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RESUMO 

 

Atualmente existe uma intensa busca por substâncias de origem natural que promovam a 

manutenção da viabilidade dos espermatozoides após a criopreservação sem apresentar o 

revés da toxicidade celular. Nesse contexto, a própolis por apresentar várias propriedades 

benéficas relatadas se apresenta como uma substancia potencial a ser explorada. Diante dessa 

perspectiva, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentrações da própolis verde na 

criopreservação de espermatozoides epididimários do gato doméstico (Felis catus). Para 

tanto, foram utilizados 17 complexos testículos-epidídimos de gatos. Inicialmente os 

epidídimos foram separados e a região caudal foi submetida a coleta por flutuação com 

diluente TRIS. Após a recuperação, as amostras foram analisadas em 4 grupos: amostras 

frescas, teste de toxicidade, amostras resfriadas e amostras descongeladas. Todas elas foram 

submetidas a um grupo controle e a três tratamentos diferentes de acordo com a concentração 

de própolis adicionada no diluente: P1 (0,1 mg/mL), P2 (0,3 mg/mL) e P3 (0,6 mg/mL). Os 

parâmetros avaliados foram: concentração, análise CASA, vigor, motilidade, integridade de 

membrana, funcionalidade de membrana, análise da condensação da cromatina e morfologia 

espermática. A própolis não apresentou toxicidade para as células espermáticas em nenhuma 

das concentrações avaliadas. Não houve influência do extrato da própolis nem do processo de 

criopreservação sobre a integridade e funcionalidade da membrana, condensação da cromatina 

espermática e classificação dos defeitos morfológicos. Os resultados da análise do CASA 

apresentaram uma redução da motilidade de todas as amostras resfriadas (com exceção do 

tratamento P3) e descongeladas. A morfologia espermática não sofreu alterações com relação 

à criopreservação, no entanto, apresentou um decaimento da porcentagem de células normais 

no tratamento P2 do grupo resfriado e nos tratamentos P1 e P2 do grupo descongelado. Os 

tratamentos com a própolis provavelmente inibiram o desenvolvimento dos micro-organismos 

observados nas amostras contaminadas. Com base nesses resultados, pode-se concluir que a 

concentração de 0,6 mg/mL (tratamento P3) da própolis verde apresentou os melhores 

resultados, promovendo a manutenção da motilidade dos espermatozoides após o resfriamento 

e a morfologia normal durante a curva de criopreservação. Além disso, a própolis possui uma 

potencial utilização como um componente do meio de criopreservação, visto que não é tóxica 

para os espermatozoides e possivelmente inibe micro-organismos contaminantes. 

 

Palavras-chave: Felídeos. Biotécnicas Reprodutivas. Espermograma. CASA. Própolis Verde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Currently there is an intense search for naturally occurring substances that promote viability 

maintenance of spermatozoa after cryopreservation without showing setback cell toxicity. In 

this context, the propolis due his many beneficial properties it's reported itself as a potential 

substance to be explored. Given this perspective it was aimed to evaluate the effect of 

different concentrations of propolis in epididymal spermatozoa cryopreservation of the 

domestic cat (Felis catus). Therefore, the separation of the complex testis-epididymis of 17 

cats was performed. Initially the epididymis were separated and the caudal region was 

collected by flotation with TRIS diluent. After recovery, samples were analyzed in 4 groups: 

fresh samples, toxicity test, samples cooled and thawed.  All of them were subjected to a 

control group and three different treatments according to the concentration of propolis added 

in Diluent: P1 (0.1 mg/mL), P2 (0.3 mg/mL) and P3 (0.6 mg/mL). The evaluated parameters 

were: concentration, CASA analysis, vigor, motility, membrane integrity, membrane 

functionality, analysis of chromatin condensation and sperm morphology. Propolis showed no 

toxicity to sperm cells in any of the tested concentrations. There was no influence of propolis 

extract neither the cryopreservation process on the integrity and functionality of the 

membrane, condensation of sperm cell chromatin and classification of morphological defects. 

The CASA analysis results showed a decrease in motility of all cooled samples (excepting the 

P3 treatment) and thawed. The spermatic morphological did not change in relation to 

cryopreservation, however, it was showed a reduction of the percentage of normal cells in the 

P2 treatment of cold group and P1 and P2 treatments of thawed group. The treatments with 

propolis probably inhibited the development of microorganisms observed in contaminated 

samples. Based on these results, it can be concluded that the concentration of 0.6 mg/mL (P3 

treatment) of green propolis presented the best results, promoting the maintenance of sperm 

motility after cooling and normal morphology during the cryopreservation curve. In addition, 

propolis has a potential use as a component of the cryopreservation medium, since it is non-

toxic to sperm and possibly inhibits contaminating microorganisms. 

 

Keywords: Felidae. Reproductive Biotechiniques. Spermogram. CASA. Green Propolis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A criopreservação é uma tecnologia que tem como princípio a utilização de substâncias 

(crioprotetores) que permitem a manutenção de amostras biológicas a temperaturas abaixo do 

ponto de congelação da água. Dessa maneira, essa técnica conserva as células em estado 

quiescente, preservando sua composição e viabilidade por tempo indeterminado (SILVA; 

GUERRA, 2011). A aplicação dessa tecnologia às células espermáticas de animais domésticos, 

de companhia ou de grande valor zootécnico, possibilita a preservação do material genético e 

possivelmente sua aplicação em outras técnicas da biotecnologia reprodutiva, como, por 

exemplo, a inseminação artificial (IA), produção in vitro de embriões (PIVE) e a injeção 

intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) (KUNKITTI et al., 2016; MARTINS; 

JUSTINO, 2015; MATTOS, 2001). Para animais selvagens, essa biotécnica possibilita a 

manutenção da variabilidade genética, a partir da criação de bancos de germoplasma, os quais 

abrigam coleções-base de populações extintas ou em risco de extinção (DECO et al., 2010; 

SILVA et al., 2012). No caso dos felinos, essa justificativa é bastante evidente, visto que todas 

as espécies, com exceção do gato doméstico, estão ameaçadas ou em risco de extinção 

(IUCN, 2016). 

A obtenção de espermatozoides felinos para criopreservação pode ocorrer por meio da 

eletroejaculação, vagina artificial ou ainda da obtenção de células espermáticas epididimárias. 

Essa última técnica apresenta algumas vantagens diante das demais, como por exemplo: 

possibilidade de recuperação de espermatozoides de animais post mortem, impossibilitados de 

ejacular ou copular, além disso, possuem elevada concentração celular após a colheita, e o 

animal não necessita ser treinado (EMERENCIANO et al., 2013; MARTINS; JUSTINO, 

2015). Em relação a técnica de colheita que mais se adequada a esta biotécnica tem-se a 

flutuação, pois é a que melhor se adapta às pequenas dimensões do ducto epididimário do 

gato doméstico (ANGRIMANI et al., 2013; MOTA-FILHO; SILVA, 2012). 

Apesar de sua importância, a criopreservação apresenta o revés do estresse celular 

devido às variações de temperatura, além da toxicidade celular, por conta das substâncias 

utilizadas no processo. Esse conjunto de fatores ocasiona efeitos prejudiciais à integridade e 

funcionalidade do espermatozoide. Sabe-se que células espermáticas de diferentes espécies 

possuem propriedades criobiológicas específicas e graus de sensibilidade variados para 

manipulação experimental, choque térmico, congelação e tolerância osmótica (SILVA; 

GUERRA, 2011). 

Nesse contexto, há uma crescente prospecção de substâncias de origem natural que 
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possam conferir proteção ao sêmen ou aos espermatozoides epididimários. Uma dessas 

substâncias é a própolis, que devido a suas propriedades biológicas, apresenta-se como uma 

matéria-prima com grande potencial na conservação da qualidade das células espermáticas 

submetidas à congelação. Sendo, portanto, intensamente investigada, por sua atividade 

antimicrobiana e antioxidante. Além disso, diversos estudos procuram compreender os 

mecanismos de ação da própolis sobre a morfologia dos órgãos reprodutivos e sobre a 

produção de espermatozoides, bem como sua ação protetora sobre a estrutura da célula 

espermática (CAPUCHO et al., 2012; CEDIKOVA et al., 2014). 

Diante dessa perspectiva, o objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentrações do 

extrato alcoólico da própolis adicionados ao meio diluente sobre células espermáticas obtidas da 

cauda do epidídimo do gato doméstico (Felis catus), submetidas ao resfriamento e a 

criopreservação. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. CARACTERÍSTICAS DO SÊMEN E DO ESPERMATOZOIDE FELINO 

 

Sob condições fisiológicas normais, o sêmen felino possui o pH entre 6,6 - 8,8. Essa 

alcalinidade incrementa a mobilidade espermática e neutraliza a acidez da cavidade vaginal 

após a ejaculação (FLORINDO, 2011). Espermatozoides normais de gato medem 

aproximadamente 26 μm de comprimento e apresentam maior resistência a solução 

hipertônica, quando comparado a soluções hipotônicas. A osmolaridade do sêmen desta 

espécie varia entre 290 mOsm/kg a 320 mOsm/kg (FLORINDO, 2011; LUVONI, 2006). 

