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RESUMO

AVILA, Eduardo Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2009. Avaliag&o
androldgica e criopreservacao de sémen de jaguatirica (Leopardus pardalis Linnaeus,
1758) Orientador: Tarcizio Anténio Régo de Paula. Co-orientadores: Eduardo Paulino da
Costa e Claudio César Fonseca.

Este trabalho apresentou trés experimentos realizados em jaguatiricas adultas de
cativeiro. O primeiro experimento teve por objetivo principal o estudo comparativo entre dois
protocolos para coleta de sémen por eleteoejaculacdo. Foram comparadas a técnica
convencionalmente utilizada na literatura para felideos (80 estimulos elétricos em 3 séries de
2 a 6V) e uma adaptacao na qual se preconiza o esvaziamento e lavagem da bexiga, para se
evitar a contaminagdo do sémen pela urina, e utiliza um menor nimero de estimulos elétricos
idénticos, porém com uma voltagem mais alta (35 estimulos elétricos em sete séries de cinco
estimulos de 16V). Foi utilizado um total de seis animais sendo que em quatro foram
realizadas ambos os protocolos. Foram realizadas trés coletas de sémen para cada técnica em
cada animal. Foram aferidos o peso, a biometria corporal e testicular e as caracteristicas do
sémen avaliadas foram: aspecto, volume espermatico, motilidade espermatica, vigor,
concentracdo espermaética, total de espermatozoides por ejaculado e indice espermaético.
Ambos os protocolos mostraram eficiéncia para a coleta de amostras de sémen, porém, com 0
protocolo modificado, obteve-se em média valor 6 vezes maior para volume espermatico (1,2
mL), cerca de 3,6 vezes maior de concentragdo espermética por mililitro de sémen
(456,6x10°%), e dezoito vezes maior de nimero total de espermatozéides por ejaculado
(667,3x10°). O protocolo modificado se mostrou ainda mais réapido e livre de contaminacao
por urina. Os dados qualitativos dos espermatozéides como vigor, motilidade e indice

espermatico demonstraram 6tima qualidade espermartica e foram compativeis com 0s dados
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fornecidos pela literatura. O segundo experimento apresentou um estudo da caracterizagdo do
ejaculado de seis jaguatiricas. A coleta do sémen foi feita por eletroejaculacdo (80 estimulos
elétricos em 3 séries de 2 a 6V) realizada com o0 esvaziamento e lavagem prévios da bexiga,
para se evitar a contaminacdo do sémen pela urina. Foram realizadas trés coletas de cada
animal. Os resultados da caracterizacdo do ejaculado revelaram parametros semelhantes aos
dados da literatura, destacando-se os valores médios de espermatozoéide totais por ejaculado
(37,1 milhdes), indice espermatico (83%), numero total de patologias (35,9%) e patologias
primarias e secundarias (8,9%) e (27,7%), respectivamente. O terceiro experimento, realizado
em duas jaguatiricas, avaliou 0s meios criprotetores a base de glicerol e etileno glicol, ambos
a uma concentracdo de 6%, na viabilidade do sémen pds descongelamento de dois animais.
Para isso, foram realizados testes de Termorresisténcia (TTR), Hiposmotico (HO) e Coloracéo
Supravital (CS). No presente estudo, 0 meio a base de glicerol se apresentou melhor no teste
TTR (45 a 60min glicerol e 35 a 40min etileno glicol), e os testes HO e SC tiveram uma
percentagem de 34% a 43% de células com integridade de membrana e entre 20% e 68% de

células viaveis no pds-descongelamento em ambos os protocolos testados.



ABSTRACT

AVILA, Eduardo Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, march of 2009. Andrologic
evaluation and semen cryopreservation in ocelot (Leopardus pardali Linnaeus, 1758).
Adviser: Tarcizio Antdnio Régo de Paula. Co-advisers: Eduardo Paulino da Costa e
Claudio Ceésar Fonseca.

This study presented three experiments realized in six adult captive ocelots. The first
experiment had as a main objective, the comparative study of a two protocols for semen
collection by eletroejaculation. Were compared the conventional technique applied in felids
recommended by the scientific literature (80 electric stimuli in 3 series from 2 to 6v), and an
adaptation of the conventional technique that praise de emptying and washing of the bladder
to avoid semen contamination by urine, and uses a minor number of identical electric
stimulus, however with a higher voltage. (35 electric stimuli in 7 series of 5 stimuli of 16v). A
total of six animals were used, and in four of them were tested the two protocols. Three semen
collections were made in each technique for each animal. The weight, corporal and testicular
measurements were realized, and the semen characteristics evaluated were the aspect, sperm
volume, sperm motility, sperm progressive status, sperm concentration, total sperm of
ejaculate, and sperm motility index. Both protocols showed efficiency, but the modified
protocol, got values on average 6 times bigger for sperm volume (1,2 mL), about 3,6 times
bigger of sperm concentration for milliliter of semen (456,6x106), and 18 times bigger of total
number of sperm per ejaculate (667,3x106). The modified protocol showed fast free and of
contamination for urine. The qualitative data of the spermatozoa as sperm progressive status,
sperm motility and sperm motility index had demonstrated excellent sperm quality and had
been compatible with the data supplied for literature. The second experiment presented a

study of the characterization of the ejaculate of six adult ocelots of captivity and a
X



comparative assay between two cryoprotectors in the freezeability of the semen in two of
these animals. The collections of the semen was made by eletroejaculation (80 electric
stimuli in 3 series of 2 to 6v) carried through with the previous emptying and washing of the
bladder, to prevent the contamination of the semen for urine. Three collections of each animal
had been carried through. The characterization of the ejaculate one was based evaluation of
the semen’s color, consistency, gradual sperm motility, to the sperm progressive status, the
sperm concentration, the total of sperm for ejaculate, the sperm index and of the morphologic
analysis of the semen. The surveyed parameters had been all fellow creatures to the data of
literature, being distinguished total the average values of ejaculate spermatozoon for (37,1
million), sperm index (83%), total number of pathology (35.9%) and primary (8.9%) and
secondary pathology (27.7%). The third experiment evaluated two extensor cryoprotectors
with the base of glycerol and ethylene glycol, both to a 6% concentration, in the viability of
the semen after unfreeze of two animals. For this, tests of Thermoresistance (TTR),
Hiposmotic (HO) and Supravital Coloration (CS). had been carried through In the present
study, the media with the base of glycerol presented best results in the TTR test (45 to 60min
glycerol and 35 to 40min ethylene glycol), and tests HO and SC had had a percentage of 34%
to 43% of cells with integrity of membrane and between 20% and 68% of viable cells in the

after-unfreeze in both of the tested protocols.
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1. INTRODUCAO

A crescente degradacdo ambiental provocada pelos desmatamentos, construgdes
de barragens, acidentes como derramamento de produtos quimicos e queimadas tém
como conseqléncia direta a reducdo e a fragmentacdo dos inUmeros ecossistemas,
levando uma grande diversidade de espécies a sofrer rapido declinio em seu nimero
com consequente perda da diversidade genética (Guimardes, 2002). Os felinos silvestres
estdo entre as espécies mais ameacadas do mundo, sendo afetados por fatores que
variam geograficamente, seja pela descaracterizacao de habitats, exigéncias alimentares,
forte pressdo de caca (em funcéo do alegado prejuizo que causam ao predarem criagdes
domesticas), além da baixa densidade natural (International Union for Nature
Conservation [IUCN], 1996).

A familia Felidae € um dos grupos com maior diversidade dentre os carnivoros e
inclui espécies que variam em tamanho desde 1 kg até mais de 230 kg (Emmaons, 1988).
Os felinos sdo exclusivamente carnivoros e representam os maiores predadores das
florestas tropicais. Sdo tidos, portanto, como “espécie-chave”, influenciando
diretamente nas populagdes de suas presas e indiretamente nas populagdes animais e
vegetais relacionadas a estas (Miller & Rabinowitz, 2002).

Segundo Cubas, Z. S., Silva, J. C. R. & Catdo-Dias, J. L. (2006), no Brasil
ocorrem oito dessas espécies, entre felinos de grande, médio e pequeno porte. Séo elas:
a onca-pintada (Panthera onca), a onca-parda (Puma concolor), a jaguatirica
(Leopardus pardalis), o gato-maracaja (Leopardus wieedi), o gato-do-mato-grande
(Leopardus geoffroyi), o gato-palheiro (Leopardus colocolo), o gato-mourisco (Puma
yagouaroundi) e o gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus). De acordo com a Lista
Nacional das Espécies da Fauna Ameacadas de Extin¢do do Instituto Brasileiro do meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Instituto Brasileiro do meio Ambiente e

1



dos Recursos Naturais Renovaveis [IBAMA], 2003), todas essas espécies apresentam
algum grau de ameaca de extingdo, sendo que estdo classificadas pela Convencéo para o
Comércio Internacional de Espécies Ameacadas da Fauna e Flora Selvagem como grau
| ou Il de ameaca (Convencdo para 0 Comércio Internacional de Espécies Ameacadas
da Fauna e Flora Selvagem [CITES], 2008).

Nas décadas de 50 até 80 do século 20, a demanda de peles no mercado
internacional resultou numa forte exploracdo das jaguatiricas. Estima-se que no fim da
década de 60 o Brasil tenha exportado aproximadamente 80 mil peles para os Estados
Unidos (Murray & Gardner, 1997). A espécie é considerada criticamente em perigo no
Estado de Minas Gerais (Machado, A. B. M., Fonseca, G. A. B., Machado, R. B.,
Aguiar, L. M. & Lins, L. V., 1998), foi listada no Apéndice | (CITES, 2008), e consta
na Lista Nacional das Espécies da Fauna Ameacadas de Extin¢do (IBAMA, 2003).

Devido a isto, nos ultimos dez anos a conservacdo destes felideos tem sido foco
da pesquisa em reproducdo e de programas de treinamento voltados para as Américas,
principalmente Brasil, México e U.S.A. (Swanson & Brown, 2004).

E possivel atuar na conservacio das espécies ameagadas com projetos de
conservacao in situ e ex situ, envolvendo estratégias de conservacdo da populacdo em
seu ambiente natural e em cativeiro. Como estratégia ex situ estdo as tecnologias de
reproducdo assistida, como criopreservacdo de gametas, inseminagdo artificial,
fertilizacdo in vitro e transferéncia de embrides que vém sendo cada vez mais aplicadas
(Wildt, D. E., Bush, M. & O’Brien, S. J., 1987; Swanson, 1998).

Tais tecnologias, em especial a coleta e criopreservacdo de sémen, permitem a
translocacdo apenas do material genético entre populagdes de vida livre isoladas e entre
populacdes de vida livre e animais em cativeiro (Swanson, 1998). Para o uso efetivo
destas tecnologias nas espécies de felideos, o estudo e a propagacdo do conhecimento
bésico e de novas tecnologias sdo necessarios, pois ha variagdes espécie-especificas que
precisam ser consideradas no desenvolvimento destes protocolos (Swanson & Brown,
2004).

Na tentativa de se utilizar das biotécnicas reprodutivas como ferramenta
conservacionista, alguns resultados ja foram obtidos no género Leopardus, como a
coleta, avaliacdo, inseminacédo artificial com sémen fresco e congelado na jaguatirica
(Howard, 1993; Swanson et al., 1996; Morais et al., 2002; Queiroz, 2003; Swanson et
al., 2003; Baudi, 2005) e no gato-do-mato-pequeno (Moraes et al., 1997), a producédo de
embrides por meio de fertilizacdo in vitro na jaguatirica e no gato-do-mato-pequeno

(Miller, A. M., Roelke, M. E., Goodrowe, K. L., Howard, J. G. & Wildt, D. E., 1990;
2



Swanson, 2001) e a transferéncia de embrido pos-congelamento na jaguatirica
(Swanson, 2001).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Jaguatirica (Leopardus pardalis Linnaeus, 1758)

A jaguatirica é a Unica espécie de felino neotropical pertencente & categoria
médio porte, que engloba espécies com o peso do animal adulto variando entre 7 e 20kg
(TUCN, 1996). Mede de 50 cm a 1 m de comprimento (além da cauda, que pode medir
até 45cm). Vive em torno de 20 anos em cativeiro (Wieloch, D. R., Veado, B. V. &
Furtado, D. B., 1997). Também é conhecida como Ocelote (Oliveira & Cassaro, 1999).
Ocorre desde o sul do Texas, México, América Central e América do Sul até o norte da
Argentina (Murray & Gardner, 1997). No Brasil, esta presente nos mais variados
ecossistemas, de florestas Umidas até a caatinga, sendo encontrada em todas as regides
do Brasil, exceto no sul do Rio Grande do Sul (Oliveira & Cassaro, 1999; Cubas et al.,
2006) (Figura 1).

