reactive to the hypoosmotic test was lower (p <0.05) in frozen-

thawed semen compared to fresh semen (13.0% and 71.66%, respectively). The probes 

association of propidium iodide, Hoescht 33342 and FITC-PSA was effective to 

distinguish different subpopulations of sperm in one ejaculation, but there was a 

difficulty in identifying the staining by FITC-PSA in combination with H342. The 

population with the intact plasmatic and acrosomal layers decreased (p <0.05) in frozen-

thawed semen compared to fresh semen and increased the population with damaged 

plasmatic layer and intact acrosome layer, which was inversely proportional to motility 

between these two treatments. For binding tests of oncilla sperm to heterologous oocyte 

and periviteline layer, both fresh and thawed semen showed adhesion to the substrates 

and decrease (p <0.05) in number of sperm adhered to the oocyte membrane of the 

thawed semen. The qualitative methods of sperm evaluation using fluorescent probes 

associations and binding assays of sperm with heterologous oocytes and perivitelline 

layers of chicken´s egg proved useful in the evaluation of fresh and thawed semen of 

oncilla. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

O crescimento populacional em nosso planeta é constante e rápido, o que torna a 

fragmentação de habitat uma realidade contínua e responsável por uma acelaração 

abrupta no processo de extinção de espécies (Ralls et al., 1979; O’Brien et al., 1985, 

Wildt et al., 1987).  A crescente degradação ambiental provocada pelos desmatamentos, 

construções de barragens, acidentes como derramamento de produtos químicos e 

queimadas têm como consequência direta a redução e a fragmentação dos inúmeros 

ecossistemas, levando uma grande diversidade de espécies a sofrer rápido declínio em 

seu número com consequente perda da diversidade genética das populações (Guimarães, 

2002). Neste sentido, a consequente uniformidade gênica das espécies silvestres 

desencadeia uma série de fatores que influenciam o processo de extinção, dentre estes se 

destacam a maior suscetibilidade às doenças, aumento de anormalidades espermáticas, 

diminuição da fertilidade e aumento da mortalidade infanto-juvenil (Wildt et al., 1987; 

Munson et al., 1996; Eizirik et al., 2001).  

Todos os felídeos (com exceção do gato doméstico, Felis catus) estão sob algum 

grau de ameaça de extinção e várias espécies são vistas como criticamente em perigo 

(IUCN, 2012). Com o intuito de impedir extinções de espécies ameaçadas, estratégias 

de conservação ex situ são traçadas na tentativa de manter a viabilidade genética de 

populações, dentre as quais se encontram as técnicas de reprodução assistida e formação 

de bancos de germoplasma (Leibo & Songsasen, 2002; Andrabi & Maxwell, 2007). 

Entre as estratégias de reprodução assistida, estão a criopreservação de gametas, a 

inseminação artificial, a fertilização in vitro, a transferência de embriões e o 

desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais (Jewgenow & Stolte, 1996; Wildt, et 

al., 1983; Swanson, 1998). 

Nesse contexto a manipulação e criopreservação de sêmen permitem aumentar a 

eficácia de programas de reprodução assistida com um número limitado de machos 

doadores, uma vez que não há a necessidade de translocação geográfica de indivíduos 

mantidos em cativeiro ou mesmo de vida livre, mas apenas o transporte de sêmen 

congelado (Swanson, 1998). O sêmen criopreservado favorece a inseminação de mais 

de uma fêmea com o material biológico estocado e também reduz as chances de 
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disseminação de doenças transmissíveis pelo contato sexual (Donoghue et al., 1992; 

Guimarães, 2002). 

 O congelamento de sêmen causa danos aos espermatozoides, como a 

desestabilização das membranas plasmática e acrossomal o que gera a morte de grande 

parte das células viáveis e aumento de patologias de espermatozoides no sêmen 

descongelado. Esta última uma característica comum entre as espécies felinas (Byers et 

al., 1989, Pukazhenthi et al., 1999, Leibo & Songsasen, 2002). Alguns dos danos 

causados pela criopreservação podem ser evitados ou minimizados pela diluição da 

amostra em meio adequado para criopreservação. Um diluente ideal para felinos, no 

entanto, ainda não foi determinado (Luvoni et al., 2003). 

Para avaliar-se a eficácia de técnicas utilizadas em criopreservação de sêmen são 

necessários testes que forneçam informações sobre a integridade celular e a capacidade 

de fertilização de espermatozóides, os quais podem ser in vivo ou in vitro. Testes in 

vivo, embora decisivos na determinação da fertilidade do sêmen, requerem um grande 

número de animais por tratamento e podem sofrer influências de fatores relacionados à 

fêmea. As análises in vitro, como: vigor, motilidade espermática e morfologia 

espermática, apesar de serem realizadas há bastante tempo, são influenciadas pela 

natureza subjetiva, variabilidade entre técnicos e diferenças na implementação de 

padrões para a avaliação (Arruda, 2000; Verstegen et al., 2002; Celeghini, 2005). 

O uso de sondas fluorescentes ou fluorocromos isolados ou em combinações 

possibilita uma análise criteriosa da integridade estrutural dos componentes celulares 

dos espermatozoides, uma vez que se caracterizam pela marcação de estruturas 

específicas das células além de detectar a integridade estrutural e funcional de forma 

clara (Peterson et al., 1974; Arruda, 2000; Silva & Gadella, 2006).  

Testes in vitro de ligação à zona pelúcida de ovócitos homólogos ou mesmo 

heterólogos são utilizados em rotina de avaliação da capacidade de fertilização de 

sêmen descongelado para muitas espécies domésticas e silvestres. No entanto, a 

obtenção de uma quantidade satisfatória de ovócitos de mamíferos domésticos e 

silvestres requer o uso de muitas fêmeas, o que torna o “efeito fêmea” um fator de 

grande influencia nos resultados (Santos, 2009). 
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Diante deste entrave, o uso de membrana perivitelina de ovo de galinha é um 

método promissor de interação de gametas. O teste de diferentes amostras de sêmen 

sobre a mesma superfície ligante, ou seja, diferentes fragmentos de uma mesma 

membrana, o que minimiza a variação causada pelo “efeito fêmea”.  Além disso, a 

membrana perivitelina é de fácil obtenção e manipulação. Portanto baseando-se em 

resultados satisfatórios com mamíferos domésticos (Amorim, 2008; Santos, 2009), esta 

técnica pode ser utilizada na avaliação seminal de felinos silvestres, como o gato-do-

mato-pequeno (Leopardus tigrinus). 
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OBJETIVOS 

1. Objetivo Geral 

Avaliar o uso de sondas fluorescentes e testes de ligação de espermatozoides na 

qualificação de sêmen de gato do mato pequeno (Leopardus tigrinus) a fresco e 

descongelado 

2. Objetivos Específicos 

• Avaliar a integridade das membranas plasmáticas e acrossomal usando sondas 

fluorescentes no sêmen a fresco e descongelado de gato-do-mato-pequeno 

(Leopardus tigrinus); 

• Criopreservar sêmen de gato-do-mato-pequeno mantido em cativeiro com meio 

a base de TRIS-citrato 20% de gema de ovo, com glicerol e Equex STM Paste®; 

• Avaliar a capacidade de ligação do sêmen de gato-do-mato-pequeno (Leopardus 

tigrinus), a fresco e descongelado, usando os testes de ligação à zona pelúcida de 

ovócitos de gata e à membrana perivitelina de galinha. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

1. Gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus Schreber, 1775) 

A família Felidae é um dos grupos com maior diversidade de carnívoros e inclui 

espécies que variam em tamanho desde 1 kg (gato doméstico- Felis catus) até mais de 

230 kg (tigre – Panthera tigris). Esta família compreende um grupo de espécies 

fenotipicamente díspares que vivem em diversas regiões geográficas (Emmons, 1988). 

O gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) é a menor espécie de felino do Brasil, 

com porte e proporções semelhantes aos do gato doméstico. Apresenta comprimento 

corporal médio de 50 cm, cauda de aproximadamente 25 cm e o peso varia de 1,75 a 3,5 

kg (Oliveira & Cassaro, 2005). É um animal arborícola, que se caracteriza pela 

coloração de pelagem amarelada com manchas negras pelo corpo (rosetas), podendo 

ocorrer variação melânica na pelagem (Oliveira & Cassaro, 2005). Apresenta hábitos 

solitários e predominantemente noturnos, mas em algumas áreas apresenta atividade 

diurna elevada (IUCN, 2012). É um carnívoro específico, alimenta-se de pequenos 

vertebrados, mamíferos, lagartos e pequenas aves. O gato-do-mato-pequeno está 

classificado como vulnerável pela IUCN e listado no apêndice I da CITES- Convention 

on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES 2010). 

2. Fisiologia Reprodutiva de Felinos 

O órgão copulatório de felinos do gênero Leopardus, exceto o gato maracajá 

(Leopardus wiedii) que não apresenta espículas penianas, assemelha-se ao do gato 

doméstico, (Swanson et al., 1995, Morais, 1999). Espículas penianas são estruturas 

córneas que começam a se desenvolver com aproximadamente 12 semanas de idade 

(Lopes, 2002). São responsáveis pelo estímulo neuro-endócrino necessário para o 

desencadeamento da ovocitação durante a cópula (Johnston et al., 2001) e são 

características sexuais secundárias cujo crescimento é andrógeno dependente, podendo 

serem usadas como preditor da capacidade androgênica individual (Aronson & Cooper, 

1967). 

