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A sobrevivência da maioria das espécies de Felideos selvagens conhecidas, foi colocada 

em risco por diversos fatores, entre eles a perda difusa de habitat, a caça ilegal e a 

fragmentação e degradação de suas áreas de ocorrência. Para o sucesso de um plano 

conservacionista faz-se necessária a utilização de biotecnologias direcionadas à 

preservação da variabilidade genética das populações de animais selvagens. Na prática, a 

aplicação de biotécnicas reprodutivas no manejo destas populações enfrenta dificuldades 

como a distância entre os indivíduos que se deseja acasalar ou a distância destes em 

relação aos centros de pesquisa onde se encontra a estrutura necessária para 

manipulação de seus gametas. O resfriamento é uma técnica de conservação de sêmen 

frequentemente utilizada para contornar estes problemas, porém pode submeter os 

gametas ao estresse oxidativo. Sabe-se que as espécies reativas ao oxigênio 

responsáveis por este estresse podem causar danos estruturais significantes às 

membranas e, principalmente, ao material genético dos espermatozóides. O uso de 

diluidores e antioxidantes que possam promover uma proteção aos espermatozóides 

contra os danos do estresse oxidativo pode ser uma alternativa para manter a qualidade 

do sêmen sob refrigeração. Para avaliar esta hipótese, o sêmen do gato-do-mato-

pequeno (Leopardus tigrinus, SCHREBER, 1775) foi submetido a testes convencionais e 

funcionais em diferentes tempos de refrigeração a 4°C (2, 12 e 24 horas), utilizando-se 

três diluidores (TCM 199, Ham F10 e tris-gema-citrato) e o tratamento com glutationa 

reduzida (GSH) em diferentes concentrações (0; 0,5; 1,0 e 1,5mM) para obter uma 

melhora na qualidade do sêmen. Os testes convencionais utilizados foram a motilidade e 

vigor. Os funcionais compreenderam as avaliações da integridade das membranas 

plasmática e acrossomal, da atividade mitocondrial, e da fragmentação do material 

genético. Também foi avaliada a suscetibilidade das células espermáticas à peroxidação 

lipídica induzida através da mensuração da concentração de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS). Os resultados obtidos para as provas convencionais e 

funcionais, com exceção da resistência dos espermatozóides ao estresse oxidativo por 

meio da dosagem TBARS, indicaram que o diluidor tris-gema-citrato (TGC) foi superior 

aos diluidores TCM 199 (TCM) e Ham F10 (HAM), sendo que não houve efeito do 

tratamento com GSH. Para todos os diluidores as variáveis referentes aos testes 

funcionais apresentaram correlação com as variáveis referentes aos testes convencionais. 

Apenas para os diluidores HAM e TGC a concentração de TBARS apresentou correlação 

com a atividade mitocondrial e integridade acrossomal. Nas amostras diluídas no TGC 

não foram verificados efeitos do tratamento com GSH, ou do tempo de refrigeração no 



 

 

grau de integridade do DNA das células espermáticas. Também nas amostras diluídas em 

TGC, a integridade do DNA correlacionou-se com a concentração de TBARS e com 

aatividade mitocondrial, mas não com os testes convencionais e os outros testes 

funcionais. Conclui-se que o melhor diluidor para manter o sêmen do gato-do-mato-

pequeno sob refrigeração a 4ºC, por 24 horas, é o diluidor à base de gema de ovo (TGC), 

sendo que o tratamento antioxidante com GSH nas concentrações utilizadas não 

apresentou efeito sobre a qualidade deste sêmen. 
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The survival of most of the known wild feline species was jeopardized by diffuse habitat 

lost, illegal hunting and fragmentation and devastation of their occurrence areas. The use 

of biotechnologies aiming to preserve the genetic variability of wild animal populations is 

crucial for the success of a conservationist program. The practical application of 

reproductive biotechnologies on the management of these populations faces difficulties 

such as the distance between individuals included in a breeding plan or between the 

animals and the research centers where the necessary structure to manipulate their 

gametes is located. Semen cooling is a conservation technique frequently used to 

overcome those problems. However such technology may submit the spermatozoa to the 

oxidative stress. It is well known that the reactive oxygen species which are responsible 

for this stress can cause structural damages to the membranes and especially to the 

genetic material of the spermatozoa. The use of extenders and antioxidants that could 

protect the spermatozoa against oxidative damages can be an alternative to maintain the 

quality of semen samples under cooling. In order to test this hypothesis semen samples 

of tigrina (Leopardus tigrinus, SCHREBER, 1775) was submitted to conventional and 

functional tests at different cooling periods (4°C; 2, 12 and 24 hours), using three 

extenders (TCM 199, Ham’s F10 and Tris-egg yolk-citrate) and treatment with reduced 

glutathione (GSH) in different concentrations (0, 0.5, 1.0 and 1.5mM). Conventional tests 

used in the present experiment were motility and vigor. Functional tests included the 

evaluation of plasmatic and acrosomal membrane integrity, of mitochondrial activity and 

of DNA fragmentation. The susceptibility of the spermatozoa to the induced lipidic 

peroxidation followed by the measurement of thiobarbituric acid reactive substances 

concentration (TBARS) was used as an index of oxidative stress. Results obtained for the 

conventional and functional tests indicated that the tris-egg yolk citrate (TGC) extender 

was superior to the TCM 199 (TCM) and the Ham’s F10 (HAM). No effect of GSH was 

observed. For all extenders, correlations were found between the functional tests and the 

conventional tests variables. Only for the HAM and TGC extenders, the concentration of 

TBARS showed negative correlation with mitochondrial activity and acrosomal integrity. 

For the samples diluted in TGC, no effects of GSH treatment or cooling time was 

observed on the spermatic cells DNA integrity. Also in sample diluted in TGC, the DNA 

integrity was correlated with the concentration of TBARS and the mitochondrial activity, 

but not with conventional tests the others functional tests. Results of the present 

experiment suggested that the best extender to maintain the semen of tigrina under 4°C 



 

 

for 24 hours is the one containing egg yolk (TGC), and the antioxidant treatment with 

GSH showed no effect on semen quality. 

 
Key-words: Wild animals. Animal semen. Stress. DNA. Antioxidant. 
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“...Todas as coisas estão ligadas, 

como o sangue que une uma família, 

tudo o que acontece com a Terra, 

acontece com os filhos e filhas da Terra... 

...o homem não tece a teia da vida, 

ele é apenas um fio. 

Tudo o que faz à teia, ele faz a si mesmo”. 

 

    – Ted Perry, inspirado no “Chief Seattle”, 1971  

  

  



 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

  

  
“A percepção do desconhecido é a mais fascinante das experiências. O homem que não tem os olhos abertos 

para o misterioso passará pela vida sem ver nada”. 

- Albert Einstein  
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11  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

 

 

Assim como para a maioria das espécies selvagens conhecidas pelo Homem, a 

sobrevivência dos Felídeos selvagens foi colocada em risco pela perda difusa de habitat, 

pela caça ilegal e até mesmo para povoar cativeiros particulares. Ainda hoje, além da 

fragmentação e degradação de suas áreas de ocorrência, esses Felídeos continuam sendo 

caçados.  

Os Felídeos selvagens endêmicos da América Latina participam de todas as listas1, 

sejam negras ou vermelhas, que classificam as espécies de acordo com seu risco de 

extinção. No Brasil, este cenário é um reflexo da dificuldade ao acesso à informação pela 

maioria da população que ignora o conceito de Sustentabilidade. Sob a ótica de um 

pensamento sistêmico, a falta de alfabetização ecológica faz com que, em cadeia, o 

problema se reflita em diversas áreas de uma sociedade (CAPRA, 1996; MATURANA; 

VARELA, 2001). 

As relações entre comunidades e ecossistemas nos quais os Felídeos silvestres 

estão inseridos são emaranhadas e pouco estudadas, representando um forte argumento 

em prol da Conservação (OLIVEIRA, 1994). Tais relações indicam os Felídeos como uma 

espécies-chave, cuja remoção pode alterar o balanço de comunidades inteiras, animais 

ou vegetais. Planos de conservação direcionados para uma única espécie são de especial 

interesse no caso de Felídeos, pois oferecem proteção para todo um ecossistema devido 

aos requisitos ecológicos e territoriais desses animais (OLIVEIRA, 1994). 

Em meados dos anos 90 houve a consolidação de uma idéia que vinha sendo 

cultivada desde o final dos anos 70, de que para o sucesso de um plano conservacionista 

se faz necessária a utilização de biotecnologias direcionadas à preservação da 

variabilidade genética das populações de animais selvagens e, para isso, são necessários 

programas cooperativos de reprodução e manejo para a manutenção de populações 

auto-sustentáveis (WILDT et al., 1995). 

Diante deste cenário, as pesquisas em reprodução no Brasil, México e Estados 

Unidos vêm sendo o foco principal na conservação desses Felídeos nos últimos dez anos 

(SWANSON; BROWN, 2004). 

Por outro lado, na prática, a aplicação de biotécnicas reprodutivas no manejo de 

populações de animais silvestres, enfrenta, além de dificuldades técnicas, transtornos 

logísticos, como a distância entre os indivíduos que se deseja acasalar ou a distância 

destes em relação aos centros de pesquisa. A estrutura necessária para manipulação dos 

gametas desses indivíduos, muitas vezes, só é encontrada nesses centros, havendo 

                                                           
1 Apêndix I (CITES, 2007); The 2006 IUCN Red List of Threatened Species (IUCN, 2006); Lista das 
Espécies da Fauna Brasileira Ameaçadas de Extinção (IBAMA, 2003). 
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assim a necessidade de transportar o sêmen do local de colheita para o laboratório 

(QUEIROZ, 2003). 

Visando colaborar com o avanço da biotecnologia da reprodução animal e através 

desta ferramenta contribuir para o crescimento de um ideal de Sustentabilidade cada vez 

mais técnico e menos filosófico, este trabalho aborda questões relevantes para a 

manutenção de populações geneticamente viáveis, no que tange a conservação dos 

gametas de uma espécie de felino neotropical ameaçada de extinção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  HHIIPPÓÓTTEESSEE  

  

  
“Se, a princípio, a idéia não é absurda, então não há esperança para ela”. 

- Albert Einstein 
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22  HHIIPPÓÓTTEESSEE  

 

 

A hipótese deste experimento é a de que o sêmen do gato-do-mato-pequeno 

(Leopardus tigrinus, SCHREBER, 1775) pode ser mantido sob refrigeração, facilitando 

suas aplicações na conservação e manutenção de populações geneticamente viáveis 

através de biotécnicas reprodutivas, e que o tratamento antioxidante com glutationa 

reduzida melhora a qualidade deste sêmen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

  

  



 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

OOBBJJEETTIIVVOOSS  

  
 

“No meio da dificuldade encontra-se a oportunidade”. 

- Albert Einstein 
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33  OOBBJJEETTIIVVOOSS  

 

 

Os objetivos do presente experimento são divididos em objetivo geral e objetivos 

específicos. 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a célula espermática do gato-do-mato-pequeno sob refrigeração, quanto à 

resistência ao estresse oxidativo e integridade do seu material genético. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

� Avaliar a eficácia de diferentes diluidores durante a refrigeração do sêmen de 

gato-do-mato-pequeno através de testes convencionais e funcionais, da 

resistência dos espermatozóides ao estresse oxidativo por meio da dosagem de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, em diferentes tempos de refrigeração 

e com adição de diferentes concentrações de glutationa reduzida aos diluidores. 

 
� Correlacionar as variáveis resposta entre si nos diferentes diluidores. 

 

� Mensurar o grau de integridade do material genético das células espermáticas no 

diluidor que apresentar os melhores resultados e verificar o efeito do tratamento 

com glutationa reduzida e do tempo de resfriamento. 

 
� Correlacionar os resultados obtidos para o grau de integridade do material 

genético com as variáveis resposta avaliadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  RREEVVIISSÃÃOO  DDEE  LLIITTEERRAATTUURRAA  

  

  
“Duas coisas são infinitas: o universo e a estupidez humana”.  

– Albert Eistein 
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44  RREEVVIISSÃÃOO  DDEE  LLIITTEERRAATTUURRAA  

 

 

O gato-do-mato-pequeno é um felino neotropical ameaçado de extinção, sendo o 

estudo de suas características reprodutivas de extrema importância para sua 

conservação e das outras espécies que compõem sua rede. 

 

 

4.1 Felinos neotropicais 

 

 

A Família Felídae está classificada dentro da Ordem Carnívora, que por sua vez 

pertence à Classe Mammalia (NOWAK; PARADISO, 1991). É constituída de 37 espécies 

que divergiram de um recente ancestral comum há cerca de 10 a 15 milhões de anos 

(JOHNSON; O’BRIEN, 1997) e se espalharam por todos os continentes, exceto a 

Antártica e Austrália (WILSON; REEDER, 1992). São atualmente reconhecidos oito 

grupos que refletem as radiações evolucionárias monofiléticas na história da Família 

(JOHNSON; O’BRIEN, 1997).  

Na América Latina encontram-se dez espécies que representam três desses grupos: 

a jaguatirica (Leopardus pardalis); o gato maracajá (Leopardus wiedii); o gato-do-mato-

pequeno (Leopardus tigrinus); o gato-do-mato-grande (Oncifelis geoffroyi); o gato 

palheiro (Oncifelis colocolo); o gato chileno (Oncifelis guigna); o gato-dos-Andes 

(Oreailurus jacobita); o gato mourisco (Herpailurus yaguaroundi); a suçuarana (Puma 

concolor) e a onça pintada (Panthera onca) (OLIVEIRA, 1994; JOHNSON; O’BRIEN, 

1997). Pelo fato de habitarem a Região Neotropical, são conhecidos como Felinos 

Neotropicais (EISENBERG; REDFORD, 1992). 

O gato-do-mato-pequeno faz parte da linhagem da jaguatirica que é formada por 

um grupo de sete espécies felinas de pequeno e médio porte. Provavelmente, estas 

espécies se irradiaram de um ancestral comum durante a formação do Ístimo do Panamá 

há cerca de cinco a seis milhões de anos (SLATTERY et al., 1994). Os integrantes deste 

grupo se distribuem em dois Gêneros: Oncifelis e Leopardus (O’BRIEN, 1996). Possuem 

uma característica especial em comum: 18 pares de cromossomos, ou seja, um par de 

cromossomos a menos que os demais felinos, consequência de uma fusão cromossômica 

(ROBINSON, 1974).  

O gênero Leopardus constitui-se de três espécies de gatos pintados: a jaguatirica, o 

gato maracajá e o gato-do-mato-pequeno. Na natureza, estas três espécies possuem 

uma distribuição ampla dentro da América Latina, ocupando uma grande variedade de 

habitats no caso da jaguatirica, e, mostrando preferência por florestas no caso do gato 
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maracajá e do gato-do-mato-pequeno (OLIVEIRA, 1994). Este último, nosso objeto de 

estudo, ocorre da América Central, na Costa Rica, ao Paraguai e norte da Argentina e em 

quase todo o território brasileiro (Amazônia, Cerrado, Pantanal, Mata Atlântica e Campos 

Sulinos). Sua ocorrência ao longo da Mata Atlântica ainda está insuficientemente 

documentada (MOREIRA, 2001). 

A maior causa do declínio da população destes felinos na América Latina está 

vinculada à fragmentação ou perda de habitat em decorrência das atividades humanas, 

como a expansão agropecuária, a construção de hidroelétricas, o crescimento 

demográfico, a caça em resposta à ação predatória dos felinos sobre animais domésticos 

e também pelo manejo inadequado em cativeiro (OLIVEIRA, 1994; WILDT, 1996). 

Comunidades intactas de felinos são raras em florestas neotropicais. Mesmo onde não 

foram caçados, em geral, outras espécies que lhe servem de alimento já desapareceram 

(CRAWSHAW, 1997).  

Ao longo do tempo, as espécies sujeitas a esse tipo de pressão que conseguirem 

escapar da extinção deverão sofrer os efeitos da endogamia (WILDT et al., 1987). O 

endocruzamento pode ser um fator determinante para a extinção de espécies devido pelo 

fato deste fenômeno poder acarretar desde o aumento da susceptibilidade a doenças até 

numa queda da eficiência reprodutiva por diversos fatores associados à homozigose 

(WILDT et al., 1987; MILLER; WAITS, 2003; HAAS VAN DORSSER; STRICK, 2005; 

STOKSTAD, 2005; WHITEMAN et al., 2006).  

A formação de populações cativas representa uma estratégia para auxiliar a 

manutenção da variabilidade genética das espécies (CONWAY, 1989). Jardins zoológicos 

e outras instituições que fazem reprodução “ex situ” compartilham a grande 

responsabilidade de ajudar a prevenir a rápida extinção das espécies selvagens, visto 

que algumas espécies que haviam sido extintas na natureza foram salvas através da 

reprodução em cativeiro; outras ainda esperam a melhoria das condições do que resta de 

seu hábitat natural (ISIS, 2001).  

Porém, embora seja comum avistá-los em zoológicos brasileiros, sabe-se que os 

pequenos felinos não se reproduzem facilmente em cativeiro por motivos relacionados 

com as más condições de manejo nutricional e, principalmente, reprodutivo, cujas falhas 

são derivadas da falta de conhecimento da fisiologia reprodutiva básica (MELLEN, 1991; 

SWANSON et al., 1995; MOREIRA, 2001).  

 

 

 

 

 

 



 

 

30 

4.2 Características reprodutivas da espécie 

 

 

Historicamente, os pequenos Felídeos sul-americanos têm sido caracterizados por 

seu baixo desempenho reprodutivo em cativeiro (MOREIRA, 2001). 

Em 1995, Swanson et al. publicaram um levantamento sobre parâmetros 

reprodutivos em machos de oito espécies endêmicas de felinos mantidas em instituições 

latino-americanas. Para esses autores, em geral, os animais se reproduziam pouco e a 

maior parte dos ejaculados obtidos era azoospérmico ou oligozoospérmico. Embora os 

autores deste estudo reconhecessem que múltiplas variáveis pudessem estar envolvidas, 

sugeriram que a dieta inadequada e o estresse decorrente de condições precárias de 

manutenção pudessem ser os fatores mais limitantes. Para Moreira (2001), “de uma 

maneira geral, as particularidades que envolvem os êxitos e fracassos na reprodução em 

cativeiro são pouco compreendidas”. 

Os poucos dados publicados sobre as características reprodutivas do gato-do-mato-

pequeno são geralmente baseadas nas observações em cativeiro e, de certa forma, 

subjetivas. A puberdade, por exemplo, está correlacionada com a idade e o peso corporal 

para as fêmeas, já para os machos, é variavelmente descrita como sendo o momento da 

primeira espermatogênese ou coincidente com a capacidade de ejacular (JOHNSTON et 

al., 2001).  

Moreira et al. (2001), sugerem que a espécie parece ser ovuladora-induzida, com a 

ovulação ocorrendo apenas após o estímulo copulatório. Desta maneira, o pênis dos 

felinos do Gênero Leopardus, com exceção do gato maracajá, é semelhante ao do gato 

doméstico apresentando espículas penianas (SWANSON et al., 1995; MORAIS, 1999). 

Essas espículas são estruturas córneas andrógeno-dependentes, responsáveis pelo 

estímulo neuro-endócrino necessário para que ocorra a ovulação durante a cópula 

(JOHNSTON; ROOT; OLSON, 2001).  

Através do estudo de hormônios esteróides reprodutivos e atividade ovariana em 

fêmeas de gato-do-mato-pequeno em cativeiro, foi possível observar que essas espécies 

não apresentam um padrão característico de sazonalidade reprodutiva e que são 

poliéstricas (MOREIRA et al., 2001).  

Sinais de cio, assim como o comportamento durante o acasalamento, são descritos 

como uniformes entre as espécies de Felídeos e similares àqueles do gato doméstico 

(EWER, 1973). Repertórios comportamentais associados ao cio incluem: o rolamento no 

solo; o ato de esfregar-se contra objetos; a vocalização; o andar de modo repetitivo com 

maior atividade dos membros torácicos e pélvicos; comportamento de auto-limpeza e 

micção com maior freqüência; borrifamento de urina; e lordose (MICHAEL, 1961).  
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Segundo Moreira (2001), 

[...] o estro na maioria dessas espécies tem sido identificado como "silencioso", ou 
as fêmeas mostram sinais sutis. O estro silencioso torna difícil a escolha do 
momento oportuno para introduções de pares cativos que, em casos de 
incompatibilidades comportamentais, podem resultar em injúrias por luta ou 
mesmo morte. Portanto, as introduções iniciais com fins reprodutivos devem ser 
cuidadosamente monitoradas, e, outro aspecto que deve ser considerado, caso 
ocorra a concepção, é a possibilidade da fêmea ou o macho matar o(s) filhote(s) 
em uma situação estressante. 

 
A duração do estro para a espécie é de 3 a 9 dias (GREEN, 1991), sendo que o ciclo 

estral dura em torno de 16 dias (MOREIRA, 2001) e a gestação dura de 73 a 78 dias 

(GREEN, 1991). Em média, nascem de um a dois filhotes (LEYHAUSEN; FALKENA, 1966). 

De um modo geral, uma melhor compreensão da fisiologia e das características 

reprodutivas dos felinos neotropicais é necessária para obter-se um desempenho 

reprodutivo mais consistente em cativeiro, aumentando assim o número de indivíduos 

que reproduzem na população, e para que biotécnicas de reprodução voltadas para a 

conservação sejam aplicadas com maior sucesso (SWANSON et al., 1995; MOREIRA et 

al., 2001). 

 

 

4.3 Aspectos gerais da conservação do sêmen de Felídeos 

 

 

Atualmente, existem dois métodos de conservação descritos para os Felídeos: a 

refrigeração – que utiliza temperaturas acima do ponto de fusão dos líquidos; e o 

congelamento – que utiliza temperaturas abaixo deste ponto (LUVONI et al., 2003). 

A refrigeração consiste na manutenção do sêmen a 4 ou 5°C, adicionado a um 

diluente (HARRIS et al., 2001; 2002). Para Batellier et al. (2001), “o sucesso do uso do 

sêmen resfriado depende de uma série de fatores, sendo que a temperatura e a 

composição do diluidor são os mais relevantes”.  

Este método parece ser o mais indicado para utilização em biotécnicas 

reprodutivas, quando o transporte do sêmen pode ser realizado em questão de horas ou 

até poucos dias (LUVONI et al., 2003; Queiroz, 2003). 

 O congelamento, ou criopreservação, é o método no qual se mantém o sêmen 

congelado em nitrogênio líquido a -196°C por tempo indeterminado. Pode ser 

transportado a qualquer distância para utilização em biotécnicas reprodutivas e tem um 

grande potencial de conservação, o que faz deste método a forma de armazenamento de 

eleição para a constituição de Bancos de Recursos Genéticos (TEBET, 2004).  
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4.3.1 Criopreservação 

 

 

 Os protocolos de criopreservação conhecidos expõem as células espermáticas a 

inúmeras situações de estresse que comprometem sua viabilidade, entre elas: a 

exposição à temperaturas não fisiológicas; o estresse osmótico causado pelos elevados 

gradientes de concentração de solutos do meio diluidor; e a formação e dissolução de 

cristais de gelo no meio extracelular (WATSON; MARTIN, 2000).  

 Para minimizar os efeitos estressantes da criopreservação, algumas substâncias 

crioprotetoras são adicionadas ao sêmen promovendo alterações das propriedades físicas 

da solução. Estes agentes crioprotetores podem atravessar ou não a membrana 

plasmática, dependendo do seu peso molecular (AMANN; PICKETT, 1987). Para os 

Felídeos selvagens, existem relatos do uso dos seguintes crioprotetores: glicerol; dimetil-

sulfóxido (DMSO); e dodecil sulfato de sódio (SDS) (PUKAZHENTHI et al., 2002; TEBET, 

2004). 