Figura 1: Area de distribuicio da jaguatirica (No Extinction [NEX], 2008)



A coloragédo da pelagem ventral é esbranquicada, e a do dorso varia de cinza,
amarelo palido ao castanho ocraceo, com rosetas negras abertas que se fundem na
regido do pescoco dando um aspecto de listras. Cada individuo apresenta um padréo

unico de rosetas, que pode ser comparado a uma “impressdo digital” (Oliveira &

Cassaro, 1999; Jacob, 2002; Trolle & Kery, 2003; Dillon, 2005) (Figura 2).

Figura 2: Jaguatirica (Leopardus pardalis Linnaeus, 1758) (Discovery Travel World, 2009)

Apresenta habitos diurnos e noturnos, e se alimenta de pequenos mamiferos,
lagartos, aves e ovos (Ximenez, 1982; Bisbal, 1986; Emmons, 1987, 1988; Farrel, L. E.,
Roman, J. & Sunquist, M. E., 2000; Bianchi, 2001; Cubas et al., 2006). Possui habitos
solitarios, onde o macho ocupa uma area de 10 a 40 kmz, enquanto a fémea ocupa uma
area de 0,76 a 1,3 km?, sendo que um macho pode sobrepor o territério de até trés
fémeas, e uma fémea raramente sobrepde o territorio de outra (Crawshaw & Quigley,
1989; Mantovani, 2001).

Na jaguatirica, a puberdade esta relacionada ao peso corporal adulto, ocorrendo
mais cedo nas fémeas (Gruffydd-Jones, 1993). A maturidade sexual nas fémeas ocorre
dos 18 aos 22 meses de idade, e nos machos aos 30 meses (Brazilian Ocelot, 2008).
Estudos de hormonios esterdides reprodutivos e da atividade ovariana em fémeas de

pequenos felinos em cativeiro mostram que essas espécies nao apresentavam padrao



caracteristico de sazonalidade reprodutiva, portanto, experimentacdes com a reproducao
desses animais podem ser conduzidas durante todo o ano (Eaton, 1984; Moreira, 2001).

Fémeas sdo poliestrais continuas e com padrdo de ovulacdo induzida ocorrendo
apos estimulo da cépula (Moreira, 2001). A cépula ocorre de 5 a 10 vezes por dia, com
montas que duram aproximadamente um minuto e meio, e a probabilidade de
concepcdo é de 60% (Eaton, 1978; Mellen, 1990). O ciclo estral é de aproximadamente
25 dias e o0 estro dura 4,6 dias (Mellen, 1990). Eaton (1977) descreve um periodo de 7 a
10 dias para o estro, e um periodo de interestro de 6 semanas.

O periodo de gestacdo varia entre 70 e 85 dias (Mellen, 1990; Green, 1991;
Cubas et al., 2006) e os machos parecem nédo contribuir para o cuidado dos filhotes. A
média de nascimento é de 2 a 4 filhotes, que abrem os olhos ap6s 15 a 18 dias de idade,
e comecam a comer dieta sélida a partir de 42 dias (Fagen & Wiley, 1978).

De acordo com a Sociedade de Zoologicos do Brasil (Sociedade de Zooldgicos
do Brasil [SZB], 2002) o ultimo censo realizado com jaguatiricas (Leopardus pardalis)
em 41 Zooldgicos, demonstrou que de um total de 76 animais, trés haviam nascido e
oito morreram. Dessa forma conclui-se que a percentagem de mortos (10,52%) foi

superior a percentagem de nascidos (3,94%).

2.2. Protocolos anestésicos

Para a realizacdo de procedimentos de coleta de sémen por eletroejaculacao,
alguns tipos de anestésicos devem ser evitados, pois relaxam a musculatura ao redor da
bexiga, podendo resultar em contaminacdo urinaria do sémen e uma rapida perda da
motilidade durante a coleta. Esses farmacos sdo o diazepam, derivados da fenotiazina
tais como maleato de acepromazina, e anestésicos inalatorios, como o halotano e o
isoflurano (Howard, 1993; Morato & Barnabé, 1998). A contaminacdo do sémen obtido
por eletroejaculagdo com urina € problematica em canideos, ursideos e felideos
(Howard, 1993). A atropina pode diminuir o volume total do ejaculado (Platz & Seager,
1978; Morato & Barnabe, 1998).

Morais et al. (2002) descreveram um protocolo anestésico para jaguatiricas
utilizando uma associagdo comercial dos cloridratos de tiletamina e zolazepam (Telazol,
Fort Dodge Laboratories, Inc, Fort Dodge, IA 50501) na dose de 10 mg/kg via

intramuscular.



Coletas de sémen por eletroejaculacdo em jaguatiricas foram realizadas por
Queiroz (2003), utilizando-se como protocolo anestésico tiletamina/zolazepam (5-10
mg/kg; Zoletil 50, Virbac) e manutencdo anestésica com isoflurano inalatério. O autor
obteve uma taxa de 75% de contaminacdo por urina em pelo menos uma fracdo do
ejaculado e em 53% dos animais foi necessaria suplementacdo anestésica a partir da
dose inicial.

Sarti (2006) obteve sucesso utilizando o protocolo anestésico com a associagao
entre os cloridratos de quetamina (10 mg/Kg) e xilazina (2 mg/Kg) pela via

intramuscular em jaguatiricas para realizar a biopsia testicular.

2.3. Espermatogénese de jaguatiricas

Sarti (2006) utilizou cinco jaguatiricas macho adultas, as quais foram
submetidas a anestesia geral, pesadas, tiveram os testiculos mensurados e biopsiados
para obtencdo de fragmentos representativos, que processados histologicamente, e
analisados em microscopia de luz. Através do calculo volumétrico, a massa testicular
média foi de 8,5 g. O indice gonadossomatico encontrado foi de aproximadamente
0,12%, o indice tubulossomatico de 0,074% e o indice leydigossomatico de 0,0036%.
Em jaguatiricas macho adultas, a albuginea testicular representou 23,42% da massa
testicular. O parénquima testicular de jaguatiricas adultas apresentou 80,58% de sua
massa alocada em tdbulos seminiferos e 19,39% alocada em tecido intertubular,
perfazendo respectivamente um volume de 10,53 e 2,58 mL. A maior parte do tecido
intertubular estava alocado em tecido conjuntivo frouxamente distribuido. O diametro
da secc¢do transversal de tubulos seminiferos na jaguatirica adulta foi em média 211,37
pMm, enquanto a espessura media do epitélio seminifero foi de 75,38 um. A jaguatirica
adulta apresentou em torno de 17,81 metros de tubulo seminifero por grama de
testiculo.

A célula de Leydig da jaguatirica apresentou-se uninucleada, com o nucleo
arredondado contendo uma fina camada de heterocromatina ao longo do envelope
nuclear e, na maioria das vezes, um unico nucléolo. Observou-se, ainda, montantes
varidveis de pigmentos de lipofuccina em seu citoplasma. A jaguatirica adulta
apresentou cerca de 33,39 milhdes de células de Leydig alocados por grama de

testiculo, com volume unitario de 913,39 um?®. Embora as jaguatiricas possuam células



de Leydig com pequeno volume unitario, 0 numero destas células por grama de

testiculo é semelhante aquele dos demais felinos estudados (Sarti, 2006).

2.4. Coleta de sémen

Coletas de sémen em gatos domésticos podem ser realizadas com o0 uso de uma
vagina artificial ou por eletroejaculacdo. Ejaculados obtidos por eletroejaculacdo em
gatos geralmente possuem maior volume, menor concentracdo, menor numero de
espermatozdides totais, quando comparados com coletas por vagina artificial. Isto se
deve a estimulacdo elétrica das glandulas acessorias (Axnér & Linde-Forsberg, 2002).
A morfologia do sémen coletado por uma vagina artificial ndo difere daquele coletado
por eletroejaculacdo (Pukazhenthi, B., Wildt, D. E. & Howard, J. G., 2001).
Estimulacdo elétrica e anestesias repetidas ndo afetaram a capacidade de ejaculacdo do
gato (Pineda, M. H., Dooley, M. P. & Martin, P. A., 1984). A eletroejaculacdo é o
método mais utilizado para obtencdo de sémen em felinos (Platz Jr., C. C., Follis, T.,
Demorest, N. & Seager, S., 1976).

Para a coleta do sémen pela eletroejaculagdo, um estimulador elétrico e um
transdutor retal sdo necessarios e 0 gato deve estar anestesiado durante o procedimento.
O transdutor retal possui trés eletrodos longitudinais. Ele é lubrificado e inserido de 7 a
9 centimetros no reto com os eletrodos direcionados ventralmente (Platz & Seager,
1978).

A contaminacdo do sémen por urina pode ocorrer devido a voltagem utilizada,
quando essa excede 0 maximo necessario a ejaculacdo ou posicionamento muito cranial
da probe retal. Em carnivoros, os melhores resultados foram alcancados quando probes
com eletrodos longitudinais foram usadas se comparadas aquelas com eletrodos
circulares (Howard, 1993).

O protocolo mais utilizado atualmente consiste em um total de 80 estimulos
elétricos de 2 a 6V aplicados em trés séries (30, 30 e 20 estimulos). Cada estimulo é
aplicado de forma a demorar aproximadamente 1s para ir de OV a voltagem desejada,
permanecendo por 2 a 3s na voltagem desejada, seguido por um retorno abrupto a 0V,
onde permanece por 2 a 3s. A primeira série consiste em 10 estimulos de 2V, 10 de 3V
e, finalmente, 10 de 4V. O gato entdo descansa por 2 a 3min. A proxima série consiste
de 10 estimulos a 3V, 10 estimulos a 4V e, finalmente, 10 a 5V e 0 gato novamente

descansa por 2 a 3min. A ultima serie consiste de 10 estimulos de 5V, seguidos por 10
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de 6V. Para cada estimulo, o gato responde com a extensdo dos membros pélvicos. Para
a coleta do sémen, o pénis do gato é exposto pela aplicacdo de uma suave pressdo em
sua base, e 0 sémen é coletado em um pequeno frasco pré-aquecido, acoplado ao pénis
(Wildt et al., 1983; Howard, J. G., Bush, M. & Wildt, D. E., 1986).

Experimentacdes direcionadas a coleta e avaliacdo de sémen de felideos
silvestres brasileiros vém sendo realizadas a fim de colaborar na tentativa de minimizar
a extincdo dessas espécies mesmo em cativeiro. Morais et al. (2002) utilizaram a
eletroejaculacdo para a coleta de sémen em jaguatirica, gato-maracaja e gato-do-mato-
pequeno. O sémen foi coletado com a ajuda de um eletroejaculador de ondas alternadas
de 60 Hz e transdutor retal contendo trés eletrodos posicionados longitudinalmente. Em
uma sequéncia regular, os estimulos elétricos foram aplicados, em trés séries
intercaladas (Séries 1 e 2 = 30 estimulos por série; Série 3 = 20 estimulos) em um
intervalo de tempo aproximado de 10 min. Cada série consistiu de grupos repetidos de
10 estimulos aplicados em voltagens crescentes (de 2 a 6 V).

Howard (1993) demonstrou que as caracteristicas do sémen e a resposta para as
varias técnicas de coleta do sémen sdo espécie-especificas. Além disso, o sémen do
carnivoro é sensivel a manipulacdo, e a manutencdo da viabilidade do sémen depende
do método de processamento. Muitas espécies de felideos produzem grandes
proporcdes de espermatozoides de morfologia anormal, 0 que parece estar relacionado
com a perda da variabilidade genética.

2.5. Avaliacdo do sémen

A avaliacdo dos testiculos inclui a observacdo da consisténcia dos testiculos
classificando-os em duros, elasticos ou flacidos. A avaliacdo da consisténcia e
temperatura do epididimo, além das condi¢cdes do corddo espermatico também sao
dados importantes. Expor o pénis do prepucio e observar a presenga ou auséncia de
secrecdes anormais bem como observar a presenca ou auséncia de espiculas devem
fazer parte do exame clinico inicial em felinos (Morais, 1999).

As amostras de sémen devem ser avaliadas quantitativa e qualitativamente. A
combinacéo de critérios mais amplamente usada para avaliar o sémen de felinos inclui:
aspecto, volume, pH, motilidade, vigor, concentracdo e morfologia espermatica. (Platz
et al., 1976; Howard, 1993; Wildt, D. E., Bush, M. & O’Brien, S. J., 1993; Swanson et

al., 1996). O aspecto do sémen € um critério importante, pois fornece informacdes sobre
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alteracdes fisioldgicas de glandulas sexuais acessorias e testiculo (Mann & Lutwak-
Mann, 1981).