As células espermáticas de felinos apresentam várias alterações morfológicas 

encontradas com frequência como a macro e microcefalia, cabeças duplas ou destacadas e 

caudas duplas, dobradas ou enroladas (FLORINDO, 2011). Outras alterações que são 

relatadas em felinos são a teratozoospermia, oligozoospermia e a astenozoospermia. A 

teratozoospermia é uma condição na qual os espermatozoides apresentam alta taxa de 

incidência de defeitos morfológicos, onde mais de 60% das células espermáticas são 

aberrantes (JEWGENOW et al. 2009; ZAMBELLI; LEVY, 2010). Geralmente, os 

espermatozoides teratozoospérmicos apresentam uma gota citoplasmática retida, resultando 

em angulações na peça intermediaria e no flagelo, defeitos no acrossoma, anormalidades na 

cromatina e fragmentação do DNA ou condensação incompleta (LUVONI, 2006). Essa 

condição pode estar associada a uma diminuição da variação genética e a uma diminuição da 

secreção de testosterona (FILLIERS et al., 2010). A oligozoospermia se caracteriza pela baixa 

concentração de espermatozoides recuperados e a astenozoospermia pela motilidade das 

células ser menor que 70% (ZAMBELLI; LEVY, 2010).  

O conhecimento e o estudo das características do sêmen e das células espermáticas de 

felinos são necessários para desenvolver metodologias que potencializem a conservação da 

sua qualidade. Esse fato é evidenciado quando se observa que o ejaculado dos felídeos tem 

características morfológicas e fisiológicas peculiares que dificultam a sua criopreservação 

(FILLIERS et al., 2010; FLORINDO, 2011; LUVONI, 2006). 

 

2.2. GATOS DOMÉSTICOS COMO MODELO PARA ANIMAIS SILVESTRES 

  

A biodiversidade vem apresentando uma redução acelerada nas últimas décadas. 

Diante disso, surgiu a necessidade de introduzir biotecnologias na reprodução animal, de 
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forma a permitir a preservação dos recursos genéticos (SILVA et al., 2012). Dentre essas 

biotecnologias, a criopreservação de espermatozoides do epidídimo oferece uma ferramenta 

potencial para o resgate de material genético dos machos de populações ameaçadas. 

Adicionalmente, permite a aplicação desse material em diversas técnicas de reprodução 

assistida (COCCHIA et al., 2009). 

O uso de animais domésticos como modelo em pesquisas de reprodução mostra-se 

como um instrumento útil na obtenção de informações sobre as características de 

espermatozoides e oócitos. A validação desses modelos permite a criação de protocolos 

eficientes para a manutenção da viabilidade dos gametas após o descongelação, bem como o 

desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas potencialmente aplicáveis para animais 

selvagens ameaçados de extinção (LUVONI, 2006). 

Atualmente, existem 38 espécies de felídeos, onde, apenas o gato doméstico (Felis 

catus) não se encontra ameaçado de extinção (IUCN, 2016). Por esse motivo e devido ao 

amplo conhecimento de sua fisiologia reprodutiva, ele se torna excelente modelo 

experimental para as demais espécies de felídeos. Devido a isso, é necessário a padronização 

e desenvolvimento de um protocolo eficiente de criopreservação espermática para essa 

espécie, visto que os espermatozoides dos felídeos possuem características peculiares, 

produzindo resultados bastante variáveis. Entretanto, os protocolos já existentes são 

promissores e possuem implicações importantes quanto à conservação da biodiversidade, 

possibilitando a recuperação, o armazenamento por tempo indefinido e a troca entre 

localidades distantes de germoplasma de felídeos de interesse ecológico e econômico 

(MACENTE et al., 2012). 

Para realizar a técnica de criopreservação de espermatozoides é necessário 

inicialmente realizar a coleta, que pode ser feita por diversas metodologias. 

 

2.3. RECUPERAÇÃO DE ESPERMATOZÓIDES EPIDIDIMÁRIOS 

 

A obtenção de espermatozoides em felinos pode ser realizada através de 

eletroejaculação, vagina artificial ou pelo processamento dos epidídimos de animais que 

passaram por esterilização cirúrgica ou que subitamente vieram a óbito (EMERENCIANO et 

al., 2013; KUNKITTI et al., 2016; ZAMBELLI et al., 2010). A técnica de recuperação de 

espermatozoides epididimários de gatos é de suma importância para avanços nas pesquisas de 

preservação de germoplasma, principalmente para felídeos selvagens (MACENTE et al., 

2012). A perspectiva de armazenamento do complexo testículo-epidídimo sem grandes perdas 
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de viabilidade após a morte do animal ou castração é de até 5 horas a 36 ºC ou 24 horas sob 

refrigeração a 5 ºC, permitindo o resgate dos gametas para posterior processamento e 

criopreservação, aumentando a aplicabilidade dessa técnica em diferentes espécies de 

mamíferos (KUNKITTI et al., 2016; MOTA-FILHO; SILVA, 2012).  

A colheita de espermatozoides epididimários pode ser realizada por diferentes 

abordagens a depender da espécie do animal. Em animais de pequeno porte, que geralmente 

possuem epidídimo de pequeno calibre, é preferível realizar o fatiamento ou a flutuação. É 

interessante que antes dessas técnicas se realize a remoção dos vasos sanguíneos próximos à 

estrutura do epidídimo para evitar a contaminação das amostras com sangue. A flutuação 

consiste no fatiamento da estrutura epididimária e, em seguida, o repouso em um meio 

diluidor, para favorecer a migração dos espermatozoides para o meio diluidor. No fatiamento 

o epidídimo é seccionado em numerosos fragmentos e comprimido suavemente, com auxílio 

de pinças e/ou seringas, para promover o extravasamento do líquido epididimário. Outras 

técnicas menos utilizadas para animais de pequeno porte são o fluxo retrógrado e aspiração 

direta da cauda do epidídimo (ANGRIMANI et al., 2013; MOTA-FILHO; SILVA, 2012). 

Utilizando a flutuação como técnica de recuperação espermática, o fatiamento do 

epidídimo gera inevitavelmente contaminação das amostras com células epiteliais, sanguíneas 

(devido a presença dos vasos), micro-organismos e outros debris, os quais podem levar a 

produção de espécies reativas ao oxigênio (ROS) podendo afetar a capacidade fecundante dos 

espermatozoides (CHATDARONG; THUWANUT; MORRELL, 2010). Essa afirmação é 

outra justificativa para utilização da própolis como componente do meio diluidor, visto que 

essa substância possui atividade antioxidante relatada (CEDIKOVA et al., 2014; DE 

CASTILHO, 2008). 

 

2.4 TÉCNICAS DE AVALIAÇÃO ESPERMÁTICA 

 

Posteriormente a colheita, avaliações microscópicas devem ser realizadas visando 

determinar a qualidade das células espermáticas, visto que essa qualidade está diretamente 

ligada à capacidade fecundante. As principais análises tem como princípio a avaliação dos 

componentes da célula espermática, como a membrana plasmática, o material genético e a 

morfologia celular, bem como a motilidade e qualidade desse movimento (MARTINS; 

JUSTINO, 2015). Os principais testes de avaliação espermática estão descritos a seguir:  

A qualidade do movimento avalia de maneira geral a quantidade e a qualidade do 

movimento das células móveis. Pode ser avaliada de forma subjetiva, avaliando o vigor e a 
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motilidade total em microscópio óptico, ou de forma automática, através da análise seminal 

computadorizada (Computer-Assisted Sperm Analysis – CASA). O método de análise CASA, 

é um sistema completo (hardware e software) que avalia tanto características de células 

individuais, como populações de células, fornecendo valores como a motilidade total (MT), 

motilidade progressiva (MP), velocidade espermática ao longo de uma trajetória real (VCL), 

velocidade espermática ao longo de uma trajetória média (VAP), velocidade espermática ao 

longo de uma linha reta (VSL), índice de linearidade (LIN), deslocamento lateral da cabeça 

(ALH) e frequência do batimento flagelar (BCF) (MARTÍNEZ-PASTOR et al., 2010; 

MATOS et al., 2008). 

- A morfologia espermática se baseia em alterações nas peças morfológicas dos 

espermatozoides: cabeça, peça intermediária e cauda. Um único espermatozoide pode ter mais 

de uma alteração, e para ser classificado como anormal, necessita apenas de uma. Para serem 

considerados normais, os espermatozoides não devem apresentar qualquer falha morfológica 

(SILVA et al., 2009);  

- O teste hiposmótico ou teste de funcionalidade da membrana avalia a capacidade de 

trocas entre a membrana espermática e o meio através da exposição a diferentes gradientes de 

concentração de solutos. Dessa maneira, quando expostos a um meio hiposmótico, os 

espermatozoides com membrana funcional, irão assimilar mais água pela região com maior 

permeabilidade, a cauda. Esse processo ocasiona o “Swelling” ou enrolamento da cauda de 

espermatozoides normais, enquanto que aqueles com cauda reta são considerados não 

funcionais. Esse teste independe da motilidade inicial do espermatozoide, podendo este 

apresentar membranas funcionais inclusive em espermatozoides imóveis (SILVA et al. 2009); 

- O teste de viabilidade ou integridade de membrana está fundamentado na coloração 

de células com ruptura na membrana plasmática. Assim, células com membranas íntegras não 

se coram quando submetidas à coloração vital (SILVA et al., 2009); 

- A análise de condensação da cromatina através do corante azul de toluidina se baseia 

na compactação do material genético. Podendo ser identificada através da coloração do 

material genético ou fluorescência. No caso da coloração, os corantes interagem com o 

complexo compactado DNA-proteínas, corando as células com cromatina compactada 

(SILVA et al., 2009). 