 No intuito de preservar a qualidade espermática, é de suma importância conhecer 

as características fisiológicas espécie-específicas do sêmen, como demonstrado pelos 

pobres resultados obtidos no passado, quando se tentava utilizar diluidores e 

procedimentos desenvolvidos para bovinos no sêmen de gatos (GOODROWE et al., 

1989). Diante disso, já foram realizados diversos estudos envolvendo, especificamente, a 

conservação do sêmen de felinos selvagens (SWANSON et al., 1996a; ZAMBELLI et al., 

2002; LUVONI et al., 2003; LUVONI, 2006; VILLAVERDE et al., 2006), assim como, já 

foram feitas descrições de protocolos de criopreservação de sêmen em gato doméstico 

(LENGWINAT; BLOTTNER, 1994; AXNÉR; LINDE-FORSBERG, 2002; ZAMBELLI et al., 

2002; LUVONI et al., 2003) e em Felídeos selvagens (HOWARD, 1993; SWANSON et al., 

1996b; PUKAZHENTHI et al., 2001). Entretanto, para o sêmen do gato-do-mato-

pequeno, até então, existem poucos relatos de criopreservação, ainda assim em um 

pequeno número de indivíduos (MORAIS, 2001; SWANSON et al., 2003; TEBET, 2004). 

 De um modo geral, o protocolo mais utilizado para as espécies selvagens é o 

proposto pelo manual de treinamento do “Center for New Opportunities in Animal Health 

Sciences”, National Zoological Park, EUA, sendo que tal protocolo foi desenvolvido na 

década de 90 por Howard (1993), e vem sendo frequentemente utilizado sem muitas 

modificações para criopreservar sêmen de felinos selvagens desde então (SWANSON et 

al., 1996a,b; PUKAZHENTHI et al., 2002). Porém, o mesmo autor do protocolo proposto 

por aquele manual, num estudo mais recente em colaboração com outros pesquisadores, 

reconhece que o método foi desenvolvido numa época anterior às descobertas de 

algumas propriedades específicas dos gametas e possui algumas inadequações 

(PUKAZHENTHI et al., 2002).  
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 Independente do método de criopreservação utilizado, todos eles submetem as 

células espermáticas a condições anisosmóticas que promovem variações intensas no 

volume celular, podendo ser potencialmente letais às mesmas (KAMPA, 2005). Quando o 

processo de resfriamento do sêmen pré-congelamento ocorre de forma muito rápida, a 

substituição da água intracelular pelo crioprotetor não ocorre em igual velocidade para 

manter o equilíbrio, assim a água que permanece dentro da célula transforma-se em 

cristais de gelo causando sua morte (HAMMERSTED; GRAHAM; NOLAN, 1990). Isto não 

ocorre quando o resfriamento é lento e as células perdem um volume de água suficiente 

para concentrar o soluto intracelular (HAMMERSTED; GRAHAM; NOLAN, 1990). 

Paradoxalmente, células resfriadas muito lentamente sofrem uma perda severa de água 

e são expostas por um longo período a uma solução com alta concentração de soluto, 

fatores que também causam lesão celular (HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN, 1990). 

Portanto, apesar dos diferentes mecanismos, ambas as velocidades de resfriamento 

podem causar dano celular, e um espermatozóide que sobrevive à temperaturas abaixo 

de zero ainda sofre os efeitos do descongelamento e da remoção do crioprotetor – tão 

danosos quanto o próprio congelamento (AGCA; CRITSER, 2002).  

 Diante deste cenário, estudos vêm sendo desenvolvidos em gatos domésticos e 

selvagens para se conhecer melhor o comportamento da célula espermática dos Felídeos 

frente às várias condições estressantes da criopreservação, objetivando a criação de 

protocolos mais apropriados e outras formas de conservação do sêmen para sua 

aplicação em biotécnicas reprodutivas, como o resfriamento (PUKAZHENTHI et al., 1999; 

LUVONI et al, 2003; VILLAVERDE et al., 2006).  

 

 

4.3.2 Refrigeração 

 

 

Queiroz (2003), concluiu em seus experimentos com jaguatiricas (Leopardus 

pardalis) que “o sêmen conservado por refrigeração mantém qualidade satisfatória 

durante intervalos de tempos limitados, porém, se utilizado em médio prazo (até 48 

horas), pode apresentar qualidade superior ao sêmen criopreservado”. 

Durante o resfriamento do sêmen à temperaturas acima do ponto de fusão das 

soluções, alguns espermatozóides podem sofrer a perda da integridade de membranas e 

da função celular, fenômeno chamado de Choque do Resfriamento, ou Choque Frio 

(WATSON, 1995). Este fenômeno é particularmente observado em espermatozóides que 

são resfriados muito rapidamente ou muito lentamente, caracterizando-se pela perda 

rápida e permanente da motilidade (AGCA; CRITSER, 2002). Pukazhenthi et al. (1999), 

estudaram a sensibilidade do espermatozóide felino sob várias taxas de resfriamento e 
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concluíram que “o resfriamento rápido é mais deletério que o resfriamento lento para a 

integridade morfológica, acrossomal e para a motilidade”. Alguns autores acreditam que 

esta sensibilidade varia de acordo com a espécie, e é atribuída às diferenças existentes 

na composição lipídica das membranas dos espermatozóides (HAMMERSTEDT; GRAHAM; 

NOLAN, 1990; AGCA; CRITSER, 2002). 

Além da resistência inerente à espécie, a proteção contra o Choque Frio oferecida 

pelo diluidor também vêm sendo discutida. Howard (1993), afirmou que “quando 

mantido à temperatura ambiente, sem qualquer processamento, o sêmen de Felídeos 

selvagens sustenta sua motilidade por poucas horas”. O mesmo autor, e outros 

pesquisadores, demonstraram que a adição do meio de cultivo celular convencional de 

Ham F10 ao sêmen pode prolongar significativamente a viabilidade espermática, porém, 

após algumas horas, a manutenção desta viabilidade ainda é insatisfatória, o que pode 

ser corrigido refrigerando-se a amostra, fato que poderia estar relacionado a algum tipo 

de proteção oferecida pelo meio de Ham F10 (OLIVA et al., 1991; HOWARD, 1993; 

SANTYMIRE et al., 2006, 2007). 

Um diluidor normalmente utilizado para a criopreservação do sêmen de gatos 

domésticos foi descrito inicialmente por Platz e Seager (1978), sendo constituído por 

gema de ovo, lactose e glicerol. Pukazhenthi et al. (1999), avaliaram a eficiência de uma 

variante daquele diluidor sem o glicerol (PDV - “Platz Diluent Variant”.) na refrigeração 

de sêmen de felinos. Este estudo levou seus autores à conclusão de que as células 

espermáticas felinas possuem clara afinidade por diluentes à base de gema de ovo, uma 

vez que, ao serem resfriadas na presença do PDV, mantiveram a proporção de 

espermatozóides móveis e motilidade progressiva em níveis superiores durante períodos 

mais longos do que o sêmen “in natura” ou suspenso em meios de cultivo celulares 

convencionais (dados apresentados graficamente, p<0,0,5). 

 Este fato poderia ser explicado pelas afirmações de alguns autores de que a gema 

do ovo estabiliza a membrana plasmática protengendo-a contra o Choque Frio (WATSON, 

1990; HOLT, 2000; LUVONI et al., 2003). Acredita-se que esta proteção seja fornecida 

pela sua ação coloidal no meio e por um componente da gema, provavelmente uma lipo-

proteína de baixa densidade (WATSON, 1979). Por outro lado, há autores que afirmam 

que a gema do ovo também tenha ações deletérias, agindo como indutora da capacitação 

espermática e alterando a estrutura da cromatina do sêmen (GIL et al., 2003). 

 De uma maneira geral a refrigeração parece ser uma excelente ferramenta para a 

conservação dos Felídeos (PUKAZHENTHI et al., 1999; LUVONI et al., 2003; QUEIROZ, 

2003; VILLAVERDE et al., 2006). 
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4.4 Colheita de sêmen em Felídeos 

 

 

Segundo Howard (1983), “vários estudos vêm demonstrando que as características 

do sêmen e a resposta para as várias técnicas de colheita é espécie-específica”. 

Desde a década de 70, diferentes métodos para obtenção do sêmen de Felideos 

visando a reprodução assistida vêm sendo descritos, sendo eles: uso de vagina artificial 

(SOJKA; JENNINGS, 1970; SOJKA; JENNINGS; HAMNER, 1970; ZAMBELLI; BELLUZZI, 

1998); eletroejaculação (SEAGER, 1976, 1978; DOOLEY; MURASE; PINEDA, 1983; 

JOHNSTONE, 1984; PINEDA; DOOLEY; MARTIN, 1984; HOWARD; BUSH; WILDT, 1986); 

aspiração testicular com agulha fina (LEME et al., 2000); e a obtenção diretamente do 

epidídimo ou vaso deferente de testículos isolados (HOWARD; BUSH; WILDT, 1986; 

LUVONI et al., 2003). Estes últimos podem ser fontes preciosas de espermatozóides em 

animais que vieram a óbito recentemente ou que serão orquiectomizados (GOODROWE; 

HAY, 1993; LUVONI et al., 2003; TSUITSUI et al., 2003). 

 A eletroejaculação é o método mais apropriado para obtenção de sêmen de 

Felídeos selvagens, podendo ser realizada em animais anestesiados, sendo o método 

mais adequado para se reduzir o estresse e o risco, tanto para o animal como para a 

equipe durante a colheita do sêmen (HOWARD, 1993). Esta técnica envolve o estímulo 

das vias nervosas dos órgãos reprodutivos por meios de eletrochoques de baixa voltagem 

e amperagem (SEAGER, 1976). A extensão dos membros posteriores com leve abdução 

dos membros anteriores são indicadores físicos para determinação do pico de voltagem e 

correto posicionamento do eletrodo (HOWARD 1993). Amostras de sêmen obtidas 

através de eletroejaculação tendem a ter maior volume, pH mais elevado e menor 

concentração espermática, uma vez que há uma grande estimulação simpática quando 

este método é utilizado (DOOLEY; PINEDA, 1986; DOOLEY et al., 1991; AXNÉR; LINDE-

FORSBERG, 2002). Em um estudo realizado por Pineda et al. (1984), foi demonstrado 

que a estimulação elétrica e anestesias repetidas não afetaram a capacidade de 

ejaculação dos gatos utilizados. 

 

 

4.5 Avaliação de sêmen em Felídeos 

 

 

As técnicas clássicas de avaliação seminal em Felídeos consistem de uma série de 

análises descritivas que visam determinar o volume de ejaculado, pH, proporção de 

espermatozóides móveis, motilidade progressiva, concentração espermática, morfologia 

estrutural, entre outras (HOWARD, 1993). Estas análises devem contemplar vários 
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atributos simultaneamente para garantir maior confiabilidade na determinação do 

potencial de fertilização (GRAHAM, 2001). Porém, há mais de uma década, autores vêm 

consistentemente afirmando que os métodos descritivos citados acima são insatisfatórios 

na avaliação da capacidade fecundante do sêmen (GOODROWE; HAY, 1993; HOWARD, 

1993; AITKEN, 2006).  

De acordo com Aitken (2006), a fertilidade de uma determinada amostra seminal é 

determinada pela sua competência funcional, o que não pode ser avaliado baseando-se 

nos testes morfológicos convencionais rotineiramente utilizados. Sendo assim, alguns 

testes voltados para a avaliação das diferentes funções da célula espermática foram 

desenvolvidos; estes são denominados Testes Funcionais (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, 2003; 

RIJSSELAERE et al., 2005). 

 

 

4.6 Testes Funcionais 

 

 

Os testes funcionais podem ser divididos de acordo com as diferentes funções de 

cada componente da célula espermática, tais como avaliação da integridade de 

membrana plasmática, integridade do acrossomo, integridade do material genético e 

atividade mitocondrial da peça intermediária, entre outros (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, 

2003). 

 

 

4.6.1 Integridade de membrana plasmática 

 

 

Um aspecto fundamental no processo de avaliação seminal, que é em grande parte 

negligenciado pelos métodos descritivos, é a determinação da integridade estrutural e 

funcional das membranas lipoprotéicas dos espermatozóides (WATSON, 1995).  

A membrana espermática tem um importante papel nos processos de capacitação e 

fertilização do oócito e sua constituição bioquímica é um dos principais pontos de 

interesse do estudo da fisiologia e patologia espermática (KUMI-DIAKA, 1994; LENZI et 

al., 1996). Ela é basicamente composta por ácidos graxos e proteínas (FLESH; GADELLA, 

2000). Teorias sobre a fusão de membranas (oócito/espermatozóide) sugerem que a 

fluidez da membrana é pré-requisito para a função normal da célula, e que, a fluidez e a 

flexibilidade das membranas celulares são dependentes da sua composição lipídica 

(LENZI et al., 2002).  
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Vários testes foram desenvolvidos para a avaliação da integridade da membrana 

plasmática, e entre eles, podemos citar: o teste hipo-osmótico; o uso de sondas 

fluorescentes; e a eosina-nigrosina, sendo este último, por sua praticidade e custo, o 

método rotineiramente mais utilizado para esta finalidade (JEYENDRAN et al., 1984; 

KUMI-DIAKA; BADTRAM, 1994). 

Teoricamente, a integridade da membrana em uma célula viva impede a 

impregnação de colorações, o que não acontece em células mortas cujas membranas 

estão alteradas (WHO, 1992). A proporção entre células coradas e não coradas de uma 

determinada amostra (porcentagem de células mortas e vivas, respectivamente), através 

do método de coloração Eosina/Nigrosina (E/N), foi descrita para o sêmen de diversas 

espécies, como suínos, caprinos, cães e felinos (POTO et al., 2000; LILY-PALOMINO et 

al., 2001; AXNÉR; LINDE-FORSBERG, 2003; PEÑA, NÚÑEZ-MARTÍNEZ; MORÉN, 2006). 

 

 

4.6.2 Integridade acrossomal 

 

 

O acrossomo é um dos principais componentes da célula espermática, visto ser ele 

o responsável pela fusão do espermatozóide com o oócito (BELFORD, 1983). 

Porém, para que o espermatozóide adquira a habilidade de fecundar o oócito e 

iniciar o desenvolvimento embrionário, é necessário que ele passe por uma série de 

eventos, como o transporte para o oviduto, a capacitação, a ligação com a zona pelúcida, 

a reação acrossomal e a ativação do oócito (HERRICK; SWANSON, 2003).  

Segundo Yanagimachi (1994), 

[...] a capacitação espermática é um pré-requisito para a reação acrossomal na 
maioria dos mamíferos, que consiste na fusão entre a membrana externa do 
acrossomo e a porção da membrana plasmática que o envolve, levando à liberação 
das enzimas acrossomais.  
 

Fisiologicamente, esta reação ocorre quando o espermatozóide entra em contato 

com a zona pelúcida, permitindo a penetração na mesma e a fusão com a membrana 

plasmática do oócito (YANAGIMACHI, 1994). Se a capacitação não ocorrer no seu devido 

tempo a fertilização estará comprometida, o que geralmente acontece quando o sêmen 

apresenta alterações acrossomais (LONG et al., 1996).  

As membranas de algumas organelas, assim como as do acrossomo, são 

especialmente sensíveis aos danos causados pelo resfriamento (WATSON, 1995). Desta 

maneira, é muito importante avaliar a integridade dessas membranas ao se estudar 

novas metodologias de refrigeração do sêmen (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000). 

A avaliação da integridade da membrana acrossomal pode ser feita observando 

suas alterações morfológicas (microscopia eletrônica) ou através de testes funcionais, 
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lançando-se mão do uso de corantes ou de sondas fluorescentes (TALBOT; CHACON, 

1981; POPE; ZHANG; DRESSER, 1991; HARAYAMA; KUSUNOKI; KATO, 1993). 

No caso dos Felídeos, a avaliação acrossomal é dificultada pelo fato dessas espécies 

apresentarem um acrossomo estreito e de difícil visualização (DONOGHUE et al., 1992; 

HOWARD, 1993). Diante disso, Pope, Zhang e Dresser (1991) desenvolveram um 

método simples e rápido para a coloração desta organela, comprovando sua eficácia para 

a avaliação da integridade acrossomal do espermatozóide de gato doméstico (F. catus), 

gato-do-deserto-indiano (F. silvestris ornata), do gato selvagem (F. chaus) e do 

leopardo-das-neves (P. uncia). Desde então, esta coloração vem sendo cada vez mais 

utilizada para avaliação da integridade acrossomal de espermatozóides de diversas 

espécies (SPINDLER et al., 2004; LUVONI, 2006). 

 

 

4.6.3 Atividade citoquímica mitocondrial 

 

 

Assim como a integridade estrutural das membranas, a motilidade da célula 

espermática também exerce um papel fundamental na fertilização (KATO et al., 2001). A 

motilidade do espermatozóide é gerada basicamente pelo movimento flagelar de sua 

cauda, sendo este um dos parâmetros mais utilizados para a avaliação da qualidade de 

determinada amostra de sêmen, e, este movimento exige um gasto energético alto, 

sendo a desfosforilação do adenosina tri-fosfato (ATP) a principal fonte de energia 

consumida neste processo (SALISBURY; LODGE; VAN DEMARK, 1978). A célula 

espermática produz altas quantidades de ATP através das mitocôndrias da peça 

intermediária (WOOLLEY, 1971).  

Durante a espermatogênese ocorre uma série de mudanças na peça intermediária, 

como a disposição helicoidal das mitocôndrias ao redor do flagelo, a divisão das 

mitocôndrias em mitocôndrias esféricas e a disposição ponta-a ponta destas em duas 

hélices contíguas, que as permitem produzir toda a energia requerida durante o processo 

de fecundação (WOOLLEY, 1971; DE MARTINO; FLORIDI; MARCANTE, 1979). 

Kramer et al. (1993), demonstraram a relação existente entre o status mitocondrial 

e a integridade da membrana com a fertilidade. Estes autores afirmam que, “junto com a 

motilidade, o status mitocondrial e a integridade da membrana são fatores importantes 

para determinar a fertilidade”. Mais tarde, Vetter et al. (1998), reportaram que “o status 

mitocondrial pode ser útil em estudos toxicológicos do sêmen, especialmente aqueles que 

envolvem componentes que podem alterar o metabolismo energético sem afetar a 

integridade da membrana”. 
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Estudos para mensurar a atividade respiratória evidenciaram que a atividade 

mitocondrial está envolvida no processo de oxidação e produção de energia ao 

espermatozóide (KATO et al., 2001). A avaliação da atividade mitocondrial pode ser 

realizada utilizando-se testes tais como a Rodamina 123, o JC-1 e o Mito-tracker®, entre 

outros (CELEGHINI et al., 2007). No entanto, na maioria das vezes, estes testes, por 

utilizarem fluorescência, se tornam muito dispendiosos e pouco práticos para sua 

utilização rotineira, visto que o material precisa ser analisado num curto espaço de 

tempo (CELEGHINI et al., 2007). Diante disto, Hrudka (1987) desenvolveu um ensaio 

citoquímico para demonstração qualitativa e quantitativa da atividade da enzima 

Citocromo C-Oxidase (CCO) – enzima da cadeia respiratória responsável pela produção 

de energia do espermatozóide – através da 3,3'-diaminobenzidina (DAB).  

 

 

4.6.4 Integridade de DNA 

 

 

A cromatina do espermatozóide de mamíferos é construída em um modelo 

conservativo que é extremamente compacto e estável, diferindo substancialmente das 

células somáticas (SHEN; ONG, 2000). 

Estudos têm demonstrado que a organização anormal da cromatina espermática é 

mais freqüente em machos subférteis e inférteis (SAKKAS; TOMLINSON, 2000; SHEN; 

ONG, 2000; DONNELLY et al., 2001). Distúrbios na organização do material genômico do 

espermatozóide podem ter um sério impacto na fertilidade, pois, ainda que com seu 

material genético fragmentado, o espermatozóide pode vir a fecundar o oócito podendo 

causar problemas na prole ou mesmo em gerações futuras (HAINES, 2001; HUGES et al., 

1999). Segundo Aitken (1999), “mesmo as amostras espermáticas com resposta 

satisfatória em testes de penetração, poderiam gerar, por exemplo, indivíduos com maior 

susceptibilidade a doenças ou anormalidades de desenvolvimento”. 

Nos últimos 25 anos, foram desenvolvidos diversos métodos para a avaliação de 

fragmentação de fitas de DNA espermático “in situ”, sendo que os quatro principais 

testes para tal avaliação, são: o Ensaio TUNEL (“Terminal Uridine Nick End Labelling”); o 

Ensaio SCSA (“Sperm Chromatin Structure Assay”); e o SCGE (“Single-Cell Gel 

Eletrophoresis”), também chamado de Ensaio Cometa (EVENSON; WIXON, 2006).  

O Ensaio TUNEL é um método enzimático de detecção da fragmentação de DNA 

resultante da cascata de sinalização apoptótica no qual a presença da fragmentação é 

identificada pela TdT (Transferase deoxinucleotidil Terminal), uma enzima que irá 

catalisar a adição do nucleotídeo dUTP (deoxiuridina trifosfatada) conjugado a uma 

fluoresceína à região livre do grupo 3’ hidroxil. (GAVRIELI; SHERMAN; BEM-SASSON, 
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1992; PAULA-LOPES, HANSEN, 2002). Durante anos, a técnica teve sua acurácia 

questionada, pois o protocolo original também poderia marcar as células necróticas, além 

das apoptóticas (GRASL-KRAUPP et al., 1995). Hoje em dia, com a técnica melhorada, é 

possível identificar apenas as células na fase final da apoptose (NEGOESCU et al., 1996, 

1998). 

O Ensaio SCSA faz a determinação quantitativa da integridade da cromatina 

espermática, definida pela susceptibilidade do DNA à desnaturação ácido-induzida “in 

situ” (LARSON et al., 2000). Para esta técnica, uma solução de baixo pH desnatura o 

DNA nos espermatozóides com a cromatina alterada (o que não acontece com a 

cromatina intacta), e com o uso de um corante fluorescente intercalante pode-se fazer a 

determinação através da citometria de fluxo (EVENSON; JOST, 1994). 

O Ensaio Cometa (EC), inicialmente desenvolvido para estudos toxicológicos, se 

baseia em princípios da eletroforese associada ao uso de corantes intercalantes 

fluorescentes, sendo o único capaz de mensurar o grau de fragmentação do DNA de cada 

célula individualmente (DUTY et al., 2002). Por este motivo, SAKKAS e TOMLINSON 

(2000), afirmam que “o Ensaio Cometa não pode deixar de ser usado em exames 

prognósticos de fertilidade”. O EC também já foi reportado como ferramenta para avaliar 

os danos provocados pela criopreservação e pelo estresse oxidativo sobre a célula 

espermática (SAKKAS; TOMLINSON, 2000; SHEN; ONG, 2000; DONNELLY et al., 2001; 

ONG; SHAN; CHIA, 2002). 

 

 

4.7 Estresse oxidativo 

 

 

O estresse oxidativo refere-se ao desequilíbrio entre o nível de produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS, “Reactive Oxigen Species”) e o grau de proteção dos 

mecanismos antioxidantes (ONG; SHAN; CHIA, 2002).  