A puberdade dos felinos está correlacionada com o peso corporal adulto 

ocorrendo mais cedo nas fêmeas (Gruffydd-Jones, 1993). As fêmeas de pequenos 

felinos neotropicais são poliestrais de ovulação induzida, com a ovulação ocorrendo 

somente após o estímulo copulatório (Moreira, 2001). Eaton (1984), por meio de 
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estudos de hormônios esteróides reprodutivos e da atividade ovariana em fêmeas de 

pequenos felinos em cativeiro, observou que essas espécies não apresentavam padrão 

característico de sazonalidade reprodutiva, portanto experimentações reprodutivas 

podem ser conduzidas durante o ano todo. 

3. Coleta de Sêmen 

Amostras de sêmen a serem utilizadas em programas de reprodução assistida em 

carnívoros podem ser obtidas por meio de vagina artificial (Sojka & Jennings, 1970; 

Sojka et al., 1970; Zambelli & Belluzzi, 1998), coleta diretamente do epidídimo ou 

ductos deferentes (Howard et al., 1986; Axnér, 1998), ou mesmo por massagem retal, 

coleta pós coito, manipulação peniana e eletroejaculação (Platz et al., 1978; Dooley & 

Pineda, 1983; Johnstone, 1984; Howard et al., 1986). O método de coleta do sêmen em 

felinos, assim como em outras espécies, pode afetar a concentração espermática, a 

motilidade e o potencial de fertilidade das células espermáticas. A eletroejaculação é a 

técnica mais apropriada para animais silvestres, uma vez que permite ser realizada em 

animais anestesiados para maior segurança do animal e da equipe de trabalho e consiste 

na estimulação dos nervos ligados aos órgãos reprodutores por meio de correntes 

elétricas fracas (Howard, 1993). Diferentes protocolos de estimulação foram descritos 

para felinos, mas muitos autores utilizam o descrito por Howard et al. (1986), que 

consiste em um total de 80 estímulos elétricos de 2 a 5 Volts (V) aplicados em três 

séries (30, 30 e 20 estímulos), cada estímulo é aplicado de forma a demorar 

aproximadamente 1 segundo (s) para ir de 0 V à voltagem desejada, permanecendo por 

2 a 3 s na voltagem desejada, seguido por um retorno abrupto a 0 V, onde permanece 

por 2 a 3 s. Já Ávila (2009) realizou adaptação da técnica com sucesso na coleta de 

sêmen de jaguatiricas e Deco (2011), utilizando da mesma sequência de estímulos de 

Ávila obteve êxito na coleta de sêmen de onça parda (Puma concolor).  

Os métodos de eletroejaculação são aplicados com sucesso em várias espécies de 

felinos como o Puma (Puma concolor - Deco 2011), o tigre (Panthera tigris - 

Donoghue et al., 1992), o gato-leopardo (Felis bengalensis – Andrews et al., 1992; 

Pukazhenthi et al., 2000), a jaguatirica (Leopardus pardalis-  Morais et al., 2002; 

Queiroz , 2003, Ávila, 2009; Araujo 2012), o gato-maracajá (Leopardus wiedii - Morais 

et al., 2002), o gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus – Morais et al., 2002), o 

guepardo (Acinonyx jubatus  – Roth  et al., 1995; Swanson et al., 1996b), a onça-
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pintada (Panthera onca – Swanson et al., 1996b; Morato et al.; 1998) e o leopardo-

nebuloso (Neofelis nebulosa - Pukazhenthi et al., 2000). Amostras de sêmen obtidas por 

meio de eletroejaculação tendem a serem mais volumosas, ácidas, com menor 

concentração espermática e eventualmente contaminadas com urina, uma vez que a 

estimulação simpática por este método é maior (Seager & Platz, 1976; Howard, 1993; 

Setchell et al., 1994; Dooley et al, 1991). A contaminação do sêmen por urina pode 

ocorrer devido à voltagem utilizada, quando essa excede o máximo necessário à 

ejaculação, ou devido ao posicionamento muito cranial da probe retal (Howard, 1993). 

A fim de se evitar a contaminação do sêmen por urina pode-se fazer uso da lavagem da 

bexiga por meio da introdução de sonda uretral estéril a partir do óstio uretral externo 

até a região da bexiga e realizar sucessivas lavagens com solução fisiológica aquecida a 

38 °C, utilizando-se seringa, previamente à realização das coletas (Ávila, 2009). 

Vários protocolos anestésicos foram usados para a eletroejaculação em felinos, 

sendo atualmente os mais usados a associação de cloridrato de quetamina (10 mg/Kg) e 

cloridrato de xilazina (2 mg/Kg) pela via intramuscular (Ávila, 2009) e 

tiletamina/zolazepam (5-10 mg/kg; Zoletil® 50, Virbac) com manutenção anestésica 

com isoflurano inalatório (Queiroz , 2003). 

4. Criopreservação do Sêmen 

O processo de criopreservação inclui várias etapas, desde a coleta, envasamento e 

diluição da amostra para o congelamento até o descongelamento e inseminação, cada 

uma delas pode provocar danos aos espermatozoides e consequentemente reduzir a 

capacidade de fertilização da amostra de sêmen (Howard et al., 1991a; Johnston et al., 

1991; Januskauskas et al., 1996; Watson, 2000; Luvoni et al., 2003; Hallap et al., 

2006). Durante o processo de criopreservação, a célula espermática é exposta a 

inúmeros fatores estressantes, que podem estar ligados ao choque térmico durante o 

resfriamento do sêmen, à formação de cristais intracelulares de gelo ou ao choque 

osmótico durante o processo de congelamento e descongelamento, ou ainda ao estresse 

ligado à adição e ação do crioprotetor (Watson, 2000). A resposta celular a cada 

particularidade deste processo é diferenciada para cada espécie (Holt, 2000b). 

  Atualmente existem várias descrições de protocolos de congelamento de sêmen 

em gato doméstico (Luvoni et al., 2003; Axnér & Linde-Forsberg, 2007) e em felídeos 
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selvagens (Howard, 1993; Swanson et al., 1996a; Pukazhenthi et al., 2001). Tsutsui et 

al. (2000) congelaram sêmen de gato doméstico em um diluente a base de gema de ovo, 

tris-frutose, ácido cítrico em uma solução de citrato de sódio e gema de ovo e relataram 

taxa de prenhez de 57% (8/14), quando utilizaram 50 x 106 espermatozóides para 

inseminação intra-uterina em fêmeas com cio natural. 

Zambelli et al. (2002) testaram cinco curvas de resfriamento e congelamento 

para sêmen felino, utilizando um diluente a base de Tris, gema de ovo e glicerol. Após o 

processo de diluição, resfriaram as doses a uma taxa de 0,2 °C/s, deixando em equilíbrio 

mais 25 min a 5 °C, para então submeter ao processo de congelamento em botijão de 

nitrogênio. As amostras foram congeladas com taxas de queda de temperatura de 3,85; 

9,00; 22,80; 36,00 e 43,00 °C/min, sendo observados melhores resultados para 

motilidade espermática e menores danos acrossomais com as taxas de congelamento 

mais lentas a 3,85 °C/min. 

Para minimizar os danos causados na qualidade do sêmen pela criopreservação 

são adicionadas substâncias crioprotetoras que atuam dentro ou fora da membrana 

plasmática, promovendo alterações nas propriedades físicas da solução (Amann & 

Pickett, 1987; Tebet, 2004). 

Um diluente ideal para o congelamento de sêmen felino ainda não foi definido, 

visto que o movimento progressivo e a morfologia acrossomal são altamente afetados 

nos procedimentos de criopreservação com os diluentes conhecidos. A gema de ovo no 

meio diluidor é amplamente utilizada como agente estabilizador da membrana 

plasmática, protegendo-a contra o choque térmico (Watson, 1979; Holt, 2000b; Luvoni 

et al., 2003). Acredita-se que esta ação protetora seja fornecida pela sua ação coloidal 

no meio e pela presença da fosfatidilcolina, uma lipoproteína que interage com a 

estrutura lipídica da membrana plasmática das células espermáticas, protegendo-a 

contra o choque térmico (Watson, 1979, Bouchard et al., 1990). Além disso, a gema de 

ovo previne a liberação da enzima hialuronidase pelo espermatozóide (Foulkes, 1977). 

Alguns estudos também demonstraram que a adição de detergentes a base de SDS 

(dodecil sulfato de sódio) - Equex STM Paste® e Orvus ES Paste® - aumentam o 

potencial de penetração das lipoproteínas da gema de ovo na membrana plasmática do 

espermatozoide (Holt, 2000b; Peña et al., 2003). 
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O principal crioprotetor usado no congelamento de espermatozóides é o glicerol, 

que, devido ao seu baixo peso molecular, atua no interior da célula ligando-se com as 

moléculas de água, reduzindo a formação de cristais de gelo durante o congelamento 

(Watson, 1990). No entanto, altas porcentagens de glicerol no meio diluente levam a 

uma toxidade que afeta a viabilidade espermática (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 índice espermático (avaliação média entre vigor e motilidade do sêmen) 

menor em relação àqueles acrescidos de apenas 4% (43% e 67,8%, respectivamente). Já, 

Ávila (2009) avaliando as características seminais e de congelabilidade de sêmen de 

jaguatirica, usando meio diluidor acrescido em 6% de glicerol, obteve índice 

espermático de 50 a 60% no sêmen descongelado. 