A análise espermática é de extrema importância para determinar a qualidade de 

amostras espermáticas durante e após o processo de criopreservação. 
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2.5. CRIOPRESERVAÇÃO DE ESPERMATOZOIDES FELINOS 

 

A criopreservação é um procedimento de submissão das células, tecidos e/ou embriões 

a uma refrigeração moderada e controlada, com posterior armazenamento em nitrogênio 

líquido à temperatura de -196 ºC, possibilitando sua conservação e utilização para 

procedimentos futuros (SILVA; GUERRA, 2011). Os protocolos de criopreservação de 

espermatozoides são estabelecidos com base em características físicas celulares a fim de 

manter a viabilidade e limitar os danos de membrana que podem ocorrer durante a submissão 

a condições não fisiológicas (DA SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012). 

A primeira tentativa de criopreservação de espermatozoides de gatos e, posterior 

utilização em inseminação artificial foi relatada por Platz; Wildt; Searge (1978). Desde então, 

a técnica foi aperfeiçoada e um grande número protocolos foi desenvolvido, inclusive o 

desenvolvimento da técnica de criopreservação de espermatozoides epididimários (LUVONI 

et al., 2003; TSUTSUI et al., 2003). A eficiência dos protocolos de conservação das células 

espermáticas depende da composição do diluente, da concentração adequada de crioprotetores 

e de uma taxa ideal de congelação (HUSSAIN; LESSARD; ANZAR, 2011). 

2.5.1. Diluentes na criopreservação 

 

O diluente é o meio responsável pela manutenção da sobrevivência dos 

espermatozoides. Para tal, possuem várias funções, desde o fornecimento energético para 

manutenção do metabolismo, manutenção da pressão osmótica e concentração de eletrólitos, 

até a proteção da membrana espermática do choque térmico. Essa última função é essencial ao 

processo de criopreservação, visto que o grande revés dessa técnica são as injúrias à 

membrana celular (MARTINS; JUSTINO, 2015). 

Os principais diluentes usados para felinos são o Tris (tris-hidroximetil-aminometano) 

e TES (ácido sulfônico N-tris-hidroximetil-metil-2-aminometano) adicionados de açúcares, 

que servem como substrato energético (DA SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012). 

Também pode ser utilizado como alternativa o diluente a base de água de coco em pó ou in 

natura e/ou extensores comerciais (JIMÉNEZ et al., 2013), no entanto, eles não apresentaram 

resultados positivos na coleta (SILVA, 2008) nem no resfriamento (LIMA et al., 2014) de 

espermatozoides felinos, apresentando diminuição da motilidade em ambos os casos, quando 

comparado ao Tris. Nos protocolos de criopreservação, esses diluidores geralmente são 

acrescidos de 10 a 20% de gema de ovo (crioprotetor extracelular), associados a um outro 
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crioprotetor intracelular. Algumas soluções diluidoras são adicionadas de antibióticos, como 

penicilina e estreptomicina e antioxidantes (DA SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012). 

2.5.2. Crioprotetores na criopreservação 

 

Os crioprotetores podem ser classificados como intracelulares e extracelulares, de 

acordo com a sua capacidade de transpassar a membrana celular, característica que está 

diretamente ligada ao tamanho molecular. De maneira geral, atuam modificando as 

propriedades do diluente, tornando o meio favorável à sobrevivência dos espermatozoides após 

as modificações físicas da congelação. As principais alterações são: prevenção da formação de 

cristais de gelo intracelular; redução do estresse osmótico; promover estabilidade da membrana 

e redução do ponto de congelação da água (SILVA; GUERRA, 2011). Várias substâncias 

crioprotetoras são aplicadas na criopreservação de células espermáticas, tais como os 

crioprotetores intracelulares glicerol, dimetilsulfóxido (DMSO) e etilenoglicol, e os 

extracelulares gema de ovo, leite em pó e açúcares simples (BITTENCOURT et al., 2013). 

Dentre essas substâncias as mais utilizadas para amostras de espermatozoides felinos são a 

gema de ovo (extracelular) e o glicerol (intracelular) (SILVA, 2008; COCCHIA et al., 2009; 

MACENTE et al., 2012; MACENTE, 2014). 

A gema de ovo é utilizada em diversos protocolos de criopreservação para diferentes 

espécies. O mecanismo de ação da gema sobre a célula espermática não está totalmente 

elucidado, porém sabe-se que esta atua estabilizando as membranas, minimizando os efeitos 

negativos do choque térmico. Todavia, a gema apresenta algumas desvantagens, como a 

possibilidade de propagação da contaminação por microrganismos patogênicos. Sabe-se 

também que algumas substâncias da gema dificultam a respiração celular, interferindo no 

sistema de transporte de elétrons nas mitocôndrias (SILVA; GUERRA, 2011; SOUZA; 

LIMA; SILVA, 2014). 

O glicerol é o crioprotetor mais comumente utilizado na criopreservação de diversas 

espécies de mamíferos. Porém, sabe-se que esse crioprotetor, em determinadas concentrações 

e temperaturas, apresenta efeito tóxico sobre as células. A toxicidade do glicerol varia 

significativamente entre as espécies (DECO-SOUZA et al., 2013). Nos felídeos, concentrações 

iguais ou superiores a 8% de glicerol são consideradas tóxicas aos espermatozoides (DA 

SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012). O glicerol ou propano-1,2,3-triol atua diretamente 

na membrana plasmática, ligando-se aos fosfolipídeos presentes na cabeça do 

espermatozoide, reduzindo sua fluidez e interagindo com ligações proteicas e glicoproteicas 
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da membrana. O glicerol pode ser adicionado no momento da diluição inicial, à temperatura 

ambiente, quando o crioprotetor está em concentração total no diluente utilizado, ou após a 

refrigeração de amostras espermáticas a 4 – 5 °C, com a finalidade de reduzir os seus efeitos 

tóxicos (SILVA; GUERRA, 2011). 

2.5.3. Aspectos técnicos da criopreservação 

 

Durante o processo de criopreservação é importante controlar a taxa de refrigeração da 

amostra de sêmen e/ou lavado epididimário. Sabe-se que o resfriamento modifica a fluidez da 

membrana e promove a formação de pequenos cristais de gelo, que podem agrupar-se e gerar 

o rompimento da membrana da célula (SILVA; GUERRA, 2011). Diversas curvas de 

congelação foram propostas na tentativa de conservar as células espermáticas de gatos 

domésticos e, assim estabelecer a melhor curva de congelação. Cocchia et al. (2009) 

realizaram o resfriamento dos espermatozoides, a 4 ºC por 60 minutos, antes de submetê-los a 

vapor de nitrogênio, obtendo resultados satisfatórios na conservação dos espermatozoides 

epididimários nas espécies gato e tigre. Já Bonaura et al. (2013) submeteram as amostras 

biológicas a 20 minutos de resfriamento e observaram alterações na membrana plasmáticas, 

no acrossoma e nas mitocôndrias dos espermatozoides congelados-descongelados. Acredita-se 

então que taxas mais lentas de refrigeração (0,2 a 0,5 ºC/ min) minimizam os danos causados 

às membranas plasmáticas e acrossomais dos espermatozoides (PUKAZHENTHI et al., 

1999). 

Além da curva de criopreservação, outro parâmetro bastante discutido é a 

centrifugação, onde é recomendada a centrifugação das amostras a baixa rotação. Em 

trabalhos já publicados, observou-se força de rotação que variou de 300-800 g por 5 a 20 

minutos (CHATDARONG; THUWANUT; MORRELL, 2010; COCCHIA et al.,2009; 

MACENTE et al., 2012; WAURICH et al., 2010). Apesar da variação, a centrifugação dos 

espermatozoides é uma etapa essencial. No caso de amostras oriundas da ejaculação essa 

etapa é importante para retirada do plasma seminal (DA SILVA; ACKERMANN; SILVA, 

2012). Enquanto que nas amostras obtidas do epidídimo, é importante para promover a lise 

das células sanguíneas oriundas dos vasos adjacentes a estrutura epididimária que porventura 

venham a contaminar a amostra (KUNKITTI et al., 2016). 

Assim como as demais etapas citadas acima, a descongelação dos espermatozoides é 

extremamente relevante na garantia da manutenção da motilidade e, consequentemente da 

capacidade de fecundação dessas células, devendo ser rigorosamente controlada (DA SILVA; 
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MOTA-FILHO, 2012). A descongelação é realizada por imersão das palhetas de 0,25 mL em 

banho-maria à 37 ºC por 30 ou 40 segundos (MARTINS; JUSTINO, 2015). Entretanto outras 

temperaturas e tempos são relatados em protocolos de criopreservação, com bons resultados. 

Além disso, a busca por novas substâncias, vem aprimorando a técnica de criopreservação de 

espermatozoides. Uma dessas substâncias é a própolis, que por apresentar propriedades 

biológicas de interesse, como a atividade antimicrobiana e antioxidante, torna-se um potencial 

componente de meios de criopreservação. 

 

2.6. PRÓPOLIS VERDE NA CRIOPRESERVAÇÃO DE ESPERMATOZOIDES 

 

A própolis é uma substância resinosa de composição complexa, coletada por abelhas a 

partir de diversas plantas e/ou de diferentes partes da mesma planta, sendo modificada na 

colmeia através da adição de secreções salivares e cera (DOS SANTOS, 2014). A composição 

da própolis depende da origem botânica e da espécie de abelha. Mas de modo geral, essa 

substância natural é constituída de 55% de resinas vegetais, 30% de cera, 10% de óleos 

essenciais e 5% de pólen (CAPUCHO et al., 2012). 