Entre as espécies reativas de oxigênio, as mais importantes são o radical hidroxila 

(OH-), o ânion superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2), e o óxido nítrico (NO2) 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Dentre estas, o ânion superóxido e o peróxido de 

hidrogênio são as ROS formadas primariamente, sendo o H2O2 gerado através da 

dismutase (enzimática ou não enzimática) do ânion superóxido (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1989). A ROS mais reativa e prejudicial é o radical hidroxila (OH-), que 

pode ser formado através do H2O2 e do ânion superóxido, e através da reação do ânion 

superóxido com o óxido nítrico, produzindo o peroxinitrito (OONO-), que então irá se 

decompor para NO2 e OH
- (Esquema 1) (HALLIWELL, 1991).  
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Esquema 1- Formação das espécies reativas de oxigênio (NICHI, 2003) 

 

 

4.7.1 Espécies reativas de oxigênio (ROS) e o espermatozóide 

 

 

O estresse oxidativo é considerado como uma das causas mais freqüentes da 

disfunção espermática (ATIKEN et al., 1998); além de ser um dos principais fatores 

associados à perda na fertilidade de amostras de sêmen durante sua manipulação e 

armazenamento, principalmente quando utilizadas técnicas que necessitam da retirada 

do plasma seminal (BALL et al., 2001; CALAMERA et al., 2001; WATSON, 2001; AITKEN; 

BAKER, 2002). Estudos indicam que a perda de qualidade de amostras espermáticas, 

criopreservadas ou sob refrigeração, pode estar relacionada ao estresse oxidativo 

(AURICH et al., 1997; BAUMBER et al., 2000).  

Desde a primeira metade da década de 40 há relatos de que os ROS diminuem a 

motilidade espermática, e mais adiante, que os radicais livres são produzidos tanto por 

espermatozóides normais quanto por anormais, entretanto os normais possuem 

mecanismos de defesa que previnem o dano celular (SULEIMAN et al., 1996). 

Lewis et al. (1997), em um estudo com homens férteis e inférteis, observaram um 

aumento na produção de ROS em 40% dos inférteis, porém, nos férteis, não foi possível 

a sua detecção pelas metodologias utilizadas. Pasqualotto et al. (2000), afirmam que “40 

a 80% dos pacientes inférteis apresentam altos níveis de oxigênio reativo seminal, 

independente da causa da infertilidade”. 

Estudos verificaram que o espermatozóide é particularmente susceptível ao ataque 

das ROS (JONES; MANN, 1977). Acredita-se que tal fato deve-se à pequena quantidade 

de citoplasma na célula espermática normal, o que limita a quantidade de antioxidantes, 

principalmente os enzimáticos (VERNET; AITKEN; DREVET, 2004). Além disso, a grande 

quantidade de ácidos graxos poli-insaturados na membrana espermática, o que permite 

a fluidez necessária para os eventos associados à fertilização, torna os espermatozóides 
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ainda mais vulneráveis (PARKS; HAMMERSTEDT, 1985; LENZI et al., 2000; AGARWAL; 

SALEH; BEDAIWY, 2003). As ROS atacam as ligações duplas (insaturações) nestas 

moléculas, enfraquecendo a ligação carbono-hidrogênio no átomo de hidrogênio 

adjacente, tornando-o suscetível à clivagem (SHARMA; AGARWAL, 1996). Sendo assim, 

devido à sua alta reatividade, produzem extensivos danos a proteínas, além de 

modificações de citoesqueleto e alterações de mecanismos celulares (SHARMA; 

AGARWAL, 1996). Neste sentido, Jones e Mann (1977), já haviam relatado que “a 

oxidação espermática é acompanhada por alterações estruturais na região acrossômica, 

diminuição da motilidade e perda de constituintes intracelulares”.  

Mais tarde, alguns estudos demonstraram que a presença do oxigênio reativo em 

excesso também está associada à diminuição na concentração, e ao aumento de 

alterações morfológicas de peça intermediária, que prejudicariam a capacitação 

espermática e a reação acrossomal (SHARMA; AGARWAL, 1996; SULEIMAN et al., 1996; 

LEWIS et al., 1997; HSU et al., 1998; PASQUALOTTO et al., 2000). Alterações 

mitocondriais, danos estruturais no DNA, perda da integridade de membrana e inativação 

de enzimas também têm sido correlacionadas com a formação de lipo-peróxidos – 

radicais livres de oxigênio ligados a lipídeos (JONES; MANN, 1977; BECONI et al., 1991; 

ATIKEN et al., 1998). 

A relação entre a célula espermática e as ROS vai mais além. Segundo Engel, 

Schreiner e Petzoldt (1999), “espermatozóides imóveis e espermatozóides 

morfologicamente normais, porém funcionalmente anormais, também são fontes de 

ROS”. Rhemrev et al. (2001), verificaram que a produção de ROS por espermatozóides 

imóveis, funcionalmente e/ou morfologicamente anormais, ocorre provavelmente devido 

à inativação dos sistemas antioxidantes destas células. 

Autores também sugerem que a oxidação dos fosfolipídios de membrana pode ser 

responsável pela diminuição do tempo de vida do espermatozóide na fêmea, bem como 

pela diminuição da qualidade do sêmen congelado e/ou resfriado utilizado na 

inseminação artificial (BECONI et al., 1991; HSU et al., 1998). 

O mecanismo de ação das ROS na fisiologia normal do espermatozóide ainda não 

foi completamente elucidado, porém os resultados dos experimentos que vêm sendo 

realizados convergem para a definição de que os processos de hiperativação, 

capacitação, ligação com a zona pelúcida e reação acrossômica sejam processos 

oxidativos ou regulados por redução (AITKEN; CLARKSON, 1988; AITKEN; CLARKSON; 

FISHEL, 1989; AITKEN et al., 1989; RAO et al., 1989; IWASAKI; GAGNON, 1992; 

AGARWAL; IKEMOTO; LOUGHLIN, 1994; NICHI, 2003). 
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4.7.2 Mecanismos de proteção antioxidantes seminais 

 

 

O organismo desenvolveu mecanismos para proteger-se do processo oxidativo e as 

substâncias que participam destes processos receberam o nome de antioxidantes. Dentre 

as substâncias classificadas como agentes antioxidantes estão vitaminas, minerais e 

enzimas (MACHLIN; BENDICH, 1987). Os antioxidantes naturais podem restabelecer o 

balanço entre as moléculas oxidantes e antioxidantes no organismo, mantendo assim a 

integridade das membranas celulares e prevenindo o dano oxidativo ao DNA (WOUNG et 

al., 2000). 

O sistema enzimático de proteção das membranas celulares contra a peroxidação 

lipídica é composto basicamente por três enzimas: a glutationa peroxidase (GPx), a 

superóxido dismutase (SOD) e a catalase (AITKEN et al., 1996; LENZI et al., 1996; 

BRIGELIUS-FLOHÉ, 1999), sendo que existe uma associação entre a peroxidação lipídica 

e as enzimas antioxidantes (DANDEKAR et al., 2002).  

O sistema de proteção de membranas não enzimático é composto basicamente 

pelas vitaminas E (tocoferol) e C (ascorbato), que são capazes de reparar os radicais 

oxidados e assim impedir a cascata oxidativa (BUETTNER, 1993).  

As vitaminas E e C atuam conjuntamente na proteção das membranas lipídicas 

contra o dano oxidativo, sendo que a vitamina E oxida-se e interrompe a reação em 

cadeia da peroxidação lipídica de biomembranas e lipoproteínas (HSU et al. 1998). A 

vitamina C transfere as ROS da fase aquosa para a cadeia transportadora de elétrons e 

assim inibe a peroxidação lipídica, além de reciclar a vitamina E oxidada (radicais 

tocoferil), tornando-a novamente ativa (HSU et al., 1998). 

Durante o processo de maturação o espermatozóide perde citoplasma, perdendo 

assim parte dos mecanismos endógenos de reparo e as defesas enzimáticas, que são 

observadas nos outros tipos celulares (DONNELLY; MCCLURE; LEWIS, 1999). Contudo, 

ele é protegido do ataque oxidativo pelo plasma seminal que contém enzimas e 

moléculas antioxidantes, como as vitaminas E e C, superóxido dismutase e a catalase 

(LEWIS et al., 1997; HSU et al., 1998; DONNELLY; MCCLURE; LEWIS, 1999). De acordo 

com alguns autores, a capacidade antioxidante total do plasma seminal é maior em 

homens férteis (LEWIS et al., 1997; PASQUALOTTO et al., 2000). 
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Esquema 2: Mecanismo de ação do sistema enzimático de proteção antioxidante 

 

 

4.7.3 Tratamento antioxidante 

 

 

Segundo Halliwell e Gutteridge (1989), “define-se um antioxidante como qualquer 

substância que, quando presente em baixas concentrações, comparadas com às de um 

substrato oxidável, retarda ou previne significantemente a oxidação deste substrato”. 

Apesar de reconhecida a importância dos antioxidantes na prevenção do estresse 

oxidativo no sêmen, ainda há controvérsias sobre a importância de cada uma das 

enzimas envolvidas na prevenção dos danos causados pelo estresse oxidativo (NICHI, 

2003). Tais controvérsias surgem pelo fato de que as ROS desempenham um papel 

importante no processo fisiológico normal do espermatozóide, regulando a taxa de 

hiperativação, atuando na reação acrossômica e na fusão espermatozóide/oócito 

(AITKEN; IRVINE; WU, 1991; DE LAMIRANDE; EILEY; GAGNON, 1993; DE LAMIRANDE; 

GAGNON, 1993; GRIVEAU; RENARD; LE LANNOU, 1994; KODAMA; KURIBAYASHI; 

GAGNON, 1996; DE LAMIRANDE et al., 1997; SENGOKU et al., 1998). Deste modo, um 

tratamento antioxidante pode ser benéfico ou deletério, de acordo com o tipo e a 

quantidade de antioxidante utilizado (NICHI, 2003). 

Li et al. (1999), realizaram um estudo no qual os níveis testiculares de glutationa 

peroxidase foram mensurados em ratos após administração de cocaína. Neste 

experimento, os índices de estresse oxidativo, medido através dos níveis de 

malondialdeído – metabólito originado da peroxidação lipídica – aumentaram 

posteriormente à diminuição dos níveis de glutationa. Ainda neste estudo, os resultados 

sugerem que a produção de ROS no testículo, provocada pela cocaína, foi controlada pela 

glutationa peroxidase, e, com o consumo daquele antioxidante e os níveis ainda elevados 

de ROS, os índices de peroxidação lipídica testicular aumentaram. Os autores então 

concluem que a glutationa é um importante agente antioxidante em nível testicular. 

Num outro estudo, Calamera et al., (2001), incubaram espermatozóides humanos 

por 48 horas, em meio de Ham F10 modificado, com e sem catalase, e observaram a 

H2O + O2 2H2O 

GSH 

GSSH 

Fe2+/Cu+ Fe3+/Cu2+ 
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produção de níveis significativos de ROS. Neste experimento, as amostras tratadas com 

catalase não apresentaram melhora significativa.  

Em um sistema de produção de ROS proposto por Twigg et al. (1998), a adição de 

NADPH, provável indutor de produção de ROS intracelular, provocou altos níveis de 

peroxidação lipídica e danos na motilidade e no DNA espermático. A nicotinamida 

adenina dinucleótido fosfato (NADP) é uma coenzima semelhante à nicotinamida adenina 

dinucleótido, sendo o doador de elétrons nas reações da via das pentoses-fosfato, 

havendo redução da NADP+ em NADPH (TWIGG et al., 1998). Neste experimento, a 

adição de SOD e catalase não foi eficaz na prevenção dos efeitos adversos das ROS. 

Segundo os autores, isso ocorreu provavelmente devido à indução da formação de ROS 

no interior da célula, indicando que os níveis de proteção antioxidante dependem dos 

locais de produção destes radicais e conseqüente peroxidação lipídica. 

 

 

4.7.4 A Glutationa 

 

 

Segundo Nichi (2003), “as glutationas peroxidases (GPx) são uma família de 

enzimas que podem ser dividias em dois grupos, as selênio-dependentes e as selênio 

independentes”. As enzimas do grupo selênio-dependente podem decompor o H2O2 e 

vários hidro ou lipoperóxidos. Nesta reação, catalisada pela glutationa peroxidase, a 

glutationa reduzida (GSH, γ-glutamil-L-cisteinilglicina) é usada como co-substrato para 

metabolizar o H2O2, resultando em H2O e glutationa oxidada (GSSG). A GSSG, por sua 

vez, pode ser reduzida novamente para GSH pela enzima glutationa redutase (GRD), 

dependente do NAHDP (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). O mecanismo catalítico das 

GPx envolve a oxidação de seu sítio ativo selenolato para ácido selênico. Com a adição 

de uma molécula de GSH, o ácido selênico é transformado em seleniosulfídio agregado à 

glutationa, que pode ser regenerado para o selenonato e glutationa oxidada (GSSG) pela 

adição de uma segunda molécula de GSH. Deste modo, duas moléculas de GSH são 

oxidadas para GSSG que, subseqüentemente, podem ser reduzidas pela GRD, a enzima 

redutora de GSSG mais abundante em mamíferos (NORDBERG; ARNÈR, 2001). 

As glutationas selênio-dependentes podem ser divididas em quatro formas 

geneticamente distintas, GPx1, GPx2, GPx3 e GPx4. A GPx2 é encontrada no citosol e a 

GPx3, no meio extracelular, e são pouco detectadas na maioria dos tecidos, exceto trato 

gastrointestinal e rins. A GPx1 e a GPx4 são localizadas na maioria dos tecidos estando a 

GPx1 restrita às mitocôndrias e a GPx4 ao citosol e à membrana (MATÈS, 2000). A GPx1 

provoca a redução de hidroperóxidos de ácidos graxos e H2O2 utilizando a GSH. Já a 

GPx4 pode reduzir diretamente hidroperóxidos de fosfolípides, de ácidos graxos e de 
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colesterol, que são produzidos em membranas peroxidadas e lipoproteínas oxidadas 

(IMAI et al., 1998). A GPx1 é predominantemente presente em eritrócitos, rins e fígado e 

a GPx4 é altamente expressa nas células epiteliais renais e nos testículos (NICHI, 2003).  

 

 

4.7.5 Mensuração do estresse oxidativo 

 

 

Segundo Nichi (2003),  

[...] muitas pesquisas têm sido feitas a fim de desenvolver índices de estresse 
oxidativo que possam identificar e quantificar, com acurácia, os efeitos desse 
processo sobre a infertilidade. Uma vez que, o estresse oxidativo corresponde a um 
desequilíbrio entre a produção de ROS e a proteção oxidativa no sêmen, torna-se 
concebível que a avaliação do estresse oxidativo seja feita através da mensuração 
dos níveis de ROS e/ou seus metabólitos, assim como, dos níveis de antioxidante 
no sêmen. 
 

Para a dosagem de ROS no sêmen são necessárias técnicas muito sensíveis, visto 

que a produção destes pelo sêmen é relativamente baixa quando comparada com a 

produzida por leucócitos, por exemplo, e, além disso, a meia-vida das ROS é muito curta 

(LUNEC, 1989; KESSOPOULO et al., 1994). Para mensurá-las são usadas técnicas de 

quimioluminescência, que, mesmo sendo bastante sensíveis, não conseguem dosar níveis 

de ROS que ocorrem em amostras seminais de homens normais (SHEKARRIZ; THOMAS 

JR; AGARWAL, 1995; SHEKARRIZ et al., 1995). Pasqualotto et al. (2000), ressaltam que 

“a mensuração dos níveis de antioxidantes também pode ser realizada pela dosagem 

imunocitoquímica e pela dosagem enzimática”. 

A dosagem de componentes oxidados que se mantém nos fluidos corporais é uma 

técnica mais específica, visto que avalia indiretamente o estresse oxidativo efetivamente 

ocorrido, e, um destes componentes, o malondialdeído (MDA), pode ser usado como um 

índice de peroxidação lipídica (AITKEN; HARKISS; BUCKINGHAM, 1993a; SIDHU et al., 

1998). A ocorrência da peroxidação lipídica em espermatozóides leva a um acúmulo 

progressivo de hidroperóxidos lipídicos na membrana plasmática espermática que 

posteriormente se decompõem para formar o MDA (SLATER, 1984; JANERO, 1990). A 

avaliação dos níveis de MDA tem sido extensivamente utilizada como marcador da 

peroxidação lipídica (SLATER, 1984; JANERO, 1990; NICHI, 2003). 

Entre os diferentes métodos analíticos estabelecidos, a reação com o ácido 2-

tiobarbitúrico (TBA) é o mais utilizado, sendo que nesta reação, o composto formado pela 

reação entre o MDA e o TBA pode ser mensurado através de sua absorbância ou 

fluorescência (NICHI, 2003).  

Uma ferramenta importante e muito utilizada para a avaliação dos níveis de 

proteção antioxidante e de peroxidação lipídica é a geração artificial de ROS, o que 

permite avaliar dois aspectos: a peroxidação lipídica espermática e a disponibilidade de 
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hidroperóxidos lipídicos na membrana plasmática do espermatozóide, pelos quais iria se 

iniciar a reação peroxidativa em cadeia; e a habilidade do espermatozóide em inibir a 

propagação deste processo através de mecanismos antioxidantes (AITKEN; HARKISS; 

BUCKINGHAM, 1993a). 

Uma técnica frequentemente utilizada para provocar a peroxidação lipídica, é a 

indução pelo sistema sulfato de ferro (FeSO4) + ácido ascórbico (AITKEN; HARKISS; 

BUCKINGHAM, 1993b; GRIVEAU et al., 1995). Esta técnica se baseia na formação de 

metais de transição (Ferro e Cobre) que irão catalisar a quebra de hidroperóxidos pré-

existentes iniciando a propagação da reação em cadeia da peroxidação lipídica promovida 

pelo ferro através da reação de Fenton (Esquema 3). O ácido ascórbico, por sua vez, 

provocaria a redução do Fe3+ para Fe2+, alimentando novamente a reação (AITKEN; 

HARKISS; BUCKINGHAM, 1993b; ENGEL; SCHREINER; PETZOLDT, 1999). 

 

 

 

 

 

Esquema 3: Reação de Fenton, adaptado de Nordeberg e Arnér (2001) 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Cu+/Fe2+ + H2O2                    Cu2+/Fe3+ + OH- + HO● 



 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

55  MMAATTEERRIIAALL  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

  

  
“O único lugar onde o sucesso vem antes do trabalho é no dicionário”. 

- Albert Eisntein 
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55  MMAATTEERRIIAALL  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

 

 

O presente estudo foi conduzido nas instalações da Fundação Parque Zoológico de 

São Paulo, no Laboratório de Andrologia do Departamento de Reprodução Animal da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo e no 

Laboratório de Reprodução Humana da Escola Paulista de Medicina da Universidade 

Federal de São Paulo, e foi dividido em experimento 1 e experimento 2.  

O experimento 1 constituiu-se no resfriamento de sêmen de gato-do-mato-pequeno 

(Leopardus tigrinus, SCHREBER, 1775) por 24 horas, tratado com três diluidores 

diferentes e quatro tratamentos antioxidantes, sendo as amostras avaliadas através de 

testes convencionais e funcionais, assim como, pela resistência dos espermatozóides ao 

estresse oxidativo por meio da dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. 

No experimento 2, o diluidor que apresentou os melhores resultados para as 

variáveis avaliadas no Experimento 1 foi utilizado para verificar o efeito na integridade do 

material genético espermático, do tratamento antioxidante e do tempo de resfriamento.  

 

 

5.1 Delineamento experimental 

 

 

O experimento 1 foi realizado seguindo um fatorial 3x4x3, sendo cada um dos 

fatores, respectivamente, três diluidores (TCM, HAM e TGC), quatro tratamentos 

antioxidantes com diferentes concentrações de glutationa reduzida (0; 0,5; 1,0 e 

1,5mM), e três tempos de resfriamento (2, 12 e 24 horas), totalizando 36 tratamentos 

(Esquema 4).   

O experimento 2 foi realizado usando-se apenas o diluidor TGC e seguindo um 

fatorial 4x3, sendo cada um dos fatores, respectivamente, quatro tratamentos 

antioxidantes com diferentes concentrações de glutationa reduzida (0; 0,5; 1,0 e 

1,5mM), e três tempos de resfriamento (2, 12 e 24 horas), totalizando 12 tratamentos. 
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Esquema 4 – Representação gráfica do delineamento experimental utilizado no 

experimento  
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5.2 Animais 

 

 

Foram utilizados 15 machos adultos de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus, 

SCHREBER, 1775), mantidos em cativeiro pela Fundação Parque Zoológico do Estado de 

São Paulo – FPZSP. 

Todos os animais do experimento estavam hígidos e mantidos sob as mesmas 

condições de manejo ambiental, alimentar e reprodutivo. Os recintos são localizados em 

local onde não há visitação do público e apenas pessoas da equipe técnica da instituição 

tem acesso. Quanto ao manejo alimentar, os animais são alimentados com carne bovina, 

pintos, sardinhas, codornas e ratos. O manejo reprodutivo é realizado de forma que os 

machos apenas são colocados em companhia de fêmeas conforme a intenção do 

zoológico de obter crias, caso contrário os machos ficam sozinhos ou acompanhados de 

outros machos em seus recintos.  

A formação dos grupos para a coleta foi estipulada pelo zoológico de forma que o 

jejum prévio e a contenção não prejudicassem o manejo ou interferissem na rotina.  

Porém, foram tomadas medidas para que os animais pudessem ser separados em grupos 

de três a quatro indivíduos por coleta, sendo que as coletas fossem realizadas 

semanalmente, com um intervalo mínimo de um mês entre coletas de um mesmo 

animal. 

 

 
Figura 1 - Gato-do-mato-pequeno (Leopardus 

tigrinus, SCHREBER, 1775)2.  
 

 

 

 

                                                           
2Fonte: <http://www.naturezaselvagem.hpg.ig.com.br/fotos/Animais/gato-do-mato-pequeno.jpg>. Acesso em 

janeiro de 2005. 
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5.3 Contenção e anestesia 

 

 

 Os animais eram retirados de seus recintos e transportados até a Divisão de 

Veterinária da FPZSP em caixas de transporte. Em seguida, eram passados para uma 

caixa de contenção com parede móvel, para que fossem pesados e submetidos à 

contenção química, administrada pela via intramuscular. A medicação utilizada foi a 

quetamina (10mg/kg), associada ao cloridrato de xilazina (1mg/kg). Após a contenção 

química, com o estabelecimento do plano anestésico desejado, o animal era acomodado 

na sala onde se realizaram os procedimentos. Encerrado o procedimento, os animais 

eram novamente acomodados em caixas de transporte e o retorno da anestesia 

monitorado, sendo por fim, realojados em seus recintos quando aptos para tal.

 

 

5.4 Colheita do sêmen 

 

 

Uma vez realizado o exame da genitália, os animais foram submetidos ao 

procedimento de eletroejaculação para obtenção do sêmen. O aparelho utilizado foi o 

modelo Torjet 65C® (Eletrovet), que permite controle da voltagem dos estímulos 

elétricos entre 0 e 12V, segundo recomendado por Platz e Seager (1978). Foi utilizado 

um eletrodo retal bipolar (probe), desenvolvido de acordo com as características 

anatômicas da espécie, fabricado em plástico rígido, e apresentando três linhas metálicas 

longitudinais de cobre para propagação dos estímulos elétricos, como preconiza Howard 

(1993). Antes de proceder com os estímulos elétricos o pênis era posicionado dentro de 

um frasco plástico do tipo Eppendorf® pré-aquecidos a 37°C. 