Além dos crioprotetores mencionados acima, há substâncias que devem ser 

incorporadas ao meio diluente, como antibióticos, tampões, estimulantes e 

antioxidantes. Os tampões possuem a finalidade de neutralizar o pH do meio diluente e 

os mais utilizados são o citrato de sódio, o tris-hidroximetilaminometano (TRIS) e o 

ácido N-trishidroxilmetil metil-2-aminometano-sulfônico (TES) (Holt, 2000a). 

5. Avaliação Espermática 

A qualidade do sêmen felino é muito variável entre espécies e indivíduos (Morais 

et al., 2002; Swanson et al., 2003) e como o objetivo da criopreservação é o 

armazenamento de material com potencial de fertilização, a avaliação qualitativa do 

sêmen é de fundamental importância. Esta estimativa deve contemplar vários atributos 

simultaneamente para garantir maior confiabilidade na determinação do potencial de 

fertilização (Graham, 2001). A combinação de critérios mais amplamente usada para 

avaliar o sêmen inclui: aspecto, volume, pH, motilidade, vigor, concentração e 

morfologia espermática (Platz et al., 1978; Howard, 1993; Swanson & Brown, 2004). 

A quantificação de espermatozoides é determinada a partir da aferição do volume 

e da concentração do ejaculado, informações extremamente úteis para a determinação 

das diluições a serem realizadas. Vários fatores podem influenciar o volume e a 

concentração do ejaculado, incluindo o grau de estimulação sexual, o número de 
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ejaculações sucessivas de um mesmo animal, e o método usado para coleta do sêmen 

(Wildt, 1989). 

A motilidade espermática é necessária para a colonização da tuba uterina e para 

uma fertilização normal (Yanagimachi, 1994). Este parâmetro é expresso em 

porcentagem de movimento retilíneo progressivo numa escala de 0% a 100% sendo 0 % 

para todos os espermatozoides imóveis e 100% para desempenho máximo dos 

espermatozóides, com movimentos progressivos. A qualidade do movimento executada 

pelos espermatozóides é avaliada pelo vigor dentro de uma escala de 0 a 5, sendo: 0 – 

sem movimento; 1 – fraco movimento lateral com alguma progressão; 2 – moderado 

movimento lateral com ocasional progressão; 3 – progressão lenta; 4 – progressão 

regular; 5 – progressão rápida. Para determinar um índice de motilidade espermática 

com ênfase na percentagem de motilidade e vigor, foi criado o índice de motilidade 

espermática (IME), que é calculado por: IME = motilidade espermática (%) + (vigor x 

20)/2 (Howard, 1993). 

A morfologia espermática pode ser avaliada fixando-se uma alíquota de sêmen em 

solução de glutaraldeído a 1% ou em solução de formol salino tamponado e 

observando-se as células em microscópio de contraste de fase, ou utilizando corantes, 

como eosina-negrosina (CBRA, 1998). As patologias morfológicas espermáticas podem 

ser classificadas de acordo com a região de origem como: defeitos primários, aqueles 

que ocorrem durante o processo de espermatogênese e defeitos secundários, os que são 

consequência do processo de maturação e transporte no epidídimo. Podem ainda ser 

classificados de acordo com a correlação com a fertilidade como: defeitos maiores 

(correlacionados com infertilidade) e defeitos menores (não correlacionados com 

infertilidade) (Blom, 1973; Wildt et al., 1983; Howard et al., 1986). 

Embora ejaculados com alta proporção de espermatozoides anormais possam 

apresentar boa fertilidade in vivo, estudos in vitro mostraram correlações negativas entre 

a proporção de defeitos e a habilidade de penetração em ovócitos (Axnér & Linde-

Forberg, 2007). O gato-do-mato-pequeno apresenta alta taxa de sêmen teratospérmico, 

ou seja, número de espermatozoides normais menores que 40% e estes defeitos 

morfológicos parecem estar relacionados com a variabilidade genética limitada 

(Swanson et al., 2003). Por outro lado, em comparação à jaguatirica, o gato-do-mato-
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pequeno produz um ejaculado com maior número de espermatozóides por volume 

seminal (Morais et al., 2002). 

São poucos os estudos que correlacionam morfologia espermática com fertilidade 

em felinos (Donoghue et al., 1992; Wildt et al., 1993; Axnér et al., 1996, Axnér et al., 

1997, Axnér et al., 1998). Em um estudo com gatos domésticos Axnér & Linde-

Forsberg (2007) correlacionaram diferentes patologias com a fertilidade in vivo e 

somente as patologias de cabeça foram relacionadas com baixa fertilidade, e em 

contraste com os resultados em bovinos (Barth & Oko, 1989), um animal com elevadas 

proporções de gota citoplasmática proximal se mostrou fértil. 

A integridade e viabilidade da membrana espermática podem ser avaliadas por 

meio do teste hiposmótico (Clarke & Johnson, 1987; Zavos, 1990). Quando expostos a 

um meio hiposmótico, espermatozóides funcionais se tornam inturgescidos para 

estabelecer o equilíbrio osmótico, produzindo um dobramento da cauda (Zavos, 1990). 

Neild et al. (2000) ao estudar a aplicação do teste hiposmótico na avaliação do sêmen 

fresco de garanhões, observaram correlação entre este e a porcentagem de 

espermatozoides móveis e morfologicamente normais no ejaculado e a taxa de prenhes. 

5.1. Uso de Sondas Fluorescentes 

O uso de sondas fluorescentes ou fluorocromos, isoladas ou em combinações, 

permite uma análise mais criteriosa da integridade estrutural dos componentes celulares, 

devido a sua característica de marcar estruturas específicas das células e detectar a 

integridade estrutural e funcional de forma clara (Peterson et al.,1974; Arruda, 2000). 

Entretanto, a associação das sondas com o intuito de avaliar simultâneamente as 

membranas plasmáticas, acrossomal e a função mitocondrial, vem sendo utilizada em 

protocolos trabalhosos e demorados, o que torna difícil a aplicação na rotina da 

avaliação seminal (Celeghini, 2005). 

As sondas fluorescentes podem ser usadas para avaliar a integridade da membrana 

plasmática (Amann & Pickett, 1987). O primeiro relato do uso de sondas fluorescentes 

com esta finalidade foi com sêmen humano utilizando brometo de etídio (Peterson et 

al., 1974), no entanto, devido a sua alta toxidade sua aplicação é cada vez mais restrita, 

o que impulsiona a pesquisa de novas sondas (Celeghini, 2005). 
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Pesquisas de integridade da membrana plasmática de felinos domésticos e 

silvestres são continuamente realizadas utilizando-se diferentes associações de sondas 

fluorescentes. Tebet (2004) utilizou iodeto de propídeo e diacetato de 

carboxifluoresceina para verificar a integridade da membrana plasmática de 

espermatozoides criopreservados de gato doméstico (Felis catus), jaguatirica 

(Leopardus pardalis) e gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus). O iodeto de 

propídeo (IP) possui a capacidade de penetrar células com membrana plasmática 

lesionada e tem afinidade ao DNA, cora em vermelho o núcleo da célula. 

Baudi (2005) em seu estudo do efeito do resfriamento sobre a função espermática de 

sêmen criopreservado de felinos (Leopardus tigrinus, Leopardus pardalis e Felis catus) 

avaliado pelo ensaio competitivo de ligação em ovócito de gata doméstica (Felis catus), 

usou o iodeto de propídeo como corante e como contra corante o supravital Hoechst. 

Este corante é comercializado na forma do Hoechst 33258 (H258) ou do Hoechst 33342 

(H342), sendo ambos utilizados para verificar a integridade e a funcionalidade de 

membrana plasmática, ligando-se especificamente ao DNA e marcando o núcleo da 

célula em azul (Casey et al., 1993; Maxwell et al., 1997). A diferença entre esses 

corantes está na permeabilidade da membrana, uma vez que o H258 cora células com 

membrana lesada e o H342 marca células com membrana íntegra (De Leeuw et 

al.,1991; Casey et al., 1993; Maxwell et al.,1997). 

Queiroz (2003), em estudo do efeito das condições de manipulação do sêmen de 

jaguatiricas sobre a capacitação e a integridade morfológica e funcional dos 

espermatozóides, utilizou o iodeto de propídeo associado ao FITC-PNA. Este é uma 

associação de aglutininas de vegetais, nesse caso o amendoim (Arachys hypogaea), que 

possuem afinidade por glicoproteínas encontradas nas membranas acrossomais dos 

espermatozóides (Yanagimachi, 1994). Essa aglutinina associada como o isotiocianato 

de fluoresceína (FITC), um marcador fluorescente, emite coloração esverdeada no 

acrossoma lesado. A utilização do FITC-PNA foi validada por Long et al. (1996) que 

por meio da microscopia eletrônica de transmissão verificou que o corante apresentava 

uma ligação bastante específica na membrana externa do acrossomo de espermatozoides 

de gato doméstico. Outra aglutinina bastante associada ao FITC é a aglutinina da ervilha 

(Pisum savitum – PSA), que se liga aos glicoconjugados da matriz acrossomal e 

também emite coloração esverdeada no acrossomo lesado (Cross & Meizel, 1989). 