A própolis verde é encontrada apenas no Brasil, principalmente região de São Paulo e 

Minas Gerais, e está associada à planta de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia). 

Este composto apresenta uma gama de propriedades biológica, tais como antibacteriana, 

antiviral, antifúngica, antiparasitária, anti-inflamatória, quimiopreventiva, imunomoduladora, 

hepatoprotetora e antioxidante (CEDIKOVA et al., 2014). 

A própolis possui mais de 160 componentes químicos, incluindo flavonoides, ácidos 

aromáticos, terpenos, aldeídos, álcoois, ésteres, aminoácidos, esteroides, açúcares, vitaminas e 

minerais. A atividade antioxidante da própolis está associada à presença de substâncias como 

flavonoides, vitaminas A e C, CAPE (Éster fenetil do ácido caféico), ácido dicafeoquínico e 

propol (DE CASTILHO, 2008). De Sousa et al. (2009) detectaram diversos compostos 

fenólicos associados a atividade antioxidante, tais como ácidos caféicos, ácido ferúlico, ácido 

p-cumário, ácido 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico e baccarin. A síntese desses componentes 

pela planta está intimamente relacionada a condições de estresse ambiental. 

O tipo de extração utilizando o álcool como solvente é importante, pois consegue 

retirar da amostra natural o máximo de componentes possíveis. Apesar da composição da 

própolis ser influenciada por vários fatores, acredita-se que os principais componentes da 

própolis verde são similares aos caracterizados por Dos Santos (2014), descritos no quadro 1. 
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Quadro 1 - Principais componentes do extrato alcoólico da Própolis Verde. 

Componentes Concentração (mg/g) 

Ácido P-Cumárico 4,673 

Ácido-3-Prenil-4-Hidroxicinâmico 1,951 

Canferida 5,623 

Ácido-3,5-Diprenil-4-Hidroxicinâmico 16,322 

Ácido Cinâmico e Derivados 6,692 

Fonte: Dos Santos, 2014. 

 

Na literatura já foi relatado à ação antioxidante da própolis sobre a fertilidade em 

animais de laboratório (ELMAZOUDY; ATTIA; EL-SHENAWY, 2011; GARCIA et al., 

2012). Recentemente, Dos Santos (2014) investigou o uso da própolis no resfriamento de 

sêmen equino, observando redução da motilidade durante o processo e relatou que 

possivelmente as concentrações utilizadas foram elevadas, culminando em um efeito tóxico às 

células espermáticas. No estudo de Ögretmen; Inanan; Öztürk (2014), a própolis mostrou-se 

como ótimo componente do meio crioprotetor para o sêmen de peixe, incrementando de 

forma significativa a motilidade dos espermatozoides após a descongelação. 

Além da função antioxidante, a atividade antimicrobiana da própolis é relatada desde a 

antiguidade e amplamente descrita pela medicina tradicional (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO 

NETO, 2002). Essa atividade está relacionada principalmente aos flavonoides, ácidos 

fenólicos e ésteres, aldeídos fenólicos e cetonas (ENDLER et al., 2003; FERNANDES 

JÚNIOR et al., 2006), e desencadeia ação contra diversas cepas de bactérias Gram positivas, 

Gram negativas, fungos e leveduras (FERNANDES JÚNIOR et al., 2006; LUSTOSA, 2007; 

VARGAS et al., 2004). Apesar da ação bactericida e bacteriostática comprovadas, ainda não 

se sabe os mecanismos pelos quais os constituintes da própolis promovem a atividade 

antimicrobiana (ENDLER et al., 2003).  

Sendo assim, devido, principalmente, as suas atividades antimicrobiana e antioxidante, 

e na tentativa de encontrar alternativas aos produtos de origem animal utilizados como 

crioprotetores, a própolis pode ser uma alternativa de antioxidante natural que contribua para 

melhorar a qualidade dos espermatozoides criopreservados. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. SELEÇÃO DOS DOADORES DE ESPERMATOZÓIDES EPIDIDIMÁRIOS 

 

O critério inicial para seleção das amostras foi a idade dos doadores. Na qual foi 

estabelecida como idade mínima 12 meses, visto que a puberdade dos gatos está situada entre 

8 e 10 meses. Sendo esse o período a partir do qual essa espécie produz células espermáticas 

normais e em boa concentração (JOHNSTON; KUSTRITZ; OLSON, 2001). 

O segundo critério foi a qualidade do movimento das células espermáticas na amostra 

fresca recém-coletada, assim, dos dezessetes CTE’s colhidos e processados apenas onze 

geraram amostras satisfatórias para seguir com o protocolo de resfriamento e criopreservação. 

Essa seleção foi baseada na motilidade e vigor espermático, dessa maneira, amostras com 

motilidade < 50% e vigor < 3 foram descartadas. 

 

3.2. OBTENÇÃO DO EXTRATO ALCOÓLICO DA PRÓPOLIS 

 

A coleta da própolis verde foi realizada na cidade de Nazareno- Minas Gerais, sendo a 

sua origem botânica predominante a Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida 

como alecrim-do-campo ou vassourinha do campo. Preparou-se então o extrato alcoólico 

baseado na metodologia adaptada de Park et al. (1998). Para tanto, iniciou-se o trituramento 

da própolis, seguido da extração em álcool cereal. Todo o processo foi realizado com o 

auxílio de banho-maria em água termostatizada, sob agitação manual e aquecimento constante 

a 60 ºC por 2 horas. 

O extrato alcoólico pronto foi conservado a 5 ºC em tubos de fundo cônico tipo Falcon 

de 50 mL até a sua utilização. Para adição do extrato no meio de criopreservação, este foi 

mantido em banho-maria a 60 ºC até a completa evaporação do solvente. O extrato seco 

resultante foi solubilizado no próprio diluente da criopreservação (TRIS), com o auxílio de 

um agitador magnético a temperatura de 60 ºC (Figura 1A). Uma vez obtido o extrato 

solubilizado no meio diluente, foram preparadas três diluições baseadas na relação massa da 

própolis/volume de TRIS até atingir as concentrações de 0,1 mg/mL (P1); 0,3 mg/mL (P2); 

0,6 mg/mL (P3) (Figura 1B). 
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Figura 1 - Obtenção do extrato alcoólico diluído em TRIS. (A) Diluição da massa de 

própolis em agitador magnético. (B) Extrato alcoólico de própolis em diferentes 

concentrações. 

 
Fonte: Acervo do autor. 

 

3.3. COLHEITA DOS ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMÁRIOS 

 

Os espermatozoides epididimários desse estudo foram obtidos ex situ a partir do 

aproveitamento de complexos testículos-epidídimos (CTEs) provenientes de castrações 

eletivas realizadas rotineiramente no Hospital Veterinário (HOVET) da Universidade Federal 

Rural do Semi-Árido (UFERSA), estando dessa maneira, em total conformidade com normas 

éticas preconizadas pela Lei 11794/2008 e amparada pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e 

a Utilização de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Científica – DBCA 

(Capítulo VI; item 6.1.10, sub-item B-II) (BRASIL, 2008). 

Foram colhidos CTEs de dezessete gatos adultos e saudáveis com idade entre 12 e 34 

meses. Após a colheita, os CTEs foram transportados à temperatura ambiente até o 

Laboratório de Transplantes Gonadais e Produção In Vitro de Embriões (LTG-PIVE) em 

tubos plásticos de fundo cônico de 50 mL contendo solução salina acrescida de penicilina 

(Figura 2A). A abordagem do CTE ocorreu em placa de Petri de 35 mm de diâmetro, onde foi 

selecionada apenas a cauda do epidídimo, visto que essa região possui a maior concentração 

de espermatozoides em completo estágio de desenvolvimento. 

A estrutura anatômica selecionada foi transferida para outra placa de Petri contendo 1 

mL de solução Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) (Quadro 2), onde procedeu-se a 

colheita dos espermatozoides pela técnica da flutuação, que consistiu de três etapas: separação 

da cauda do epidídimo do CTE; remoção de vasos sanguíneos e incisões para proporcionar a 

migração dos espermatozoides no lúmen da cauda do epidídimo; repouso para migração dos 
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espermatozoides para o meio (Figura 2B) (JIMÉNEZ et al., 2011; MOTA-FILHO, 2014). 

 

Figura 2 - Transporte e processamento dos complexos testículos-epidídimos. (A) CTE 

em solução salina. (B) Técnica de fatiamento da cauda do epidídimo. 

 
Fonte: Acervo do autor. 

 

Quadro 2 - Composição química do diluente (TRIS). 

Componentes g/L 

D-frutose 12,5 

Ácido cítrico mono-hidratado 17,8 

TRIS 30,28 

Água destilada 1000 mL 

Fonte: Salamon; Visser, 1972. 

 

3.4. CRIOPRESERVAÇÃO E TESTE DE TOXICIDADE 

 

As amostras biológicas foram submetidas a quatro tratamentos (Controle, P1, P2, P3), 

todos com a mesma curva de congelação. No Controle, as amostras foram submetidas ao 

protocolo convencional de criopreservação, já estabelecido na literatura por Cocchia et al. 