O procedimento de eletroejaculação baseou-se nos métodos descritos na literatura 

(PLATZ; SEAGER, 1978; HOWARD, 1993). Desta maneira, a probe era lubrificada com 

gel de carboximetilcelulose e introduzida no reto do animal com as linhas metálicas 

posicionadas ventralmente, massageando-se a região com o objetivo de aumentar o 

estímulo do plexo pélvico. Com a probe posicionada, eram realizadas 3 séries de 10 

estímulos cada, inicialmente com 2V, aumentando-se gradativamente 1V a cada série, e 

iniciando uma nova série com a voltagem final da última série, totalizando 80 estímulos, 

como mostra a sequência abaixo: 

 
� primeira série de 30 estímulos: 10 de 2V, 10 de 3V e 10 de 4V; 

� segunda série de 30 estímulos: 10 de 3V, 10 de 4V e 10 de 5V); 

� terceira e última série: 20 estímulos (10 de 4V e 10 de 5V). 
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Imediatamente após a eliminação de qualquer material pelo animal após um 

estímulo, o frasco era trocado prevenindo-se possível contaminação por urina. Caso 

terminada uma série sem que fosse obtido um ejaculado, um intervalo de três minutos 

era realizado antes do início da próxima série.  

Se o animal apresentasse uma boa resposta aos estímulos de uma determinada 

voltagem, a série seguia sem o aumento da voltagem até que se completassem os 

números totais de estímulos programados. Quando ocorriam interrupções inesperadas no 

protocolo, este se reiniciava na mesma voltagem anterior à pausa, a menos que o animal 

não respondesse positivamente aos estímulos. No entanto, se os ejaculados fossem 

considerados suficientes para a condução do experimento, mesmo que não finalizado, o 

protocolo de eletroejaculação era interrompido evitando uma estimulação desnecessária 

do animal. 

 

 

5.5 Processamento do sêmen 

 

 

Imediatamente após a obtenção de uma amostra, a mesma era observada para 

detectar alterações perceptíveis macroscopicamente, tais como alterações da coloração e 

presença de urina. Era também realizada uma análise microscópica prévia, considerando-

se apenas a presença de células móveis. 

Os ejaculados obtidos de um animal eram misturados e divididos em quatro 

alíquotas iguais, e, cada uma das alíquotas colocadas em criotubos contendo os 

diferentes diluidores e acondicionadas a 37°C em banho-maria. Os ejaculados dos outros 

animais do mesmo grupo eram também adicionados a estes criotubos formando um 

“pool”, considerado como unidade experimental. A viabilidade do pool era avaliada 

através de uma análise microscópica subjetiva. Para isto, 5µL de sêmen era colocado 

entre lâmina e lamínula, ambas previamente aquecidas em placa (37ºC) e observadas 

quanto à motilidade, ao vigor e à concentração, sobre platina aquecida (37ºC), no 

microscópio de luz, sob aumento de 10 vezes. No total, foram formados 9 “pools”, 

resultando em 3 repetições para cada diluidor. 

Para este experimento foram testados três diluidores:  

 
� Meio de Cultivo Celular de Earle® TCM 199(TCM) 3;  

� Meio de Cultivo Celular de HAM F10® (HAM) 4;  

� Diluidor preparado com Tris-gema-citrato (TGC) 5. 

                                                           
3 TCM: Earle’s TCM 199, Nutricell Nutrientes Celulares (Campinas, SP) 
4 HAM: Ham’s F10 com albumina sérica bovina, Nutricell Nutrientes Celulares (Campinas, SP)  
5 TGC: 3g Tris, 1,7g ácido cítrico, 1,25g frutose, 0,02mg amicacina, 20% gema de ovo (v/v). 
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 Cada um dos diluidores foi previamente preparado com quatro concentrações 

diferentes de glutationa reduzida6 (GSH), foram elas: 0mM (controle); 0,5mM; 1,0mM e 

1,5mM. 

Após as alíquotas serem distribuídas em seus respectivos diluidores, as mesmas 

eram submetidas ao resfriamento numa curva de -0,2°C/min até atingirem 4°C. O 

resfriamento realizava-se acomodando os criotubos contendo as amostras em um 

recipiente com água a 37°C, que por sua vez, era acondicionado em um isopor com gelo 

picado. 

A partir de duas horas de incubação, tempo necessário para o sêmen atingir a 

temperatura de 4°C, as amostras eram avaliadas quanto à motilidade, vigor,  integridade 

acrossomal, integridade da membrana plasmática e ao grau de atividade mitocondrial da 

peça intermediária. Também eram avaliadas quanto à resistência ao estresse oxidativo, 

através da mensuração da concentração de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico, e 

quanto à integridade do DNA. As mesmas avaliações eram realizadas após 12 e 24 horas 

de incubação do sêmen a 4°C em refrigerador com temperatura controlada (Esquema 5). 

As amostras diluídas em TGC eram centrifugadas a 600 x g por 5 minutos e 

ressuspendidas em PBS para a retirada do diluidor antes de serem processadas. 
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Esquema 5 – Representação gráfica do processamento das amostras 

 

 

                                                           
6 Acros Organics® (32022-5000) 
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5.6 Testes Convencionais 

 

 

Os testes convencionais utilizados neste experimento foram motilidade e vigor 

espermático, através dos quais foi calculado o índice de motilidade espermática. 

 

 

5.6.1 Avaliação da Motilidade Espermática 

 

 

A motilidade foi então classificada, numa escala entre 0 e 100%, segundo a 

proporção de espermatozóides móveis nos campos observados sob aumento de 100 

vezes em microscópio convencional, sendo 0% para nenhum espermatozóide móvel no 

campo e 100% para todos os espermatozóides móveis.  

 

 

5.6.2 Avaliação do Vigor Espermático 

 

 

O vigor foi avaliado quanto ao movimento progressivo retilíneo dos 

espermatozóides numa escala de 0 a 5, na qual, 0 representa ausência de movimento e 

5 representa movimentos progressivos intensos. 

 

 

5.6.3 Índice de Motilidade Espermática 

 

 

Segundo Howard (1993), com os valores de motilidade e vigor é possível 

calcularmos uma taxa de motilidade geral denominada Índice de Motilidade Espermática 

(IME), utilizando-se a fórmula: 

 
IME = [% espermatozóides móveis + (20 x vigor)] / 2. 
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5.7 Testes Funcionais 

 

 

Os testes funcionais utilizados neste experimento foram a avaliação da integridade 

das membranas acrossomal e plasmática, avaliação da atividade mitocondrial e avaliação 

da integridade do DNA espermático. 

 

 

5.7.1 Avaliação da Integridade Acrossomal 

 

 

Visando monitorar os possíveis danos causados durante o resfriamento das 

amostras, a técnica da Coloração Simples de Pope (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991) foi 

utilizada para a avaliação da integridade estrutural da membrana acrossomal.  

Para tanto, a cada tempo de resfriamento, uma alíquota de cada amostra (5µl) foi 

adicionada ao Corante Simples de Pope (5µl), sendo a mistura incubada por 70 

segundos. Após incubação, foram feitos esfregaços sobre lâminas de microscopia, os 

quais foram analisados em microscópio convencional sob aumento de 1250 vezes. Foram 

contadas 200 células por lâmina, classificadas como: 

Acrossomo Íntegro: região acrossomal de coloração lilás, levemente mais escura 

que a região pós-acrossomal (Figura 2); 

Acrossomo Não-íntegro: região acrossomal de coloração rosa, levemente mais clara 

que a região pós-acrossomal (Figura 3). 

 

 

 
Figura 2 – Espermatozóide com acrossomo  

ìntegro. Coloração Simples de 
Pope. Obj. 100x. 

 

 

 
Figura 3 – Espermatozóide com acrossomo não-

ìntegro. Coloração Simples de Pope. 
Obj. 100x. 
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5.7.2 Avaliação da Integridade da Membrana Plasmática 

 

 

Para a avaliação da integridade da membrana plasmática, foi utilizada a coloração 

de Eosina-Nigrosina (E/N) segundo Barth e Oko (1989). Nesta coloração, por alterações 

na permeabilidade das membranas dos espermatozóides, a eosina cora estas células de 

rosa. Os espermatozóides com membranas íntegras não permitem a entrada do corante, 

portanto, contrastando com o plano de fundo tomado pela coloração escura da nigrosina, 

as células aparecem brancas. Desta maneira, uma alíquota de sêmen (5µl) foi misturado 

ao corante na proporção de 1:1 e realizados esfregaços sobre lâminas de microscopia. As 

lâminas foram analisadas em microscópio convencional sob aumento de 1250 vezes. 

Foram contadas 200 células por lâmina, classificadas como células com membrana não-

íntegra (coradas; Figura 4) e íntegra (não coradas; Figura 5). 

 

 

 
Figura 4 – Espermatozóide com a membrana 

plasmática não íntegra. Eosina-
nigrosina. Obj. 100x. 

 
Figura 5 – Espermatozóide com a membrana 

plasmática íntegra. Eosina-nigrosina. 
Obj. 100x.

 

 

5.7.3 Avaliação da Atividade Mitocondrial 

 

 

Segundo Hrudka (1987), a enzima Citocromo C-Oxidase (CCO) tem um papel 

fundamental no processo de respiração celular e metabolismo energético das células, 

além de ser pré-requisito para as funções osmótica e sintética, para a motilidade e 

manutenção da estrutura celular. A técnica citoquímica desenvolvida por este autor 

baseia-se na oxidação da 3,3'-diaminobenzidina (DAB) pelo Complexo Citocromo C, o 

que inclui a CCO. Através de uma reação em cadeia, o DAB é polimerizado e se deposita 

nos locais onde ocorre a reação, ou seja, nas mitocôndrias. Esta deposição pode ser 
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identificada através de microscopia convencional pela sua coloração marrom. Desta 

maneira, é possível descrever o declínio espontâneo da CCO ocasionado por tratamentos 

físicos e/ou químicos a que os espermatozóides são submetidos. 

Para realização desta técnica, uma alíquota de 25µL de amostra foi incubada com 

25µL de DAB (1mg/ml de PBS), a 37°C, por uma hora. Também era feito um controle 

negativo com duração e condições idênticas, tendo sido previamente adicionado formol 

salino para inibir sua atividade mitocondrial. Após incubação, foram feitos esfregaços em 

lâmina de vidro e estas fixadas em formol a 10% por 10 minutos. As lâminas foram então 

lavadas e secas no ar sob proteção da luz. 

A atividade citoquímica da mitocôndria espermática foi avaliada segundo descrito 

por Hrudka (1987). Desta maneira, as lâminas foram observadas em microscópio de 

contraste de fase, sob aumento de 1000 vezes, em imersão. Foram contados 200 

espermatozóides/lâmina e classificados de acordo com o grau de coloração da peça 

intermediária em 4 classes: 

 

� Classe I: células espermáticas com peça intermediária totalmente corada, alta 

atividade mitocondrial (DAB I; Figura 6); 

� Classe II: células espermáticas com segmentos corados (ativos) e não-corados 

(inativos), havendo predominância dos ativos (DAB II; Figura 7); 

� Classe III: células espermáticas com segmentos corados (ativos) e não-

corados (inativos), havendo predominância dos inativos (DAB III; Figura 7); 

� Classe IV: células espermáticas com peça intermediária totalmente descorada, 

sem atividade mitocondrial (DAB IV; Figura 6). 

 

 

 
Figura 6 – Espermatozóides DAB I (direita) e DAB 

IV (esquerda). Diaminobenzidina. Obj. 
100x. 

 
Figura 7 – Espermatozóides DAB II (direita) e DAB 

III (esquerda). Diaminobenzidina. Obj. 
100x. 

 

 



 

 

59 

5.7.4 Avaliação da integridade do DNA espermático 

 

 

Para avaliar a integridade do DNA nuclear espermático realizou-se a técnica de 

eletroforese de célula única em gel de agarose, em solução alcalina, ou Ensaio Cometa 

Alcalino, adaptado de Donnelly, Mcclure e Lewis et al. (2000). Esta técnica é capaz de 

detectar quebras em fita simples de DNA em sítios álcali sensíveis. As células adquirem 

morfologia similar à de um cometa, no qual a cauda representa os fragmentos de DNA 

que migraram durante a eletroforese. 

As amostras destinadas para este teste eram aliquotadas (250µL) e imediatamente 

mergulhadas em nitrogênio líquido nos tempos 2, 12 e 24 horas (DUTTY et al., 2002). 

Para esta técnica, duas lâminas por amostra eram preparadas previamente com 

1000µL de Agarose “Normal Melting Point” (NMPA) a 1% em TBE (0.089M Tris, 0.089M 

Borato, 0.002M EDTA) e mantidas a 4oC . Em cada lâmina era adicionado 100µL de uma 

alíquota da amostra diluída em Agarose “Low Melting Point” (LMPA) a 0,75% em TBE 

para uma concentração final de 1x106/mL. As lâminas eram cobertas por lamínulas e 

mantidas a 4°C para solidificação. Após 10 minutos, as lamínulas eram removidas 

gentilmente e 300µL de LMPA 0,75% em TBE serão adicionados. Novamente, as lâminas 

eram cobertas por lamínulas e mantidas assim por 10 minutos a 4°C. Após a remoção 

das lamínulas, as lâminas eram cobertas com 2mL de solução de lise gelada (100mM 

Na2-EDTA, 10 mM Tris, 2,5M NaCl, 2% Triton X-100, 4mM DTT, pH=11,0) por, no 

mínimo, 2 horas a 4°C. As lâminas eram então lavadas com água Milli-Q por 10 minutos 

para remover o excesso de sais e em seguida imersas em solução alcalina de 

eletroforese (300mM NaOH, 1mM Na2-EDTA, pH>13.0) por 20 minutos. A eletroforese 

era realizada por 20 minutos a 1,5V/cm e à uma intensidade de corrente menor que 270 

mA. Posteriormente, as lâminas eram lavadas com TBE (2 vezes, por 5 minutos), com 

água Milli-Q (1 vez, por 5 minutos) e fixadas (3 vezes, por 2 minutos) em etanol. Em 

seguida, as lâminas eram coradas com Brometo de Etídeo (1µL de EtBr - 10mg/mL 

diluído em 1,5mL de TBE por lâmina ou 20µg/mL). Após 15 minutos, as lâminas eram 

novamente lavadas com TBE (3 vezes, por 15 minutos) para remover a coloração de 

fundo. As lâminas eram observadas utilizando-se um microscópio de epifluorescência7 

equipado com um filtro de excitação de 510-560nm, um espelho dicróico de 565nm e um 

filtro de barreira de 590nm, em aumento de 400x. 

Um total de 200 espermatozóides/lâmina era classificado de acordo com a 

intensidade do dano no DNA observado pela cauda e intensidade nuclear, sendo divididos 

nas seguintes classes: 

                                                           
7 G-2A, Nikon, Japão 
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� Classe I: Células com halo ao seu redor e núcleo corado, porém sem cauda de 

cometa evidente, indicando pouca fragmentação no DNA (COMETA I; Figura 8); 

� Classe II: Célula com formação de cauda e com núcleo pouco descorado, 

indicando danos leves no DNA (COMETA II; Figura 9); 

� Classe III: Célula com cauda de cometa já formada, porém com núcleo ainda 

parcialmente corado, indicando danos evidentes no DNA (COMETA III; Figura 10); 

� Classe IV: Célula com núcleo completamente descorado e apenas a cauda do 

cometa, indicando fragmentação intensa do DNA (COMETA IV; Figura 11). 

 

 
Figura 8 – Espermatozóide COMETA I. Brometo de 

etídeo. Obj. 100x. 
 
 

 
Figura 10 – Espermatozóide COMETA III. Brometo 

de etídeo. Obj. 100x. 
 

 
Figura 9 – Espermatozóide COMETA II. Brometo 

de etídeo. Obj. 100x. 
 
 

 
Figura 11 – Espermatozóide COMETA IV. Brometo 

de etídeo. Obj. 100x.

 

 

5.8 Avaliação do Índice de Resistência ao Estresse Oxidativo 

 

 

As determinações baseiam-se na metodologia descrita por Ohkawa et al. (1979), 

que tem como fundamento a reação de duas moléculas de ácido tiobarbitúrico com uma 

molécula de malondialdeído (MDA), subproduto da peroxidação de lipídeos. Foi utilizado 
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um sistema gerador de ROS com posterior mensuração da concentração de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) através da espectrofotometria, mensurando-se, 

portanto, a susceptibilidade das células à peroxidação lipídica. 

A cada tempo (2, 12 e 24 horas sob refrigeração), uma alíquota de 500µl da 

amostras era submetido à incubação (90 minutos, 37ºC) com o sistema de geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) formado pelo ácido ascórbico (125µL, 20mM) e o 

sulfato de ferro (125µL, 20mM).  

Após o período de incubação, foram adicionados 1500µL de solução de ácido 

tricloroacético a 10% (TCA 10%) e centrifugadas por 15 minutos, sob temperatura de 

15°C e 5000 x g, para precipitação de proteínas. 

Alíquotas de 500µL do sobrenadante são colocadas em tubos de ensaio juntamente 

com 500µL de ácido tiobarbitúrico a 1% (TBA, 1%), dissolvido em hidróxido de sódio 

(NaOH 0,05M), preparado instantes antes de ser utilizado. Os tubos contendo esta 

mistura foram incubados em banho-maria (90 a 100ºC) por 15 minutos e resfriados 

imediatamente em banho de gelo, no intuito de parar a reação. 

A concentração de TBARS foi quantificada através de leitura em 

espectrofotômetro8, num comprimento de onda de 532nm. Os resultados foram 

comparados com uma curva padrão feita previamente com malondialdeído. 

O MDA é uma das principais substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico e a 

concentração de TBARS é determinada utilizando-se o valor 1,56 x 105 x M-1 mL-1 como 

coeficiente de extinção molar do malondialdeído (BUEGE; AUST, 1978). 

A concentração de TBARS nas amostras foi expressa em nanogramas de TBARS por 

1x106 espermatozódes (ng/106 sptz). 

 

 

5.9 Análise estatística 

 

 

Os dados foram analisados através do programa SAS System for Windows (2000). 

Através do aplicativo Guided Data Analisys, os dados foram testados quanto à 

normalidade dos resíduos e homogeneidade das variâncias. Caso não obedecessem a 

estas premissas foram transformados (logarítmo na base 10 – Log10 X; Raiz quadrada – 

RQ X; Quadrado – X2) e se a normalidade não fosse obtida empregava-se então, o 

procedimento NPAR1WAY de análise de variância não paramétrica.  

Para descrição dos resultados, foram empregados os erros padrões das médias e as 

médias (média ± erro padrão da média) dos dados originais; e os níveis de significância 

                                                           
8Ultrospec 3300pro, Amersham Pharmacia 
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(p) dos dados originais, quando obedecessem às premissas: dos dados transformados, 

quando necessária a transformação; e dos dados analisados através da análise não 

paramétrica, quando não obedecessem às premissas e não houvessem transformações 

possíveis. 

O nível de significância utilizado para rejeitar H0 (hipótese de nulidade) foi de 5%, 

isto é, para um nível de significância menor que 0,05, considerou-se que ocorreram 

diferenças estatísticas entre as variáveis classificatórias (tratamentos) para uma 

determinada variável resposta.  

As variáveis resposta foram analisadas através da correlação de Pearson (PROC 

CORR) e Spearman (PROC CORR SPEARMAN), para variáveis paramétricas e não 

paramétricas, respectivamente, sendo os resultados expressos através do coeficiente de 

correlação (r) e seu nível de significânica (p). 

 

 

5.9.1 Análise estatística do Experimento 1 

 

 

As variáveis classificatórias (fatores) utilizadas foram diluidores (TCM, HAM e TGC), 

tratamento antioxidante com GSH (0; 0,5; 1,0 e 1,5mM) e tempo de refrigeração (2, 12 

e 24 horas). Caso não fosse observada interação entre os três fatores (diluidor, 

tratamento antioxidante e tempo de refrigeração), cada um dos fatores foi analisado 

isoladamente (efeitos principais). Caso contrário, foram levados em conta os 36 

tratamentos da interação (3 x 4 x 3), utilizando-se o PROC MIXED de medidas repetidas 

no tempo. 

As variáveis resposta porcentagem de células classes I e II da coloração 

diaminobenzidina (DAB I e DABII); porcentagem de células com acrossomo íntegro pela 

coloração simples (POPE) obedeceram às premissas não sendo necessárias 

transformações. 

As variáveis resposta substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); 

porcentagem de células classes III e IV do teste de atividade mitocondrial (DAB III, DAB 

IV) não obedeceram às premissas, tendo sido analizadas após a transformação de seus 

valores para o logaritmo na base 10. 

As variáveis resposta Motilidade; Vigor; Índice de Motilidade Espermática; 

porcentagem de células com membrana íntegra pela coloração eosina/nigrosina (E/N) 

não obedeceram às premissas, não sendo possível transformá-las. Estas variáveis foram, 

então, analisadas através do PROC NPAR1WAY de análise de variância não paramétrica. 
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5.9.2 Análise estatística do Experimento 2 

 

 

As variáveis classificatórias (fatores) utilizadas foram tratamento antioxidante com 

GSH (0; 0,5; 1,0 e 1,5mM) e tempo de refrigeração (2, 12 e 24 horas). Caso não fosse 

observada interação entre os dois fatores (tratamento antioxidante e tempo de 

refrigeração), cada um dos fatores foi analisado isoladamente. Caso contrário, foram 

levados em conta os 12 tratamentos da interação (4 x 3), utilizando-se o PROC MIXED de 

medidas repetidas no tempo. 

As variáveis resposta porcentagem de células classe I do ensaio cometa (COMETA 

I) e porcentagem de células classe II do ensaio cometa (COMETA II) obedeceram às 

premissas não sendo necessárias transformações. 

As variáveis resposta porcentagem de células classes III e IV do ensaio cometa 

(COMETA III e COMETA IV), não obedeceram às premissas, não sendo possível 

transformá-las. Estas variáveis foram, então, analisadas através do PROC NPAR1WAY de 

análise de variância não paramétrica. 
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“Se os fatos não se encaixam na teoria, modifique os fatos”. 

- Albert Eisntein 
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66  RREESSUULLTTAADDOOSS  EE  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

 

 

Os resultados deste experimento foram divididos em: considerações Iniciais, 

experimento 1, experimento 2 e considerações finais, visando facilitar a discussão e a 

organização das idéias apresentadas. 

 

 

6.1 Considerações iniciais 

 

 

Os ejaculados obtidos variaram de translúcido a leitoso, sendo estes últimos mais 

densos e mais concentrados. A coloração amarelada expressou contaminação por urina. 

A contaminação do sêmen por urina em Felídeos é freqüente quando submetidos à 

eletroejaculação, podendo estar relacionado ao protocolo anestésico utilizado e ao 

posicionamento da probe (PLATZ; SEAGER, 1978; SWANSON et al., 1996b; TEBET, 

2004; ERDMANN, 2005). No presente experimento, o protocolo anestésico foi estipulado 

pela instituição mantenedora dos animais utilizando-se as drogas disponíveis para tal, e, 

de certa forma, foi considerado satisfatório.  

Inicialmente, os animais eram retirados de seus recintos e alojados em uma caixa 

de transporte na noite anterior à coleta. Durante as primeiras coletas, foi observado que 

estes animais, apesar de terem sido submetidos a um período superior 8 horas de jejum 

hídrico/alimentar, geralmente apresentavam suas vesículas urinárias repletas diante a 

palpação abdominal realizada durante o exame clínico do animal no início do 

procedimento de obtenção dos ejaculados. Isto foi associado ao comportamento típico 

destes felinos de reterem a urina por todo o tempo em que estão nas caixas de 

transporte. Passou-se, então, a retirar estes animais de seus recintos momentos antes 

da coleta, o que contribuiu bastante para a diminuição de ejaculados contaminados com 

urina. Apesar de não ter sido feito nenhum tratamento estatístico para a contaminação 

dos ejaculados por urina, foi observado que o posicionamento da probe teve maior 

influência sobre este fator do que o protocolo anestésico utilizado. Ainda assim, vale 

ressaltar que a variação individual, tanto para a anestesia quanto para o posicionamento 

ideal da probe, foi considerável. 