O volume e a concentracdo do ejaculado sdo extremamente Gteis para fornecer
informacdes quanto a producdo de sémen e a determinacdo das diluicdes a serem
realizadas (Salisbury, G. W., Birge, W. J., Torte, L. de la & Lodge, J. R., 1961). Varios
fatores influenciam o volume do ejaculado, incluindo o grau de estimulagdo sexual, o
namero de ejaculagBes sucessivas de um mesmo animal, além do método utilizado para
coleta do sémen (Wildt et al., 1986). O ejaculado coletado por meio de eletroejaculacdo
geralmente possui um volume maior, concentracdo mais baixa e pH mais elevado se
comparado com vagina artificial (AV) ou manipulacdo digital. Mas isso ndo quer dizer
que seja de qualidade inferior para criopreservacdo ou fertilizacdo (Howard, 1993).

O pH caracteriza o poder tampdo do ejaculado e fornece informacdes sobre
possiveis contaminacGes com urina, pH acido, e bactérias, pH bésico (Platz & Seager,
1978).

A motilidade espermética € expressa em percentagem de movimento
progressivo numa escala de 0% a 100%, sendo 0% para todos os espermatozoides
imoveis e 100% para desempenho méaximo do ejaculado com movimento progressivo
(Howard, 1993)

A manutencdo da motilidade do sémen in vitro é influenciada por inimeros
fatores, incluindo meio de cultura, pH e temperatura. Em muitas espécies, a viabilidade
do sémen é comprometida pelos componentes do plasma seminal. N&o diluido, o sémen
puro geralmente mantém a motilidade espermaética in vitro por duas horas ou menos
(Howard, 1993).

Para determinar um indice de motilidade esperméatica com énfase na
percentagem de motilidade e movimento progressivo foi criado o indice de Motilidade
Espermatica (IME), que é calculado por: IME = Motilidade espermatica (%) +
(movimento progressivo x 20) /2 (Howard, 1993).

A morfologia espermatica é avaliada fixando-se uma aliquota de sémen com
glutaraldeido a 1%, posteriormente analisada em microscépio de contraste de fase com
aumento de 1000 x (Howard, 1993).

A qualidade do movimento executada pelos espermatozoides é avaliada pelo
Vigor dentro de uma escala de 0 a 5, sendo: 0 — Sem movimento; 1 — Fraco movimento
lateral com alguma progressdo; 2 — Moderado movimento lateral com ocasional
progressdo; 3 — Progressdo lenta; 4 — Progressdo regular; 5 — Progressdo rapida
(Howard, 1993).
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A concentracdo espermatica e 0 numero total de espermatozoides por ejaculado
variam em funcdo de varios aspectos. Fatores ambientais podem interromper ou
diminuir a producéo espermatica, o nimero de células de Sertoli que déo sustentacéo e
modulam a maturacdo espermatica também interferem diretamente na producdo diaria
de espermatozoides (Kretser & Kerr, 1994). Variacbes no volume testicular podem
alterar o nimero de espermatozoéides no ejaculado (Sharpe, 1994).

Caracteriza-se normospermia como uma percentagem maior que 60% de
espermatozdides normais presentes no ejaculado, e teratospermia como sendo uma
percentagem menor que 40% de espermatozdides normais presentes no ejaculado
(Pukazhenthi et al., 2001; Neubauer, K., Jewgenow, K., Blottner, S., Wildt, D. E. &
Pukazhenthi, B. S., 2004).

A teratospermia freqlientemente estd presente em felideos, incluindo certos
gatos domésticos, mas os mecanismos celulares e moleculares que provocam este
fendmeno sdo desconhecidos (Neubauer et al., 2004). Espermatozéides de machos
teratospérmicos sdo mais susceptiveis aos danos provocados pelo frio e estresse
osmético, que promovem ruptura da membrana (Pukazhenthi et al., 2001).

Em animais teratospérmicos, os espermatozéides demonstraram também menor
capacidade de penetrar em ovocitos livres de zona pellicida de hamster, menor
capacidade de aderir e penetrar em zona pelUcida de ovécito homélogo e menor
capacidade de fertilizar um ovdcito (Howard et al., 1986; Howard, 1993). Howard
(1993) sugere que a reduzida habilidade em fertilizar, de espermatozoéides de animais
teratospérmicos, pode estar relacionada com alteracdes dependentes de andrégenos no
epididimo e com uma deficiéncia em proteinas ou receptores na superficie desta célula
envolvidos com a ades&o ao ovocito.

A morfologia espermética é um parametro de avaliagdo in vitro de fécil acesso e
de grande importancia uma vez que esta intimamente correlacionado com casos de
infertilidade (Oettle, 1993). As anormalidades morfolégicas espermaticas séo
classificadas de acordo com a regido de origem como defeitos primarios (formam-se
durante a espermatogénese) ou defeitos secundarios (formam-se durante a maturagéo
epididiméria); e ainda de acordo com a correlacdo com a fertilidade como defeitos
menores, ndo correlacionados com a fertilidade, ou defeitos maiores, aqueles
relacionados negativamente com a fertilidade (Oettle & Soley, 1988).

A avaliagdo da morfologia espermética visa caracterizar o espermatozoéide
normal e classificar as formas anormais. As formas anormais do sémen estao divididas

em primarias e secundarias (Blom, 1950). O sistema de classificacdo da morfologia
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espermatica historicamente inclui as células com defeitos estruturais ocorridos durante a
espermatogénese como as que apresentam defeitos primarios, onde podem ocorrer
patologias de cabeca com formas aberrantes, defeitos de pecga intermediaria e cauda
fortemente enrolada; aqueles defeitos ocorridos durante o transporte pelo sistema de
ductos, principalmente o epididimo, como as com defeitos secundarios, onde podem
ocorrer persisténcia de gotas citoplasmaticas e dobras de pega intermediéria e cauda
(Howard, 1993; Wildt et al., 1996).

Amostras coletadas do epididimo apresentam maior percentagem de
espermatozdides com alteracdes morfoldgicas, com valores variando de 36% a 54%
(Goodrowe & Hay, 1993; Lengwinat & Blottner, 1994). Isso ocorre principalmente
devido ao fato dos espermatozdides continuarem o processo de maturagdo no epididimo
e vasos deferentes, logo, amostras coletadas nessas regifes possuem formas imaturas
dessa célula (Luvoni, G. C., Kalchshmidt, E., Leoni, S. & Ruggiero, C., 2003). No
entanto, Neubauer et al. (2004) observaram ndo haver diferencas entre amostras
coletadas por eletroejaculacdo e diretamente do epididimo.

De acordo com Swanson et al. (1996) a avaliacdo do sémen de felideos
silvestres foi descrita com o seguinte procedimento: “Os espermatozoides recolhidos
foram avaliados imediatamente pela percentagem de motilidade e pelo grau de
movimento progressivo (Howard et al., 1986). Uma amostra (5 a 10 pL) foi fixada em
3% (V/V) de glutaraldeido e depois avaliada para obter-se a morfologia do sémen (200
espermatozdides por ejaculacdo) usando-se um microscopio de contraste de fase
(1000x) para identificar malformacbes especificas (Howard et al.,, 1986). A
concentragdo de sémen (x10° mL-1) foi determinada com 5 pL de sémen natural (sem
congelar), utilizando-se uma Camara Hematimétrica (Howard et al., 1986) e o pH do
sémen foi aferido usando-se uma fita EM Science Gilbstown, MS”.

As membranas de algumas organelas, como as do acrossomo, sdo especialmente
sensiveis aos danos causados pelo resfriamento (Watson, 1995). Assim, € muito
importante avaliar a integridade dessas membranas ao se estudar novos métodos de
refrigeracdo e congelamento de sémen. No entanto, a avaliagcdo acrossomal nos felideos
é dificultada pelo fato dessas espécies apresentarem um acrossomo estreito e de dificil
visualizacdo (Donoghue, A. M., Johnston, L. A., Munson, L., Brown, J. L. & Wildt, D.
E., 1992; Howard, 1993).

A avaliacdo da integridade acrossdmica é necesséria para a avaliagdo do sémen,
pois 0 acrossoma é essencial para o processo de fertilizacdo. A morfologia acrossémica

é avaliada usando um microscopio de contraste de fase (1000x) e é dividida em quatro
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categorias: 1) apice normal, crescente e sem saliéncia no acrossoma; 2) apice
defeituoso, com forma irregular no &pice do acrossoma; 3) falta do &pice, com &pice
inexistente, mas com uma capa acrossémica firmemente aderida ao nucleo; 4) capa
acrossdmica solta, com a capa acrossémica desprendida e vesiculada (Howard, 1993).
As patologias espermaticas associadas a infertilidade s@o provavelmente
similares nos mamiferos, entretanto sabe-se que a importadncia de determinadas
alteracbes, bem como sua frequéncia, variam entre as espécies, tornando necessario o

estabelecimento de um padrao androlégico espécie-especifico (Oettle, 1993).

2.6. Criopreservacgao do sémen

Para conservar sémen mantendo uma boa qualidade, é importante saber
caracteristicas fisiologicas deste material. Algumas particularidades sdo espécie-
especificas, como demonstrado por experimentos com resultados ruins obtidos pelo
congelamento de sémen felino utilizando os mesmos diluentes e protocolos usados para
bovinos.

Atualmente existem algumas descri¢cbes de protocolos de congelamento de
sémen em gato doméstico (Lengwinat & Blottner, 1994; Axnér & Linde-Forsberg,
2002; Zambelli, D., Caneppele, B., Castagnetti, C. & Belluzzi, S., 2002; Luvoni et al.,
2003) e em felideos selvagens (Howard, 1993; Swanson et al., 1996; Pukazhenthi et al.,
2001). Em jaguatirica, foi relatado congelamento de sémen por Swanson et al. (1996),
Morais (2001), Swanson et al. (2003), Tebet (2004) e Baudi (2005).

Protocolos de congelamento podem ser usados para espermatozdéides ejaculados
ou provenientes do epididimo. Entretanto, certos aspectos do sémen felino fazem com
que a criopreservacdo do espermatozOide se torne particularmente intrigante se
comparada com outras espécies em que essa tecnologia é rotineiramente aplicada
(Luvoni, G. C., Cchigioni, S. & Beccaglia, M., 2006).

Protocolos de criopreservacdo expdem as células esperméticas a indmeras
situacOes de estresse como as variagdes de temperatura e exposi¢cdo a temperaturas nao
fisioldgicas, estresse osmotico pelos elevados gradientes de concentragdo de solutos do
meio diluidor de congelamento e pela formacéo e dissolugéo de cristais de gelo no meio
extracelular, os quais comprometem sua viabilidade (Watson & Martin, 2000).

Para minimizar os efeitos estressantes do congelamento, algumas substancias

crioprotetoras sdo adicionadas ao sémen, promovendo alteracbes das propriedades
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fisicas da solucdo. Estes agentes crioprotetores podem penetrar ou ndo a membrana
plasmatica, dependendo do seu peso molecular (Amann & Pickett, 1987). O crioprotetor
mais utilizado para espermatozoides € o glicerol (Watson, 1990). Porém, o glicerol
apresenta efeito toxico sobre o espermatozoide de acordo com a concentracdo utilizada,
a temperatura e a espécie estudada (Fahy, 1986; England, 1993; Holt, 2000; Santos, I.
W., Lima, V. F. M. H., Nisfeld, L. C. & Ribeiro, A. P. C., 2003; Pesch & Bergmenn,
2006). Estes efeitos parecem estar associados a alteragdes da viscosidade do citoplasma
que possivelmente inibem processos metabdlicos que envolvam difusdo de solutos
(Holt, 2000).

Em felideos foram utilizados dois crioprotetores permeéveis em processos de
congelamento de sémen, o glicerol e o dimetil-sulféxido (DMSO) (Pukazhenthi, B.,
Spindler, R., Wildt, D., Bush, L. M & Howard, J. G., 2002). O sucesso nha
criopreservacdo de espermatozéides do gato doméstico foi apresentado no inicio dos
anos 70, usando meétodos descritos para trabalho com espermatozoéides de cédo. 1sso
envolveu o sémen adicionado a um criodiluente (20% gema de ovo, 11% lactose e 4%
glicerol) em gelo seco, seguido por imersdo e armazenamento de pellets no nitrogénio
liquido. (Platz Jr., C. C., Wildt, D. E. & Seager, W. J., 1978).

Axnér & Linde-Forsberg (2002) descreveram 0 seguinte protocolo para
criopreservacdo de sémen em gato doméstico, utilizando palhetas para envase: “A
amostra do sémen é centrifugada a 700G por 6 min. e 0 sémen € re-suspenso em
Uppsala Equex Extender 1, para dobrar a concentracdo final desejada do sémen. A
melhor concentracdo para criopreservacdo de espermatozéides de gatos ainda ndo foi
determinada. Depois de uma hora de resfriamento da temperatura ambiente para 4°C em
um volume igual de Uppsala Equex Extender 2, o sémen do gato é entdo colocado em
palhetas de 0,25 mL e congelado, com os tubos sendo colocados em suportes, que séo
presos em uma grade, que é acondicionada em trés etapas para dentro de um botijao
(Apolo SX-18 LN, MVE Cryogenetics, Nova Praga, Minessota, EUA). O botijéo deve
conter 16 a 18 cm de nitrogénio liquido, e a grade é mantida por 2, 2 e 1 minuto a 7, 13
e 20cm abaixo da abertura do botijdo. As palhetas sdo descongeladas em agua, a 37°C,
por 15s e 0 sémen € acondicionado em um tubo com 0 mesmo volume de um meio de
descongelamento Uppsala Equex Thaw a 37°C para permitir o reequilibrio a essa
temperatura com auséncia de luz, por 5 min. antes do exame e de proceder a
Inseminacao Artificial”.