13 

 

Araújo (2012) avaliou a utilização da associação de sondas fluorescentes para 

análise qualitativa da função espermática de sêmen de jaguatiricas de amostras de 

sêmen a fresco e descongelado, fazendo uso da combinação das sondas iodeto de 

propídio, Hoescht 33342 e FITC-PSA obtendo resultados satisfatórios para essa espécie 

silvestre. 

5.2. Ensaios de Ligação de Gametas 

A ligação do espermatozoide ao ovócito envolve o reconhecimento de receptores 

presentes na zona pelúcida do ovócito por proteínas de ligação correspondentes 

presentes na superfície do espermatozoide (Rath et al., 2005; Sinowatz et al., 2003). O 

contato inicial entre o espermatozoide e a zona pelúcida dos ovócitos induz a reação 

acrossomal o que permite a exposição de receptores secundários presentes na membrana 

do espermatozoide (Rath et al., 2005). 

Visto que a capacidade do espermatozoide se ligar à zona pelúcida é um evento 

crítico que culmina na fertilização (Mayenco-Aguirre & Pérez-Cortes, 1998) os testes 

de interação entre gametas são uma opção para avaliar a capacidade de fertilização 

espermática. Neste tipo de análise in vitro, podem ser utilizados ovócitos homólogos (da 

mesma espécie doadora do sêmen) ou heterólogos (espécies distintas). Ström Holst et 

al. (2000) compararam ensaios de ligação espermática em cães entre ovócitos frescos e 

descongelados, armazenados em solução salina. Apesar de terem encontrado diferenças 

significativamente maiores de ligação espermática em ovócitos frescos os resultados 

indicaram que os gametas descongelados podem ser usados em ensaios para avaliação 

espermática. 

A partir de ensaios realizados com humanos desde os anos 80, o teste de ligação 

entre gametas homólogos mostrou-se eficaz para distinguir indivíduos pertencentes a 

grupos férteis, inférteis e sub-férteis (Liu & Baker, 1993; Oehninger et al., 1997; 

Bastiaan et al., 2002). Testes de ligação a ovócitos foram usados para felinos, inclusive 

silvestres como a jaguatirica (Howard et al., 1990; Andrews et al., 1992; Goodrowe, 

1992; Lengwinat & Blottner, 1994;  Baudi, 2005; Araújo, 2012). Apesar da maior 

confiabilidade relacionada aos testes de ligação, a obtenção de ovócitos exige um 

número maior de animais, bem como apresenta o custo mais elevado, fato que pode ser 

um fator limitante à sua utilização (Rota et al., 1997; Tardif et al., 1999). Ainda com 
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relação ao uso de ovócitos, a variação individual de qualidade entre as células e suas 

doadoras, pode gerar viés na interpretação dos resultados (Santos, 2009; Eilts, 2005). 

A partir de observações realizadas por Wishart (1997) em ovos de galinhas, 

descobriu-se que muitos espermatozoides que não haviam fecundado o ovócito, 

continuavam presos à membrana perivitelina após a passagem do ovo pelo oviduto. A 

partir de então se avaliaram os ejaculados de galos com diferentes graus de fertilidade, 

em relação à ligação com a membrana perivitelina isolada, obtendo-se correlações 

significativas (Barbato et al., 1998). Outros pesquisadores avaliaram a técnica em 

mamíferos, e também obtiveram resultados promissores (Santos, 2009; Amorim, 2008; 

Araújo, 2012). 

         A utilização da membrana perivitelina possui vantagens em relação aos ovócitos, 

uma vez que permite o teste de diferentes amostras de sêmen sobre a mesma superfície 

de ligação (fragmentos de uma mesma membrana), o que reduz o “efeito fêmea”. Além 

disso, a membrana perivitelina é de obtenção mais simples e menos dispendiosa em 

relação ao uso de ovócitos de mamíferos silvestres e mesmo domésticos. Formulações 

comerciais a partir de substrato sintético feito a partir da membrana estão disponíveis 

em diferentes laboratórios. Tais apresentações foram usadas em suínos e mostraram-se 

capazes de responder de forma diferenciada frente à avaliação de ejaculados com 

diferentes capacidades fertilizantes (dos Reis et al., 2003). Neste contexto, o teste de 

ligação utilizando-se a membrana perivitelina de galinhas surge como uma ferramenta 

promissora na avaliação espermática de mamíferos domésticos e silvestres. 
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ARTIGO 

Uso de sondas fluorescentes para avaliação seminal de ejaculado de gato-do-mato- 
pequeno (Leopardus tigrinus) e ensaio de ligação à membrana perivitelina de ovo de 
galinha (Gallus gallus) como ferramenta de predição de fertilidade espermática. 

RESUMO 

Objetivou-se avaliar qualitativamente o ejaculado a fresco e descongelado de 

gato-do-mato-pequeno utilizando-se a combinação de sondas fluorescentes e testes de 

ligação in vitro. Foi utilizado um gato-do-mato-pequeno, que foi anestesiado por meio 

de protocolo anestésico de cloridrato de quetamina (10mg/kg) e xilazina (1,2 mg/kg). O 

sêmen foi coletado pelo uso de eletroejaculação e avaliado quanto aos aspectos físicos 

(cor, aspecto e volume), também foram realizados os testes a seguir: motilidade 

espermática, vigor espermático, concentração de espermatozoides no ejaculado, 

morfologia e teste hiposmótico. Posteriormente o sêmen foi criopreservado em palhetas 

francesas na concentração de 20 x 106 espermatozoides móveis/mL, em meio a base de 

TRIS citrato, 20% de gema de ovo e concentração final de 6% de glicerol e 0,5% de 

Equex. Para a avaliação da integridade das membranas plasmática e acrossomal foi 

usada a combinação de três sondas fluorescentes, iodeto de propídio, Hoescht 33342 e a 

aglutinina Pisium sativum conjugada com isoticionato de fluoresceína (FITC-PSA). 

Para os testes de ligação de espermatozoides à zona pelúcida de ovócito de gata 

doméstica e à membrana perivitelina de ovos de galinha, o sêmen foi coincubado na 

concentração de 0,5 x 106 espermatozoides móveis/mL, em meio de manutenção TCM 

199 modificado e mantido em estufa a 38 °C com pressão atmosférica de 5% de CO2 

durante uma hora. Os ejaculados obtidos apresentaram valores médios satisfatórios para 

vigor e motilidade (4,33; 80,0%, respectivamente), porém, diminuíram no sêmen 

descongelado (p<0,05). O ejaculado a fresco apresentou-se com valores de patologias 

espermáticas abaixo do observado em outros estudos com sêmen a fresco de gato-do-

mato (19%), no sêmen descongelado houve aumento de espermatozoides defeituosos 

(p<0,05), devido exclusivamente ao aumento nos defeitos maiores. O percentual de 

células reativas ao teste hiposmótico foi menor (p<0,05) no sêmen descongelado em 

relação ao sêmen a fresco (13,0% e 71,66%, respectivamente). A associação das sondas 

IP, H342 e FITC-PSA mostrou-se eficaz para a distinção de diferentes subpopulações 

de espermatozoides em um mesmo ejaculado, porém houve dificuldade em se 
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identificar a coloração pelo FITC-PSA em associação com o H342. Houve redução 

(p<0,05) da população com membrana plasmática e acrossomal íntegras no sêmen 

descongelado em relação ao sêmen a fresco e aumento na população com membrana 

plasmática lesionada e acrossomal íntegra, que foi inversamente proporcional à 

motilidade espermática entre estes dois tratamentos. Em relação aos testes de ligação de 

espermatozoides a ovócitos heterólogos e a membranas perivitelina, tanto o sêmen a 

fresco quanto o descongelado de gato-do-mato-pequeno apresentou adesão aos 

substratos testados e ocorreu redução (p<0,05) na quantidade de espermatozóides 

aderidos nos ovócitos e nas membranas no sêmen descongelado. As metodologias de 

avaliação qualitativa de associação de sondas fluorescentes e testes de ligação de 

espermatozoides a ovócitos e membrana perivitelina de ovo de galinha se mostraram 

úteis na avaliação de sêmen a fresco e descongelado de gato-do-mato-pequeno. 

Palavras - chave: Iodeto de Propídeo; Hoechst 33342; FITC-PSA; criopreservação; 

felinos 
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INTRODUÇÃO 

         A crescente degradação ambiental provocada pelos desmatamentos, construções 

de barragens, acidentes como derramamento de produtos químicos e queimadas têm 

como consequência direta a redução e a fragmentação dos inúmeros ecossistemas, 

levando uma grande diversidade de espécies a sofrer rápido declínio em seu número 

com consequente perda da diversidade genética de populações (Guimarães, 2002). 

Todos os felídeos estão no momento, ameaçados em algum grau e várias espécies são 

vistas como criticamente em perigo de extinção (IUCN, 2012). 

        O gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) está classificado como vulnerável 

pela IUCN. A conservação das espécies está intrinsecamente ligada à manutenção da 

variabilidade gênica. Quando uma população é isolada geograficamente e fica sujeita à 

uniformidade gênica, vários fatores se aliam para desencadear o processo de extinção. 