Invariavelmente, alguns ejaculados assumiam uma coloração rósea depois de 

incubados por alguns minutos em banho-maria (37°C). Não foi encontrada nenhuma 

explicação para este fenômeno na literatura, porém Tebet (2004) também descreveu 

este fato e sugere que isto esteja relacionado ao próprio metabolismo espermático. 
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Embora a hipótese seja especulativa, seria interessante que fossem desenvolvidos 

estudos que pudessem esclarecer este fenômeno.  

 

 

6.2 Experimento 1 

 

 

 Como citado na metodologia da análise estatística, as variáveis resposta foram 

analisadas primeiramente quanto aos efeitos do diluidor, do tempo de refrigeração e do 

tratamento com GSH, assim como quanto à interação entre os tratamentos. Caso fosse 

observada uma interação significativa, a análise era realizada levando-se em conta a 

combinação entre os tratamentos. Caso contrário, eram analisados apenas os efeitos 

principais (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1 – Valores das probabilidades para os efeitos principais dos diluidores TCM, HAM 
e TGC (DILUIDOR), dos tempos de refrigeração 2, 12 e 24 horas (TEMPO) e 
do tratamento antioxidante com glutationa reduzida nas concentrações  0; 
0,5; 1,0 e 1,5mM (GSH) e suas interações sobre as variáveis MOTILIDADE, 
VIGOR, Índice de Motilidade Espermática (IME), porcentagem de células com 
membrana plasmática íntegra (E/N), porcentagem de células com acrossomo 
íntegro (POPE), concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS), e espermatozóides classes II, III e IV na avaliação da atividade 
mitocondrial (DAB II, DAB III e DAB IV de amostras espermáticas de gato-do-
mato-pequeno (Leopardus tigrinus), mantidas sob refrigeração a 4°C e 
coletadas através de eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico do Estado 
de São Paulo – 2006-2007 

 

 DILUIDOR GSH TEMPO 
TEMPO 

X 
GSH 

DILUIDOR 
X 

TEMPO 
X 

GSH 
MOTILIDADE <0,0001 0,2494 <0,0001 0,9532 0,4336 

VIGOR <0,0001 0,3882 <0,0001 0,9985 0,5606 

IME <0,0001 0,2226 <0,0001 0,9965 0,5326 

E/N <0,0001 0,5951 <0,0001 0,9821 0,3429 

POPE <0,0001 0,7650 <0,0001 0,6468 0,0702 

TBARS 0,2039 0,8967 <0,0001 0,9920 0,7054 

DAB I <0,0001 0,4612 <0,0001 0,8559 0,0013 

DAB II 0,0159 0,9566 0,5023 0,9794 0,4668 

DAB III <0,0001 0,6980 <0,0001 0,8122 0,3094 

DAB IV 0,0309 0,7988 0,0218 0,9425 0,5299 
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6.2.1 Testes Convencionais 

 

Os testes convencionais para análise de sêmen utilizados no presente experimento 

foram a porcentagem de células móveis (motilidade), o vigor e o índice de motilidade 

espermática (IME). 

 

 

Tabela 2 – Efeito dos diluidores TCM, HAM e TGC (média ± erro padrão, [IC95%]) sobre a 
MOTILIDADE, o VIGOR  e Índice de Motilidade Espermática (IME) de amostras 
espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), mantidas sob 
refrigeração a 4 °C e coletadas através de eletroejaculação – Fundação 
Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 TCM HAM TGC 

MOTILIDADE (%) 
15,00 ± 3,41 B 
[7,94; 22,06] 

11,57± 2,28 B 
[6,99; 16,16] 

62,08 ± 2,48 A 
[57,04; 67,12] 

VIGOR (0-5) 
1,56 ± 0,24 B 
[1,06; 2,07] 

1,51 ± 0,19 B 
[1,13; 1,90] 

3,42 ± 0,10 A 
[3,22; 3,61] 

IME  
23,12 ± 3,97 B 
[14,91; 31,34] 

20,89 ± 2,89 B 
[15,07; 26,71] 

65,21 ± 2,14 A 
[60,86; 69,56] 

A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 

 

 

 

Para as variáveis MOTILIDADE, VIGOR e IME os valores encontrados para o TGC 

foram maiores que os encontrados para o TCM e HAM (62,08 ± 2,48, 3,42 ± 0,10 e 65,21 

± 2,14; 15,00 ± 3,41, 1,56 ± 0,24 e 23,12 ± 3,97; 11,57 ± 2,28, 1,51 ± 0,19 e 20,89 ± 

2,89, respectivamente; p<0,05; Tabela 2). O diluidor TGC mostrou-se mais eficaz na 

manutenção da motilidade e vigor espermático, com sua média para o IME com valor 

intermediário aos apresentados por Tebet (2004); Erdmann (2005) e Swanson et al. 

(2002) para sêmen “in natura” (79,30; 69,39 e 62,10; respectivamente). Tebet (2004) 

menciona que o diluidor à base de gema de ovo usado em seu experimento (Tris-gema-

DMSO) para criopreservação de sêmen de gato-do-mato-pequeno, apesar de não 

apresentar diferença estatística significativa em comparação com outro o diluidor usado 

(MP50)9, proporcionou uma queda menor de motilidade em 10 pontos percentuais. 

Segundo a própria autora, “provavelmente, se o número de animais utilizados no 

experimento fosse maior (n=5), a diferença poderia se configurar significativa”. 

                                                           
9  Formulação não autorizada pelos inventores. 
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Pukazhenthi et al. (1999), compararam o diluidor de HAM F10 com um diluidor à 

base de gema de ovo (PDVF)10 e verificaram que este último apresentou uma maior 

eficiência na manutenção da motilidade de amostras refrigeradas de gatos domésticos 

submetidas a um teste de termoresistência lento (0, 60, 180, 360 minutos / 25ºC). 

O efeito protetor da gema de ovo ocorre através da fração de lipo-proteínas de 

baixa densidade (LDF), porém, a forma como ocorre esse mecanismo ainda não foi 

completamente elucidada, sabendo-se apenas que esta proteção se dá na superfície 

externa da membrana espermática (HERMANSSON; AXNER, 2007). 

 

 

Tabela 3 – Efeito dos tratamentos antioxidantes (média ± erro padrão, [IC95%]) com 
diferentesconcentrações de glutationa reduzida adicionadas aos diluidores 
(GSH 0mM, GSH 0,5mM, GSH 1,0mM, GSH 1,5mM) sobre a MOTILIDADE 
(%), o VIGOR (0-5) e Índice de Motilidade Espermática (IME) de amostras 
espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), mantidas sob 
refrigeração a 4°C e coletadas através de eletroejaculação – Fundação 
Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 GSH 0mM GSH 0,5mM GSH 1,0mM GSH 1,5mM 

MOTILIDADE (%) 
32,52 ± 5,53 A 

[21,19; 43,89] 
29,24 ± 5,80 A 
[17,32; 41,16] 

27,59 ± 5,35 A 
[16,59; 38,59] 

27,33 ± 5,20 A 
[16,65; 38,01] 

VIGOR (0-5) 
2,37 ± 0,28 A 

[1,79; 2,94] 
2,17 ± 0,29 A 
[1,57; 2,77] 

1,98 ± 0,27 A 
[1,43; 2,53] 

2,11 ± 0,25 A 
[1,59; 2,63] 

IME 
39,96 ± 5,38 A 
[28,89; 51,03] 

36,29 ± 5,64 A 
[24,68; 47,89] 

33,61 ± 5,17 A 
[22,97; 44,25] 

34,77 ± 4,90 A 
[24,71; 44,84] 

A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
 

 

 

Como mostrado na tabela 3, as diferentes concentrações de GSH não influenciaram 

as variáveis motilidade, vigor e IME. Da mesma forma, Munsi et al. (2007) em sêmen 

bovino refrigerado (4-8ºC), por 24 horas, não verificaram efeito de diferentes 

concentrações de GSH (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0mM) sobre a motilidade espermática. No 

entanto, após 48 horas, a concentração de 0,5mM de GSH foi mais eficaz para a 

manutenção da motilidade quando comparada com as outras concentrações. 

Trabalhos anteriores com a suplementação de GSH em sêmen de suínos e 

lagomorfos resfriado por até duas horas, também não verificaram melhora na motilidade 

das amostras (GADEA et al., 2005; MARCO-JIMENEZ et al., 2006). Por outro lado, Gadea 

                                                           
10  PDVF: variante do diluente de Platz filtrado (20% de gema de ovo,11% de lactose) submetido a 
filtragem (0.2-µm).  
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et al. (2005), verificaram um efeito benéfico do GSH (1,0mM) sobre a motilidade após 

congelamento/descongelamento das amostras. 

 

 

Tabela 4 – Efeito do tempo (média ± erro padrão, [IC95%]; para 2, 12 e 24 HORAS) 
sobre a MOTILIDADE (%), o VIGOR (0-5) e Índice de Motilidade Espermática 
(IME) de amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus 
tigrinus), mantidas sob refrigeração a 4°C e coletadas através de 
eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 
2006-2007 

 

 2 HORAS 12 HORAS 24 HORAS 

MOTILIDADE (%) 
44,78 ± 4,08 A 

[36,48; 53,07] 
27,61 ± 4,98 B 

[17,51; 37,71] 
15,12 ± 3,61 C 

[7,80; 22,45] 

VIGOR (%) 
3,11 ± 0,12 A 

[2,87; 3,35] 
2,08 ± 0,25 B 

[1,58; 2,59] 
1,28 ± 0,21 C 

[0,85; 1,71] 

IME 
53,50 ± 3,14 A 

[47,12; 59,88] 
34,64 ± 4,77 B 

[24,96; 44,32] 
20,34 ± 3,78 C 

[12,67; 28,01] 
A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
 

 

 

Houve uma influência significativa do tempo sobre as variáveis motilidade, vigor e 

IME que apresentaram uma queda entre o tempo inicial e final (motilidade = 44,78 ± 

4,08, 27,61 ± 4,98 e 15,12 ± 3,61; vigor = 3,11 ± 0,12, 2,08 ± 0,25 e 1,28 ± 0,21; IME = 

53,50 ± 3,14, 34,64 ± 4,77 e 20,34 ± 3,78, para 2, 12 e 24 horas respectivamente; 

p<0,05; Tabela 4). Esses resultados são condizentes com o experimento de Villaverde et 

al. (2006) em amostras resfriadas a 5°C, porém os valores apresentados para 

MOTILIDADE e VIGOR por estes autores, após 24 horas, foi muito superior (76,9 ± 7,9 e 

3,9 ± 0,4, respectivamente; p<0,05). Isto pode ser explicado diante do fato de que os 

dados apresentados por aqueles autores são referentes apenas ao efeito do tempo em 

amostras diluídas em TGC e aqui foi analisado o efeito tempo sem ser levado em 

consideração o efeito dos diluidores (TCM, HAM e TGC). Além disso, Villaverde et al. 

(2006) utilizaram sêmen epididimário de gatos domésticos, cujos parâmetros seminais 

são conhecidamente superiores aos do gato-do-mato-pequeno. 
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6.2.2 Testes Funcionais 

 

 

No presente experimento foram utilizados, como testes funcionais de análise de 

sêmen, as avaliações da intregridade da membrana plasmática (E/N), da integridade do 

acrossomo (POPE) e da atividade mitocondrial (DAB). 

 

 

Tabela 5 - Efeito dos diluidores TCM, HAM e TGC (média ± erro padrão, [IC95%]) sobre a 
porcentagem de espermatozóides com a membrana plasmática íntegra (E/N) 
em amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), 
mantidas sob refrigeração a 4°C coletadas através de eletroejaculação – 
Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 TCM HAM TGC 

E/N (%) 
37,92 ± 4,71 B 

[27,54; 48,29] 
28,66 ± 3,79 B 

[21,04; 36,29] 
57,58 ± 1,61 A 

[54,29; 60,87] 
A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
 
 

 

O diluidor TGC mostrou-se mais eficaz em preservar a integridade da membrana 

plasmática dos espermatozóides neste experimento, visto que apresentou uma 

porcentagem significativamente menor de células coradas pela eosina/nigrosina (E/N) em 

relação ao TCM e HAM (57,58 ± 1,61, 37,92 ± 4,71 e 28,66 ± 3,79, respectivamente; 

p<0,05; Tabela 5).  

Harris et al. (2001), verificaram que a gema de ovo apresentou melhores 

resultados na manutenção de sêmen de gato doméstico por prolongado período quando 

comparado com uma solução livre de eletrólitos (0,33M glicose e 3% BSA). Da mesma 

forma, Tittarelli et al. (2006) compararam a solução salina isotônica (SAL) com um 

diluidor com gema de ovo (TEY, Tris-citrato, gema de ovo e frutose) para a manuteção 

de sêmen felino (F. catus) no interior do epidídimo a 4°C por 24, 48 e 72 horas. Neste 

experimento os autores não encontraram diferenças significativas entre os tempos, 

porém comparando os dois diluidores através do teste hipo-osmótico (HOS), verificaram 

a superioridade do diluidor à base de gema de ovo para a manutenção da integridade da 

membrana plasmática em relação à solução salina (SAL = 76,4 ± 3,6; 8,4 ± 2,2; 75,1 ± 

3,2 e TEY = 82,1 ± 1,8; 82,4 ± 2,4; 79,1 ± 4,5; para 24, 48 e 72 horas, respectivamente; 

p<0,05). 
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Tabela 6 – Efeito dos tratamentos antioxidantes (média ± erro padrão, [IC95%]) com 
diferentes concentrações de glutationa reduzida adicionadas aos diluidores 
(GSH 0mM, GSH 0,5mM, GSH 1,0mM, GSH 1,5mM) sobre a porcentagem de 
espermatozóides com a membrana plasmática íntegra (E/N) de amostras 
espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), mantidas sob 
refrigeração a 4°C e coletadas através de eletroejaculação – Fundação 
Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 GSH 0mM GSH 0,5mM GSH 1,0mM GSH 1,5mM 

E/N (%) 
45,08 ± 4,81 A 

[35,10; 55,06] 
37,96 ± 5,30 A 

[24,68; 47,89] 
38,69 ± 5,08 A 

[22,97; 44,25] 
37,98 ± 5,29 A 

[24,71; 44,84] 
A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
 

 

O tratamento antioxidante, nas concentrações de GSH utilizadas, não influenciou 

significativamente na integridade da membrana plasmática dos espermatozóides (Tabela 

6). 

Em experimento realizado por Gadea et al. (2005), usando sêmen de cachaço 

tratado com diferentes concentrações de GSH (contrlole, 1 e 5mM), os autores 

verificaram que nas amostras tratadas houve uma maior porcentagem de células com 

membrana íntegra (iodeto de propídeo / citometria de fluxo) pós-descongelamento em 

relação ao controle (controle = 42,45 ± 2,00; 1mM = 53,32 ± 1,87 e 5mM = 51,24 ± 

1,46; p<0,05). No entanto, este mesmo grupo, em experimento anterior (GADEA et al., 

2004), verificou a ausência de efeito do GSH na integridade da membrana 

(eosina/nigrosina – microscopia convencional) de amostras espermáticas de cachaços 

pós-descongelamento (dados não apresentados). Segundo os autores, vários fatores 

podem colaborar para os resultados controversos em relação ao tratamento com GSH, 

sendo um deles a técnica utilizada para a avaliação do sêmen, sendo que técnicas que 

envolvem microscopia possuem menor acurácia quando comparadas com técnicas mais 

sensíveis como, por exemplo, a citometria de fluxo.  
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Tabela 7 – Efeito do tempo (média ± erro padrão, [IC95%]; para 2, 12 e 24 HORAS) 
sobre a porcentagem de espermatozóides com a membrana plasmática 
íntegra (E/N) de amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno 
(Leopardus tigrinus), mantidas sob refrigeração a 4°C e coletadas através de 
eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 
2006-2007 

 

 2 HORAS 12 HORAS 24 HORAS 

E/N (%) 
55,95 ± 3,00 A 

[49,83; 62,07] 
37,90 ± 4,27 B 

[29,13; 46,67] 
25,67 ± 4,07 C 

[17,36; 33,98] 
A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
 

 
Os tempos 2, 12 e 24 horas diferiram significativamente entre si para a variável 

resposta E/N, sendo que, quanto maior o tempo maior a perda de integridade da 

membrana plasmática dos espermatozóides (55,95 ± 3,00, 37,90 ± 4,27 e 25,67 ± 4,07, 

para 2, 12 e 24 horas respectivamente; p<0,05; Tabela 7). 

A influência deletéria do tempo na integridade da membrana plasmática de 

amostras espermáticas resfriadas de felinos, tem sido relatada por diversos autores. 

Glover e Watson (1987) verificaram que o sêmen do gato doméstico (F. catus), coletado 

por vagina artificial e resfriado (5ºC), apresentou um aumento na porcentagem de 

células coradas pela coloração eosina/nigrosina após 24 horas de resfriamento (16 e 

25%). Siemieniuch e Dubiela (2007) encontraram resultados semelhantes para sêmen 

epididimário resfriado (4ºC), também de gatos domésticos, (0 hora = 84,9 ± 7,8 e 24 

horas = 73,7 ± 7,5% de células com membrana íntegra; eosina/nigrosina). Tittarelli et al. 

(2006), verificaram, após 24 horas de armazenamento do sêmen de gato doméstico sob 

refrigeração (4ºC), 64,5 ± 2,8 % de espermatozóides com membrana plasmática íntegra 

(eosina/nigrosina). A comparação dos resultados citados com o presente experimento se 

torna complicada, uma vez que os resultados aqui apresentados são referentes a todos 

os diluidores (HAM, TCM e TGC) sendo que os valores obtidos com o HAM e TCM foram 

bastante inferiores aos observados no TGC. Além disso, devemos considerar que os 

experimentos anteriormente citados foram realizados com sêmen de gato doméstico (F. 

catus), espécie cuja qualidade espermática é conhecidamente superior à de felinos 

silvestres. 

A variável POPE apresentou interação significativa entre os tratamentos (diluidor, 

tempo e GSH). Portanto, esta variável foi analisada levando-se em conta a combinação 

entre os tratamentos. 

 

 

 

 



 

 

73 

Tabela 8 – Efeito da combinação dos tratamentos Diluidor (TCM, HAM, TGC), Tempo (2, 
12 e 24 horas) e GSH (concentrações 0; 0,5; 1,0 e 1,5mM de glutationa 
reduzida no diluidor) sobre a porcentagem (média ± erro padrão) 
espermatozóides com acrossomo íntegro (POPE), de amostras espermáticas 
de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), mantidas sob refrigeração a 
4°C e coletadas através de eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico do 
Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

Tempo 
Diluidor GSH 

2 12 24 

TCM 0 73,50 ± 3,50 A 50,50 ± 8,50 B,C,D,E,F,G 20,25 ± 0,25 K,L 

TCM 0,5 60,00 ± 1,00 A,B,C,D 51,00 ± 0,00 B,C,D,E,F,G 25,00 ± 0,00 J,K,L 

TCM 1,0 68,50 ± 5,50 A,B,C 54,50 ± 4,50 A,B,C,D,E,F 27,50 ± 2,50 J,K,L 

TCM 1,5 71,75 ± 0,75 A,B 62,25 ± 4,25 A,B,C,D 46,50 ± 0,50 D,E,F,G,H,I 

HAM 0 70,13 ± 8,02 A,B,C 35,25 ± 10,28 F,G,H,I,J,K 17,13 ± 3,04 K,L 

HAM 0,5 64,13 ± 9,09 A,B,C,D 30,88 ± 7,76 G,H,I,J,K,L 12,88 ± 2,48 L 

HAM 1,0 69,63 ± 5,84 A,B,C 28,00 ± 8,53 H,I,J,K,L 12,00 ± 3,25 L 

HAM 1,5 58,63 ± 8,75 A,B,C,D,E 27,75 ± 8,27 I,J,K,L 12,00 ± 5,69 L 

TGC 0 49,50 ± 11,50 C,D,E,F,G,H,I . 30,50 ± 3,01 G,H,I,J,K,L 

TGC 0,5 59,75 ± 11,25 A,B,C,D,E 45,50 ± 16,00 D,E,F,G,H,I 28,33 ± 3,11 H,I,J,K,L 

TGC 1,0 56,00 ± 10,50 A,B,C,D,E,F 38,00 ± 5,00 E,F,G,H,I,J,K 28,17 ± 1,48 H,I,J,K,L 

TGC 1,5 49,75 ± 12,25 C,D,E,F,G,H 35,50 ± 6,00 F,G,H,I,J,K 30,00 ± 2,02 G,H,I,J,K,L 
A,B,C,D,E,F,G,H,I,J,K,L: Letras diferentes indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 

 

 

Para a avaliação da integridade acrossomal (variável resposta POPE), não houve 

diferença em função das concentrações de glutationa para os tempos 2 e 12 horas nas 

amostras em TCM, porém, após 24 horas, a concentração de 1,5mM de GSH apresentou 

maior porcentagem de acrossomos íntegros. As diferentes concentrações de GSH no 

diluidor HAM, não resultaram em diferenças estatísticas que demonstrassem sua 

capacidade em manter a integridade acrossomal dos espermatozóides resfriados ao longo 

dos três tempos (2, 12 e 24 horas). O mesmo foi observado no diluidor TGC nos tempos 

2 e 24 horas. Nas amostras mantidas por 12 horas, os valores para integridade 

acrossomal nas amostras diluídas em TGC na concentração de 0,5mM (45,50 ± 16,00) 

não diferiu das outras concentrações no mesmo diluidor (Tabela 8). 

Para o diluidor TCM, no controle (0mM de GSH), houve uma queda significativa na 

integridade acrossomal ao longo do temp avaliado (2 horas = 73,50 ± 3,50, 12 horas = 

50,50 ± 8,50 e 24 horas = 20,25 ± 0,25; p<0,05; Tabela 8). Neste mesmo diluidor, nas 
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concentrações 0,5 e 1,0mM de GSH, o tempo 24 horas  apresentou uma diminuição 

significativa da integridade acrossomal em relação aos tempos anteriores (tempo 2 horas 

= 60,00 ± 1,00 e 68,50 ± 5,50; tempo 12 horas = 51,00 ± 0,00 e 54,50 ± 4,50; tempo 

24 horas = 25,00 ± 0,00 e 27,50 ± 2,50, para 0,5 e 1,0mM de GSH respectivamente; 

p<0,05; Tabela 8). Na concentração 1,5mM de GSH, no diluidor TCM, foi encontrada uma 

diferença significativa entre os tempos 2 e 24 horas (71,75 ± 0,75 e 46,50 ± 0,50, 

respectivamente; p<0,05; Tabela 8).  

Em todas as concentrações de GSH utilizadas no diluidor HAM houve diferença 

significativa entre o tempo 2 horas e os outros tempos, mostrando que houve um 

decréscimo na porcentagem de acrossomos íntegros do tempo inicial para o final (0mM =  

70,13 ± 8,02, 35,25 ± 10,28, 17,13 ± 3,04; 0,5mM = 64,13 ± 9,09, 30,88 ± 7,76, 12,88 ± 

2,48; 1,0mM = 69,63 ± 5,84, 28,00 ± 8,53, 12,00 ± 3,25; 1,5mM = 58,63 ± 8,75, 27,75 

± 8,27, 12,00 ± 5,69; para os tempos 2, 12 e 24 horas, respectivamente; p<0,05; Tabela 

8). 