(2009). Esse protocolo utiliza os crioprotetores glicerol e gema de ovo em concentrações de 

4% e 20%, respectivamente, diluídos em solução TRIS. Enquanto que, nos tratamentos P1, 

P2, P3 foram adicionados às amostras a mesma proporção dos componentes do grupo controle 

acrescidos do extrato alcoólico da própolis nas concentrações de 0,1 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,6 

mg/mL, respectivamente. 

Os espermatozoides obtidos do fatiamento da cauda do epidídimo foram submetidos a 

uma centrifugação (500 g por 6 min) antes de serem diluídos nas soluções. Após a diluição, 
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no respectivo tratamento, as amostras foram avaliadas para os parâmetros da qualidade do 

movimento espermático (Análise CASA) e vigor, com a finalidade de determinar se as 

concentrações da própolis utilizadas no tratamento seriam tóxicas ou não para as células 

espermáticas (Teste de Toxicidade). Constatada a não toxicidade, seguiu-se com 

acondicionamento sob refrigeração a 4 ºC por 60 minutos. Passados 55 minutos de 

acondicionamento, foi adicionada a solução crioprotetora contendo o glicerol na concentração 

de 4%, bem como retirou-se as amostras para avaliação das células espermáticas refrigeradas. 

Sendo analisados todos os parâmetros citados no tópico 3.5, com exceção da análise de 

condensação da cromatina. 

Logo em seguida, as amostras foram envazadas em palhetas francesas de 0,25 mL com 

concentração final de 100 x 106 espermatozoides/mL, lacradas com álcool polivinílico e 

expostas a vapores de nitrogênio (-70 ºC) em artefato de isopor por 20 minutos, distando as 

palhetas 6 cm do nível de nitrogênio líquido (NL). Ao fim deste período, as palhetas foram 

acondicionadas em botijão de nitrogênio a –196 °C. 

As palhetas foram descongeladas após o intervalo de uma semana, sendo retiradas da 

canuleta do botijão de NL, mantidas a temperatura ambiente (aproximadamente 28 ºC) por 5 

segundos e posteriormente imersas em banho-maria a 37 ºC por 30 segundos. Em seguida, 

foram transferidas para tubos plásticos de 2 mL aclimatados a temperatura ambiente e, 

imediatamente após, submetidas a avaliação espermática descrita no tópico 3.5. 

 

3.5. AVALIAÇÃO ESPERMÁTICA 

 

Após a colheita, realizou-se avaliações dos parâmetros espermáticos de velocidade e 

qualidade do movimento, vigor, concentração, viabilidade, análise de condensação da 

cromatina, funcionalidade da membrana e morfologia. Em suma, foram realizadas avaliações 

espermáticas em 4 momentos: espermatozoides frescos após a coleta (todas as análises), após 

a adição do tratamento (teste de toxicidade – Análise Casa e vigor), amostra resfriada (todas 

as análises com exceção da análise de condensação da cromatina) e após a descongelação 

(todas as análises), como observado na Figura 3. 
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Figura 3 – Delineamento Experimental 

 

 

Para analisar a qualidade do movimento, as amostras foram submetidas à avaliação 

computadorizada. Para isso 2 μl da amostra foram inseridos em uma Câmara de Makler (Sel-

Medical Instruments), previamente aquecida a 37 ºC e avaliada no sistema com valores 

previamente ajustados para felinos (ANEXO 1) (VILLAVERDE, 2007). As variáveis 

analisadas estão descritas no Quadro 3. 

 

Quadro 3 - Variáveis do movimento espermático analisadas pelo método CASA. 

Variável (unidade de 

medida) 
Descrição 

MT (%) Motilidade Total 

MP (%) Motilidade Progressiva 

VCL (µm/s) Velocidade Espermática ao Longo de uma Trajetória Real 

VAP (µm/s) Velocidade Espermática ao Longo de uma Trajetória Média 

VSL (µm/s) Velocidade Espermática ao Longo de uma Linha Reta 

LIN (%) Linearidade (VSL/VCL) 

ALH (µm) Deslocamento Lateral da Cabeça 

BCF (Hz) Frequência do Batimento Flagelar 

Fonte: adaptada de Matos et al. (2008). 
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Na análise subjetiva, foram avaliados o vigor espermático e a motilidade, para tal foi 

adicionada uma gota de 5 μl da amostra sobre uma lâmina pré-aquecida a 37 ºC, esta foi 

analisada em microscópio com ampliação de 100 a 400 vezes. Na motilidade, a amostra foi 

pontuada de 0 a 100% de acordo com o número de células móveis em relação ao total de 

espermatozoides presentes. Na avaliação do vigor, os espermatozoides foram classificados em 

uma escala 0 a 5, de acordo com a qualidade do movimento (Quadro 4). 

 

Quadro 4 - Escala de vigor espermático de acordo com a qualidade do movimento dos 

espermatozoides. 

Qualidade do Movimento Descrição 

0 Células paradas, sem nenhum movimento; 

1 Células se movimentam, no entanto, não se deslocam; 

2 Células se deslocam em círculos, movimento circular; 

3 Células se deslocam de forma progressiva, lentamente; 

4 Células se deslocam de forma progressiva, rapidamente; 

5 Células de deslocam progressivamente em velocidade flechante. 

Fonte: adaptada de Johnston; Kustritz; Olson, 2001. 

 

A concentração total espermática foi calculada a partir da diluição de 5 μl da amostra 

biológica com 95 μl de solução salina formolizada a 0,1%. Sendo feita a contagem em uma 

câmara hematimétrica com auxílio de um microscópio (EMERENCIANO et al., 2013). 

Para determinar a viabilidade celular foram utilizadas alíquotas de 5 μl adicionadas de 

5 μl do corante azul de bromofenol em lâminas de vidro. Sendo posteriormente realizado o 

esfregaço e contagem de cem células por lâmina, sob microscopia de luz (400x) e 

consideradas viáveis ou não de acordo com a coloração ou transparência apresentada 

(EMERENCIANO et al., 2013). 

Para o teste de análise da condensação da cromatina, foi adicionado em uma lâmina 10 

μl da amostra, seguido do esfregaço da mesma. Seguiu-se com o procedimento de fixação: 1 

minuto em solução de etanol e ácido acético na proporção de 3:1; 3 minutos em solução de 

etanol 70%; 25 minutos em solução de HCl (ácido clorídrico) 4M. Após a fixação, a lâmina 

foi lavada com água destilada. Após secar, foi adicionado 5 μl do corante azul de toluidina 

(pH 4) e contados 500 espermatozoides em aumento de 400x. Avaliou-se o estado de 

condensação do material genético a partir da presença ou ausência da coloração azul 

(KAMIMURA; JACOMINI; BELETTI, 2010). 
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O teste de funcionalidade de membrana ou teste hiposmótico consistiu na incubação 

de 5 μl da amostra por 60 minutos em 45 μl de solução com osmolaridade de 150 mOsm/L. 

Sendo posteriormente preparadas as lâminas de leitura, nas quais foram contadas 100 células 

espermáticas, avaliando se a cauda permanecia reta ou enrolada (EMERENCIANO et al., 

2013). 

A avaliação da morfologia espermática consistiu na preparação de lâminas contendo 5 

μl da amostra diluída em 45 μl de solução corante rosa bengala a 1,5%. Foram contados, de 

forma aleatória, 200 espermatozoides em um microscópio com aumento de 400 vezes, 

analisando a quantidade de células normais e anormais. E dentre as células anormais, foram 

avaliadas alterações na cabeça (macro e microcefalia, dupla, formato anormal, destacada), na 

peça intermediária (dobrada, quebrada, espessa, gota citoplasmática proximal ou distal) e na 

cauda (enrolada, fortemente enrolada, dupla, quebrada), podendo ser pontuada por célula 

espermática, mais de uma anormalidade. Cada uma dessas anormalidades foi classificada 

como defeitos de cabeça, de peça intermediária e de cauda (RASKIN; MEYER, 2011). 

 

3.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados obtidos foram expressos em média e desvio padrão e analisados através dos 

programas estatísticos BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007) e Statistica 8.0 (Statsoft INC, 2007). 

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e Kolmogorov–Smirnov. 

Posteriormente, os valores obtidos a partir das análises do CASA, HOST, viabilidade, 

morfologia e condensação da cromatina foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis 

seguido do teste de Dunn. Os dados referentes ao vigor espermático foram avaliados pelo 

teste de Mann-Whitney. Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. OBTENÇÃO DO MEIO CONTENDO O EXTRATO DA PRÓPOLIS 

 

Para a obtenção final do meio diluente contendo a própolis, após a evaporação do 

solvente, foi utilizado o próprio TRIS (do meio de criopreservação) como diluente, visto que, 

a partir de um teste de solubilidade, este diluiu de forma mais homogênea e rápida o extrato 

seco, quando comparado a outros solventes testados como tampão fosfato e água para 

embriões (DADOS NÃO PUBLICADOS). Além disso, adicionou-se menor número de 

substâncias possíveis ao meio de criopreservação, evitando a utilização de outro diluente 

poderia afetar de maneira desconhecida a qualidade das células espermáticas. 

 

4.2. TESTE DE TOXICIDADE 

 

Os resultados para o teste de toxicidade oriundos da análise CASA (MT, VAP, VCL, 

VSL, LIN, ALH, BCF) para a qualidade do movimento espermático e da análise subjetiva do 

vigor, estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Teste de toxicidade do extrato alcoólico da própolis verde para os parâmetros 

da qualidade do movimento espermático. 