Entre estes fatores estão a maior suscetibilidade a doenças, o aumento de anormalidades 

espermáticas e diminuição da fertilidade, o desbalanceamento endócrino de hormônios 

reprodutivos afetando a espermatogênese, a ovulação e a morbidade e mortalidade 

perinatal (Wildt et al.,1987; Munson et al.;1996; Eizirik et al., 2001). 

         Estratégias de conservação objetivam manter e, aumentar a variabilidade genética. 

A ação ideal para se alcançar este objetivo é preservar o habitat da espécie (Loi et al., 

2001). No entanto, estratégias de conservação in situ nem sempre são suficientes na 

propagação de pequenas populações (Comizzoli et al., 2000). Neste sentido estratégias 

de conservação ex situ objetivam auxiliar na conservação de uma população 

geneticamente viável por meio de estratégias de reprodução assistida e criopreservação 

de gametas (Andrabi & Maxwell, 2007). 

          A biotecnologia da reprodução ou reprodução assistida tem um potencial de 

impacto significativo na conservação de pequenos felídeos selvagens (Pope, 2000). A 

aplicação desta tecnologia demonstra-se principalmente no uso da inseminação 

artificial, transferência de embriões, fertilização in vitro e criopreservação de gametas 

(Lopes, 2002). 

         O processo de criopreservação inclui várias etapas, desde a coleta, 

envasamento e diluição da amostra para o congelamento até o descongelamento e 
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inseminação, cada uma delas pode provocar danos aos espermatozóides e 

conseqüentemente reduzir por volta de 50% o percentual de espermatozóides capazes de 

fertilizar um ovócito (Howard et al., 1991; Johnston et al., 1991; Januskauskas et al., 

1996; Watson, 2000; Luvoni et al., 2003; Hallap et al., 2006). A perda da capacidade 

fertilizante do sêmen descongelado nos felinos se deve em parte a uma queda acentuada 

na qualidade do sêmen devido, principalmente, a danos causados nas membranas 

plasmáticas e acrossomais (Pukazhenthi et al., 1999; Leibo & Songsasen, 2002), uma 

vez que estas estruturas são sensíveis ao processo de congelamento/descongelamento. 

        A fim de se determinar os danos gerados após o descongelamento, causados às 

diferentes estruturas dos espermatozóides, as quais, são essenciais ao processo de 

fecundação de ovócitos, são utilizados diversos testes in vitro que muitas vezes são 

subjetivos e insuficientes para predizer a real capacidade de fertilização dos 

espermatozoides avaliados. Portanto, testes complementares são necessários em 

programas de reprodução assistida para orientar a metodologia e aumentar índices 

reprodutivos a partir de sêmen descongelado. Nesse contexto, a utilização de sondas 

fluorescentes, que apresentam tropismo por sítios específicos nas células, são 

ferramentas que permitem a avaliação do grau de comprometimento estrutural do 

espermatozóide (Harrison &Vickers, 1990).  

         Outro teste utilizado é o ensaio de ligação com ovócitos heterólogos, que 

permitem uma avaliação direta da capacidade de ligação do sêmen, porém este depende 

da qualidade ovocitária e de um grande número de doadoras para a obtenção de 

ovócitos, o que torna a prática mais onerosa e com resultados influenciados por 

características relativas às fêmeas. A fim de se contornar as desvantagens citadas foi 

sugerido o uso da membrana perivitelina de ovo de galinha a qual permite a 

padronização do substrato ligante para diversas amostras a serem testadas, além de ser 

um material de fácil obtenção e manuseio. O ensaio de ligação de espermatozoides à 

membrana perivitelina apresentou-se efetivo em mamíferos domésticos (Santos, 2009, 

Amorim, 2008), no entanto não há relatos de utilização para gatos-do-mato-pequeno. 
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        O autor do estudo objetivou avaliar o uso de sondas fluorescentes e testes de 

ligação de espermatozoides na qualificação de sêmen de gato-do-mato-pequeno 

(Leopardus tigrinus) a fresco e descongelado. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

6. Animais 

Foi utilizado um individuo macho adulto de gato-do-mato-pequeno de 

aproximadamente quatro anos de idade. O animal é mantido no Centro de Triagem de 

Animais Silvestres da Universidade Federal de Viçosa (CETAS-UFV) localização 

geográfica (20º45’15,92’’S; 42º52’22,07’’O). O animal permanece cativo em recinto 

isolado de 2,5 m x 3,0 m de área aberta e 1,5 m x 1,0 m de abrigo protegido o qual serve 

como área de escape para o animal. Recebe como base alimentar uma dieta de presas 

vivas: ratos (Mus musculus), porquinhos da índia (Cavia porcellus) três vezes por 

semana e vísceras bovinas, suínas e carcaças de frangos abatidos quatro vezes por 

semana, além de água ad libitum. O estudo contou com autorização do Instituto Chico 

Mendes para Conservação da Biodiversidade - ICMBio - (Protocolo: 29289) e da 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa CEUA-UFV 

sob Protocolo nº 344/2012. 

7. Coleta e Processamento do Sêmen 

Foram realizadas quatro coletas de sêmen com intervalo mínimo de duas semanas, 

para reduzir os efeitos prejudiciais da anestesia e o estresse pela contenção do animal. O 

sêmen foi coletado por eletroejaculação conforme Ávila (2009). O animal foi contido 

fisicamente com a utilização de puçá e luvas de raspa de couro, para então receber a 

aplicação de anestésico por via intramuscular. O protocolo anestésico usado foi a 

associação de cloridrato de quetamina (10 mg/kg, Dopalen®, Vetbrands, SP-Brasil) e 

cloridrato de xilazina (1,2 mg/kg. Anasedan®, Vetbrands, SP-Brasil). O animal foi 

monitorado por Médico Veterinário por meio da utilização de monitor multiparamétrico 

o qual forneceu os parâmetros vitais do animal durante todo o procedimento. Após a 

realização da coleta de sêmen a anestesia foi parcialmente revertida utilizando ioimbina 

na dose de 0,5 mg/kg, via endovenosa (Citopharma, local), o que propiciou a 

recuperação pós-anestésica rápida e segura. 

Após a contenção química, foi realizado o exame andrológico, para o qual foi 

avaliada a consistência testicular e as características das espículas penianas.  
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O sêmen foi coletado com auxílio de um aparelho de eletroejaculação (Atojac®, 

Neovet, Brasil), equipado com um transdutor retal, de 4 cm de diâmetro, com dois 

eletrodos circulares. O transdutor foi lubrificado e uma extensão de aproximadamente 

10 cm foi introduzida no reto do animal, sob leve pressão e com os eletrodos voltados 

ventralmente. O pênis foi exposto e aproximado a um tubo graduado de 1,5 mL (tipo 

Eppendorf) previamente aquecido à temperatura de 38 °C, o qual era substituído a cada 

série de estímulos ou a cada momento em que o animal ejaculava. 

Para o delineamento experimental foi usado sêmen a fresco e descongelado nos 

quais foi comparada a avaliação espermática de rotina (vigor, motilidade, teste 

hiposmótico e patologia), para avaliação da integridade da membrana plasmática e 

acrossomal foram utilizandas sondas fluorescentes. Foram também realizados testes de 

ligação de espermatozoide em zona pelúcida de ovócitos de gata doméstica e em 

membrana perivitelina de ovo de galinha. 

8. Avaliação Espermática 

       O sêmen foi avaliado quanto à coloração e aspecto do ejaculado. O volume do 

ejaculado foi aferido com auxílio de micropipetas de volume ajustável, 

desconsiderando-se para tal os ejaculados azospérmicos, oligospérmicos ou 

contaminados por urina. O ejaculado foi então pré-diluído com 20 µl em meio à base de 

TRIS-citrato com 20% de gema de ovo sem glicerol (Nutricell®, Brasil). 

Para avaliar a motilidade e o vigor espermático, uma alíquota de sêmen foi 

depositado diretamente sobre lâmina e lamínula, mantidas a 38 ºC, e observado em 

microscópio óptico (400x). A avaliação foi realizada subjetivamente e expressa em 

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

        Para o cálculo da concentração (espermatozoides/mL) o sêmen foi diluído em água 

destilada na proporção 1:100 e uma alíquota desta diluição foi depositada em Câmara de 

Neubauer espelhada, para contagem dos espermatozoides em microscópio óptico 

(400x). A concentração (C) foi determinada pela fórmula (C = número de 

espermatozóides x 5 x 106). Para calcular a concentração de espermatozoides móveis 

(CM) por mL de ejaculado, multiplicou-se a concentração pela motilidade espermática e 

para calcular o total de espermatozoides por ejaculado (TE) multiplicou-se a 

concentração pelo volume. Nas análises espermáticas subseqüentes, o sêmen foi diluído 
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para 40 x 106 espermatozóides móveis/mL em meio à base de TRIS-citrato com 20% de 

gema de ovo e sem glicerol. 

      A determinação das patologias espermáticas foi realizada com uma alíquota do 

sêmen fixada em fixador Karnovisky (1:10), onde 200 células foram classificadas 

utilizando um microscópio de contraste de fase. Foram contabilizadas todas as 

patologias encontradas em cada célula. Todas as análises e procedimentos para 

avaliação de sêmen seguiram as recomendações do Colégio Brasileiro de Reprodução 

Animal (CBRA, 1998). 