Nas concentrações de 0,5 e 1,0mM acrescidas a este mesmo diluidor, houve uma 

diminuição significativa na porcentagem de espermatozóides com acrossomo íntegro 

entre os tempos 2 e 24 horas (tempo 2 horas = 64,13 ± 9,09 e 69,63 ± 5,84; tempo 24 

horas = 12,88 ± 2,48 e 12,00 ± 3,25, para 0,5 e 1,0mM de GSH respectivamente; 

p<0,05; Tabela 8). 

No tempo 2 horas, para a concentração de 0 e 1,5mM de GSH, o TCM apresentou 

maior porcentagem de acrossomos íntegros em relação ao TGC (0mM = 73,50 ± 3,50 e 

49,50 ± 11,50; 1,5mM = 71,75 ± 0,75 e 49,75 ± 12,25, para TCM e TGC 

respectivamente; p<0,05; Tabela 8). Estes resultados sugerem que durante as primeiras 

duas horas, tempo necessário para o resfriamento das amostras de 37ºC para 4ºC (-

0,2ºC/min), o diluidor TCM se mostrou mais eficiente para a manutenção da integridade 

acrossomal dos espermatozóides. 

Neste mesmo tempo, na concentração de 1,0mM de GSH, o TCM apresentou maior 

porcentagem de espermatozóides com acrossomos íntegros em relação ao HAM (54,50 ± 

4,50 e 28,00 ± 8,53, respectivamente; p<0,05). Avaliando-se apenas a concentração de 

1,5mM de GSH, ainda no tempo 12 horas, houve uma maior porcentagem de células com 

acrossomo íntegro no TCM quando comparado tanto ao HAM quanto ao TGC (62,25 ± 

4,25, 27,75 ± 8,27 e 35,50 ± 6,00, para o TCM, HAM e TGC respectivamente; p<0,05). 

Da mesma forma, após 24 horas, também na concentração de 1,5mM de GSH, o TCM foi 

mais eficiente na manutenção da integridade acrossomal em comparação aos outros 

diluidores (46,50 ± 0,50, 12,00 ± 5,69 e 30,00 ± 2,02, para TCM, HAM e TGC 

respectivamente; p<0,05; Tabela 8). 

Os resultados indicam um efeito protetor do GSH na membrana acrossomal apenas 

para o diluidor TCM. Isto pode ter ocorrido visto que o meio TCM, por si só, foi 
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extremamente deletério para acrossomo ao longo do tempo, exacerbando o efeito 

positivo do GSH. Munsi et al. (2007) trataram amostras seminais resfriadas de bovino 

(5ºC) com diferentes concentrações de GSH (0, 0,5, 1,0, 2,0 e 3,0mM), verificando 

alterações morfológicas de acrossomo. Neste experimento, os autores verificaram que a 

concentração de 0,5mM, nas primeiras 24 horas, apresentou menor porcentagem de 

células com acrossomo danificado quando comparado aos outros grupos. Para os autores 

este resultado ocorre devido a um aumento da peroxidação lipídica que foi evitado pelo 

GSH. Pukazhenthi et al. (1999) demonstraram que o método de resfriamento rápido do 

sêmen de gato doméstico, da temperatura ambiente até 5ºC, causou um declínio no 

percentual de espermatozóides com acrossomo intacto de 81,5% (sêmen fresco) para 

65,5%, enquanto o método de resfriamento lento reduziu este percentual para 75,5%. 

Queiroz et al. (2002), relataram que o resfriamento do sêmen de jaguatirica (Leopardus 

pardalis) a partir da temperatura ambiente para 9ºC já é suficiente para causar lesões 

significativas no acrossomo. 

A variável DAB I apresentou interação significativa entre os tratamentos (diluidor, 

tempo e GSH). Portanto, esta variável foi analisada levando-se em conta a combinação 

entre os tratamentos (Tabela 9). 
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Tabela 9 – Efeito da combinação dos tratamentos Diluidor (TCM, HAM, TGC), Tempo (2, 
12 e 24 horas), e GSH (concentrações  0; 0,5; 1,0 e 1,5mM de glutationa 
reduzida no diluidor) sobre porcentagem (média ± erro padrão) de 
espermatozóides classe I para o teste de avaliação da atividade mitocondrial 
(DAB I) de amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus 
tigrinus), refrigeradas a 4°C e coletadas através de eletroejaculação – 
Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

Tempo 
Diluidor GSH 

2 12 24 

TCM 0 . . . 

TCM 0,5 . . . 

TCM 1,0 . . . 

TCM 1,5 . . . 

HAM 0 54,00 ± 12,14 A 24,00 ± 4,37 C,D,E 6,50 ± 1,74 D,E 

HAM 0,5 46,75 ± 13,98 A,B 19,75 ± 7,96 D,E 3,62 ± 0,90 E 

HAM 1,0 51,63 ± 13,10 A 26,25 ± 11,79 B,C,D 2,75 ± 0,83 E 

HAM 1,5 52,75 ± 10,27 A 5,88 ± 1,30 D,E 2,88 ± 1,01 E 

TGC 0 56,83 ± 3,17 A 53,75 ± 4,75 A 58,17 ± 1,01 A 

TGC 0,5 51,50 ± 5,20 A 56,50 ± 2,50 A 52,17 ± 2,74 A 

TGC 1,0 54,50 ± 2,93 A 54,25 ± 0,25 A 49,50 ± 1,61 A 

TGC 1,5 54,17 ± 6,21 A 48,00 ± 8,50 A,B 46,00 ± 5,57 A,B,C 
A,B,C,D,E: Letras diferentes indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 

 

 

Em todos os tempos, para os espermatozóides classe I na avaliação da atividade 

mitocondrial (DAB I), levando-se em consideração o efeito do tratamento antioxidante 

com a glutationa (GSH), tanto no diluidor HAM como no TGC, não houve diferenças 

estatísticas significativas entre as concentrações de GSH utilizadas. 

Sob refrigeração no diluidor HAM, as concentrações 0, 0,5 e 1,5mM de GSH 

resultaram em queda significativa na porcentagem de espermatozóides DAB I do tempo 

2 horas para o tempo 12 horas, sendo que, no tempo 24 horas esta queda se manteve. 

Sob o efeito da concentração de 1,0mM de GSH houve a mesma queda no tempo 12 

horas (em relação ao tempo 2 horas), no entanto, observou-se uma diferença 

significativa entre os tempos 12 e 24 horas. Visto que não houve diferença em função 

das diferentes concentrações de GSH no tempo 24 horas, pode-se inferir que a 

concentração de 1,0mM de GSH manteve por mais tempo a atividade mitocondrial dos 

espermatozóides quando comparada com as outras concentrações utilizadas. Similar aos 
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resultados encontrados no presente experimento, Gadea et al. (2005) verificaram que o 

tratamento com 0, 1,0 e 5,0mM de GSH não apresentou efeito significativo na 

porcentagem de células com mitocôndrias ativas em amostras de sêmen de suíno após 

refrigeração (5°C) por duas horas (71,35 ± 2,43; 69,28 ± 4,12 e 71,92 ± 4,19%; para 0, 

1,0 e 5,0mM de GSH, respectivamente). Provavelmente, os valores mais altos 

encontrados por este autor devem-se à diferente metodologia utilizada (Rodamina 123) 

que classifica as células em duas categorias (ativa/inativa). Da mesma forma Marco-

Jimenez et al. (2006) trabalhando com a suplementação de GSH (0,5mM) em sêmen 

refrigerado de coelho, por 45 minutos a 5ºC, não verificaram diferenças na atividade 

mitocondrial após a adição do antioxidante. 

O diluidor TGC manteve o mesmo nível de atividade mitocondrial até o tempo 24 

horas em todas as concentrações de GSH utilizadas. Com o emprego de TGC maior 

eficiência na manutenção da atividade mitocondrial em relação ao diluidor HAM. Isto 

pode ser comprovado pela análise do efeito do diluidor nos diferentes tempos e 

concentrações de GSH.  

Inicialmente, pode-se verificar que não houve diferenças entre os diluidores no 

tempo 2 horas, nas concentrações de GSH utilizadas, o que sugere que mesmo após 

duas horas não houve efeito dos diluidores ou do tratamento antioxidante. Diante disso, 

para a atividade mitocondrial, tanto o diluidor HAM como o TGC mostraram-se eficazes 

para a conservação do sêmen da espécie estudada, sob refrigeração, por até duas horas. 

No entanto, encontrou-se diferença entre os dois diluidores, tanto no tempo 12 horas 

como no tempo 24 horas para todas as concentrações de GSH, sendo que o TGC 

mostrou-se melhor que o HAM. Confirmando os resultados encontrados na análise do 

efeito dos tempos, pode-se sugerir que o TGC foi melhor que o HAM, para o 

armazenamento sob refrigeração por 12 ou 24 horas, na manutenção da atividade 

mitocondrial. Karabinus, Evenson e Kaproth (1991), verificaram que a gema de ovo 

melhorou a atividade mitocondrial após o descongelamento do sêmen bovino quando 

comparado com um diluidor sem gema de ovo. Estes autores sugeriram que a gema de 

ovo confere um efeito protetor que seria perdido durante a diluição do sêmen. De Pauw 

et al. (2002) também verificaram que um diluidor à base de gema de ovo foi capaz de 

manter a atividade mitocondrial pós-descongelamento para amostras seminais bovinas 

obtidas através de vagina artificial e analisadas com o uso de uma sonda fluorescente 

(JC-1).  

Comparando um diluidor à base de gema de ovo com outro apenas com a fração de 

lipoproteínas (extraída da gema de ovo de avestruz), para o congelamento de sêmen de 

cachaço, Fraser et al. (2007) não observaram diferenças (dados não apresentados; 

p=0,822) em relação à porcentagem de espermatozóides com mitocôndrias ativas 
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(Rodamina 123). Estes resultados sugerem que a fração de lipoproteínas da gema de ovo 

seria responsável pela proteção conferida às mitocôndrias. 

A avaliação da atividade mitocondrial não pode ser realizada no diluidor TCM devido 

a algum problema na diaminobenzidina que estava sendo usada no ensaio. Todos os 

espermatozóides apresentavam classificação DAB IV, ou seja, com a peça intermediária 

100% corada, inclusive os do controle negativo que tiveram suas mitocôndrias inativadas 

pelo formol. Este problema infelizmente só foi detectado com a leitura das lâminas, que 

foi realizada após já terem sido processadas todas as amostras de todos os tempos para 

o diluidor TCM. Imediatamente após ter sido percebido o problema, foi providenciada 

uma nova diaminobenzidina para a análise dos outros diluidores. Pela escassez de 

amostra e limitações que impediam a realização de outras coletas, não foi possível 

repetir a avaliação da atividade mitocondrial para aquele diluidor. 

 

 

Tabela 10 - Efeito dos diluidores TCM, HAM e TGC sobre a porcentagem (média ± erro 
padrão, [IC95%]) de espermatozóides classes II, III e IV na avaliação da 
atividade mitocondrial (DAB II, DAB III e DAB IV) de amostras espermáticas 
de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), mantidas sob refrigeração a 
4°C e coletadas através de eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico 
do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 TCM HAM TGC 

DAB II (%) . 
35,52 ± 1,91 A 

[31,67; 39,37] 
33,76 ± 0,82 A 

[32,10; 35,44] 

DAB III (%) . 
27,44 ± 2,31 A 

[22,80; 32,08] 
8,20 ± 0,71 B 

[6,75; 9,66] 

DAB IV (%) . 
13,05 ± 2,36 A 

[8,31; 17,79] 
4,92 ± 0,37 B 

[4,17; 5,68] 
A,B: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 

 

 

Os diluidores HAM e TGC apresentaram diferença significativa sobre a porcentagem 

de células DAB III e IV. O TGC mostrou-se mais eficaz na manutenção da atividade 

mitocondrial, visto que, tanto para o DAB III quanto para o DAB IV, apresentou menor 

porcentagem de células (DAB III = 27,44 ± 2,31 e 8,20 ± 0,71; DAB IV = 13,05 ± 2,36 e 

4,92 ± 0,37, para HAM e TGC respectivamente; p<0,05; Tabela 10). Corroborando com 

os resultados descritos e discutidos para a variável DAB I, as variáveis DAB III e DAB IV, 

que indicam alto grau de comprometimento da atividade mitocondrial dos 

espermatozóides, apresentaram valores que demonstram menos dano mitocondrial nas 

amostras refrigeradas com o diluidor à base de gema de ovo. 
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Tabela 11 – Efeito dos tratamentos antioxidantes com diferentes concentrações de 
glutationa reduzida adicionadas aos diluidores (GSH 0mM, GSH 0,5mM, 
GSH 1,0mM, GSH 1,5mM) sobre a porcentagem (média ± erro padrão, 
[IC95%]) de espermatozóides classes II, III e IV na avaliação da atividade 
mitocondrial (DAB II, DAB III e DAB IV) de amostras espermáticas de 
gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), mantidas sob refrigeração a 
4°C e coletadas através de eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico 
do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 GSH 0mM  GSH 0,5mM  GSH 1,0mM  GSH 1,5mM  

DAB II (%) 
36,07 ± 2,43 A 

[30,98; 41,17] 
34,20 ± 2,66 A 

[28,63; 39,77] 
34,20 ± 2,14 A 

[29,72; 38,68] 
34,80 ± 2,45 A 

[29,67; 39,93] 

DAB III (%) 
17,85 ± 3,61 A 

[10,30; 25,40] 
19,45 ± 3,42 A 

[12,28; 26,62] 
20,55 ± 3,48 A 

[13,26; 27,84] 
21,12 ± 3,79 A 

[13,19; 29,06] 

DAB IV (%) 
6,32 ± 1,02 A 

[4,18; 8,47] 
10,52 ± 3,01 A 

[4,23; 16,82] 
10,35 ± 2,83 A 

[4,42; 16,28] 
12,00 ± 4,20 A 

[3,21; 20,79] 
A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
 

 

Como pode ser visto na tabela 11, as diferentes concentrações de GSH adicionadas 

aos diluidores utilizados não apresentaram influência significativa na porcentagem de 

espermatozóides classes II, III e IV na avaliação da atividade mitocondrial. Este 

resultado era esperado, visto que o GSH não teve efeito sobre a atividade de células com 

plena atividade mitocondrial, conforme discutido anteriormente. 

 

 

Tabela 12 – Efeito do tempo (2, 12 e 24 HORAS) sobre a porcentagem (média ± erro 
padrão, [IC95%]) de espermatozóides classes II, III e IV na avaliação da 
atividade mitocondrial (DAB II, DAB III e DAB IV) de amostras 
espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), mantidas sob 
refrigeração a 4°C e coletadas através de eletroejaculação – Fundação 
Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 2 HORAS 12 HORAS 24 HORAS 

DAB II (%) 
30,64 ± 1,62 B 

[27,31; 33,97] 
41,29 ± 1,57 A 

[38,03; 44,55] 
33,45 ± 2,33 B 

[28,67; 38,22] 

DAB III (%) 
11,16 ± 1,71 B 

[7,65; 14,67] 
21,12 ± 2,92 A 

[15,08; 27,17] 
27,14 ± 3,45 A 

[20,05; 34,24] 

DAB IV (%) 
5,62 ± 0,96 B 

[3,66; 7,59] 
8,64 ± 1,54 A,B 

[5,45; 11,84] 
14,96 ± 3,75 A 

[7,26; 22,67] 
A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
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Para a variável DAB II, o tempo 12 horas diferiu significativamente dos outros 

tempos apresentando maior porcentagem de espermatozóides classe II na avaliação da 

atividade mitocondrial (30,64 ± 1,62, 41,29 ± 1,57 e 33,45 ± 2,33, para 2, 12 e 24 horas 

respectivamente; p<0,05; Tabela 12).  

No tempo 2 horas, a variável DAB III apresentou diferença significativa com maior 

porcentagem de células do que nos tempos 12 e 24 horas (11,16 ± 1,71, 21,12 ± 2,92 e 

27,14 ± 3,45, para 2, 12 e 24 horas respectivamente; p<0,05). Para a variável DAB IV, o 

tempo 2 horas diferiu significativamente do tempo 24 horas, quando se obteve uma 

menor quantidade de células classe IV (5,62 ± 0,96 e 14,96 ± 3,75, 2 e 24 horas 

respectivamente; p<0,05; Tabela 12). 

Gadea et al. (2005), refrigerando sêmen de cachaço por até duas horas a 5ºC, não 

verificaram diferenças em relação à atividade mitocondrial (0 horas = 80,14 ± 2,65 e 2 

horas = 71,35 ± 2,43). Por um período maior de armazenagem sob refrigeração a 4ºC, 

Kasimanickam et al. (2007), trabalhando com sêmen de carneiro, encontraram uma 

perda significativa da atividade mitocondrial apenas após oito dias (dados apresentados 

na forma de gráficos). Os resultados obtidos no presente experimento diferem daqueles 

acima citados, visto que se referem aos dados agrupados de todos os tratamentos e 

diluidores que, por sua vez, apresentaram discrepâncias entre si. 

A detecção de maior porcentagem de células classificadas como DBA II, encontrada 

no tempo 12 horas, em relação aos tempos 0 e 24 horas, pode ser explicado pela queda 

da atividade mitocondrial que levaram as células DAB I a serem classificadas como DAB 

II, do tempo 0 para 12 horas. O mesmo do tempo 12 para 24 horas, de DAB II ou III 

para DAB III ou IV, respectivamente. 

 

 

6.2.3 Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

 

 

Para a avaliação do status oxidativo da célula espermática foi utilizada indução da 

peroxidação lipídica seguinda da mensuração das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico, índice de estresse oxidativo. 
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Tabela 13 - Efeito dos diluidores TCM, HAM e TGC sobre as concentrações (média ± erro 
padrão, [IC95%]) de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
em amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), 
mantidas sob refrigeração a 4°C coletadas através de eletroejaculação – 
Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 TCM HAM TGC 

TBARS (ng/106sptz) 
168,61 ± 31,69 C 

[103,05; 234,17] 
552,20 ± 78,10 B 

[394,80; 709,60] 
1900,19 ± 341,42 A 

[1207,07; 2593,31] 
A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
 
 

 

Quanto à resistência dos espermatozóides à peroxidação lipídica, houve diferença 

significativa entre os diluidores, sendo que os espermatozóides mantidos no TCM 

apresentaram maior resistência à peroxidação do que nos outros diluidores (168,61 ± 

31,69, 552,20 ± 78,10 e 1900,19 ± 341,42, para TCM, HAM e TGC respectivamente; 

p<0,05; Tabela 13). 

A maior produção de TBARS pelos espermatozóides mantidos no meio TGC pode ter 

ocorrido devido à incorporação de ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) provenientes da 

gema de ovo na membrana espermática. Provavelmente a lavagem das amostras 

utilizando PBS não foi suficiente para a completa remoção dos ácidos graxos 

provenientes da gema de ovo. Sendo assim, os valores elevados de TBARS não indicam 

necessariamente uma menor resistência dos espermatozóides a este estresse, com o 

emprego deste diluidor.  

A maior produção de TBARS verificada no meio HAM, em relação ao meio TCM, 

pode ser explicada pela presença de ferro e cobre em sua formulação. De acordo com 

Agarwal, Saleh e Bedaiwy (2003), a utilização do meio de HAM F10 para biotécnicas 

aplicadas ao sêmen pode promover uma maior produção de ROS. Isto ocorre através da 

reação de Fenton, na qual íons de cobre e ferro participariam na formação do radical 

hidroxila, a partir do peróxido de hidrogênio (NORDEBERG; ARNÉR, 2001). 
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Tabela 14 – Efeito dos tratamentos antioxidantes com diferentes concentrações de 
glutationa reduzida adicionadas aos diluidores (GSH 0mM, GSH 0,5mM, 
GSH 1,0mM, GSH 1,5mM) sobre as concentrações (média ± erro padrão, 
[IC95%]) de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) de 
amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), 
mantidas sob refrigeração a 4°C e coletadas através de eletroejaculação – 
Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 GSH 0mM  GSH 0,5mM  GSH 1,0mM  GSH 1,5mM  

TBARS (ng/106sptz) 997,9 ± 421,6A 
[129,67; 1866,20] 

950,0 ± 240,5A 
[454,70; 1445,41] 

804,5 ± 150,3A 
[495,52; 1113,45] 

959,0 ± 260,7A 
[422,15; 1495,85]  

A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
 

 

Não houve diferença em respostas às diferentes concentrações de GSH adicionadas 

aos diluidores sobre a resistência dos espermatozóides à peroxidação lipídica (997,9 ± 

421,6, 950,0 ± 240,5 e 959,0 ± 260,7, para 0, 0,5, 1,0 e 1,5mM de GSH 

respectivamente; p>0,05; Tabela 14).  

Apesar de não significante, as amostras tratadas com 1,0mM de GSH apresentaram 

um valor médio inferior ao controle de aproximadamente 20%. Provavelmente com um 

maior número de repetições essa diferença poderia mostrar-se significante. Essa 

ausência de diferenças também poderia ser explicada pela ineficiência do GSH caso a 

ROS responsável pelo estresse oxidativo, causado durante o resfriamento, fosse o ânion 

superóxido. O principal mecanismo de ação antioxidante da GSH é dependente da 

glutationa peroxidase (GPx), no qual o GSH participa como co-substrato na 

metabolização do H2O2, em reação catalisada pela GPx, com a produção de H2O e 

glutationa oxidada (GSSG), que pode ser reduzida novamente em GSH pela glutationa 

redutase que a utiliza para metabolizar o H2O2 (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Sendo 

assim, caso não haja a presença de GPx, ou mesmo que haja sua presença, porém o 

H2O2 não seja a ROS responsável pelos danos, o GSH não será eficaz.  

 

 

Tabela 15 – Efeito do tempo (2, 12 e 24 HORAS) sobre as concentrações (média ± erro 
padrão, [IC95%]) de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) de 
amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), 
mantidas sob refrigeração a 4°C e coletadas através de eletroejaculação – 
Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 2 HORAS 12 HORAS 24 HORAS 

TBARS (ng/106sptz) 
820,18 ± 174,47 A 

[464,80; 1175,55] 
778,11 ± 214,89 A 

[341,87; 1214,35] 
1172,91 ± 308,67 A 

[546,27; 1799,55] 
A,B,C: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
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Não houve diferença na resistência das células à peroxidação lipídica em função dos 

tempos 2, 12 e 24 horas (820,18 ± 174,47, 778,11 ± 214,89 e 1172,91 ± 308,67, 

respectivamente; p>0,05; Tabela 15). Nair et al. (2006) mantiveram sêmen de bovinos 

e bubalinos sob refrigeração (4-8ºC) e verificaram que, ao longo do tempo, estas 

espécies comportaram-se de maneira distinta. Enquanto que os bubalinos apresentaram 

um aumento significativo nos níveis de malondialdeído (MDA), entre os tempos 0, 12 e 

24 horas (1,99 ± 0,26; 4,62 ± 0,07 e 7,12 ± 0,12, respectivamente; p<0,05), para os 

bovinos não foi possível verificar diferenças nos mesmo tempos (1,17 ± 0,29; 2,50 ± 0,28 

e 4,33 ± 0,56, respectivamente; p>0,05). Para estes autores, essas diferenças podem ter 

ocorrido por variações interespecíficas no perfil lipídico da membrana espermática; os 

bubalinos possivelmente apresentando uma maior quantidade de PUFA, sendo, 

conseqüentemente, mais susceptíveis aos ataques das ROS. Isto torna difícil a 

comparação deste experimento com trabalhos anteriores, uma vez que não foram 

encontrados, na literatura consultada, estudos em felinos. 