Variável FRESCO 
Teste de Toxicidade 

P1 P2 P3 

Vigor 3,17 ± 0,41 2,67 ± 1,03 3,00 ± 0,00 3,00 ± 1,09 

MT (%) 78,33 ± 9,37 53,33 ± 20,88 58,67 ± 16,5 60,50 ± 16,91 

VAP (µm/s) 64,27 ± 4,10 60,98 ± 8,13 60,05 ± 3,89 70,17 ± 11,64 

VCL (µm/s) 128,68 ± 4,86 110,55 ± 17,26 113,90 ± 10,69 120,22 ± 7,44 

VSL (µm/s) 45,48 ± 3,51 46,35 ± 7,99 44,42 ± 6,47 56,37 ± 11,72 

LIN (%) 37,50 ± 3,56 43,50 ± 4,13 43,17 ± 7,63 46,83 ± 7,63 

ALH (µm) 6,90 ± 1,36 7,43 ± 2,14 8,60 ± 1,27 8,80 ± 2,00 

BCF (Hz) 20,15 ± 2,51 18,80 ± 2,00 20,52 ± 3,82 19,43 ± 2,00 

P1: concentração de própolis a 0,1 mg/mL; P2: concentração de própolis a 0,3 mg/mL; P3: concentração de própolis a 0,6 

mg/mL; Controle: Sem adição de própolis; MT: Motilidade Total; VAP: Velocidade ao longo de uma trajetória média; VCL: 

Velocidade ao longo de uma trajetória real; VSL: Velocidade ao longo de uma linha reta; LIN: Linearidade; ALH: 

Deslocamento Lateral da Cabeça; BCF: frequência do batimento flagelar. Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn (p < 

0,05). 

 

Em nenhum dos parâmetros avaliados, ocorreu diferença (p < 0,05) da amostra fresca 
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(sem adição do extrato da própolis) com relação aos tratamentos P1 (0,1 mg/ml), P2 (0,3 

mg/ml), e P3 (0,6 mg/ml). A partir desses resultados, pode-se inferir que nenhuma das 

concentrações utilizadas, ocasionaram toxicidade aos espermatozoides epididimários, visto 

que não houve decréscimo na qualidade do movimento. 

 

4.3. QUALIDADE DO MOVIMENTO DAS CÉLULAS ESPERMÁTICAS 

 

Os dados obtidos para os parâmetros da motilidade espermática, parâmetros de 

velocidade (VAP, VCL e VSL), LIN, ALH e BCF, oriundos da análise CASA, estão 

expressos na Tabela 2. Pode-se observar que a motilidade total da análise do CASA não 

apresentou diferença (p > 0,05) dentro dos tratamentos de um mesmo grupo (Amostra 

Resfriado e Amostra Descongelada). Tampouco, o controle e o tratamento P3 do grupo 

“Resfriado”. Em divergência, os tratamentos P1 e P2 do grupo “Resfriado” apresentaram um 

decaimento significativo com relação à amostra fresca. O decaimento persistiu no controle e 

em todos os tratamentos da amostra descongelada, com relação à amostra fresca e em 

comparação com o grupo resfriado. 

 

Tabela 2 - Qualidade do movimento de subpopulações espermáticas por grupos 

(Amostra Fresca, Amostra Resfriada e Amostra Descongelada) e tratamentos (Controle, 

P1, P2 e P3) para as variáveis oriundas da análise no CASA. 

Tratamento MT (%) 
VAP 

(µm/s) 
VCL (µm/s) 

VSL 

(µm/s) 
LIN (%) 

ALH 

(µm) 
BCF (Hz) 

FRESCO 78,33 ± 9,37 64,27 ± 4,10 128,68 ± 4,86 45,48 ± 3,51 
37,50 ± 

3,56 

6,90 ± 

1,36 

20,15 ± 

2,51 
        

R
es

fr
ia

d
o

 

Controle 
61,83 ± 

22,70 

76,45 ± 

11,15 

136,05 ± 

26,75 

58,78 ± 

10,52 

45,17 ± 

6,94 

8,55 ± 

0,79 

23,78 ± 

4,39 

P1 
54,83 ± 

13,92a 
66,22 ± 5,05 119,67 ± 9,93 49,78 ± 4,73 

44,33 ± 

6,05 

8,10 ± 

1,65 

17,77 ± 

2,95 

P2 
58,67 ± 

8,21a 
63,68 ± 9,39 114,03 ± 9,23 49,83 ± 9,06 

46,33 ± 

6,53 

7,37 ± 

1,53 

18,10 ± 

3,27 

P3 
74,17 ± 

18,45 
64,00 ± 6,36 

116,48 ± 

13,91 
47,15 ± 6,05 

42,67 ± 

7,94 

8,03 ± 

1,03 

19,30 ± 

4,14 
         

D
es

co
n

g
el

ad
o

 Controle 
15,50 ± 

8,55b 

53,57 ± 

10,88 
89,33 ± 31,10 43,57 ± 8,52 

60,00 ± 

13,16 

6,83 ± 

6,16 

14,75 ± 

11,94 

P1 
15,50 ± 

15,58b 

64,23 ± 

13,75 
95,18 ± 38,20 

53,33 ± 

15,34 

62,17 ± 

21,89 

6,00 ± 

4,22 

13,07 ± 

7,89 

P2 15,67 ± 5,2b 
62,55 ± 

37,70 
90,57 ± 58,55 

55,73 ± 

35,76 

56,50 ± 

30,28 

6,22 ± 

4,98 

10,23 ± 

11,92 

P3 
12,67 ± 

6,77b 

67,32 ± 

29,43 

103,68 ± 

45,24 

49,92 ± 

27,55 

48,83 ± 

23,31 

6,55 ± 

5,44 

13,83 ± 

11,86 

P1: concentração de própolis a 0,1 mg/mL; P2: concentração de própolis a 0,3 mg/mL; P3: concentração de própolis a 0,6 

mg/mL; Controle: Sem adição de própolis; MT: Motilidade Total; VAP: Velocidade ao longo de uma trajetória média; VCL: 

Velocidade ao longo de uma trajetória real; VSL: Velocidade ao longo de uma linha reta; LIN: Linearidade; ALH: 

Deslocamento Lateral da Cabeça; BCF: frequência do batimento flagelar.  a, b, c: letras diferentes na mesma coluna 

indicam valores diferentes entre grupos comparados (Fresco, Resfriado e Descongelado); A, B, C: letras diferentes 

na mesma coluna indicam valores diferentes entre os tratamentos comparados (controle, P1, P2, e P3). Teste de 

Kruskal-Wallis seguido de Dunn (p < 0,05).  
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Os parâmetros de velocidade (VAP, VCL e VSL), LIN, ALH e BCF, não 

apresentaram diferença (p > 0,05) entre os grupos e nem entre os tratamentos de um mesmo 

grupo. Os valores de VAP variaram entre 53,57 µm/s e 76,45 µm/s, VCL entre 89,33 µm/s e 

136,05 µm/s e VSL entre 43,57 µm/s e 58,78 µm/s. Os valores de LIN variaram entre 37,50% 

e 62,17%, ALH entre 6,00 µm e 8,80 µm e BCF entre 10,23 Hz e 23,78 Hz (Tabela 2). 

Em estudo utilizando espermatozoides epididimários foi obtida taxa de motilidade 

total (CASA) de 67,32% para a amostra fresca (LIMA, 2015), valor inferior ao recuperado 

nesse estudo, de 78,33%. Já quando avaliou-se espermatozoides contidos no sêmen fresco, 

também a partir do CASA, foram obtidas taxas de 88,1% (MAGALHÃES, 2013) e 89% 

(VILLAVERDE, 2007). Diversos autores relataram valores na literatura de motilidade total 

de amostras frescas, variando de 54,7% até 75%, demonstrando que o valor de 72,5% obtido 

nesse estudo está dentro da normalidade (COCCHIA et al., 2009; EMERENCIANO et al., 

2013; FLORINDO, 2011; MACENTE et al., 2012; MACENTE, 2014). Para gatos 

domésticos, são relatados resultados de motilidade pós-descongelação de: 23,7% 

(MACENTE, 2012) e 24% (TSUTSUI et al., 2003) para lavado epididimário; 52,8% 

(VILLAVERDE, 2007) e 70,6% (PLATZ et al., 1978) para sêmen coletado por vagina 

artificial; e 70% por eletroejaculação (CHATDARONG et al., 2007).  

Com relação as variáveis VAP, VCL, VSL, LIN, ALH e BCF, todas elas foram 

semelhantes aos valores descritos na literatura para amostras recuperadas da cauda do 

epidídimo de gatos, respectivamente, 47,15 µm/s, 86,55 µm/s, 33,75 µm/s, 39,65%, 3,94 µm 

e 5,96 Hz (LIMA, 2015). Porém, divergem dos dados encontrados em amostras seminais, 

respectivamente, 140,2 µm/s, 171,7 µm/s, 123,2 µm/s, 71,8 %, 4,3 µm, 36,2 Hz 

(VILLAVERDE, 2007). 

A partir das análises anteriores é possível observar que a qualidade do movimento 

espermático tem uma relação íntima com a fonte de recuperação dos espermatozoides. Essa 

diferença é notável quando se compara o sêmen com os espermatozoides epididimários. 