      Para o teste hiposmótico uma alíquota de 5 μL de sêmen foi adicionada a 20 μL de 

solução hiposmótica contendo sacarose e H2O Miliq, a 100 mOsmol/Kg. Após 30 min 

de incubação a 37 °C foi adicionado 0,5 mL do fixador Karnovisky.  A contagem foi 

realizada em microscópio de contraste de fase em preparação úmida, 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 população total a parcela com as mesmas 

características contabilizadas no teste de patologia. 

       Para a avaliação de integridade das membranas plasmática e acrossomal foi 

utilizada a associação de três sondas fluorescentes, o iodeto de propidio (IP), o Hoechst 

33342 (H342) e aglutinina Pisium sativum conjugada com isotiocionato de fluorosceína 

(FITC-PSA). Para isso, foram adicionados 2 µL de IP (0,5 mg/mL em DPBS), 10 µL de 

Hoechst 33342 (25 µg/mL em DPBS) e 60 µL de FITC-PSA (100 µg/mL em DPBS) em 

microtubo contendo 10 µL do sêmen. O sêmen foi incubado por 8 minutos a 37 °C, 

mantido em ambiente escuro, e uma gota foi visualizada em microscópio de 

epifluorescência com filtro de excitação (365 nm) e filtro de barreira (410 nm) (Nikon) 

nos aumentos de 400 e 1.000 vezes. Foram contabilizadas 200 células por análise e os 

resultados expressos em número de células coradas. Com o uso desta combinação de 

fluorocromos foi possível a distinção de quatro subpopulações de espermatozoides 

conforme descrito por Csermak Jr.(2011): 

II - Membrana plasmática íntegra e membrana acrossomal íntegra (apenas o núcleo 

emitindo fluorescência em azul) 
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IL - Membrana plasmática íntegra e membrana acrossomal lesada (o núcleo emitindo 

fluorescência em azul e a região acrossomal emitindo fluorescência verde) 

LI - Membrana plasmática lesada e membrana acrossomal íntegra (apenas o núcleo 

emitindo fluorescência vermelha) 

LL - Membrana plasmática lesada e membrana acrossomal lesada (o núcleo emitindo 

fluorescência vermelha e a região acrossomal emitindo fluorescência verde) 

9. Teste de ligação de espermatozoides à zona pelúcida de ovócito de gata 

doméstica 

Os ovários foram obtidos de ovariohisterectomias eletivas no Hospital Veterinário 

da Universidade Federal de Viçosa e foram mantidos em soro fisiológico e congelados a 

-20 °C até serem processados. Para obtenção dos ovócitos, os ovários foram 

descongelados a 37ºC e posteriormente seccionados com lâmina de bisturi. Este 

procedimento foi realizado no interior de uma capela de fluxo laminar em placa de Petri 

contendo meio TALP HEPES modificado (Costa, 1997). Usando um microscópio 

estereoscópico os ovócitos foram recuperados e transferidos para uma segunda placa 

contendo o mesmo meio, onde foram desnudados conforme técnica desenvolvida por 

Costa (1994). 

Os ovócitos coletados foram colocados em dois poços de placas de incubação os 

quais continham de 15 a 20 ovócitos com 400 μL de meio de manutenção TCM 199 

modificado (Costa, 1997). As placas contendo ovócitos foram levadas para incubação 

em estufa a 37 °C com pressão atmosférica de 5% de CO2 por 30 minutos, objetivando-

se a estabilização das células. Após esse período um dos poços foi preenchido com 20 

μL de sêmen na concentração de 0,5 x 10 6 espermatozóides móveis/mL e o outro poço 

recebeu a mesma quantidade e concentração espermática, porém com espermatozoides 

mortos após três sucessivas sequências de choques térmico por imersão em nitrogênio 

líquido e descongelamento subseqüente (Stronhost, 2000). 

Após 30 minutos de coincubação ovócitos/espermatozoides, foram adicionados 

aos poços 200 μL da sonda fluorescente Hoechst 33342 e realizada a homog eneização 

por meio de movimentos circulares. Aos 50 minutos de coincubação foram adicionados 

20 μL de iodeto de propídio e novamente foi feita a homogeneização. Estes 



37 

 

procedimentos foram realizados em ambiente escuro e sob placa aquecedora a 37 °C. 

Após 60 minutos de coincubação, os ovócitos foram lavados quatro vezes em meio 

Talp-Hepes. Em seguida foi efetuada a montagem das lâminas de vidro, nas quais eram 

coladas fitas dupla-face 3M perfuradas com bisturi circular (punch) para a formação de 

poços de 4 mm de diâmetro nos quais os ovócitos eram posicionados para então 

proceder à visualização em microscópio. Foi utilizado microscópio de epifluorescência 

(Nikon) equipado com filtro de excitação (365 nm) e filtro de barreira (410 nm), com 

um aumento de 400x. Todas as células espermáticas ligadas à zona pelúcida foram 

contadas. 

10. Ensaio de ligação de espermatozóides em membrana perivitelínica de ovos 

de galinhas 

Todos os ovos utilizados na experimentação eram de postura realizada no dia da 

experimentação e não embrionados. A preparação da membrana perivitelina teve início 

na separação entre a clara e a gema do ovo. Após este procedimento, a gema intacta foi 

acondicionada em placa de Petri e seccionada com uma tesoura oftálmica. Por este 

orifício parte da gema foi succionada utilizando-se seringa de 10 mL, para então injetar 

soro fisiológico até a completa remoção de gema, restando somente a membrana 

totalmente transparente. A membrana limpa foi então transferida para outra placa de 

Petri que continha meio TALP HEPES modificado (Costa, 1997), onde foi feita uma 

última lavagem com meio TALP HEPES e realizada a montagem da membrana em um 

suporte de silicone. A superfície interna da membrana foi acondicionada sobre halo de 

silicone vazado com diâmetro interno de 4 mm e diâmetro externo de 8 mm, a superfície 

de membrana que ultrapassava os limites do halo era cortada com a utilização de tesoura 

oftálmica e então realizava-se o encaixe perfeito de halo de diâmetro interno de 8 mm, o 

que mantinha a membrana fixa e com a área a ser lida totalmente exposta e devidamente 

esticada (Figura 1). A leitura foi feita na área total exposta. Os procedimentos de 

incubação e coloração com sondas fluorescentes procederam como descrito para o 

ensaio de ligação com ovócitos. 
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Figura 1. Preparo da membrana perivitelina de ovo de galinha em suporte de silicone 
para ensaio de ligação com espermatozoides de gato-do-mato-pequeno. 

11. Criopreservação espermática 

Para a criopreservação, amostras do sêmen na concentração de 40 x 106 

espermatozóides móveis/mL foi rediluído em meio à base de TRIS citrato com glicerol 

a 12% e Equex a 1% (1:1), resultando em uma concentração final de 6% glicerol, 0,5% 

de Equex e 20 x 106 espermatozóides móveis/mL. As amostras foram envasadas em 

palhetas francesas de 0,25 mL. Para obter uma taxa de resfriamento de -0,55 ºC/min, foi 

utilizada a metodologia descrita por Bueno et al. (2001) modificado. Logo após, as 

palhetas foram congeladas em vapor de nitrogênio líquido. Para isso as palhetas eram 

dispostas horizontalmente por 15 min acima de uma lâmina de nitrogênio líquido de 3 

cm de altura, dentro de caixa térmica fechada. As palhetas distavam 10 cm da lamina de 

nitrogênio liquido durante o período de congelamento, logo após eram acondicionadas 

em botijão de congelamento. Após uma semana as amostras de sêmen foram 

descongeladas por imersão em água a 37 °C por sete segundos e em seguida foram 

avaliados os espermatozoides da mesma forma que o sêmen a fresco. 

12. Análise estatística 

Para avaliar os dados obtidos na análise de sêmen entre e dentre os tratamentos 

congelado e descongelado foi utilizado o teste de verificação de normalidade de 

Lilliefors, teste de homogeneidade de Cochran e Bartlett, análise de variância e teste F a 

5% de significância. As variáveis de ligação de espermatozoides foram analisadas pelo 
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teste de Wilcoxon de análise de variância não paramétrica. As correlações entre e dentre 

tratamentos fresco e descongelado foram obtidas por Correlação Simples de Pearson. 

As análises foram realizadas com uso do software SAEG 9.1 (UFV, 2007). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O animal utilizado apresentava idade aproximada de quatro anos e peso corporal 

de 2,5 kg, peso este compatível com o registrado para gatos do mato pequenos 

(Leopardus tigrinus) adultos (Oliveira & Cassaro, 2005). Desta forma foi considerado 

maduro sexualmente, uma vez que a maturidade sexual em felinos está correlacionada 

com o peso corporal adulto (Gruffydd-Jones, 1993). 

A avaliação andrológica do animal utilizado revelou consistência testicular 

dentro do padrão de normalidade funcional, assim como presença de espículas córneas 

penianas abundantes e bem formadas. Variações de flacidez na consistência testicular 

podem estar relacionadas às degenerações testiculares Wildt & Roth (1997), as quais 

podem resultar em ejaculados com baixa concentração espermática e elevada taxa de 

espermatozóides morfologicamente anormais, sendo que em casos mais graves pode 

ocorrer azospermia (Nascimento & Santos, 2003). A presença das espículas penianas é 

uma característica andrógeno-dependente, e por isso utilizada como preditora da 

capacidade androgênica em felinos. São responsáveis pelo estímulo neuroendócrino na 

fêmea necessário para o desencadeamento da ovulação durante a cópula (Johnston et al., 

2001). 