Outro exemplo de diluidor que foi usado para 0 armazenamento de sémen

resfriado de gato e para a criopreservacao € o meio de preservacdo com Tes-Tris gema
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de ovo, com composicdo a base de é&cido N-Trishidroximetil-metil2-
aminometanosulfénico (Tes) 11,2g em 150 mL de &gua destilada, Trishidroximetil-
aminometano (Tris) 2,99 em 75 mL de &gua destilada, gema de ovo 15 — 20%, glicerol
(pode ser omitido para resfriamento) 7 — 7,5%, penicilina G 1000UI/mL, estreptomicina
1 mg/mL, sendo titulado para pH 7,4 (Lengwinat & Blottner, 1994).

Tsutsui et al. (2000) congelaram sémen de gato doméstico em um diluente a
base de gema de ovo, tris-frutose, acido citrico em uma solucdo de citrato de sodio e
gema de ovo e relataram taxa de prenhez de 57% (8/14), quando utilizaram 50x10°
espermatozdides para inseminacdo intra-uterina em fémeas com cio natural.

Tebet (2004) testou dois protocolos de criopreservacdo de sémen em Leopardus
tigrinus e Leopardus pardalis, um a base de Tris, Equex, glicose, gema de ovo, sulfato
de amicacina, glicerol 7% e outro denominado MP-50 com acucares, citrato de sodio,
citrato de potéassio, EDTA, gema de ovo, leite em pd desnatado, Hepes, Dubelcco’s
Modifield Eagle’s, sulfato de amicacina, glicerol 3% e dimetil formamida 2%,
encontrando resultados similares entre os dois criodiluentes, sendo que o Leopardus
tigrinus apresentou decréscimo marcante no indice de motilidade progressiva (média de
36,3 pontos).

Um diluente ideal para congelamento de sémen felino ainda ndo foi definido,
Vvisto que o0 movimento progressivo e a morfologia acrossomal séo altamente afetados
nos procedimentos de criopreservagdo com os diluentes conhecidos (Luvoni et al.,
2003).

Zambelli et al. (2002) testaram cinco curvas de resfriamento e congelamento
para sémen felino, utilizando um diluente a base de Tris, gema de ovo e glicerol. Ap6s o
processo de diluicdo, resfriaram as doses a uma taxa de 0,2 °C/s, por 20 min. deixando
em equilibrio mais 25 min. a 5°C, para entdo submeter ao processo de congelamento
com auxilio de vapor de nitrogénio em um container. As amostras foram congeladas
com taxas de queda de temperatura de 3,85; 9; 22,8; 36 e 43°C/min, sendo observados
melhores resultados para motilidade espermatica e menores danos acrossomais com as
taxas de congelamento mais lentas a 3,85 °C/min, utilizando uma maquina de
congelacdo (Cell Freezer R204).

Tsutsui et al. (2000) descreveram o seguinte protocolo para resfriamento e
congelamento de sémen felino: inicialmente o sémen era resfriado até 4°C, quando eram
completadas as etapas de diluicdo e as amostras permaneciam em equilibrio por uma

hora. As condi¢cdes de temperatura do freezer eram — 1°C/min de 4°C até — 1°C; —
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33°C/min. de — 1 até — 50° C e — 58,4 °C/min de — 50 °C até — 196 °C, quando o sémen

era transferido para um container com nitrogénio liquido.

2.7. Avaliagédo do sémen pds-descongelamento

A longevidade espermatica in vitro pode ser avaliada pela incubacdo do sémen a
temperatura corporal no intuito de mimetizar as condic¢des encontradas no trato genital
feminino (Teste de Termorresisténcia). Durante o teste de termorresisténcia o sémen
descongelado é incubado a temperaturas que variam de 37 a 39°C por periodos de até 6
horas, durante o qual se avalia a movimentacdo espermatica (Fontbonne & Badinand,
1993; Pefia, A. I., Barrio, F., Quintela, L. A. & Herraddn, P. G., 1998). Este teste é tido
como um bom preditor da fertilidade espermatica em vérias espécies e baixas taxas de
sobrevivéncia no teste de termorresisténcia tem sido associadas com baixa fertilidade
(England, 1993). A caracteristica de baixa termorresisténcia, entretanto, ndo é
necessariamente associada a baixa fertilidade, visto que em alguns estudos, amostras de
sémen com relativo baixo desempenho no teste de termorresisténcia apresentaram taxas
de fertilidade normais (Cardoso, R. C. S,, Silva, A. R. & Silva, L. D. M., 2005).

As membranas acrossomicas sao facilmente prejudicadas durante o
congelamento e descongelamento. Portanto, a avaliacdo do estado acrossdmico € um
importante critério para a determinacdo das habilidades crioprotetoras dos varios
diluentes e métodos de congelamento (Howard, 1993).

Pope, C. E., Turne, J. L., Quatman, S. P. & Dresser, B. L. (1991) descreveram
uma técnica para avaliacdo da integridade acrossomal em sémen felino, utilizando um
corante a base de rosa bengala 1%, fast green 1% e alcool etilico 40% em 0,1 M de
acido citrico e 0,2 M de fosfato de sodio.

A integridade e viabilidade da membrana espermatica podem ser avaliadas
também através do teste hiposmotico (HOS) (Spittaler & Tyler, 1985). O teste
hiposmotico baseia-se na reacdo de enrolamento da cauda do espermatozdide intacto,
com membrana citoplasmatica funcional quando exposto a um meio hiposmotico
(England, 1993).

Para realizacdo do Teste Hiposmotico, os espermatozdides sdo incubados em
uma solucdo hiposmética (150mOSM) e posteriormente avaliados quanto a sua
morfologia sob contraste de fase. As ceélulas espermaticas integras apresentam

enrolamento de caudas, evento que pode ser visualizado através de microscopia de
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contraste de fase. A percentagem de espermatozoides com enrolamento de cauda, ou
seja, integros, pode entdo ser computada (Kumi-Diaka, 1993).

Watson & Martin (2000) demonstraram as causas da reducéo da fertilidade com
a utilizacdo de sémen congelado. Sdo elas: a mudanca de temperatura, estresse
criopreservativo e formacéo e dissolucdo de cristais de gelo. Concluiu com isso, que sao
inimeros os efeitos da cripopreservacdo que causam danos letais ou diminuem a funcéo
dos espermatozoéides. E estudos da fisiologia dos mesmos e desenvolvimento das
técnicas de criopreservacdo tém muito a contribuir para a preservacdo das espécies

futuras.
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4. ARTIGO |

PROTOCOLOS DE COLETA DE SEMEN POR ELETROEJACULAQAO EM
JAGUATIRICAS (Leopardus pardalis Linnaeus, 1758)

RESUMO

Este trabalho teve por objetivo principal o estudo de dois protocolos para coleta
de sémen por eleteoejaculacdo em jaguatiricas adultas de cativeiro. Foram comparadas a
técnica convencionalmente preconizada para felideos (80 estimulos elétricos em 3 séries
de 2 a 6V) e uma adaptacdo na qual se preconiza o esvaziamento e lavagem da bexiga,
para se evitar a contaminacdo do sémen pela urina, e utilizando menor ndmero de
estimulos elétricos idénticos porém com uma voltagem mais alta (35 estimulos elétricos
em 7 séries de 5 estimulos de 16V). Foram utilizados seis animais adultos. Em quatro
foram realizadas ambos os protocolos sendo realizadas trés coletas de sémen em cada
técnica. Realizaram-se pesagem, biometria corporal e testicular e as caracteristicas do
sémen avaliadas foram: aspecto, volume espermatico, motilidade espermatica, vigor,
concentracdo espermatica, total de espermatozdides por ejaculado e indice espermatico.
Ambos os protocolos mostraram eficiéncia para a coleta de amostras de sémen, porém,
com o protocolo modificado, obteve-se em média valor 6 vezes maior para volume
espermatico (1,2 mL), cerca de 3,6 vezes maior de concentragdo espermatica por
mililitro de sémen (456,6x10°) e 18 vezes maior de nimero total de espermatozéides
por ejaculado (667,3x10°). O protocolo modificado se mostrou ainda mais rapido e livre
de contaminagdo por urina. Os dados qualitativos dos espermatozdides como vigor,
motilidade e indice espermatico demonstraram étima qualidade espermatica e foram

compativeis aos padrdes seminais de felinos adultos.

Palavras-chave: Jaguatirica, Sémen, Eletroejaculacdo
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COMPARATIVE STUDY BETWEEN TWO SEMEN COLLECTION
PROTOCOLS IN OCELOTS (Leopardus pardalis Linnaeus, 1758)

ABSTRACT

This study had, as a main objective, two protocols for semen collection by
eletroejaculation in adult captive ocelots. Were compared the conventional technique
applied in felids (80 electric stimuli in 3 series from 2 to 6V), and an adaptation that
praise the previous emptying and washing of the bladder to avoid semen contamination
by urine, and uses a minor number of identical electric stimulus, however with a higher
voltage. (35 electric stimuli in 7 series of 5 stimuli of 16V). A total of six animals were
used, and in four of them were tested the two protocols. Three semen collections were
made in each technique for each animal. The weight, corporal and testicular
measurements were realized, and the semen characteristics evaluated were the color,
consistency, sperm volume, sperm motility, sperm progressive status, sperm
concentration, total sperm of ejaculate, and sperm motility index. Both protocols
showed efficiency, but the modified protocol, got values on average 6 times bigger for
sperm volume (1,2 mL), about 3,6 times bigger of sperm concentration for milliliter of
semen (456,6x10%, and 18 times bigger of total number of sperm per ejaculate
(667,3x10°). The modified protocol showed fast and free of contamination for urine.
The qualitative data of the spermatozoa as sperm progressive status, sperm motility and
sperm motility index had demonstrated excellent sperm quality and had been

compatible with the adult felids.

Keywords: Ocelot, Semen, Eletroejaculation
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1. INTRODUCAO

Os felinos silvestres estdo entre as espécies mais ameacadas do mundo
(International Union for Nature Conservation [IUCN], 1996). No Brasil ocorrem oito
espécies de felinos de grande, médio e pequeno porte. Sdo elas a onga-pintada
(Panthera onca), a onga-parda (Puma concolor), a jaguatirica (Leopardus pardalis), o
gato-maracaja (Leopardus wieedi), o gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi), o
gato-palheiro (Leopardus colocolo), o gato-mourisco (Puma yagouaroundi) e o gato-
do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) (Cubas, Z. S., Silva, J. C. R. & Catéo-Dias, J.
L., 2006).

A jaguatirica é a Unica espéecie de felino neotropical pertencente a categoria
médio porte, que engloba espécies com o peso do animal adulto variando entre 7 e 20
kg (IUCN, 1996). Mede de 50 cm a 1 m de comprimento (além da cauda, que pode
medir até 45 cm) (Wieloch, D. R., Veado, B. V. & Furtado, D. B., 1997). Apresenta
habitos diurnos e noturnos, e se alimenta de pequenos mamiferos, lagartos, aves e ovos
(Ximenez, 1982; Bisbal, 1986; Emmons, 1987, 1988; Farrel, L. E., Roman, J. &
Sunquist, M. E., 2000; Bianchi, 2001; Cubas et al., 2006). Ocorre em todo o Continente
Americano do sul do Texas ao norte da Argentina (Murray & Gardner, 1997). No
Brasil, ocorre em florestas umidas, cerrado, campos e caatinga. E encontrada em todas
as regides do Brasil, exceto no sul do Rio Grande do Sul (Oliveira & Cassaro, 1999;
Cubas et al., 2006).

Experimentacdes direcionadas a coleta e avaliacdo de sémen de jaguatirica vém
sendo realizadas a fim de colaborar na tentativa de reproducdo assistida dessa espécie
em cativeiro (Howard, 1993; Swanson et al., 1996; Morais et al., 2002; Swanson et al.,
2003; Queiroz, 2003; Baudi, 2005).

Embora coletas de sémen em gatos domésticos possam ser realizadas com o uso
de uma vagina artificial (Axnér & Linde-Forsberg, 2002), em felinos selvagens a
eletroejaculacdo ¢ o método mais utilizado para obtencdo de sémen, devido a
dificuldade no condicionamento desses animais. Ejaculados obtidos por
eletroejaculacdo em gatos, geralmente possuem maior volume, menor concentracao,
menor numero de espermatozoides totais, quando em comparados com coletas por
vagina artificial. Isto se deve a estimulacdo elétrica das glandulas acessorias (Axnér &
Linde-Forsberg, 2002). A morfologia do sémen colhido por uma vagina artificial néo
difere daquele colhido por eletroejaculacdo (Pukazhenthi, B., Wildt, D. E. & Howard, J.