Fatores como o contato das células espermáticas com os líquidos seminais provavelmente 

possuem influência nesses parâmetros. Sabe-se, por exemplo, que o conteúdo do plasma 

seminal está diretamente ligado com a fertilidade dos machos (ARAÚJO, 2014) e exerce 

várias funções sobre o metabolismo espermático e o processo de fecundação como a ativação 

da motilidade espermática (GUASTI; MONTEIRO; PAPA, 2012), o que pode explicar o fato 

de amostras seminais possuírem motilidade superior aquelas recuperadas do epidídimo. 

Outra teoria que está ligada a esse resultado diz respeito às ROS (espécies reativas de 

oxigênio). Apesar dessas substâncias em altas quantidades causarem danos a nível molecular 



42 

 

(material genético, lipídios e proteínas) e funcional (estresse oxidativo e diminuição do 

metabolismo) a presença destes compostos em baixas quantidades, está ligada ao processo de 

capacitação espermática como a hiperativação da motilidade. O sêmen é o responsável pela 

produção do ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio, relacionados a esse processo 

(MAIA; BICUDO, 2009). No entanto, ainda são necessários estudos que realizem essa 

comparação de forma específica e padronizada, com o intuito de entender melhor as 

características e os fatores que influenciam nessa diferença. 

Todos os parâmetros que relacionam a qualidade do movimento espermático estão 

intimamente ligados com a fertilidade do animal e consequentemente com a utilização dessas 

células para as técnicas que visem a fecundação in vitro ou in vivo. Apesar da motilidade ser 

considerada comumente como o parâmetro mais importante para predizer a capacidade de 

fecundação de um ou uma população de espermatozoides (COX et al., 2006), a análise 

computadorizada consegue correlacionar esse parâmetro com os outros parâmetros de 

qualidade do movimento, demonstrando suas analogias. Valores maiores de VAP, VSL, VCL 

e ALH, por exemplo, podem estar relacionados com a capacidade de fecundação de oócitos, 

sendo fatores determinantes para a PIVE e IA. LIN e BCF estão ligados a capacidade de 

migração e penetração no muco cervical do aparelho reprodutor feminino e consequentemente 

a taxa de prenhez, sendo análises importantes que podem servir de suporte para as técnicas de 

reprodução assistida (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002). 

Dessa maneira acredita-se que a própolis nas concentrações avaliadas não tenha efeito 

significativo nos parâmetros relacionados à motilidade espermática. Enquanto que o contato 

dos espermatozoides felinos com o plasma seminal possivelmente resulte em incremento da 

motilidade. 

 

4.4. VIGOR, INTEGRIDADE E FUNCIONALIDADE DA MEMBRANA E 

CONDENSAÇÃO DA CROMATINA ESPERMÁTICA 

 

Os resultados do vigor espermático (Tabela 3) não apresentaram variações (p > 0,05) 

dos tratamentos dentro de um mesmo grupo e nem entre os grupos, com exceção do 

tratamento P1 do grupo “Descongelado”, que apresentou uma redução quando comparado 

com a amostra fresca (p < 0,05). Os parâmetros de funcionalidade de membrana, viabilidade 

de membrana e análise de condensação da cromatina não apresentaram diferenças (p > 0,05) 

entre os grupos da criopreservação (amostra fresca, amostra resfriada e amostra descongelada) 

e tampouco entre os tratamentos com a própolis (Tabela 3), podendo indicar que essas 
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variáveis não foram influenciadas pelas modificações físicas da temperatura e nem pelas 

concentrações do extrato de própolis testadas. 

 

Tabela 3 – Características das amostras por grupos (Amostra Fresca, Amostra 

Resfriada e Amostra Descongelada) e tratamentos (Controle, P1, P2 e P3) para as 

variáveis de vigor, funcionalidade de membrana, integridade de membrana e 

condensação da cromatina. 

Tratamento Vigor 

HOST (% 

membranas 

funcionais) 

Viabilidade (% 

membranas 

íntegras) 

Cromatina (% 

cromatinas 

condensadas) 

FRESCO 3,17 ± 0,41 70,00 ± 14,4 40,50 ± 20,67 99,70 ± 0,73 
     

R
es

fr
ia

d
o
 

Controle 2,17 ± 1,33 65,83 ± 10,53 47,83 ± 14,37  

P1 3,00 ± 0,63 66,33 ± 12,74 46,67 ± 14,13  

P2 2,67 ± 0,82 70,67 ± 6,68 40,00 ± 12,77  

P3 2,50 ± 0,84 70,50 ± 8,73 46,33 ± 20,13  
      

D
es

co
n

g
el

ad
o
 Controle 2,17 ± 1,33 49,17 ± 11,05 36,5 ± 17,26 99,50 ± 0,41 

P1 1,83 ± 0,98a 54,67 ± 15,53 38,00 ± 6,32 99,87 ± 0,16 

P2 2,00 ± 1,09 61,33 ± 9,75 32,67 ± 6,95 99,77 ± 0,20 

P3 2,33 ± 1,03 50,50 ± 17,85 40,33 ± 10,29 99,90 ± 0,10 

P1: concentração de própolis a 0,1 mg/mL; P2: concentração de própolis a 0,3 mg/mL; P3: concentração de própolis a 0,6 

mg/mL; Controle: Sem adição de própolis.  a, b, c: letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes 

entre grupos comparados (Fresco, Resfriado e Descongelado); A, B, C: letras diferentes na mesma coluna indicam 

valores diferentes entre os tratamentos comparados (controle, P1, P2, e P3). Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn 

e teste de Mann-Whitney (para o parâmetro de vigor) (p < 0,05). 

 

A avaliação da funcionalidade de membrana, através do teste hiposmótico, apresentou 

valores variando entre 49,17% e 70% de espermatozoides com membrana funcional, 

considerando todos os grupos e tratamentos (Tabela 3). A partir do teste de viabilidade de 

membrana com a coloração supravital azul de bromofenol foram obtidos valores de 

membranas íntegras entre 32,67% e 47,83%, considerando todos os grupos e tratamentos 

(Tabela 3). Com relação à condensação da cromatina foram realizadas apenas as análises da 

amostra fresca e descongelada, visto que a variação observada na literatura para outras 

espécies era mínima, obtendo uma variação de 99,5% a 99,9% de células espermáticas com 

cromatina condensadas (Tabela 3). 

Em estudos utilizando amostras espermáticas frescas foram encontrados valores de 

vigor espermático entre 3,5 e 4,7 (EMERENCIANO, 2013; LIMA; 2015: MACENTE, 2012), 

superiores ao valor de 3,17, obtido nesse estudo. De maneira similar, para amostras resfriadas 

e descongeladas relatou-se valores de 3,7 e 2,4, respectivamente (MACENTE, 2012). Essa 
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diferença pode ser explicada pela subjetividade da análise, além de ser um parâmetro 

qualitativo e de pequena escala. 

A literatura relata valores da funcionalidade de membrana em amostras frescas, que 

variam de 65,4%, até 79,9% de membranas funcionais (EMERENCIANO et al., 2013; 

MACENTE, 2014; LIMA, 2015), valores semelhantes aos obtidos no presente estudo. Já para 

o parâmetro da viabilidade foi descrito o intervalo de 41,7% até 43,0% (VILLAVERDE, 

2007; EMERENCIANO et al., 2013), valores semelhantes aos obtidos nesse estudo. No 

entanto, Macente (2014), encontrou valor consideravelmente superior de 74,5 % de 

membranas viáveis. Acredita-se que essa diferença seja uma influência do diluidor utilizado 

(Botu-Crio®), visto que essa influência sobre a viabilidade da membrana espermática já foi 

relatada em outros estudos (CRESPILHO et al., 2006; FELIPE-SILVA et al., 2011; 

SNOECK; HENRY; MELO, 2007). 

A membrana plasmática do espermatozoide possui funções ativas no processo de 

fertilização como a capacitação, reação acrossômica, hiperativação da motilidade e interação 

com a membrana plasmática do oócito, dessa maneira a utilização de técnicas como a 

integridade e a funcionalidade da membrana são essenciais para avaliar a viabilidade das 

células espermáticas que serão utilizadas em diferentes biotécnicas reprodutivas (GADELLA 

et al., 2001). 

Não foram encontrados dados da condensação da cromatina para a espécie F. catus. 

No entanto, Barros (2007) avaliou através de eletroforese e teste cometa a fragmentação do 

material genético de Leopardus tigrinus (gato-do-mato-pequeno), encontrando valores 

inferiores de cromatina intacta, variando entre 52,89% e 60,44%. Acredita-se que essa 

diferença de valores se deva ao padrão da espécie ou a maior sensibilidade dos testes 

utilizados, pois estes testes além de avaliar a condensação, analisam a fragmentação do 

material genético. A cromatina espermática é um aglomerado de ácido desoxirribonucleico 

(DNA), ácido ribonucleico (RNA) e proteínas que se localizam no interior do núcleo do 

espermatozoide. O grau de compactação dessas moléculas é importante para a transmissão 

dos caracteres genéticos de descendência. Grande parte dos espermatozoides maturados 

possui cromatina compactada, no entanto, fatores genéticos, ambientais, nutricionais, 

fisiológicos e a idade podem levar a alterações como a descompactação e fragmentação da 

cromatina que estão associadas a defeitos genéticos na prole (COURTENS; LOIR, 1981). 