O protocolo de eletroejaculação utilizado mostrou-se eficiente, uma vez que o 

animal respondeu aos estímulos com a distensão simétrica dos membros pélvicos, 

ereção e ejaculação. Os ejaculados viáveis foram obtidos na maioria das vezes na 

primeira série de estímulos, apresentando coloração esbranquiçada com volume médio 

de 0,2 mL. Embora a contaminação por urina seja bastante relatada nas coletas de 

sêmen em felinos, principalmente associada à aplicação de estímulos com altas 

voltagens e o posicionamento mais cranial da probe (Pineda et al., 1984; Howard, 

1993), no presente experimento não foram registradas amostras contaminadas. 

Os valores de volume, concentração espermática e espermatozoides totais 

obtidos nos ejaculados testados são sumarizados na Tabela 1. As médias do volume do 

ejaculado (0,2 mL), concentração espermática (318,3 x 106 sptz/mL) e espermatozoides 

totais ejaculados (62,4 x 106 sptz) obtidas no presente experimento foram próximas aos 

valores registrados por Tebet (2004) (0,16 mL, 269,1 x 106 sptz/mL e 43,06 x 106sptz,) 

e Baudi (2005) (0,35 mL, 242,8 x 106 sptz/mL e 56,6 x 106sptz). Porém valores 
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inferiores foram observados por Swanson et al. (1995) (0,11 mL, 78,5 x 106 sptz/mL e 

8,63 x 106sptz) e Morais et al. (2002) registrou valores superiores de concentração e 

espermatozoides totais (0,3 mL, 411,9 x 106 sptz/mL e 123,3x 106 sptz). A despeito da 

variação observada na literatura, a constância da obtenção de amostras de sêmen de 

gato-do-mato-pequeno aponta para uma pequena quantidade de espermatozoides, o que 

dificulta de sobremaneira os esforços em reprodução assistida nesta espécie. 

Tabela 1. Valores de volume (Vol), concentração espermática (CE) e o número de 

espermatozoides totais por ejaculado (sptz-totais) em três ejaculados obtidos em um 

indivíduo de Leopardus tigrinus. 

 

Vol (mL) CE (x106sptz/mL) Sptz/totais(x 106) 

Coleta 1 0,180 235 42,30 

Coleta 2 0,145 375 54,37 

Coleta 3 0,262 345 90,39 

Média 0,195±0,060 318,33±73,71 62,35±25,02 

 

Embora apontado como subjetivo e sujeita a variações dependentes da 

experiência do observador, os valores de vigor e motilidade espermáticos representam 

bons indicadores da qualidade do sêmen (Thomassen et al., 2006). A movimentação do 

espermatozóide é uma manifestação da integridade funcional dos seus componentes e 

elevada correlação com a taxa de fertilidade, normalidade morfológica e integridade da 

membrana espermática são relatados em humanos e carnívoros (Smith et al., 1977; 

Oettlé, 1993; Peña-Martinez, 2003; Thomassen et al., 2006). A média do vigor e da 

motilidade espermática obtida no sêmen a fresco no presente experimento se mostraram 

de boa qualidade (4,33; 80,0%, respectivamente), porém, uma queda (P < 0,05) nos 

valores destes parâmetros foi observada no sêmen após o descongelamento (Tabela 2). 
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Tabela 2. Média ± desvio padrão (coeficiente de variação) dos parâmetros qualitativos 

do sêmen a fresco e descongelado de gato-do-mato-pequeno, número de 

espermatozoides ligados a ovócitos heterólogos de gatas domésticas e membrana 

perivitelina de ovos de galinha. 

 
Sêmen a fresco Sêmen descongelado 

Vig 4,33±0,28a (6,46) 2,5±0,50b(20,00) 

Mot 80,00±0,00a (0,0) 33,33±5,77b (17,31) 

Pato 19,00±2,64a(13,89) 47,66±4,16b (8,72) 

DM 5,66±3,05a(53,88) 36,33±7,09b (19,51) 

Dm 13,33±2,51a (18,82) 11,33±6,65a (58,69) 

HOST 71,66±7,23a (10,08) 13,00±6,72 b(51,69) 

LI 24,16±11,87a (49,13) 74,00±3,60b (4,86) 

II 69,33±14,46a (20,85) 15,66±5,50b (35,12) 

LL 6,50±3,27a(50,30) 9,66±4,50b (46,58) 

IL 0±0 (0) 0,66±1,15 (174,24) 

TSO 33,16 ±25,84a (77,91) 7,33 ±5,44b(71,95) 

TSM 67,57± 48,62a (74,31) 15,60± 10,67b (68,45) 

Vig: Vigor espermático / Mot: Motilidade espermática / Pato: Patologias / DM: Defeito 
maiores / Dm: Defeitos menores / HOST: Teste hiposmótico / LI: Membrana plasmática 
lesada e acrossoma íntegro / II: Membrana plasmática e acrossomal íntegros / LL: 
Membrana plasmática e acrossomal lesados / IL: Membrana plasmática íntegra e 
membrana acrossomal lesada / TSO: Total de espermatozóides ligados na zona pelúcida 
de ovócitos de gata / TSM: Total de espermatozóides ligados na membrana perivitelina 
de ovo de galinha. 

A quantificação dos níveis de espermatozóides defeituosos em um ejaculado é 

um parâmetro relevante na qualificação da viabilidade do sêmen, uma vez que alguns 

defeitos representam total impossibilidade ao espermatozóide em fertilizar o ovócito. 

Ou seja, dificilmente espermatozóides com defeitos maiores, danos acrossomais ou 

cauda fortemente dobrada, podem participar da fertilização (Wildt et al., 1987). No 

entanto, a etiologia das anormalidades específicas assim como seu impacto sobre a 

fertilidade ainda são controversos (Howard et al., 1986; Wildt et al., 1987). 

Espécies silvestres comumente produzem mais de 60% de espermatozoides 

anormais por ejaculado, um achado relacionado com a redução na variabilidade genética 

de uma determinada população ou mesmo de toda a espécie (Wildt et al., 1983; Wildt et 
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al., 1992; Howard, 1993). No presente trabalho o gato-do-mato-pequeno utilizado 

apresentou cerca de 19% de espermatozoides com patologias no sêmen a fresco (Tabela 

2), valores relativamente baixos no percentual de espermatozoides defeituosos também 

foram relatados por Baudi (2005), porém, Swanson et al. (1995), Morais et al. (2002) e 

Tebet (2004) registraram valores próximos a 50% no nível de espermatozoides 

defeituosos nesta espécie. 

As patologias espermáticas podem ser classificadas de acordo com a região de 

origem, como: defeitos primários, aqueles que ocorrem durante o processo 

espermatogênico e defeitos secundários, que são consequência do processo de 

maturação e transporte no epidídimo. As patologias também podem ser descritas em 

relação à capacidade fertilizante como defeitos maiores - correlacionados com 

infertilidade - e defeitos menores - não correlacionados com infertilidade - (Blom, 1973; 

Wildt et al., 1983; Howard et al., 1986). Axnér & Linde-Forsberg (2007) observaram 

que somente as patologias de cabeça foram relacionadas com baixa fertilidade. Howard 

et al. (1991) observaram que elevadas concentrações de patologias espermáticas causam 

efeito negativo na interação de gametas in vitro, porém, ainda são poucos os estudos 

que correlacionam morfologias espermáticas específicas com fertilidade em felinos 

(Donoghue et al., 1992; Wildt et al., 1993; Axnér et al., 1996, Axnér et al., 1997, Axnér 

et al., 1998). 

Em relação ao sêmen a fresco de gato-do-mato-pequeno, no descongelamento 

foi observado um aumento (P<0,05) no percentual total de espermatozoides defeituosos, 

sendo que este aumento foi devido exclusivamente aos defeitos maiores (Tabela 2). 

Assim, o protocolo de criopreservação utilizado contribuiu com o aumento de defeitos 

ligados a infertilidade. 

A funcionalidade normal da membrana é essencial para que ocorra a fertilização 

sendo, portanto um importante parâmetro seminal a ser avaliado na definição de 

protocolos de reprodução assistida (Araujo, 2012). O teste hiposmótico (HOST) nos 

permite obter uma avaliação simples da integridade da membrana plasmática, uma vez 

que consiste na reação de enrolamento/dobramento da cauda de células com membrana 

íntegra, frente a meios com baixa osmolaridade. No presente trabalho, o percentual de 

células reativas ao HOST foi menor (p<0,05) no sêmen descongelado em relação ao 

sêmen a fresco (Tabela 2). Sugerindo que o processo de criopreservação afeta 
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diretamente a integridade da membrana espermática. Da mesma forma, a partir da 

coloração com sondas fluorescentes foi possível observar que a subpopulação registrada 

com membrana plasmática lesionada após o descongelamento (LI), aumentou (p<0,05) 

em relação ao sêmen a fresco, na mesma proporção em que houve redução da 

subpopulação de células com membrana íntegra (II) (Tabela 2). O aumento registrado, 

nos testes hiposmótico e de sondas fluorescentes, relacionados a células com membrana 

plasmática lesionada em decorrência da criopreservação, foi proporcional à queda 

registrada na motilidade espermática (Tabela 2). 