G., 2001). Estimulacdo elétrica e anestesias repetidas também ndo afetaram a
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capacidade de ejaculacdo do gato doméstico (Pineda, M. H., Dooley, M. P. & Martin, P.
A., 1984).

As caracteristicas do sémen e a resposta para as varias técnicas de coleta séo
espécie-especificas. O sémen do carnivoro € muito sensivel a manipulacdo e a
manutencdo da sua viabilidade depende do método de processamento. Muitas espécies
de felideos produzem grande quantidade de espermatozoides de morfologia anormal, o
que parece estar relacionado com a perda da variabilidade genética. A manutencao da
motilidade do sémen in vitro é influenciada por inimeros fatores, incluindo forma de
coleta, meio de cultura, pH e temperatura. Em muitas especies, a viabilidade do sémen é
comprometida pelos componentes do plasma seminal e a contamina¢do por urina no
momento da coleta. O sémen puro geralmente mantém a motilidade in vitro por no
méaximo duas horas (Howard, 1993).

Em carnivoros, os melhores resultados na coleta de sémen por eletroejaculacao,
foram alcancados quando probes com eletrodos longitudinais foram usadas se
comparadas aquelas com eletrodos circulares. O protocolo mais utilizado atualmente
consiste em um total de 80 estimulos elétricos de 2 a 6V aplicados em trés séries de 30,
30 e 20 estimulos (Wildt et al., 1983; Howard, J. G., Bush, M. & Wildt, D. E., 1986).
Embora esta metodologia seja preconizada para a maioria dos carnivoros (Howard,
1993), pouco ou nenhum sucesso tem sido obtido em canideos, além do volume e
concentracdo espermatica total obtidos de felideos serem muito baixos e quase sempre
contaminados com urina (Howard, 1993; Morais et al., 2002; Swanson et al., 2003;
Queiroz, 2003; Baudi, 2005). Neste sentido, o presente trabalho objetivou a avaliacao
de alteragdes no protocolo de eletroejaculacdo preconizado na literatura para felinos, no
intuito de melhoria na qualidade e quantidade do sémen coletado em jaguatiricas.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas seis jaguatiricas (Leopardus pardalis) macho adultas de
cativeiro. Dois animais mantidos em criadouro conservacionista credenciado no
municipio de Belo Horizonte, MG, (denominadas Jaguatirica 1 e Jaguatirica 2), dois
animais provenientes do Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade
Federal de Vicosa (CETAS-UFV) (denominadas Jaguatirica 3 e Jaguatirica 4) e dois

animais mantidos na Fundacdo Zoobotanica de Belo Horizonte (denominadas
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Jaguatirica 5 e Jaguatirica 6). Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de
Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, registro
namero 50/2008, e pelo IBAMA, registro nimero 18675-1.

Apds 12h de jejum os animais foram contidos com anestesia dissociativa pela
combinacdo dos cloridratos de quetamina e xilazina, nas doses de 10 mg/kg e 2 mg/kg,
respectivamente, por via intramuscular por meio de dardos anestésicos. Foi
administrado sulfato de atropina na dose de 0,044 mg/kg via subcuténea para
manutencdo da normalidade da funcdo cardiaca. Os animais tiveram seus parametros
vitais aferidos e avaliados por um médico veterinario durante e apos o procedimento,
sendo monitorados a cada 15 minutos até que conseguissem manter-se em estacao,
garantindo uma recuperagdo pos-anestésica segura.

Com os animais anestesiados, foi realizada a pesagem dos mesmos em uma
balanca e a biometria corporal e testicular por meio de fita métrica e paquimetro digital.
Para o célculo do volume dos testiculos foi utilizada a férmula: 4/3 = (ABC), sendo A, a
metade do valor do comprimento, B, a metade do valor da largura e C, a metade do
valor da espessura testicular mensurado percutaneamente e descontado da prega dupla
de pele. Também foi mensurado o comprimento das regifes da glande peniana coberta

por espiculas (Figura 1).

Figura 1: Regido ocupada pelas espiculas penianas na glande em jaguatirica adulta.

Por meio de uma sonda uretral n°6 acoplada a uma seringa de 10 mL, a bexiga
de cada animal foi esvaziada e lavada com solugdo fisioldgica estéril, para evitar
contaminagdo do sémen pela urina (Figura 2).
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Figura 2: Lavagem da bexiga via sonda uretral com solugo fisiolégica estéril em jaguatirica adulta.

Os procedimentos de coleta de sémen foram realizados por meio de um aparelho
eletroejaculador acoplado a uma probe retal de 9 cm de perimetro, provida de trés
eletrodos longitudinais (Figura 3). A probe foi devidamente lubrificada e introduzida no
reto com os eletrodos longitudinais posicionados ventralmente. O pénis foi exposto e
acoplado a um tubo pléastico tipo Ependorff® previamente aquecido a temperatura de
38°C, sendo trocado a cada série de estimulos (Figura 4). Foi considerado apenas o
volume espermaético, ou seja, descontados 0s volumes de plasma seminal aspérmicos ou

oligospérmicos.

Figura 3: Aparelho eletroejaculador com probe retal.
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Figura 4: Coleta de sémen pelo método de eletroejaculagdo em jaguatirica adulta.

Foram utilizados dois protocolos de eletroejaculacdo: o protocolo A preconizado
e amplamente utilizado para coleta de sémen em felinos, assim, em seis jaguatiricas
adultas realizou-se a aplicacdo de 80 estimulos elétricos variando de 2 a 6V aplicados
em 3 séries de 30, 30 e 20 estimulos; e no protocolo B foram aplicados, em quatro
jaguatiricas adultas, de 5 a 7 séries cada uma com 5 estimulos idénticos de 16V. Cada
estimulo com a duragdo de no maximo 3s, com intervalo de 3s entre eles e intervalo de

1min entre cada série.

O primeiro protocolo utilizado foi o A com trés coletas em cada animal (seis
animais) e, apos esse periodo, foram realizadas trés coletas em quatro animais com o
protocolo B. Todas as coletas foram realizadas, com um intervalo de 15 dias entre elas.
As caracteristicas do sémen avaliadas foram: aspecto, volume, motilidade espermatica e

vigor, total de espermatozdides por ejaculado e indice espermatico.

O aspecto do sémen foi analisado por visualizacdo direta. O volume foi
mensurado com a ajuda de uma micropipeta de volume ajustavel para a obtencéo
precisa do volume do ejaculado. Imediatamente apos esta analise, foi colocada uma gota
do material em uma lamina que foi coberta com laminula, ambas previamente aquecidas

a 38° C a fim de evitar choque térmico.

Em seguida, o sémen foi avaliado quanto a motilidade espermatica progressiva e
ao vigor, este em uma escala de um a cinco. Utilizando-se um microscopio de luz

monocular portatil (A. 1. Handycope®) em aumento de 100x (Figura 5).
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Figura 5: Avaliacdo do sémen de jaguatirica adulta a fresco em microscopio portatil.

Para o célculo da concentracdo espermatica, uma fracdo de sémen foi depositada
em uma camara de Neubauer em um microscopio de luz, e contados cinco quadrantes
no campo. Foi utilizada a féormula padrdo: C = 5 x N x 10 x D x 103
espermatozdides/mL. Onde C é a concentracdo, 5 € o numero de quadrantes contados da
camara, 10 é a altura entre cdmara e laminula, N é a média do numero de
espermatozdides contados na cdmara, D é o fator de diluicho da amostra e 103
corresponde & transformagdo de mm?® para mL. O nlimero total de espermatozdides por
ejaculado foi calculado utilizando a formula: NE = C x V, onde C é a concentracdo

espermaética e V é o volume do ejaculado.

Foi calculado também, o indice espermético pela formula: IE = [M+(Vx20)]/2,

em que M representa a motilidade e V o vigor espermatico.

Para realizacdo da analise estatistica foram calculados os valores de média (M),
desvio padrdo (DP), coeficiente de variacdo (CV) e intervalo de confianca (IC) com
estimativa de 5% de erro. Os célculos foram realizados no programa Microsoft Office
Excel® (2003).
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3. RESULTADOS

O peso corporal registrado para jaguatiricas adultas em cativeiro foi em média
13,5kg, o comprimento focinho base da cauda 89,75cm, o comprimento da cauda
34,5cm, a altura do membro torécico 41,0cm, e os valores médios e desvios padréo,
bem como o coeficiente de variagdo dos demais dados biométricos corporais das

jaguatiricas foram dispostos na tabela 1.

Tabela 1: Peso corporal e biometria de jaguatiricas (n=6).

Parametros Média * desvio padrédo (CV)

Peso corporal (Kg) 13,5+ 2,07 (15,33)

Comprimento: focinho base da cauda (cm) 89,75+ 3,4 (3,78)
Comprimento cauda (cm) 34,5+£0,6 (1,73)
Altura membro toracico (cm) 41,0+ 0,7 (1,70)
Altura membro pélvico (cm) 41,8+ 1,9 (4,54)
Didmetro toréacico (cm) 47,7+ 1,7 (3,56)
Diametro cervical (cm) 29,8 £ 0,8 (2,68)
Largura face solear membro toracico (cm) 5,05+ 0,3 (5,94)
Comprimento face solear membro torécico (cm) 4,7+0,4(8,51)
Largura face solear membro pélvico (cm) 4,3+0,5(11,62)
Comprimento face solear membro pélvico (cm) 4,4 +0,5(11,36)

Nota: CV= Coeficiente de variacdo

O volume médio dos testiculos direito e esquerdo foi, respectivamente, 8,45 e
9,39 mL, e os valores médios e os desvios padrdo bem como o coeficiente de variagao

dos dados biométricos testiculares estdo na tabela 2.
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Tabela 2: Biometrias testiculares e comprimento da regido peniana ocupada por

espiculas (n=6).

Biometria testicular Média + Desvio padrao
e comprimento da regido de espiculas (CV)
) 3,23+0,15
Comprimento (cm)
(4,64)
o 2,56+ 0,29
Testiculo direito Largura (cm)
(11,32)
2,61+0,25
Espessura (cm)
(9,57)
. 3,24+0,20
Comprimento (cm)
(6,17)
. 2,58+0,16
Testiculo esquerdo Largura (cm)
(6,20)
2,85+0,19
Espessura (cm)
(6.,66)
b dupla cutanea (cm) 0,25 £ 0,02
rega dupla cutanea (cm
P (8,0)
__ 8,45+0,3
Volume testiculo direito (mL)
(8,61)
9,39+0,3
Volume testiculo esquerdo (ml)
(6,23)
17,84+ 1,55
Volume de ambos os testiculos (mL)
(7,39)
. 1,46 + 0,08
Comprimento da area de espiculas (cm)
(5.47)

Nota: CV= Coeficiente de variagdo

Na tabela 3 estdo dispostos os valores referentes as 18 coletas de sémen
utilizando o protocolo A (n=6), para felinos na literatura, e as 12 coletas de sémen
utilizando o protocolo B (n=4), desenvolvido no experimento. Observa-se que com o
protocolo A foram obtidos em média geral 0,2 mL de volume espermatico total de
sémen, a uma concentracdo espermatica de 126,6 milhdes de espermatozoides por
mililitro de sémen, perfazendo um total de espermatozéides ejaculados de 37,1 x 10°.
Com o protocolo B obteve-se em média geral 1,2 mL de volume total de sémen, a uma
concentracdo espermatica de 456,6 milhdes de espermatozoides por mililitro de sémen,
perfazendo um total de espermatozéides ejaculados de 667,3 x 10°. Em todos estes

parametros observou-se diferenca significativa entre os protocolos descritos (p<0,05).
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Tabela 3: Comparagdo entre os parametros aferidos na coleta de sémen pelos

protocolos A (n=6) e B (n=4) em jaguatiricas.

Protocolo utilizado Protocolo A Protocolo B
Média + DP (CV) Média + DP (CV)
) (n’=18) (n’=12)
Protocolo aferido
Voltagem de coleta 5V, 6V 16V
Aspecto Turvo/Leitoso Turvo/Leitoso
02+0,1
- ' ' 1,2+0,7
Volume espermatico (mL) (5,0) (58.3)
Concentracéo 134,0 + 154,9 456,6 + 198,5
Espermatica (x10°) (114,9) (43,5)
espermat;rzoétsjlezleejaculado 371484 667,3 £ 3835
(x10°) (130,4) (57,4)
- - 79,377 88,7+25
O ) ) 1 L
Motilidade espermatica (%o) 9.7) 2.8)
. 43+0,2 4,0+0,7
Vigor (0-5) @.7) (175)
indice espermatico 83245 84,4£83
p (5,4) (9,8)

Nota: n = NUmero de animais; n’= Ntumero de coletas; DP = Desvio padréo;
CV = Coeficiente de variagdo. (p<0.05).