 
 
 

6.2.4 Correlações 

 

 

As correlações entre as variáveis resposta serão avaliadas para cada um dos 

diluidores separadamente. 

 
 
 

6.2.4.1 Diluidor TCM 

 

 

Os resultados apresentados na tabela 16 referem-se às correlações encontradas 

entre as variáveis resposta apenas das amostras refrigeradas utilizando o diluidor TCM.  
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Tabela 16 – Coeficientes de correlação (significância) entre as variáveis resposta 
concentração de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), células 
classes I, II, III e IV na avaliação da atividade mitocondrial (DABI, II, III e 
IV), células com membrana plasmática íntegra (E/N), células com 
acrossomo íntegro (POPE), Motilidade (MOT), Vigor (VIG), Índice de 
Motilidade Espermática (IME), de amostras espermáticas de gato-do-
mato-pequeno (L. tigrinus), coletadas através de eletroejaculação e 
mantidas sob refrigeração a 4°C, por 2, 12 e 24 horas, no diluidor TCM 
com diferentes concentrações de GSH (0; 0,5; 1,0 e 1,5mM) – Fundação 
Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 DAB I DAB II DAB III DAB IV E/N POPE MOT VIG IME 

TBARS . . . . -0,06 
(0,85) 

0,22 
(0,30) 

-0,12 
(0,59) 

-0,22 
(0,30) 

-0,16 
(0,44) 

DABI . . . . . . . . . 

DABI . . . . . . . . . 

DABIII . . . . . . . . . 

DABIV . . . . . . . . . 

E/N . . . . 1,0 0,74 
(0,005) 

0,74 
(0,006) 

0,78 
(0,003) 

0,77 
(0,003) 

POPE . . . . . 1,0 0,65 
(0,0006) 

0,59 
(0,003) 

0,63 
(0,001) 

MOT . . . . . . 1,0 0,95 
(<0,0001) 

0,99 
(<0,0001) 

VIG . . . . . . . 1,0 0,98 
(<0,0001) 

 

 

Para a variável resposta E/N, observou-se uma correlação positiva com as variáveis 

POPE (r=0,74; p=0,005), MOT (r=0,74; p=0,006) e IME (r=0,77; p=0,003), que mostra 

que quanto maior a porcentagem de espermatozóides com membrana plasmática 

íntegra, maior a porcentagem das variáveis POPE, VIG e IME (Tabela 16). 

Para a variável POPE, houve uma correlação positiva com as variáveis MOT 

(r=0,65; p=0,0006), VIG (r=0,59; p=0,003) e IME (r=0,63; p=0,001), indicando que 

quanto maior a porcentagem de acrossomos íntegros, maior a motilidade, vigor e IME 

das amostras (Tabela 16). 

As correlações encontradas indicam uma forte relação entre a integridade de 

membrana, a integridade acrossomal e as variáveis relacionadas à mobilidade do 

espermatozóide. Isto não indica que estas variáveis sejam necessariamente dependentes 

uma da outra. Visto que o TCM foi visivelmente deletério a todas as funções, esta 

correlação matemática pode ter sido induzida pelo próprio diluidor. Segundo estudo de 

Baumber et al. (2000) em sêmen de eqüinos, uma diminuição na motilidade pós-

descongelamento pode ocorrer sem alterações detectáveis na viabilidade e integridade 

acrossomal. Fernández-Santos et al. (2006) verificaram o efeito da gema de ovo e de 

taxas de refrigeração sobre o IME, mas não sobre a vitalidade e integridade acrossomal 
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em amostras de sêmen de cervídeo (Cervus elaphus hispanicus). Comparando amostras 

coletadas de epidídimos de gatos domésticos, estocadas em solução à base de gema de 

ovo ou solução salina, Tittarelli et al. (2006) verificaram que esta última apresentou 

melhores resultados em relação para motilidade e integridade de membrana (teste hipo-

osmótico). No entanto, neste mesmo experimento, a solução de estocagem não teve 

efeito na integridade acrossomal. 

Pelos motivos já mencionados anteriormente, não foi possível analisar as 

correlações entre as variáveis DAB I, II, III, IV e as outras variáveis resposta para o 

diluidor TCM. 

 

 

6.2.4.2 Diluidor HAM 

 

 

Os valores apresentados na tabela 17 referem-se às correlações encontradas entre 

as variáveis resposta das amostras diluídas e refrigeradas no no diluidor HAM.  
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Tabela 17 – Coeficientes de correlação (significância) entre as variáveis resposta 
concentração de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 
espermatozóides classes I, II, III e IV na avaliação da atividade 
mitocondrial (DABI, II, III e IV), espermatozóides com membrana 
plasmática íntegra (E/N), espermatozóides com acrossomo íntegro 
(POPE), Motilidade (MOT), Vigor (VIG), Índice de Motilidade Espermática 
(IME), de amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (L. tigrinus) 
mantidos em cativeiro, coletadas através de eletroejaculação e 
armazenadas sob refrigeração a 4°C, por 2, 12 e 24 horas, no diluidor 
HAM com diferentes concentrações de GSH (0; 0,5; 1,0 e 1,5mM) – 
Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 DAB I DAB II DAB III DAB IV E/N POPE MOT VIG IME 

TBARS -0,23 
(0,13) 

-0,39 
(0,007) 

0,02 
(0,91) 

0,24 
(0,11) 

-0,15 
(0,32) 

-0,14 
(0,35) 

-0,09 
(0,54) 

-0,15 
(0,33) 

-0,12 
(0,42) 

DAB I 1,0 -0,08 
(0,61) 

-0,78 
(<0,0001) 

-0,70 
(<0,0001) 

0,73 
(<0,0001) 

0,75 
(<0,0001) 

0,63 
(<0,0001) 

0,54 
(<0,0001) 

0,59 
(<0,0001) 

DAB II . 1,0 0,24 
(0,10) 

-0,29 
(0,04) 

-0,15 
(0,32) 

-0,07 
(0,70) 

-0,12 
(0,43) 

-0,08 
(0,60) 

-0,09 
(0,53) 

DAB III . . 1,0 0,056 
(<0,0001) 

-0,62 
(<0,0001) 

-0,73 
(<0,0001) 

-0,58 
(<0,0001) 

-0,48 
(0,0006) 

-0,54 
(<0,0001) 

DAB IV . . . 1,0 -0,57 
(<0,0001) 

-0,58 
(<0,0001) 

-0,41 
(0,004) 

-0,29 
(0,045) 

-0,37 
(0,0093) 

E/N . . . . 1,0 0,81 
(<0,0001) 

0,88 
(<0,0001) 

0,81 
(<0,0001) 

0,86 
(<0,0001) 

POPE . . . . . 1,0 0,86 
(<0,0001) 

0,81 
(<0,0001) 

0,85 
(<0,0001) 

MOT . . . . . . 1,0 0,95 
(<0,0001) 

0,99 
(<0,0001) 

VIG . . . . . . . 1,0 0,98 
(<0,0001) 

 

 

Para as variáveis E/N e POPE, foram observadas fortes correlaçãos positivas entre 

elas (r=0,81; p<0,0001) e com as variáveis MOT e VIG (MOT: r=0,88; p<0,0001 e 

r=0,86; p<0,0001; VIG: r=0,81; p<0,0001 e r=0,81; p<0,0001; para E/N e POPE, 

respectivamente; Tabela 17), indicando que quanto mais houver espermatozóides com a 

membrana plasmática íntegra, maior a quantidade de células com acrossomos íntegros, 

assim como, maior será a motilidade e vigor das amostras. 

A concentração de TBARS correlacionou-se negativamente com a variável DAB II 

(r=-0,39; p=0,007), mostrando que quanto mais TBARS, menor a porcentagem de 

células DAB II. Espermatozóides classe II na coloração DAB representam células com 

pouco comprometimento da atividade mitocondrial. No presente experimento, a variável 

DAB I apresentou, em relação ao TBARS, uma correlação de -0,23, o que no entanto não 

foi significativa (p=0,13; Tabela 17). Sendo assim, provavelmente, se fosse levada em 

consideração a somatória dessas duas classes, a correlação poderia ser significante, 

indicando que quanto maior o grau de integridade das mitocôndrias menor a 

susceptibilidade ao estresse oxidativo. Além disto, esta ausência de correlação do TBARS, 
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tanto com o DAB como com outras variáveis, pode ter ocorrido pela presença de íons de 

ferro e cobre na composição do diluidor HAM, visto que a produção de ROS seria 

extracelular ao invés de mitocondrial. 

As variáveis DAB I e DAB IV mostraram correlação com as variáveis E/N (r=0,73; 

p<0,0001 e r=-0,57; p<0,0001, respectivamente), POPE (r=0,75; p<0,0001 e r=-0,58; 

p<0,0001, respectivamente), MOT (r=0,63; p<0,0001 e r=-0,41; p=0,004, 

respectivamente), VIG (r=0,54; p<0,0001 e r=-0,29; p=0,045, respectivamente) e IME 

(r=0,59; p<0,0001 e r=-0,37; p=0,0093), o que significa que quanto maior a 

porcentagem de espermatozóides com alta atividade mitocondrial, maior a porcentagem 

de células com membrana plasmática e acrossomos íntegros, maior a motilidade, vigor e, 

inversamente, quanto maior a porcentagem de espermatozóides com baixa atividade 

mitocondrial, menor as porcentagens para aquelas variáveis (E/N, POPE, MOT e VIG; 

Tabela 17). Corroborando com estes resultados, Wang et al. (2003) demonstraram, em 

seus experimentos com sêmen humano, uma correlação negativa entre o potencial da 

membrana mitocondrial e a produção espermática de ROS (r=0.45, p<0,05).  A presença 

de pequenas quantidades de ROS no plasma seminal sugere que a mitocôndria é a maior 

fonte de ROS no espermatozóide de homens inférteis (SHARMA; AGARWAL, 1996).  

Com a perda da integridade mitocondrial, agentes pró-oxidantes são liberados 

promovendo uma série de eventos que, em cadeia, atacam outras membranas celulares, 

dentre elas, as membranas acrossomal e plasmática. Conseqüentemente, estes eventos 

seriam responsáveis pela queda da motilidade e vigor (AITKEN; BERKER, 2002).  

 

 

6.2.4.3 Diluidor TGC 

 

 

Os valores apresentados na tabela 18 referem-se às correlações encontradas entre 

as variáveis resposta das amostras diluídas e refrigeradas no diluidor TGC.  
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Tabela 18 – Coeficientes de correlação (significância) entre as variáveis resposta 
concentração de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 
espermatozóides classes I, II, III e IV na avaliação da atividade 
mitocondrial (DABI, II, III e IV), espermatozóides com membrana 
plasmática íntegra (E/N), espermatozóides com acrossomo íntegro 
(POPE), Motilidade (MOT), Vigor (VIG), Índice de Motilidade Espermática 
(IME), de amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (L. tigrinus) 
mantidos em cativeiro, coletadas através de eletroejaculação e 
armazenadas sob refrigeração a 4°C, por 2, 12 e 24 horas, no diluidor 
TGC com diferentes concentrações de GSH (0; 0,5; 1,0 e 1,5mM) – 
Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 DABI DABII DABIII DABIV E/N POPE MOT VIG IME 

TBARS -0,56 
(0,0008) 

0,16 
(0,39) 

0,52 
(0,002) 

0,36 
(0,04) 

-0,29 
(0,10) 

-0,52 
(0,004) 

-0,11 
(0,51) 

-0,21 
(0,22) 

-0,17 
(0,32) 

DABI 1,0 -0,69 
(<0,0001) 

-0,63 
(<0,0001) 

-0,40 
(0,2) 

0,25 
(0,17) 

0,48 
(0,009) 

0,26 
(0,15) 

0,36 
(0,04) 

0,33 
(0,07) 

DABII . 1,0 -0,007 
(0,97) 

-0,15 
(0,40) 

0,09 
(0,61) 

-0,16 
(0,40) 

-0,08 
(0,68) 

-0,17 
(0,34) 

-0,15 
(0.41) 

DABIII . . 1,0 0,30 
(0,09) 

-0,29 
(0,11) 

-0,51 
(0,006) 

-0,32 
(0,07) 

-0,33 
(0,06) 

-0,34 
(0,05) 

DABIV . . . 1,0 -0,27 
(0,14) 

-0,23 
(0,23) 

-0,28 
(0,11) 

-0,31 
(0,08) 

-0,30 
(0,10) 

E/N . . . . 1,0 0,70 
(<0,0001) 

0,56 
(0,0008) 

0,44 
(0,01) 

0,52 
(0,002) 

POPE . . . . . 1,0 0,64 
(0,0003) 

0,72 
(<0,0001) 

0,67 
(<0,0001) 

MOT . . . . . . 1,0 0,86 
(<0,0001) 

0,96 
(<0,0001) 

VIGOR . . . . . . . 1,0 0,94 
(<0,0001) 

 

 

 

Foi encontrada uma correlação positiva entre a integridade de membrana 

plasmática (E/N) e a integridade acrossomal (r=0,70; p<0,0001), e dessas variáveis com 

a motilidade e vigor (r=0,56; p=0,0008 e r=0,64; p=0,0003; r=0,44; p=0,01 e r=0,72; 

p<0,0001, para E/N e POPE, respectivamente), significando que quanto mais 

espermatozóides com a membrana plasmática íntegra, maior a quantidade de 

acrossomos íntegros (Tabela 18). 

A variável TBARS correlacionou-se negativamente com DAB I (r=-0,56; p=0,0008), 

e positivamente com DAB IV (r=0,36; p=0,04), demonstrando que quanto maior a 

quantidade de células com alta atividade mitocondrial, menor a concentração de TBARS. 

Porém, quanto maior a porcentagem de células com baixa atividade mitocondrial, maior 

a concentração de TBARS. Foi também encontrada uma correlação negativa entre as 

variáveis POPE e TBARS (r=-0,52; p=0,004), mostrando que quanto menor a 

porcentagem de células com acrossomo íntegro, maior a concentração de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (Tabela 18). 

A porcentagem de células com plena atividade mitocondrial (DAB I) correlacionou-

se positivamente com as variáveis POPE e VIG (r=0,48; p=0,009 e r=0,36; p=0,04, 
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respectivamente), o que significa que quanto maior a porcentagem de espermatozóides 

com alta atividade mitocondrial, maior o vigor e a quantidade de células com acrossomo 

íntegro. Inversamente, o DAB IV apresentou correlação negativa com POPE (r=-0,51; 

p=0,0006), indicando que quanto maior a quantidade de células DAB IV, menor a 

quantidade de acrossomos íntegros (Tabela 18). 

As expressivas correlações encontradas entre TBARS e as variáveis DAB I, DAB IV e 

POPE, podem ser resultado de um efeito causado pela presença da gema de ovo no 

diluidor. Provavelmente, com a incorporação de PUFA pela membrana espermática, esta 

passou a ser mais susceptível ao ataque das ROS. Como resultado da peroxidação de 

lipídeos (PUFAS) formam-se aldeídos, como o 4-hidroxinonenal e o MDA, 

conhecidamente citotóxicos (SANOCKA; KURPISZ, 2004). Assim, os efeitos prejudiciais 

do estresse oxidativo são potencializados, refletindo-se na integridade da membrana 

plasmática, acrossomal e, conseqüentemente, da motilidade e vigor. 

 

 

6.3 Experimento 2 

 

 

No experimento 2 foi considerado apenas o diluidor TGC que apresentou os 

melhores resultados para as variáveis avaliadas no experimento 1. Para a avaliação do 

grau de fragmentação do DNA espermático, foram utilizadas as amostras processadas e 

armazenadas durante o experimento 1 para aquele diluidor.  
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Tabela 19 – Valores das probabilidades para os efeitos principais dos tempos de 
refrigeração 2, 12 e 24 horas (TEMPO) e do tratamento antioxidante com 
glutationa reduzida nas concentrações  0; 0,5; 1,0 e 1,5mM (GSH), e suas 
interações sobre as variáveis: Motilidade; Vigor; Índice de Motilidade 
Espermática (IME); espermatozóides com membrana plasmática íntegra 
(E/N), espermatozóides com acrossomo íntegro (POPE); concentração de 
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); espermatozóides 
classes II, III e IV na avaliação da atividade mitocondrial (DAB II, DAB III 
e DAB IV); e espermatozóides classes I, II, III e IV na avaliação da 
integridade de DNA (COMETA I, COMETA II, COMETA III e COMETA IV) de 
amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), 
mantidas sob refrigeração a 4°C no diluidor TGC e coletadas através de 
eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 
2006-2007 

 

 GSH TEMPO 
TEMPO 

X 
GSH 

MOTILIDADE <0,0001 0,097 0,9416 

VIGOR <0,0001 0,0139 0,4753 

IME <0,0001 0,0153 0,7983 

E/N 0,1601 0,9032 0,9837 

POPE 0,0003 0,4229 0,3551 

TBARS 0,6155 0,7516 0,8271 

DAB I 0,6188 0,3099 0,7561 

DAB II 0,5198 0,3408 0,6986 

DAB III 0,6255 0,7107 0,8732 

DAB IV 0,5304 0,8899 0,9829 

COMETA I 0,5658 0,7778 0,8140 

COMETA II 0,61490 0,8368 0,9340 

COMETA III 0,1490 0,3947 0,6990 

COMETA IV 0,6651 0,5999 0,4011 

 

Visto que não foi observada interação entre o tratamento com GSH e os tempos 

para nenhuma variável (Tabela 19), estas foram analisadas levando-se em conta os 

efeitos principais dos respectivos tratamentos (Tabelas 20, 21, 22 e 23). 

 

 

 6.3.1 Efeito do tratamento antioxidante 

 

 

Neste experimento o efeito do tratamento antioxidante foi analisado através dos 

mesmos testes convencionais e funcionais utilizados no experimento 1 (Tabela 20), 
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acrescidos do teste Cometa para a avaliação da integridade do DNA espermático (Tabela 

21). 

 

Tabela 20 – Efeito dos tratamentos antioxidantes com diferentes concentrações de 
glutationa reduzida adicionadas aos diluidores (média ± erro padrão, 
[IC95%]; para GSH 0mM, GSH 0,5mM, GSH 1,0mM, GSH 1,5mM) sobre a 
Motilidade; Vigor; Índice de Motilidade Espermática (IME); 
espermatozóides com membrana plasmática íntegra (E/N), 
espermatozóides com acrossomo íntegro (POPE); concentração de 
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); espermatozóides 
classes II, III e IV na avaliação da atividade mitocondrial (DAB II, DAB III 
e DAB IV) de amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno 
(Leopardus tigrinus), mantidas sob refrigeração a 4°C no diluidor TGC e 
coletadas através de eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico do 
Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 GSH 0mM GSH 0,5mM GSH 1,0mM GSH 1,5mM 

MOTILIDADE (%) 66,11 ± 4,55 
[55,62; 76,60] 

65,00 ± 4,86 
[53,79;76,21] 

60,00 ± 5,46 
[47,40; 72,60] 

57,22 ± 5,21 
[45,20; 69,24] 

VIGOR (%) 3,61 ± 0,16 
[3,24; 3,98] 

3,61 ± 0,20 
[3,15; 4,07] 

3,22 ± 0,22 
[2,70; 3,73] 

3,22 ± 0,17 
[2,83; 3,61] 

IME (%) 69,17± 3,73 
[60,57; 77,76] 

68,61 ± 4,35 
[58,57; 78,65] 

62,22 ± 4,88 
[50,96; 73,49] 

60,83 ± 4,08 
[51,42; 70,25] 

E/N (%) 58,25 ± 3,58 
[49,78; 66,72] 

55,69 ± 3,34 
[47,67; 63,70] 

57,50 ± 3,46 
[49,31; 65,69] 

58,87 ± 3,00 
[51,77; 65,98] 

POPE (%) 45,21 ± 6,25 
[29,91; 60,51] 

42,21 ± 6,97 
[25,17; 59,26] 

38,93 ± 5,38 
[25,76; 52,09] 

37,21 ± 4,56 
[26,06; 48,37] 

TBARS 
(ng/106sptz) 

2258,58 ± 
1124,91 

[-335,46; 852,62] 

2145,34 ± 
472,06  

[1056,77; 3233,91] 

1335,07 ± 
337,32  

[557,21; 2112,93] 

1861,77 ± 
611,75 

 [451,06; 3272,48] 

DAB I (%) 56,56 ± 1,55 A 

[52,89; 60,24] 
53,00 ± 2,12 A,B 

[47,97; 58,03] 
52,56 ± 1,41 A,B 

[49,22; 55,91] 
49,56 ± 3,45 B 

[41,39; 57,73] 

DAB II (%) 31,56 ± 1,40 A 

[28,25; 34,88] 
33,00 ± 1,08 A,B 

[30,43; 35,57] 
34,19 ± 0,77 A,B 

[32,36; 36,02] 
36,31 ± 2,53 B 

[30,33; 42,30] 

DAB III (%) 6,81 ± 1,00 
[4,43; 9,20] 

9,31 ± 1,66 
[5,38; 13,27] 

7,75 ± 0,99 
[5,42; 10,08] 

8,94 ± 1,92 
[4,39; 13,48] 

DAB IV (%) 5,06 ± 0,64 
[3,56; 6,57] 

4,43 ± 0,58 
[3,05; 5,82] 

4,87 ± 0,84 
[2,88; 6,87] 

5,31 ± 0,95 
[3,06; 7,57] 

A,B,: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas, a ausência de letras indica que não houve 
diferença significativa (p<0,05). IC95%: intervalo de confiança de 95% da média. 
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As únicas variáveis influenciadas pelo tratamento com GSH foram o DAB I e II, 

sendo que a variável DAB I apresentou uma diminuição na comparação entre os tempos 

0 e 24 horas (56,56 ± 1,55 e 49,56 ± 3,45; p<0,05, respectivamente), e, inversamente, 

a variável DAB II apresentou um aumento nestes mesmos tempos (31,56 ± 1,40 e 36,31 

± 2,53; p<0,05, respectivamente; Tabela 20). O antioxidante mais importante para a 

proteção mitocondrial é o GSH e o sistema GPx (ORRENIUS, 2007). O fato do tratamento 

antioxidante com GSH utilizado no presente experimento não ter apresentado o efeito 

esperado para a atividade mitocondrial, pode ter ocorrido, como discutido anteriormente, 

por uma quantidade insuficiente de GPx, pelo fato do H2O2 não ter sido a principal ROS 

causadora dos danos ocorridos, além de um aumento da susceptibilidade das células ao 

estresse oxidativo causado pela incorporação de PUFAs, provenientes na gema de ovo, 

pelas membranas espermáticas. 

 

 

Tabela 21 – Efeito dos tratamentos antioxidantes com diferentes concentrações de 
glutationa reduzida adicionadas aos diluidores (média ± erro padrão, 
[IC95%]; para GSH 0mM, GSH 0,5mM, GSH 1,0mM, GSH 1,5mM) sobre a 
porcentagem (média ± erro padrão) de espermatozóides classes I, II, III e 
IV na avaliação da integridade de DNA (COMETA I, COMETA II, COMETA 
III e COMETA IV) de amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno 
(Leopardus tigrinus), mantidas sob refrigeração a 4°C no diluidor TGC e 
coletadas através de eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico do 
Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 GSH 0mM  GSH 0,5mM  GSH 1,0mM  GSH 1,5mM  

Cometa I (%) 
60,44 ± 6,29 
[45,93; 74,96] 

59,00 ± 5,87 
[45,45; 72,55] 

52,89 ± 6,25 
[38,47; 67,31] 

53,00 ± 6,06 
[39,03; 66,97] 

Cometa II (%) 
31,39 ± 5,43 
[18,86; 43,91] 

35,28 ± 5,09 
[23,54; 47,02] 

38,33 ± 4,50 
[27,95; 48,71] 

35,72 ± 4,59 
[25,13; 46,32] 

Cometa III (%) 
7,50 ± 1,71 
[3,56; 11,44] 

5,55 ± 1,31 
[2,54; 8,57] 

8,22 ± 2,33 
[2,85; 13,59] 

10,83 ± 2,88 
[4,18; 17,49] 

Cometa IV (%) 
0,67 ± 0,22 
[0,16; 1,18] 

0,17 ± 0,08 
[-0,03; 0,36] 

0,55 ± 0,44 
[-0,45; 1,56] 

0,44 ± 0,19 
[-0,01; 0,89] 

A ausência de letras indica que não houve diferença significativa (p<0,05). 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média. 