Embora a associação das sondas iodeto de propídio e Hoechst 33342 tenha se 

mostrado eficaz para a distinção de espermatozoides com membranas plasmáticas 

íntegras, houve dificuldade em se identificar a coloração pelo FITC-PSA no sêmen de 

gato-do-mato-pequeno. Esta característica também foi observada em sêmen de 

jaguatirica (Araujo, 2012), possívelmente devido ao reduzido tamanho do acrossoma de 

felinos (Donoghue et al., 1992; Howard, 1993). 

 

Figura 2. Espermatozoides de gato-do-mato-pequeno corados com as sondas 
fluorescentes Hoechst 33342 (Azuis) e Iodeto de propídeo (Vermelhos), no aumento de 
1000x. 

A lesão constatada na membrana plasmática de espermatozoides submetidos ao 

congelamento é em parte devido a uma série de modificações estruturais nas membranas 

plasmáticas e acrossomal devido à redistribuição dos fosfolipídeos e a remoção do 

colesterol (Langlais & Roberts, 1985; Lin & Kan, 1996). Devido à comprovada 
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especificidade e confiabilidade da combinação das sondas fluorescentes utilizadas para 

avaliar a integridade de membrana plasmática, houve a demonstração da integridade da 

membrana plasmática em espermatozoides de gato-do-mato-pequeno (Figura 2). A 

combinação de sondas foi útil ainda na aferição da confiabilidade do teste hiposmótico, 

uma vez que houve estreita afinidade com o mesmo. Assim, o teste hiposmótico 

apresentou uma forte correlação positiva (0,99)(p>0,05) com a subpopulação II no 

sêmen a fresco, no mesmo momento em que houve uma forte correlação negativa com a 

subpopulação LI (0,99) (p>0,05). 

A ligação entre o ovócito e o espermatozoide envolve o reconhecimento dos 

receptores de espermatozoides presentes na zona pelúcida do ovócito e as proteínas de 

ligação correspondentes na superfície espermática (Rath et al., 2005; Sinowatz et al., 

2003). A fertilização in vitro é uma ferramenta valiosa para se avaliar a função do 

espermatozoide e para estudar a interação de gametas nos felinos domésticos e 

selvagens (Wildt et al., 1992). Em felinos, testes funcionais podem ser realizados com o 

objetivo de avaliar a capacidade do espermatozoide em penetrar o ovócito, através do 

ensaio de penetração em zona pelúcida de ovócitos de gatas domésticas (Andrews et al., 

1992). Outra proposição recente é o ensaio de ligação à membrana perivitelina de ovos 

de galinhas em substituição a ovócitos heterólogos (Araujo, 2012). No presente 

experimento, tanto o sêmen a fresco quanto o descongelado de gato-do-mato-pequeno 

foram capazes de se ligar ao ovócito de gatas domésticas (Figura 3) e à membrana 

perivitelina de ovos de galinha. Em ambos os casos foram registradas reduções (p>0,05) 

na quantidade de espermatozoides ligados entre os tratamentos, a fresco e descongelado 

(Tabela 2).  Com o uso de espermatozoides mortos de gato-do-mato-pequeno, não 

foram registradas ligações consideráveis sobre a zona pelúcida de gatas domésticas ou 

membrana perivitelina de ovos de galinha. 

A zona pelúcida é a maior barreira seletiva para a entrada do espermatozoide no 

ovócito, desta forma, os resultados dos ensaios de ligação espermática podem sugerir a 

capacidade fertilizante de uma amostra. Entretanto, diferenças entre tratamentos ou 

indivíduos podem apenas ser detectadas após avaliação de um número relativamente 

grande de ovócitos, o que pode limitar o uso destes ensaios (Waberski et al., 2005), 

principalmente ao se tratar de animais silvestres. Em jaguatiricas também foram 

registrados redução na quantidade de espermatozoides ligados à zona pelúcida 
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heteróloga após o descongelamento (Araujo, 2012), porém, o mesmo não foi observado 

por Donoghue et al., (1992) para sêmen de tigre (Panthera tigris). 

Inúmeras variáveis podem afetar os ensaios de ligação espermática, uma delas 

está relacionada à qualidade dos ovócitos, a qual pode variar com as condições 

nutricionais e fase reprodutiva da doadora e mesmo com os critérios de seleção dos 

ovócitos e sistemas de cultivo (Baudi, 2005). Dentre as alternativas para estas variáveis 

foi aventado o uso de hemizonas pelúcidas, com metades idênticas utilizadas entre os 

tratamentos (Baudi, 2005), porém, com praticidade questionável. Neste sentido, os 

ensaios de ligação espermática em membrana perivitelina de ovo de galinha apresentam 

uma alternativa promissora (Barbato, 1998; Santos, 2009; Csermak Jr, 2011; Araujo, 

2012). 

No presente estudo os espermatozoides de gato-do-mato-pequeno foram capazes 

de se ligar à membrana perivitelina de ovo de galinha em ambos os tratamentos, com 

redução (p>0,05) do número de espermatozoides ligados por área circular de 4 mm de 

diâmetro de membrana perivitelina, após o descongelamento (Tabela 2), ou seja, o 

processo de criopreservação utilizado foi deletério para a capacidade de ligação dos 

espermatozoides. Da mesma forma Barbato et al. (1998), em trabalho com sêmen de 

galo, observaram diminuição do percentual de espermatozoides ligados e também 

atribuíram esta queda aos danos celulares causados pelo processo de congelamento. O 

mesmo não foi observado após o descongelamento do sêmen em jaguatiricas (Araujo, 

2012) e em cão doméstico, neste estudo houve diferença estatística para ligados vivos 

Csermak Jr. (2011), em ambos os casos os autores sugerem que o pequeno número de 

amostras avaliadas não foram suficientes para uma acurácia do teste, sendo necessário 

novas experimentações. 
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Figura 3. Espermatozoides de gato-do-mato-pequeno corados em azul com H342, 
ligados à zona pelúcida de ovócitos desnudos de gata doméstica corados de vermelho 
pelo iodeto de propídio, no aumento de 200x. 
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CONCLUSÕES 

A combinação das sondas fluorescentes iodeto de propídio e Hoechst 33342 foi 

eficaz na avaliação da integridade da membrana plasmática de espermatozoides de gato-

do-mato-pequeno e também na confirmação do teste hiposmótico como preditor de 

integridade da membrana plasmática de espermatozoides. Houve, no entanto, 

dificuldade em se identificar as subpopulações coradas com a sonda FITC-PSA, dado o 

reduzido tamanho do acrossoma desta espécie. 

           Os testes de ligação de gametas utilizando ovócitos de gata doméstica e 

membrana perivitelina de ovo de galinha se mostraram eficazes na diferenciação da 

qualidade espermática de sêmen a fresco e descongelado de gato-do-mato-pequeno. O 

mecanismo utilizado para suporte das membranas se mostrou eficaz em todas as etapas 

de processamento envolvido, no entanto mais estudos com membrana perivitelina 

utilizando-se outros indivíduos da espécie são necessários para a efetiva validação deste 

teste de ligação para Leopardus tigrinus.  
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ANEXOS 

1. ANEXO I: Composição dos meios utilizados 

TCM-199 - Modificado (COSTA, 1997) 
Componente Quantidade 
TCM-HEPES 2,0 mL 

NaHCO3 2,0 mL 
BSA 800 μL 

Lactato de Cálcio 500 μL 
Piruvato 500 μL 

PEN-Estrepto 200 μL 
H2O tridestilada (não qsp) 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 

NaHCO3 2,0 0,0420 g 
NaH2PO4 - 0,0120 g 

Lactato de Sódio (60%) 10,0 0,219 mL 
C6H12O6 (glicose) 5,0 0,2252 g 

CaCl2 . 2H2O 2,0 0,0735 g 
MgCl2 . 6H2O a 50% (ESTÉRIL) 0,5 51 μL 

HEPES 10,0 0,5957 g 
Vermelho Fenol - 0,0025 g 

Pelicilina G sódica (1.659 
UI/0,001g) 

- 0,0150 g (25.000 UI) 

H2O tridestilada (qsp) - 250 mL 
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2. ANEXO II: Diluições dos Fluoróforos para Preparo das Soluções Estoque e 

de Trabalho das Sondas Fluorescentes 

Fonte: CELEGHINI, 2005 

Iodeto de Propídio 

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

Solução estoque 

20 µL da solução estoque de PI (25 mg/mL) + 980 µL de DPBS 

Solução Trabalho (0,5 mg/mL) 

80 µL da solução estoque de PI (25 mg/mL) + 920 µL de DPBS 

Solução Trabalho (2 mg/mL) 

Armazenar em freezer, no escuro. 

Hoescht 33342 

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

Solução estoque 

1,6 µL da solução estoque (25 mg/mL) + 998,4 µL de DPBS (40 µg/mL) 

Solução trabalho 

Armazenar a – 20°C no escuro 

FITC-PSA 

2 mg de FIT-PSA + 20 mL de DPBS +10% de solução de azida de sódio 10% 

Solução trabalho (100 µg/mL) 

Aliquotar e armazenar a 4 °C, no escuro. 
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