4. DISCUSSAO

Wildt et al. (1983) descreveram um protocolo de eletroejaculagdo para coleta de

sémen de guepardos (Acinonyx jubatus) que tem sido utilizado como modelo para a
coleta de sémen em vérias espécies de felinos selvagens como o leopardo (Panthera
pardus) (Brown et al., 1989), tigre (Panthera tigris) (Donoghue et al., 1990), onca
parda (Puma concolor) (Miller, A. M., Roelke, M. E., Goodrowe, K. L., Howard, J. G.
& Wildt, D. E., 1990), jaguatirica (Leopardus pardalis) (Swanson et al., 1996; Baudi,
2005), onga pintada (Panthera onga) (Morato, 1997). Esta técnica baseia-se em uma
grande quantidade de estimulos elétricos, através de eletrodo retal, em intensidade
crescente, porém, na maioria destas espécies sdo relatadas quantidades totais pequenas
de sémen, com freqliente contaminagdo com urina (Queiroz, 2003). Este autor relata
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uma grande contaminagdo com urina, em média cerca de 75% das amostras coletadas
apresentavam ao menos uma fragcdo de ejaculado contaminada. Também, Morais et al.
(2002) descreveram uma alta taxa de contaminacdo (69%) nas coletas nessa espécie.
Amostras coletadas com motilidades inferiores a 60% e vigor 3 sdo geralmente
consideradas suspeitas de contaminacdo com urina (Queiroz, 2003). Em vista desses
resultados nas presentes experimentagdes, optou-se pelo esvaziamento e lavagem da
bexiga com solucdo fisiologica estéril, previamente as coletas, as quais eliminaram a
contaminacg@o do sémen com a urina.

Em jaguatiricas, ndo raramente sdo obtidas coletas aspérmicas e ou
oligospérmicas, contendo apenas plasma seminal (Queiroz, 2003). Neste sentido, a
maioria dos autores considera apenas 0s volumes espermaticos coletados. Embora
Morais et al. (2002) descrevam fracbes espermaticas médias de 1,4 mL, os demais
autores descrevem nessa espécie, valores menores e muito proximos entre si, com 0 uso
da técnica convencional. Assim, Queiroz (2003) descreve uma média de 0,4 mL;
Howard (1993), 0,3 mL; Swanson et al. (2003), 0,6 mL; Baudi (2005), 0,66 e o presente
estudo com 0,2 mL. Com relacdo a técnica proposta, foi obtido em média cerca de 1,2
mL em volume espermatico e a concentracdo por mililitro de sémen e numero total de
espermatozdides muito superiores ao descrito na literatura com a técnica convencional.
Ou seja, no presente trabalho foi obtida uma média de 456, 6 x 10°sptz/mL e 667,3 X
10° sptz totais no volume espermatico, enquanto que nos resultados, empregando a
técnica convencional, foram registradas uma amplitude de 28x10° e 8,4x10° a um
méximo de 283,4x10° e 57,8x10° de concentracdo de sptz/mL e n(imero total de sptz no
volume espermatico, respectivamente (Howard, 1993; Queiroz, 2003), incluindo-se
nesta amplitude os resultados obtidos no presente experimento com o uso da técnica
convencional.

A avaliagdo qualitativa de uma amostra de sémen considera classicamente a
quantidade de espermatozdides moveis e o vigor ou intensidade de movimento médio
dos espermatozoides, na classificacdo e correlacdo com a capacidade fecundante. Esses
métodos sdo subjetivos, e embora muitos autores os considerem insatisfatorios
(Goodrowe & Hay, 1993; Howard, 1993), sdo amplamente utilizados. No sentido de
estabelecer um indice considerando ao mesmo tempo a motilidade e vigor espermaticos,
foi sugerido o indice espermatico que expressa percentualmente a média resultante
desses dois parametros. No presente estudo, embora uma diferenca tenha sido
observada entre a motilidade média das amostras obtidas nos dois diferentes protocolos

testados (p<0,05), ndo foram observadas diferencas significativas no vigor e no indice
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espermatico (p>0,05). Valores estes se mostraram satisfatorios, porém préximos aos
registrados na literatura para o sémen fresco de jaguatirica, variando de 70,7% a 77,6%
(Swanson et al., 2003; Morais et al., 2002), respectivamente.

5. CONCLUSAO

O protocolo de coleta de sémen sugerido no presente experimento, em
jaguatiricas adultas, mostrou-se eficiente, com resultados satisfatérios muito superiores
a técnica convencional quanto ao volume espermatico, concentracdo de sptz por
mililitro de sémen e nimero total de espermatozoéides ejaculados, com uso de um menor
numero de estimulos elétricos. O esvaziamento e lavagem prévios da bexiga, por meio
de sondagem, eliminaram a contaminacao por urina nas amostras coletadas. O protocolo
proposto ndo diferiu quanto ao indice espermatico das amostras em relacdo a técnica

convencional.
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5. ARTIGO I

CARACTERISTICAS SEMINAIS E CONGELABILIDADE DE SEMEN DE
JAGUATIRICAS (Leopardus pardalis Linnaeus, 1758) ADULTAS, MANTIDAS
EM CATIVEIRO, UTILIZANDO DOIS CRIOPROTETORES

RESUMO

O presente trabalho apresentou um estudo da caracterizagdo do ejaculado de seis
jaguatiricas adultas de cativeiro e um estudo comparativo entre dois crioprotetores na
congelabilidade do sémen em dois destes animais. A coleta do sémen foi feita por
eletroejaculacdo (80 estimulos elétricos em 3 séries de 2 a 6V) realizada com o
esvaziamento e lavagem prévios da bexiga para se evitar a contamina¢do do sémen pela
urina. Foram realizadas trés coletas de cada animal. A caracterizacdo do ejaculado
baseou-se na avaliacdo do sémen quanto ao aspecto, a motilidade espermatica
progressiva, 0 vigor espermatico, a concentracdo espermatica por mL, o total de
espermatozéides por ejaculado, o indice espermaético e a analise morfoldgica do sémen.
Os parametros avaliados mostraram-se compativeis aos padrdes seminais de felinos
estudados, destacando-se os valores médios de espermatozdides totais por ejaculado
(37,1 milhdes), indice espermatico (83%), numero total de patologias (35,9%) e
patologias maiores (8,9%) e menores e (27,7%). O estudo da congelabilidade avaliou 0s
meios crioprotetores a base de glicerol e etileno glicol, ambos a uma concentracdo de
6%, na viabilidade do sémen po6s-descongelamento de dois animais. Para isso, foram
realizados testes de Termorresisténcia (TTR), Hiposmédtico (HO) e Coloracéo
Supravital (CS). No presente estudo, 0 meio a base de glicerol se apresentou melhor no
teste TTR (45 a 60min glicerol contra 35 a 40min etileno glicol), e os testes HO e SC
tiveram uma percentagem de 34% a 43% de células com integridade de membrana e
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entre 20% e 68% de células viaveis no pos-descongelamento em ambos 0s protocolos

testados, sendo viaveis para o uso.

Palavras-chave: Jaguatirica, Morfologia, Sémen, Congelabilidade, Crioprotetores
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SEMINAL CHARACTERISTICS AND FREEZEABILITY OF ADULT
CAPTIVE OCELOT’S (Leopardus pardalis Linnaeus, 1758) SEMEN, USING
TWO CRYOPROTECTORS.

ABSTRACT

The present work presented a study of the characterization of the ejaculate of six
adult ocelots of captivity and a comparative study between two cryoprotectors in the
freezeability of the semen in two of these animals. The collection of the semen was
made by eletroejaculation (80 electric stimuli in 3 series of 2 to 6v) carried through with
the previous emptying and washing of the bladder to prevent the contamination of the
semen for urine. Three collections of each animal had been carried through. The
characterization of the ejaculate one was based evaluation of the semen’s color,
consistency, gradual sperm motility, the sperm progressive status, the sperm
concentration, the total of sperm for ejaculate, the sperm index and of the morphologic
analysis of the semen. The surveyed parameters had been all fellow creatures to the data
of literature, being distinguished total the average values of ejaculate spermatozoon for
(37,1 million), sperm index (83%), total number of pathology (35.9%) and primary
(8.9%) and secondary pathology (27.7%). The freezeability study evaluated the half
cryoprotectors to the base of glycerol and ethylene glycol, both to a 6% concentration,
in the viability of the semen after unfreeze of two animals. For this, tests of
Thermoresistance (TTR), Hiposmotic (HO) and Supravital Coloration (CS) had been
carried through. In the present study, the media with the base of glycerol presented best
results in the TTR test (45 to 60min glycerol against 35 to 40min ethylene glycol), and
tests HO and SC had a percentage of 34% to 43% of cells with integrity of membrane

and between 20% and 68% of viable cells in the after-unfreeze in both tested protocols.

Keywords: Ocelot, Morfology, Semen, Freezeability, Cryoprotectors
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1. INTRODUCAO

A crescente degradacdo ambiental provocada pelos desmatamentos, construcdes
de barragens, acidentes como derramamento de produtos quimicos e queimadas tém
como consequéncia direta a reducdo e a fragmentacdo dos inimeros ecossistemas,
levando uma grande diversidade de espécies a sofrer rdpido declinio em seu nimero
com consequente perda da diversidade genética (Guimarées, 2002). Os felinos silvestres
estdo entre as espécies mais ameacadas do mundo, sendo afetados por fatores que
variam geograficamente, seja pela descaracterizagdo de habitats, exigéncias alimentares,
forte pressdo de caca (em funcdo do alegado prejuizo que causam ao predarem criagdes
domésticas), além da baixa densidade natural (International Union for Nature
Conservation [IUCN], 1996).

A familia Felidae é um dos grupos com maior diversidade dentre os carnivoros e
inclui espécies que variam em tamanho desde 1kg até mais de 230kg (Emmons, 1988).
Os felinos sdo exclusivamente carnivoros e representam os maiores predadores das
florestas tropicais. Sdo tidos, portanto, como “espécie-chave”, influenciando
diretamente nas populacdes de suas presas e indiretamente nas populacdes animais e
vegetais relacionadas a estas (Miller & Rabinowitz, 2002).

Segundo Cubas, Z. S., Silva, J. C. R. & Catdo-Dias, J. L. (2006), no Brasil
ocorrem oito dessas espécies, entre felinos de grande, médio e pequeno porte. Séo elas:
a onca-pintada (Panthera onca), a onca-parda (Puma concolor), a jaguatirica
(Leopardus pardalis), o gato-maracaja (Leopardus wieedi), o gato-do-mato-grande
(Leopardus geoffroyi), o gato-palheiro (Leopardus colocolo), o gato-mourisco (Puma
yagouaroundi) e o0 gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus). De acordo com a lista
oficial de espécies ameacadas (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis [IBAMA], 2003), todas essas espécies apresentam algum grau de
ameaca de extin¢do, sendo que estdo classificadas pela Convencdo para o Comércio
Internacional de Espécies Ameacadas da Fauna e Flora Selvagem (CITES, 2008) como
grau | ou Il de ameaca.

A jaguatirica é a Unica espécie de felino neotropical pertencente a categoria
médio porte, que engloba espécies com o peso do adulto variando entre 7 e 20kg
(TUCN, 1996). Mede de 50 cm a 1 m de comprimento (além da cauda, que pode medir
até 45 cm) (Wieloch, D. R., Veado, B. V. & Furtado, D. B., 1997). Apresenta héabitos
diurnos e noturnos, e se alimenta de pequenos mamiferos, lagartos, aves e ovos
(Ximenez, 1982; Bisbal, 1986; Emmons, 1987, 1988; Farrel, L. E., Roman, J. &
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Sunquist, M. E., 2000; Bianchi, 2001; Cubas et al., 2006). Ocorre em todo o Continente
Americano do sul do Texas ao norte da Argentina (Murray & Gardner, 1997). No
Brasil, ocorre em florestas umidas, cerrado, campos e caatinga. E encontrada em todas
as regides do Brasil, exceto no sul do Rio Grande do Sul (Oliveira & Cassaro, 1999;
Cubas et al., 2006).