A partir desses resultados pôde-se evidenciar que as concentrações da própolis 

testadas não alteraram de maneira significativas nenhum dos parâmetros avaliados.  
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4.5. MORFOLOGIA ESPERMÁTICA 

 

Os resultados obtidos do percentual de células que apresentaram morfologia normal e 

a classificação dos defeitos estão apresentados na Tabela 4. A porcentagem de células 

normais variou entre 39,92% e 66,08% dentro de todos os tratamentos e grupos analisados. 

  

Tabela 4 – Morfologia e classificação dos defeitos espermáticos de gato por grupos 

(Amostra Fresca, Amostra Resfriada e Amostra Descongelada) e tratamentos (Controle, 

P1, P2 e P3). 

Tratamento Morfologia (% céls. normais) DC % DP % DK % 

FRESCO 53,42 ± 26,14 81,56 ± 20,79 9,36 ± 7,16 9,07 ± 16,06 
     

R
es

fr
ia

d
o
 

Controle 61,75 ± 19,96 78,48 ± 13,69 14,14 ± 11,68 7,38 ± 3,51 

P1 57,45 ± 19,93 80,14 ± 13,27 14,96 ± 11,43 4,90 ± 4,12 

P2 39,92 ± 4,64A 91,92 ± 6,5 5,71 ± 4,64 2,37 ± 2,87 

P3 64,33 ± 20,73 77,65 ± 14,41 9,95 ± 4,11 12,41 ± 11,19 
      

D
es

co
n

g
el

ad
o
 Controle 66,08 ± 10,32 85,60 ± 7,03 8,01 ± 4,38 6,39 ± 7,85 

P1 47,75 ± 10,72A 88,01 ± 5,20 7,31 ± 4,42 4,68 ± 5,45 

P2 46,83 ± 7,39A 91,60 ± 7,18 5,15 ± 5,93 3,25 ± 2,65 

P3 65,75 ± 16,39 82,31 ± 8,41 10,98 ± 7,92 6,71 ± 6,02 

P1: concentração de própolis a 0,1 mg/mL; P2: concentração de própolis a 0,3 mg/mL; P3: concentração de própolis a 0,6 

mg/mL; Controle: Sem adição de própolis; DC: Defeitos de cauda; DP: Defeitos na peça intermediária; DK: Defeitos de 

cabeça.  a, b, c: letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes entre grupos comparados (Fresco, 

Resfriado e Descongelado); A, B, C: letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes entre os 

tratamentos comparados (controle, P1, P2, e P3). Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn (p < 0,05). 

 

Não foram encontradas diferenças (p > 0,05) entre os grupos da curva de 

criopreservação, demonstrando que não há relação entre a submissão das células a congelação 

e alterações morfológicas. No entanto, a comparação entre o controle e os tratamentos dentro 

de um mesmo grupo mostrou que no grupo “Resfriado”, o tratamento P2 reduziu a 

porcentagem de células com morfologia normal para 39,92%, e no grupo “Descongelado”, os 

tratamentos P1 e P2 também apresentaram essa redução (p < 0,05). De maneira geral, 

acredita-se que menores proporções de própolis afetam negativamente a morfologia 

espermática, diferente do observado no tratamento P3 que manteve resultado semelhante ao 

do grupo controle (Tabela 4). 

Os resultados das amostras espermáticas para o parâmetro de morfologia estão de 

acordo com os resultados encontrados na literatura. Sendo relatadas porcentagens de células 

com morfologia normal para as amostras recuperadas do epidídimo: amostra fresca entre 56,8 
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% e 62,8 % (COCCHIA et al., 2009; FLORINDO, 2011; MACENTE et al., 2012); amostra 

resfriada 62,1 % (MACENTE et al., 2011); amostra criopreservada entre 40% e 47,2 % 

(VILLAVERDE, 2007; COCCHIA et al., 2009). Diferindo apenas de valores encontrados 

para a amostra seminal fresca, com 84,2 % de espermatozoides com morfologia normal 

(VILLAVERDE, 2007). 

Dentre as amostras analisadas, apenas o tratamento P2 (39,92%) do grupo resfriado 

apresentou um percentual de alterações morfológicas fora do padrão de normalidade para 

gatos, sendo o valor mínimo de referência de 40% de células normais. O restante dos valores 

obtidos está dentro dos limites aceitáveis, sendo então considerados normozpérmicos 

(JEWGENOW et al., 2009; ZAMBELLI; LEVY, 2010). 

O percentual de células com alterações morfológicas foi separado em alterações na 

cauda, peça intermediária e cabeça (Tabela 4 e Figura 4). Nesses parâmetros não foram 

observadas variações (p > 0,05) entre os grupos da curva de criopreservação e entre os 

tratamentos. Através desses resultados pode-se deduzir que as alterações morfológicas não 

estão associadas nem as mudanças físicas da criopreservação nem as concentrações do extrato 

da própolis, podendo essas estar relacionada a fatores genéticos e/ou fisiológicos 

(FLORINDO, 2011). Os defeitos de cauda são os mais comuns variando entre 77,65% e 

91,92%, seguidos dos defeitos de peça intermediária (5,15% e 14,96%) e por último os 

defeitos de cabeça (2,37% e 12,41%). Essa mesma proporção foi relatada por Macente et al. 

(2012). 

 

Figura 4 – Análise morfológica de espermatozoides epididimários de gato. (A) 

Espermatozoides com morfologia normal. (B) Cauda enrolada. (C) Cauda quebrada. (D) 

Peça intermediária quebrada. (E) Cabeça dupla. (F) Peça intermediária dobrada. 

 
Fonte: acervo do autor. 
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A morfologia espermática é uma técnica importantíssima para avaliar a fertilidade de 

um animal de acordo com a concentração de células normais em uma amostra. Estando 

diretamente ligada com a capacidade de fecundação do oócito pelo espermatozoide, visto que 

espermatozoides com morfologias alteradas têm viabilidade e a qualidade do movimento 

afetado. No entanto, esse parâmetro não é capaz de mensurar com precisão a funcionalidade 

da célula espermática, por isso é importante que esteja associada a outras técnicas como a 

análise CASA (ARRUDA et al., 2011). 

 

4.6. EFEITO ANTIMICROBIANO 

 

Dentre as 11 amostras analisadas, em 3 delas foram observadas células não 

espermáticas com movimento progressivo e espiral, que possuíam morfologia bacilar. Por 

vezes, essas células tendiam a se agrupar em conjuntos com mais de 3 unidades celulares, 

gerando a morfologia semelhante aos micro-organismos estreptobacilos (Figuras 5 e 6). 

Acredita-se, que seja uma contaminação proveniente da gema do ovo, produto no qual já são 

relatadas contaminações por bactérias do gênero Salmonella ssp. (OLIVEIRA; SILVA, 2000) 

e Pseudomonas ssp. (MENDES et al., 2014) por exemplo, que possuem agrupamentos 

morfológicos semelhantes. Algumas dessas células permaneceram móveis durante toda a 

cadeia da curva de criopreservação (amostra fresca, resfriada e descongelada).  

 

Figura 5 - Micro-organismos observados na análise morfológica de espermatozoides de 

gato. As setas apontam os grupamentos bacilares unidos na forma de estreptobacilos. 

 
Fonte: acervo do autor. 

 

Vale ressaltar que foi utilizada a mesma gema de ovo no preparo do meio crioprotetor 

controle e tratamentos contendo própolis. No entanto, apenas os grupos controle apresentaram 
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a presença dos micro-organismos bacilares. Acredita-se então que todos os tratamentos com 

as diferentes concentrações de própolis apresentaram efeitos na redução da multiplicação 

celular ou eliminação desses organismos, visto que os tratamentos foram acrescidos com 

própolis desde o início do preparo dos meios e que há relatos do efeito antimicrobiano da 

própolis na literatura (CEDIKOVA et al., 2014). 

 

Figura 6 - Micro-organismos bacilares visualizados através do software da análise 

CASA em amostra controle. 

 
Fonte: acervo do autor. 
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5. CONCLUSÕES 

 

As células espermáticas epididimárias conseguem manter boas taxas de motilidade 

quando submetidas ao teste de toxicidade com diferentes concentrações do extrato da 

própolis. Nenhuma das concentrações do extrato teve efeitos significativos sobre os 

parâmetros espermáticos de funcionalidade e integridade da membrana, condensação da 

cromatina e na classificação dos defeitos morfológicos. 

O tratamento P3 (0,6 mg/mL de própolis adicionados no TRIS) foi considerado o mais 

promissor na manutenção da morfologia espermática normal e da motilidade das amostras 

resfriadas. Apesar das concentrações avaliadas da própolis não apresentarem benefícios na 

manutenção da motilidade total e progressiva dos espermatozoides epididimários de F. catus 

após o procedimento de criopreservação, esta substância natural se mostrou como um 

importante componente do meio, potencialmente atuando na inibição do crescimento de 

micro-organismos contaminantes. Essa afirmação é reforçada pelo fato da própolis tampouco 

apresentar efeito tóxico nas concentrações avaliadas. 

No entanto, como esse trabalho é pioneiro na utilização dessa substância na 

conservação de espermatozoides felinos, ainda são necessários outros estudos sobre o efeito 

de concentrações mais elevadas visando o desenvolvimento de protocolos de criopreservação 

para felinos que obtenham bons resultados nas amostras descongeladas. 
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ANEXO 1 

 

Figura 7 - Valores do setup estabelecido para a avaliação do sêmen do gato doméstico no 

sistema HTR–IVOS-10, Botucatu, 2007. 

 
Fonte: Villaverde, 2007. 