 

 

As diferentes concentrações de GSH (0; 0,5; 1,0 e 1,5mM) não mostraram efeito 

sobre as amostras diluídas em TGC e avaliadas quanto ao grau de fragmentação de DNA. 

Baumber et al. (2003) submeteram amostras espermáticas de eqüinos a um desafio com 

o sistema gerador de ROS xantina/xantina-oxidase responsável pela produção de O2
- e, 

principalmente, H2O2. Neste experimento, as amostras foram tratadas com catalase, 

superóxido dismutase e GSH. Os autores verificaram, através do ensaio de cometa, que  
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apenas a catalase e o GSH foram capazes de diminuir a fragmentação de DNA em 

relação ao controle e às amostras tratadas com superóxido dismutase. Visto que a 

catalase, mas não a SOD, se mostrou eficaz em proteger o DNA espermático, pode-se 

inferir que a ROS responsável pelos danos oxidativos foi o H2O2. Diante destas 

evidências, pode-se verificar a eficácia do GSH na remoção do H2O2. Em experimento 

Donnely, Mc Clure e Lewis (2003) trataram amostras seminais humanas incubadas por 4 

horas com GSH concomitante à indução da peroxidação com H2O2 e observaram que este 

antioxidante foi capaz de diminuir a fragmentação do DNA espermático. Porém, ao tratar 

as amostras sem a presença do H2O2 os danos ao DNA durante o período de incubação 

das amostras não foram evitados. Estes estudos, aliados aos resultados obtidos no 

presente experimento, reafirmam a hipótese de que o H2O2 não foi a ROS responsável 

pelo aumento do estresse oxidativo observado nas amostras seminais de gato-do-mato-

pequeno mantidas em TGC. 

 

  

6.3.2 Efeito do tempo 

 

 

O efeito do tempo de refrigeração das amostras espermáticas foi analisado através 

dos mesmos testes convencionais e funcionais utilizados no experimento 1 (Tabela 22), 

acrescidos do teste Cometa para a avaliação da integridade do DNA espermático (Tabela 

23).  
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Tabela 22 – Efeito do tempo (média ± erro padrão, [IC95%]; para 2, 12 e 24 HORAS) 
sobre a Motilidade; Vigor; Índice de Motilidade Espermática (IME); 
espermatozóides com membrana plasmática íntegra (E/N), espermatozóides 
com acrossomo íntegro (POPE); concentração de substâncias reativas ao 
ácido tiobarbitúrico (TBARS); espermatozóides classes II, III e IV na 
avaliação da atividade mitocondrial (DAB II, DAB III e DAB IV) de amostras 
espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), mantidas sob 
refrigeração a 4°C no diluidor TGC e coletadas através de eletroejaculação – 
Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 2006-2007 

 

 2 HORAS 12 HORAS 24 HORAS 

MOTILIDADE (%) 
74,16 ± 2,20 A 

[69,31; 79,01] 
67,50 ± 2,09 B 

[62,90; 72,09] 
44,58 ± 2,42 C 

[39,26; 49,91] 

VIGOR (%) 
3,83 ± 0,11 A 

[3,59; 4,08] 
3,62 ± 0,13 A 

[3,35; 3,90] 
2,79 ± 0,07 B 

[2,63; 2,96] 

IME (%) 
75,42 ± 2,15 A 

[70,68; 80,15] 
70,00 ± 2,02 A 

[65,56; 74,44] 
50,21 ± 1,75 B 

[46,35; 54,07] 

E/N (%) 
59,87 ± 3,30 A,B 

[52,62; 67,13] 
61,00 ± 1,40 A 

[57,69; 64,31] 
53,00 ± 2,19 B 

[48,19; 57,81] 

POPE (%) 
53,75 ± 4,61 A 

[42,86; 64,64] 
45,50 ± 5,28 A 

[33,00; 58,00] 
29,25 ± 1,11 B 

[26,81; 31,69] 

TBARS (ng/106sptz) 
1596,04 ± 377,46 
[765,27; 2426,82] 

1746,68 ± 534,80 
[569,59; 2923,77] 

2357,84 ± 809,09 
[577,05; 4138,64] 

DAB I (%) 
55,25 ± 2,04 
[49,77; 58,73] 

53,12 ± 2,24 
[47,83; 58,42] 

51,46 ± 1,93 
[47,22; 55,70] 

DAB II (%) 
32,58 ± 1,61 
[29,03; 36,13] 

35,00 ± 1,16 
[32,25; 37,75] 

34,12 ± 1,28 
[31,32; 36,93] 

DAB III (%) 
7,62 ± 1,25 
[4,88; 10,37] 

7,56 ± 1,08 
[5,01; 10,11]  

9,21 ± 1,27 
[6,41; 12,01] 

DAB IV (%) 
5,46 ± 0,83 
[3,63; 7,29] 

4,19 ± 0,34 
[3,38; 5,00] 

4,87 ± 0,48 
[3,82; 5,93] 

A,B,C,: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas, a ausência de letras indica que não 
houve diferença significativa (p<0,05). IC95%: intervalo de confiança de 95% da média. 

 

 

A motilidade foi a variável mais influenciada pelo tempo nas amostras refrigeradas 

no diluidor TGC, sendo que houve diferença entre todos os tempos estudados (2 horas = 

74,16 ± 2,20, 12 horas = 67,50 ± 2,09 e 24 horas = 44,58 ± 2,42, p<0,05; Tabela 22). 

Tanto o vigor, como o índice de motilidade espermática, apresentaram uma queda 

significativa apenas após 24 horas de refrigeração (2 horas = 3,83 ± 0,11 e 75,42 ± 

2,15; 24 horas = 2,79 ± 0,07 e 50,21 ± 1,75; para VIG e IME, respectivamente; Tabela 

22).  
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O tempo teve efeito semelhante sobre a variável POPE, mostrando um declínio na 

porcentagem de células com acrossomo íntegro apenas após 24 horas sob refrigeração 

(53,75 ± 4,61 e 29,25 ± 1,11; para 2 e 24 horas, respectivamente; Tabela 22). 

Para a porcentagem de células com membrana plasmática íntegra, foi encontrada 

diferença apenas entre os tempos 12 e 24 horas (61,00± 1,40 e 53,00 ± 2,19, 

respectivamente; p<0,05; Tabela 22).  

Os resultados obtidos indicam que as variáveis MOT, VIG, E/N e POPE apesar de 

apresentarem diferenças estatísticas entre o tempo 0 e 24 horas, mostraram uma 

resposta heterogênea ao longo dos tempos. Analisando sêmen de cervídeo refrigerado 

(4ºC), Hishinuma, Suzuki e Sekine (2003), obtiveram resultados similares para 

motilidade, integridade de membrana plasmática e acrossomal. Neste experimento, os 

autores verificaram que a motilidade foi mais sensível ao efeito do tempo, verificando 

diferenças entre 0 e 24 horas as quais não foram observadas para a integridade 

acrossomal. Já para Tittarelli et al. (2006), o efeito do tempo sobre essas mesmas 

variáveis (MOT, E/N e POPE) causou uma diferença significativa levando a uma 

diminuição de seus valores ao longo do tempo. Os diferentes resultados encontrados 

para motilidade, integridade da membrana plasmática e acrossomal indicam que o efeito 

benéfico da gema de ovo na motilidade é causado por outro mecanismo que não a 

manutenção da viabilidade, e que a membrana plasmática pode reagir de maneira 

diferente em comparação à acrossomal submetidas ao mesmo tratamento 

(HERMANSSON; AXNÉR, 2007).  
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Tabela 23 – Efeito do tempo (2, 12 e 24 HORAS) sobre a porcentagem (média ± erro 
padrão, [IC95%]) de espermatozóides classes I, II, III e IV na avaliação da 
integridade de DNA (COMETA I, COMETA II, COMETA III e COMETA IV) de 
amostras espermáticas de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), 
mantidas sob refrigeração a 4°C no diluidor TGC e coletadas através de 
eletroejaculação – Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo – 
2006-2007 

 

 2 HORAS 12 HORAS 24 HORAS 

Cometa I (%) 
55,00 ± 2,69 
[49,08; 60,92] 

61,17 ± 5,83 
[48,34; 74,00] 

52,83 ± 6,35 
[38,85; 66,82] 

Cometa II (%) 
33,71 ± 2,55 
[28,10; 39,31] 

32,92 ± 4,65 
[22,69; 43,14] 

38,92 ± 4,94 
[28,03; 49,80] 

Cometa III (%) 
10,87 ± 2,07 A 

[6,32; 15,43] 
5,58 ± 1,54 B 

[2,19; 8,97] 
7,62 ± 1,75 AB 

[3,77; 11,48] 

Cometa IV (%) 
0,42 ± 0,13 
[0,12; 0,71] 

0,33 ± 0,14 
[0,02; 0,65] 

0,62 ± 0,35 
[-0,14; 1,39] 

A,B,C: Letras diferentes indicam diferenças estatísticas (p<0,05) 
IC95%: intervalo de confiança de 95% da média 
 

 

 

Linfor e Meyers (2002) em experimento com sêmen de eqüino, mantidos a 5ºC, 

verificaram que após 24 horas não houve aumento na taxa de fragmentação de DNA das 

amostras avaliadas pelo ensaio de cometa (dados apresentados graficamente). Neste 

estudo, os autores classificaram as células em fragmentadas ou não. 

Zini et al. (1999) avaliou a motilidade e a integridade do DNA (SCSA) de amostras 

espermáticas humanas submetidas a duas técnicas de gradiente de Percoll (2 e 4 

camadas). Os autores verificaram que ambos os gradientes de Percoll foram benéficos 

para a motilidade, porém aumentaram a desnaturação do DNA espermático. 

Soler et al. (2005) estocaram epidídimos de cervídeos a 5ºC e verificaram que, por 

até 24 horas, não houve influência do tempo sobre a integridade do DNA (SCSA) 

espermático. 

 

 

6.3.3 Correlações 

 

 

As correlações apresentadas na tabela 24 são referentes às encontradas entre a 

integridade do DNA espermático e os testes funcionais e convencionais das amostras 

diluídas no TGC. As correlações entre os testes funcionais e convencionais das amostras 

diluídas no TGC foram apresentadas previamente na tabela 18. 
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Tabela 24 – Coeficientes de correlação (significância) entre as variáveis resposta 
concentração de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 
espermatozóides classes I, II, III e IV na avaliação da atividade 
mitocondrial (DABI, II, III e IV), porcentagem de espermatozóides 
classes I, II, III e IV na avaliação de integridade do DNA (COMETAI, II, 
III e IV), espermatozóides com membrana plasmática íntegra (E/N), 
espermatozóides com acrossomo íntegro (POPE), Motilidade (MOT), Vigor 
(VIG), Índice de Motilidade Espermática (IME), de amostras espermáticas 
de gato-do-mato-pequeno (L. tigrinus) mantidos em cativeiro, coletadas 
através de eletroejaculação e armazenadas sob refrigeração a 4°C, por 2, 
12 e 24 horas, no diluidor TCM com diferentes concentrações de GSH (0; 
0,5; 1,0 e 1,5mM) – Fundação Parque Zoológico do Estado de São Paulo 
– 2006-2007 

 

 COMETAI COMETAII COMETAIII COMETAIV 

TBARS -0,33 
(0,048) 

0,29 
(0,08) 

0,10 
(0,56) 

0,01 
(0,95) 

DABI 0,43 
(0,01) 

-0,34 
(0,052) 

-0,30 
(0,09) 

-0,15 
(0,39) 

DABII -0,05 
(0,8) 

-0,11 
(0,53) 

0,08 
(0,66) 

-0,10 
(0,59) 

DABIII -0,41 
(0,02) 

0,45 
(0,01) 

0,30 
(0,09) 

0,32 
(0,07) 

DABIV -0,39 
(0,03) 

0,32 
(0,07) 

0,24 
(0,18) 

0,34 
(0,06) 

E/N 0,02 
(0,89) 

-0,02 
(0,90) 

0,12 
(0,49) 

-0,05 
(0,78) 

POPE 0,30 
(0,12) 

-0,24 
(0,22) 

-0,03 
(0,86) 

-0,008 
(0,96) 

MOTILIDADE 0,27 
(0,10) 

-0,29 
(0,08) 

0,05 
(0,77) 

-0,08 
(0,64) 

VIGIOR 0,25 
(0,13) 

-0,26 
(0,12) 

0,05 
(0,76) 

0,02 
(0,91) 

IME 0,27 
(0,11) 

-0,29 
(0,09) 

0,11 
(0,53) 

-0,03 
(0,85) 

COMETAI 1,0 -0,89 
(<0,0001) 

-0,62 
(<0,0001) 

-0,49 
(0,002) 

COMETAII . 1,0 0,34 
(0,04) 

0,46 
(0,005) 

COMETAIII . . 1,0 0,50 
(0,002) 

COMETAIV . . . 1,0 

 

 

A variável COMETA I correlacionou positivamente com DAB I (r=0,43; p=0,01) e 

negativamente com TBARS, DAB III e IV (r=-0,33, p=0,048; r=-0,41, p=0,02 e r=-0,39, 

p=0,03; respectivamente; Tabela 24). Estes resultados indicam que quanto maior a 

porcentagem de células com baixa fragmentação de DNA, maior a porcentagem de 
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células com alta atividade mitocondrial, menor a concentração de espécies reativas ao 

ácido tiobarbitúrico e células com baixa atividade mitocondrial. Estes resultados além das 

correlações negativas encontradas entre TBARS e as variáveis DAB I e IV (Tabela 17; r=-

0,56; p=0,0008 e r=0,36; p=0,04; respectivamente; Tabela 24), sugerem que amostras 

mais susceptíveis ao estresse oxidativo podem apresentar danos na mitocôndria que, ao 

disponibilizarem uma maior quantidade de ROS no meio extracelular, potencializarão a 

cadeia oxidativa que, conseqüentemente, danificará o material genético. Além disso, o 

rompimento das mitocôndrias levará à liberação de fatores pró-apoptóticos. Os principais 

mecanismos que poderiam levar a um aumento na fragmentação do DNA espermático 

são: a apoptose e o estresse oxidativo (BERTOLLA et al., 2006). Resultados semelhantes 

ao presente experimento foram encontrados por Blumer et al. (2007)11 com sêmen de 

homens com varicocele, nos quais foram encontradas correlações entre DAB III e 

Cometa IV (r=0,657, p=0,006), e entre DAB IV e Cometa I (r=0,473, p=0,035). 

 

  

6.4 Considerações Finais 

 

 

 Os resultados apresentados neste experimento, mostrando uma maior produção 

de TBARS encontrada nas amostras espermáticas mantidas no diluidor TGC, poderiam 

ser interpretados erroneamente como um efeito deletério da gema de ovo. Contudo, é 

importante ressaltar que estes resultados são oriundos da indução da peroxidação 

lipídica, através de um sistema gerador de ROS formado pelo sulfato de ferro e ácido 

ascórbico. A utilização deste sistema visa aumentar a sensibilidade da técnica para que 

se possa diferenciar uma amostra mais resistente que outra ao estresse oxidativo. No 

entanto, os níveis produzidos de ROS por esse sistema são extremamente altos, sendo 

que dificilmente seriam encontrados em condições fisiológicas. Assim, mesmo que a 

célula incorpore os ácidos graxos poli-insturados do ovo, dificilmente os níveis de TBARS 

produzidos seriam tão elevados. O que pode explicar os resultados benéficos da gema do 

ovo sobre a grande maioria das variáveis avaliadas mesmo com a baixa resistência ao 

estresse oxidativo verificado com o TBARS induzido em relação aos outros diluidores. 

Em geral, no presente experimento, o tratamento com GSH não foi eficaz. Ao se 

pensar num tratamento antioxidante, é importante que sejam levados em conta alguns 

fatores. Diversos eventos fisiológicos são dependentes de processos oxidativos, sendo 

que a presença de altos níveis de antioxidantes pode bloqueá-los, porém níveis 

insuficientes podem levar ao estresse oxidativo. Sendo assim, ao testar um antioxidante, 
                                                           
11 BLUMER, C. G.; FARIELLO, R. M.; RESTELLI, A. E.; SPAINE, D. M.; BERTOLLA, R. P.; CEDENHO, A. P. Sperm 

nuclear DNA fragmentation and mitochondrial activity in men with varicocele. Fertility and Steriliry, 2007. 
8p. Pré-print. 
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é importante a utilização de diferentes concentrações do mesmo. Além disso, a eficiência 

de um tratamento antioxidante depende da presença do estresse oxidativo. Isto pode ser 

confirmado pelos resultados controversos encontrados por Attaran, Pasqualotto e Falcone 

(2000) e Paszkowski, Clarke e Hornstein (2002). Enquanto este último grupo verificou, 

em mulheres fumantes, uma correlação negativa entre ROS e gravidez, Attaran, 

Pasqualotto e Falcone (2000), em mulheres não fumantes, encontraram uma correlação 

positiva entre as mesmas variáveis. Outro fator que deve ser levado em conta em 

relação a um tratamento antioxidante é que a produção e eliminação das ROS ocorrem 

numa reação em cadeia composta de diversas fases, sendo que, em geral, cada 

antioxidante atua especificamente em cada fase. Por conseguinte, para que o tratamento 

seja eficaz, é necessário que se saiba em qual etapa desta cadeia está ocorrendo o 

estresse oxidativo para que se utilize o antioxidante correto. Como exemplo, podemos 

citar o superóxido dismutase, que é uma enzima antioxidante que catalisa a dismutase 

do O2
- para H2O2. Este, por sua vez, será eliminado pela GPx ou pela catalase. Caso seja 

utilizado um tratamento com SOD em amostras ricas em O2
-, porém com baixos níveis de 

catalase e GPx, haverá a formação de um excesso de H2O2 que é um dos ROS mais 

deletérios, por sua alta capacidade de penetração em membranas biológicas.  

 No presente experimento, fortes correlações foram encontradas entre os testes 

convencionais e funcionais. No entanto, apenas estes últimos correlacionaram com a 

resistência das células ao estresse oxidativo, avaliada através de um desafio com um 

sistema produtor de ROS. Estes resultados podem indicar uma maior sensibilidade dos 

testes funcionais em relação aos testes convencionais para a avaliação da qualidade da 

célula espermática ou do meio em que estas se encontram. Os testes convencionais para 

análise do sêmen, em alguns casos, são incapazes de distinguir entre uma amostra fértil 

e outra infértil. Segundo Aitken (2006), isto ocorre porque os testes convencionais são 

incapazes de detectar deficiências funcionais responsáveis pela infertilidade. 

Apesar da importância dos testes convencionais de análise espermática para o 

diagnóstico de infertilidade, é de fundamental importância a utilização de testes que 

avaliem as diferentes funções da célula espermática (IRVINE; AITKEN, 1994). Para que 

seja viável a aplicação prática destes testes, é muito importante que os mesmos sejam 

simples de serem executados, dependam o mínimo possível de equipamentos 

sofisticados e tenham baixo custo. Testes muito complexos limitam sua aplicação, 

tornando inviável a utilização fora de uma infra-estrutura laboratorial adequada. No caso 

de ações voltadas para o conservacionismo “in situ”, esta poderia ser uma barreira 

técnica decisiva para o uso de biotécnicas reprodutivas. A maioria das técnicas de 

avaliação funcional da célula espermática utilizadas neste experimento (DAB, POPE e 

E/N), são bons exemplos de testes simples cuja aplicação a campo é viável e que trazem 

respostas valiosas sobre a fertilidade do animal. No entanto, algumas ferramentas são 
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essenciais mesmo que sua aplicação não seja tão acessível pelo custo e praticidade, 

como é o caso da avaliação da integridade do material genético da célula espermática.  

No presente experimento, não foram encontradas correlações entre a integridade 

do DNA e os testes convencionais que podem indicar que mesmo com o DNA 

fragmentado, o espermatozóide pode vir a fecundar o oócito que, por sua vez, possui 

mecanismos reparos em danos de fita simples (AHMADI; NG, 1999). Estes danos podem 

não ser reparados completamente resultando em mutações neste DNA (AITKEN; BAKER, 

2006). Caso isso ocorra podem acontecer falhas na fertilização, baixas taxas de 

implantação, morte embrionária precoce, aborto ou doenças genéticas na prole, incluindo 

câncer (BAKER; AITKEN, 2005). Mesmo que nenhum destes eventos ocorra, ainda assim, 

possíveis informações genéticas errôneas podem ser transmitidas e só serem expressas 

após várias gerações (MARCHETTI; WYROBEK, 2005).  

Assim, pensando na manutenção de populações geneticamente viáveis, a avaliação 

da integridade de DNA espermático e o desenvolvimento de técnicas que mantenham sua 

integridade se torna imprescindível, principalmente, quando são formados os bancos de 

germoplasma voltados para o armazenamento de informação genética de espécies 

ameaçadas. Sabidamente a criopreservação do sêmen pode danificar o material genético. 

Desta forma, a utilização de sêmen proveniente destes provedores de recursos 

genéticos, sem uma avaliação da integridade de seu material genético, paradoxalmente 

estaria desvirtuando o propósito dos planos de manejo conservacionistas de populações 

selvagens, sendo mais prejudicial a introdução de mutações no genoma de uma 

população do que a própria homozigose. 

 

 

6.5 Resumo dos resultados 

 

 

Os resultados obtidos para as provas convencionais e funcionais, com exceção da 

resistência dos espermatozóides ao estresse oxidativo por meio da dosagem de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, indicaram que, em geral, o diluidor TGC foi 

superior aos diluidores TCM e HAM, sendo que não houve efeito do tratamento com GSH. 

Em todos os diluidores as variáveis referentes aos testes funcionais apresentaram 

correlação com as variáveis referentes aos testes convencionais. Apenas nos diluidores 

HAM e TGC a concentração de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico correlacionou com 

a variável DAB II e as variáveis DABI, DABIV e POPE. 

Nas amostras diluídas no TGC não foram verificados efeitos do tratamento com 

GSH, ou do tempo de refrigeração no grau de integridade do material genético das 

células espermáticas.  
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Também nas amostras diluídas em TGC, houve correlação entre a integridade do 

DNA e atividade mitocondrial, mas não com os testes convencionais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

CCOONNCCLLUUSSÃÃOO  

  

  
“A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltará ao seu tamanho original”. 

- Albert Einstein 
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77  CCOONNCCLLUUSSÃÃOO  

 

 

O sêmen do gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus, SCHREBER, 1775) pode 

ser mantido sob refrigeração a 4ºC, por 24 horas, no diluidor à base de gema de ovo 

(TGC), facilitando suas variadas aplicações através de biotécnicas reprodutivas na 

conservação e manutenção de populações geneticamente viáveis, sendo que o 

tratamento antioxidante com glutationa reduzida não apresentou efeito sobre a qualidade 

deste sêmen nas concentrações utilizadas (0; 0,5; 1,0; 1,5mM). 
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Baixar livros de Saúde Coletiva
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