Devido a isto, nos ultimos dez anos a conservacgdo desta espécie tem sido foco
da pesquisa em reproducdo e de programas de treinamento voltados para as Ameéricas,
principalmente Brasil, México e Estados Unidos (Swanson & Brown, 2004). A
utilizacdo de biotecnologias reprodutivas visa principalmente a manutencdo da
variabilidade genética nas populaces em cativeiro e em vida livre, alem da proliferacéo
desses animais. Tais tecnologias, em especial a coleta e criopreservacdo de sémen,
permitem a translocacdo apenas do material genético entre populacdes de vida livre
isoladas e entre populacGes de vida livre e animais em cativeiro (Swanson, 1998). Para
0 uso efetivo destas tecnologias nas espécies de felideos, o estudo e a propagacdo do
conhecimento basico e de novas tecnologias sdo necessarios, pois ha variacbes espécie-
especificas que precisam ser consideradas no desenvolvimento destes protocolos
(Swanson & Brown, 2004). Dentre o0s conhecimentos basicos requeridos na
formatacdo de protocolos em reproducdo, a morfologia espermatica € um parametro de
avaliacdo in vitro de facil acesso e de grande importancia, uma vez que estd
intimamente correlacionado com casos de infertilidade (Oettle, 1993). Caracteriza-se a
condicdo de teratospermia quando a percentagem de espermatozoides pleiomdrficos
apresenta-se em mais de 60% dos espermatozdides presentes no ejaculado, e
normospermia como uma percentagem maior que 40% de espermatozdides normais
presentes no ejaculado (Neubauer, K., Jewgenow, K., Blottner, S., Wildt, D. E. &
Pukazhenthi, B. S., 2004; Pukazhenthi, B., Wildt, D. E. & Howard, J. G., 2001). A
teratospermia freqlentemente esta presente em felideos, incluindo certos gatos
domeésticos, mas os mecanismos celulares e moleculares que provocam este fendmeno
séo desconhecidos (Neubauer et al., 2004).

Atualmente existem varias descri¢des de protocolos de criopreservacdo de
sémen em gato doméstico (Lengwinat & Blottner, 1994; Axnér & Linde-Forsberg,
2002; Luvoni, G. C., Kalchschmidt, E., Leoni, S. & Ruggiero, C., 2003; Zambelli, D.,
Caneppele, B., Castagnetti, C. & Belluzzi, S., 2002) e em felideos selvagens (Howard,
1993; Swanson et al., 1996; Pukazhenthi et al., 2001). Em jaguatirica, foi relatado
congelamento de sémen por Swanson et al. (1996), Morais (2001), Swanson (2003),

Tebet (2004) e Baudi (2005).
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Protocolos de criopreservacdo expdem as ceélulas espermaticas a inumeras
situacdes de estresse como: as variagdes e exposicdo a temperaturas ndo fisiologicas,
estresse osmotico pelos elevados gradientes de concentracdo de solutos do meio
diluidor de congelamento e pela formacéo e dissolucéo de cristais de gelo nos meios
intra e extracelular, os quais comprometem sua viabilidade (Watson & Martin, 2000).
Para minimizar os efeitos estressantes do congelamento, algumas substancias
crioprotetoras sdo adicionadas ao sémen, promovendo alteragfes das propriedades
fisicas da solucdo. Estes agentes crioprotetores podem penetrar ou ndo através da
membrana plasmatica, dependendo do seu peso molecular (Amann & Pickett, 1987).
Alguns crioprotetores ja testados sdo o glicerol, etileno glicol, propilenoglicol,
dimetilformamida, dodecil sulfato de sodio e dimetil sulfoxido (Niemann, 1991;
Watson, 1995; Tebet, 2004). O crioprotetor de escolha para espermatozdides em
procedimento envolvendo animais de producdo é o glicerol (Watson, 1990), porém,
embora o glicerol mostre-se extremamente eficiente como crioprotetor intracelular,
sabe-se que ele apresenta efeito tdxico sobre o metabolismo celular em determinadas
concentragdes e temperaturas (Fahy, 1986; England, 1993; Santos, I. W., Lima, V. F.
M. H., Nisfeld, L. C. & Ribeiro, A. P. C., 2003). O etileno glicol é um agente
crioprotetor mais recentemente testado, apresentando resultados promissores para 0
congelamento de sémen em animais domésticos (Dobrinsky, 2002; Oliveira et al.,
2006).

Um diluente ideal para congelamento de sémen felino ainda ndo foi definido,
Vvisto que 0 movimento progressivo e a morfologia acrossomal séo altamente afetados
nos procedimentos de criopreservagdo com os diluentes conhecidos (Luvoni et al.,
2003). A longevidade espermatica in vitro pode ser avaliada pela incubacdo do sémen,
em temperatura corporal no intuito de mimetizar as condigdes encontradas nos 0rgaos
genitais da fémea (Teste de Termorresisténcia). Durante o teste de termorresisténcia, o
sémen descongelado é incubado em temperaturas que variam de 37 a 39°C, por periodos
de até seis horas, durante o qual se avalia a movimentagdo espermatica (Fontbonne &
Badinand, 1993; Pefia, A. I., Barrio, F., Quintela, L. A. & Herraddn, P. G., 1998). As
membranas acrossOmicas e celulares sdo facilmente prejudicadas durante o
congelamento e descongelamento. Portanto, a avaliacdo do estado acrossdmico e da
membrana celular € um importante critério para a determinacdo das habilidades
crioprotetoras dos varios diluentes e métodos de congelamento (Howard, 1993). Watson
& Martin (2000) demonstraram que as causas da reducéo da fertilidade com a utilizacao

de sémen congelado sdo a mudanca de temperatura, 0 estresse criopreservativo e a
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formacéo e dissolucdo de cristais de gelo. Concluiu-se com isso, que sdo inimeros 0s
efeitos da cripopreservacdo que causam danos letais ou diminuem a fungdo dos
espermatozdides. E estudos da fisiologia dessas células e desenvolvimento das técnicas
de criopreservacao tém muito a contribuir para a preservacgéo das espécies futuras.

O presente trabalho teve como objetivo descrever os parametros morfoldgicos
do sémen de jaguatiricas adultas mantidas em cativeiro. Objetivou-se, ainda, uma
avaliacdo comparativa da viabilidade de sémen utilizando dois diferentes crioprotetores
no meio diluidor (Tris-citrato com glicerol 6%, e Tris-citrato com etileno glicol 6%)

para congelamento de sémen de jaguatiricas adultas mantidas em sistema de cativeiro.

2. MATERIAIS E METODOS

Para este experimento, foram utilizadas seis jaguatiricas (Leopardus pardalis)
macho adultas de cativeiro, duas mantidas em Criadouro Conservacionista credenciado
no Municipio de Belo Horizonte, MG, (denominadas Jaguatirica 1 e Jaguatirica 2), duas
no Centro de Triagem de Animais Silvestres da UFV (denominadas Jaguatirica 3 e
Jaguatirica 4) e duas na Fundagdo Zoobotanica de Belo Horizonte (denominadas
Jaguatirica 5 e Jaguatirica 6). Os procedimentos foram aprovados pela Comissédo de
Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa, registro
50/2008, e pelo IBAMA, registro nimero 18675-1.

Apoés 12h de jejum, os animais foram contidos com anestesia dissociativa pela
associagao dos cloridratos de quetamina e xilazina nas doses de 10 mg/kg e 2 mg/kg,
respectivamente, por via intramuscular, por meio de dardos anestésicos, para realizacéo
de coleta de sémen por eletroejaculacdo. Foi administrado sulfato de atropina na dose de
0,044 mg/kg por via subcutanea para manutencdo da normalidade da funcéo cardiaca.
Os animais tiveram seus paradmetros vitais aferidos e avaliados por um médico
veterinario durante e apds o procedimento, sendo monitorados a cada 15 minutos até
que conseguissem manter-se em estagdo, garantindo uma recuperacdo pés-anestésica
segura.

Por meio de uma sonda uretral n°6 acoplada a uma seringa de 10 mL, a bexiga
de cada animal foi esvaziada e lavada com solucdo fisioldgica estéril, para evitar
qualquer tipo de contaminacdo do sémen pela urina.

Os procedimentos de coleta de sémen foram realizados por meio de um aparelho

eletroejaculador acoplado a uma probe retal de 9 cm de perimetro, provida de trés
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eletrodos longitudinais. A probe foi devidamente lubrificada e introduzida no reto com
os eletrodos longitudinais posicionados ventralmente. O pénis foi exposto e acoplado a
um ependorff® previamente aquecido a temperatura de 38°C, sendo trocado a cada série
de estimulos.

Foi utilizado o protocolo de eletroejaculacdo preconizado por Wildt, D. E.,
Bush, M. & O’Brien, S. J. (1993), o qual constou da aplicacdo de 80 estimulos elétricos
variando de 2 a 6V aplicados em trés séries de 30, 30 e 20 estimulos. Cada estimulo foi
aplicado de forma a demorar aproximadamente 1s para ir de OV a voltagem desejada,
permanecendo por 2s a 3s, seguido por um retorno abrupto a OV, o intervalo entre os
estimulos foi de 2s a 3s. A primeira série consistiu em 10 estimulos de 2V, 10 de 3V e,
finalmente, 10 de 4V. O intervalo entre as séries foi de 2 a 3min. A segunda série
consistiu de 10 estimulos a 3V, 10 estimulos a 4V e, finalmente, 10 a 5V. Ap6s novo
intervalo, de aproximadamente 2 a 3min, foi realizada a Gltima série que consistiu de 10
estimulos de 5V seguidos por 10 de 6V.

Logo apos coletados, os ejaculados foram analisados de acordo com o0s aspectos
fisicos (cor e aparéncia). Para auxiliar na afericdo do volume, o ejaculado foi coletado
em tubo graduado, e logo apos utilizou-se uma micropipeta de volume ajustavel para a
obtencdo precisa do volume do ejaculado. Imediatamente ap0s esta analise, a amostra
foi pré-diluida na propor¢do 1:1 em meio base Tris citrato (tabela 1), posteriormente,
uma gota do material foi colocada em uma lamina e esta coberta com laminula, ambos
previamente aquecidos a 38° C a fim de evitar choque térmico. Em seguida, sob um
aumento de 100x ao microscopio de luz monocular portatil (A.l. Handycope®), o
material foi avaliado quanto a motilidade espermatica progressiva (percentual de
espermatozéides com movimento progressivo) e ao vigor (forca do movimento), este
numa escala de zero a cinco. Estes valores foram utilizados no céalculo do indice
espermatico (IE = [M+ (Vx20)]/2, em que M representa a motilidade e V o vigor
espermatico), que consiste na média entre vigor e motilidade na qual ambos tém a

mesma significancia.

Tabela 1: Componentes do meio base para dilui¢cdo do sémen.

Componentes Quantidade
TRIS (g) 3,025
Acido citrico (g) 1,70
Frutose (g) 1,25
Gema de ovo (mL) 20
Estreptomicina (mg/L) 1
Agua destilada g.s.p (mL) 100
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Para a determinacdo da concentracdo espermatica do ejaculado, utilizou-se uma
lamina especial contendo uma camara de 10°® mL, fornecida pelo fabricante do
microscépio portétil (A.l. Handycope®). Depois de avaliados os parametros de vigor e
motilidade, como descrito anteriormente, aguardou-se um tempo para que O0S
espermatozdides morressem para a contagem dos mesmos na area determinada. A
concentracdo da solugdo equivale a quantidade de espermatozoides contabilizados
multiplicado por 10°.

A morfologia espermatica foi avaliada a partir de uma fracdo do sémen colocada
em formol salino tamponado e observada em microscépio de contraste de fase (aumento
de 1000x), sendo computadas 200 células de cada coleta. Foram avaliadas em separado
duas amostras de cada animal, sendo descritos os valores médios para a presenca das
formas patologicas. Foram considerados os defeitos maiores: patologia de acrossoma,
contorno anormal, patologias de peca intermediaria, cauda fortemente enrolada,
insercdo de cauda obliqua, gota citoplasmatica proximal, cauda fortemente dobrada e
subdesenvolvido; e os defeitos menores: cabeca isolada normal, pequeno anormal,
cabeca delgada, cauda enrolada, cauda dobrada, cauda dobrada com gota citoplasmatica
distal e gota citoplasmatica distal, de acordo com o Manual do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal [CBRA], 1998).

Em dois animais do presente estudo foi testada a congelabilidade entre dois
crioproterores: glicerol e etileno glicol em meio base Tris Citrato, ambos na
concentracdo de 6%. Para isso, ap0s a pré-diluicio em meio base e avaliacdo
espermatica, a amostra foi dividida em duas aliquotas de volume igual e cada uma re-
diluida em meios contendo 12% de glicerol e 12% de etileno glicol na proporgdo 1:1,
obtendo-se um concentragdo final de 6% em ambos 0s meios. As amostras foram
envasadas em palhetas de 0,25 mL.

Para se obter uma taxa de resfriamento de 4°C/min., utilizou-se uma caixa de
isopor de 12 L com mistura de 4gua em temperatura ambiente e gelo. Foi colocada no
isopor uma camada de 11 cm de altura de gelo e posteriormente completou-se com agua
para esta mesma altura. As palhetas foram entdo colocadas em um frasco de vidro com
tampa contendo agua a 38°C, sob a prote¢do de um tubo de ensaio para que as mesmas
ndo molhassem. Este conjunto foi colocado na caixa de isopor onde permaneceu por
duas horas (uma hora de resfriamento e mais uma hora de equilibrio).

Para o congelamento utilizou-se outro recipiente de isopor, com nitrogénio
liquido a uma altura de aproximadamente trés centimetros da caixa. Uma bdia de isopor

foi colocada sobre essa lamina de nitrogénio liquido e as palhetas colocadas sobre a
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boia, de forma a ficarem a uma altura de 10 cm, e assim congelarem sob o vapor do
nitrogénio. Dessa forma obteve-se uma curva de congelamento de -5 °C/min. Passados
15 minutos, as palhetas foram imersas diretamente no nitrogénio liquido e armazenadas
em botijdo apropriado para posterior avaliacdo. As curvas de resfriamento e
congelamento foram mensuradas com a ajuda de um termoémetro digital.

O descongelamento foi realizado inserindo as palhetas em banho-maria a 38°C
por um minuto. As palhetas entdo eram cortadas e o conteudo transferido para um
ependorff® e mantido nesta temperatura. Com a ajuda de uma micropipeta, uma amostra
do sémen descongelado foi colocada em uma camara de Newbauer para realizacdo do
Teste de Termoresisténcia (TTR). Essa camara foi mantida em ambiente Umido
aquecido a 38°C e avaliado a cada 5 minutos quanto ao vigor e motilidade espermaticos.

Com uma micropipeta de volume ajustavel, foram coletados 10uL do sémen
diluido, adicionado a 250uL de solucdo de frutose e citrato de sodio a 60 miliosmol. O
material foi incubado em banho-maria por 30 minutos e apds esse periodo foram
adicionados 250uL de formol salino tamponado. Em seguida, 100 células foram
observadas em microscopia Otica com 400 vezes de aumento para contabilizacdo do
percentual bruto de espermatozoides com cauda enrolada, ou seja, reativos ao teste
hiposmético, que indicam integridade da membrana espermatica. Dentro desse total
bruto, uma parcela dos espermatozdides ja apresentava cauda enrolada mesmo antes do
teste hiposmotico, assim, o valor bruto de espermatozoides com cauda enrolada foi
corrigido excluindo-se da populacéo total a parcela com caudas enrolada contabilizada
antes do teste hiposma@tico.

A viabilidade da membrana espermatica foi aferida através do teste de coloragdo
supravital, para tal, uma parte de sémen foi adicionada a duas de corante eosina-
nigrosina previamente aquecidas por 40 segundos. Em seguida foi confeccionado um
esfregaco em lamina e imediatamente seco ao ar e observado em aumento de 400x para
contabilizacdo de 100 células. Os espermatozoides corados foram computados, sendo
considerados lesionados.

Os dados foram apresentados como média, desvio-padrdao e coeficiente de

variagdo, a partir da funcdo estatistica do programa Microsoft Office Excel® (2003).
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3. RESULTADOS

O volume médio obtido nos animais coletados foi de 0,2 mL, com uma
concentragdo media de 134,0 milhdes de espermatozoides por mililitro de sémen,
perfazendo uma média de 37,1 milhGes de espermatozoide totais ejaculados (tabela 2).
Observa-se, ainda na tabela 2, que a motilidade espermatica, o vigor e o indice
espermatico medios foram respectivamente 79,3%, 4,3 e 83%.

Tabela 2: Valores médios, desvios padrdo e coeficientes de variagdo dos parametros
avaliados na coleta de sémen em seis jaguatiricas adultas mantidas em

cativeiro.
Animal
A J1 J2 J3 J4 J5 J6 Média + DP
Para_tmetros (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) (CV)
aferidos
Voltagem de coleta 4v,6v | 5v,6v | 5v,6v | 4v,6v | 6v,7v | bBv,6v | = ----—--
Turvo/ . Turvo/ | Turvo/ . .
Aspecto Leitoso Leitoso Leitoso | Leitoso Leitoso | Leitoso |  --------
Volume espermatico 0.1 0.1 03 0.3 0,28 0,22 02+0,1
(mL) (®)
Concentracéao 134,0 + 154,9
Espermética (x10°) 288 205 430 170 58 97 (114,9)
Total de
espermatozdides/ | 2,88 | 205 | 129 51 162 | 213 37('1131(') ‘f*“
ejaculado (x10°) ’
Motilidade 79377
espermatica (%) %0 85 n 80 80 70 9,7
Vigor (0-5) 45 45 45 4,0 4,0 45 43£02
(4.7)
Indice espermatico 90 87,5 80,5 80 80 80 83’(% 2)4’5
Nota: J = Jaguatirica; n = Nimero de coletas; DP = Desvio padrdo; CV = Coeficiente de variacdo.
(p>0.05).

Os resultados para a morfologia do sémen de seis jaguatiricas adultas estdo
sumariados na tabela 3, onde observa-se que em média 35,9% dos espermatozoides
apresentam-se pleiomorficos, sendo as condi¢cBes mais observadas cauda dobrada
(11,91%) e cauda enrolada (7,25%). As condi¢des menos observadas foram a presenca
de patologias de acrossoma (0,3%) e insercdo de cauda obliqua (0,05%). Algumas

formas séo visualizadas na figura 1.
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Tabela 3: Formas morfologicas patologicas e normais do sémen de jaguatiricas adultas

mantidas em cativeiro.

Média+DP
J1 J2 J3 J4 J5 J6 (V)
NORMAIS (%): 5550 | 43,75 | 73,75 | 81,75 | 85,50 | 44,00 64,(();1;2%8,7
PATOLOGIA (%): 4450 | 56,25 | 26,25 | 18,25 | 14,50 | 56,00 35,(% ;: 71)8,7
Patologias de Acrossoma (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0(236i6 %)8
1,29+15
0, ’ '
Contorno Anormal (%) 2,25 0,0 1,0 0,5 0,0 4,0 (116.3)
Patologia de Pl (%) M| 35 | 825 | 925 | 225 | 0,75 | 20 | #33%35
A (80,8)
0 | 1,16 +1,6
Cauda fortemente enrolada (%) o 4,0 2,0 1,0 0,0 0,0 0,0 (137.9)
2 iqua (% R 0,05+0,1
Insercéo de cauda Obliqua (%) E 0,0 0,0 00 [ 025 | 00 0,0 (200)
Gota Citoplasmatica Proximal (%) S 1,5 0,0 0,25 0,0 0.0 2.0 0,8%;;(())),8
Cauda fortemente dobrada (%) 20 | 125 | 00 | 10 | 05 | 00 O,Zgoie())ﬂ
i 0,37+0,8
0 ) ’
Subdesenvolvido (%) 2,0 00 | 025 | 0,0 0,0 00 215.2)
TOTAL MAIORES 1525 | 11,5 [11,75| 40 | 1,25 | 10,0 8(953 ;’)3
2,75+43
0 ) ’
Pequeno anormal (%) 4,75 10,75 0,0 0,0 0,0 1,0 (156,4)
Cabeca delgada (%) 0,0 0,0 00 | 1,75 | 00 0,0 0,320%;),7
Cabeca isolada normal (%) m| 30 25 | 225 | 275 | 10 | 40 2,?3418()),9
E ’
Cauda enrolada (%) N | 150 | 250 | 15 2,0 0,0 00 7%5413 i())4
o 1
Cauda dobrada (%) R| 25 | 00 |1025| 7,25 | 11,5 | 40,0 11,(9112 ér 91)4,4
E ’
Cauda dobrada com GCD (%) s | 40 65 | 025 | 00 | 025 | 00 1(813;;:52)7
Gota Citoplasmatica Distal (%) 00 [ 00 [025]| 05 | 05 | 10 0,?;1i0()),3
TOTAL MENORES 29,25 | 44,75 | 145 | 14,25 | 17,75 | 46,0 27'(2;: 3)4'7

Nota: J =Jaguatirica; DP = Desvio padrdo; CV = Coeficiente de variacdo; Pl = Peca intermediaria;
GCD = gota citoplasmatica distal. (p>0.05).
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Figura 1: a) Espermatozoide normal; b) Cauda fortemente dobrada; c) Patologia de Peca intermediaria;
observadas em microscopio de contraste de fase 1000x.

No estudo da congelabilidade do sémen de jaguatiricas em dois diferentes
crioprotetores, observou-se que ao descongelamento das amostras, as porcentagens de
células com integridade das membranas espermaticas apresentaram resultados
semelhantes com o uso do etileno glicol e do glicerol (tabela 4). As porcentagens de
células apresentando perda de viabilidade das membranas espermaticas apresentaram-se
consideravelmente maiores nas amostras testadas com etileno glicol em relacdo aquelas
com glicerol (tabela 4). Na tabela 4 estdo descritos os indices espermaticos mensurados
a cada cinco minutos, pds descongelamento, das amostras previamente congeladas em
ambos o0s crioprotetores testados. Observa-se que as amostras provenientes do animal

Jaguatirica 1 mostraram-se mais eficientes, em especial com o uso do glicerol.

55



Tabela 4: Teste hiposmotico, coloragdo supravital e indice espermatico para
termorresisténcia realizados no sémen descongelado de duas jaguatiricas
adultas de cativeiro apos congelamento em dois diferentes crioprotetores.

] Jaguatirica 1 Jaguatirica 2
Testes realizados
Glicerol Etileno glicol Glicerol Etileno glicol
Hiposmético (%) 43 37 40 34
Coloracao
supravital (%) 59,3 73,5 32,5 80,0

TTR IE (%) IE (%) IE (%) IE (%)
TO 60 60 50 40
T5 60 55 50 35
T10 60 40 30 25
T15 45 25 25 22
T20 40 21 25 17
T25 30 21 16 11
T30 21 11 16 11
T35 21 11 11 0
T40 21 0 11 0
T45 21 0 0 0
T50 16 0 0 0
T55 11 0 0 0
T60 0 0 0 0

Nota: TTR = Teste de Termorresisténcia; IE = Indice Espermatico; T = Tempo em minutos.

4. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que os valores médios avaliados do sémen a
fresco coletado foram semelhantes aos estudos anteriores, apenas diferindo em
correlacdo a contaminagdo do sémen por urina, 0 que ndo ocorreu no presente estudo
em funcédo da lavagem da bexiga. Morais et al. (2002) descreveram frag6es de volume
espermatico médias de 1,4 mL; Queiroz (2003) descreveu uma média de 0,4 mL;
Howard (1993), 0,3 mL; Swanson et al. (2003), 0,6 mL; Baudi (2005), 0,66 mL; e
nossos resultados apresentaram 0,2 mL.

Dados registrados na literatura mostram uma amplitude de 28x10° e 8,4x10° a
um méximo de 283,4x10° e 57,8x10° de concentracéo de sptz/mL e nimero total de sptz
no volume espermaético, respectivamente (Howard, 1993; Queiroz, 2003). O indice
espermatico (avaliacdo média entre vigor e motilidade do sémen) registrado no presente
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estudo (83%) mostrou-se ligeiramente maior do que os valores de 70,7% a 77,6%
(Swanson et al., 2003; Morais et al., 2002), respectivamente.

No presente experimento, a média de espermatozoides pleiomdrficos em
jaguatiricas de cativeiro foi de 35,9%, ndo sendo observado nenhum individuo
teratospermico. Valores semelhantes aos apresentados por Queiroz (2003), que relatou
na mesma espécie média de 38,6% de defeitos totais. Swanson et al. (1996, 2003)
descreveram também em jaguatiricas criadas em cativeiro de 23% a 50% de patologias
espermaticas totais com média de 40,2%. Morais et al. (2002) descreveram uma média
de 18,7% de defeitos espermaticos totais em 42 jaguatiricas, no entanto, Baudi (2005)
relata uma média de 23% e Howard (1993) uma média de 19,2% de formas patoldgicas
em sémen nessa mesma espécie, sendo inferiores ao do presente estudo.

Nos seis animais avaliados no presente estudo, as patologias mais observadas
nos espermatozoides foram cauda dobrada (11,91%) e cauda enrolada (7,25%); as
formas patologicas menos observadas foram as patologias de acrossoma (0,3%) e
insercdo de cauda obliqua (0,05%). De forma semelhante, Queiroz (2003) relata que 0s
maiores achados patoldgicos no sémen de jaguatirica também foram cauda dobrada
(10,9%) e cauda fortemente enrolada (4,9%). Morais et al. (2002) descreveram como
maiores achados, peca intermediaria dobrada com gota citoplasmatica (5,7%) e cauda
dobrada com gota citoplasmatica (2,2), caracterizando elevados indices de anomalias
espermaticas no sémen de jaguatirica.

Nos animais avaliados no presente experimento, observou-se que 0s
espermatozdides com defeitos primarios perfizeram uma média de 8,9% e aqueles com
defeitos secundarios, 27,7%. Morais et al. (2002) relataram cerca de 4% de defeitos
primarios e 12,7% de defeitos secundarios, enquanto Queiroz (2003) descreve 9,5% de
defeitos primarios e 29,2% de defeitos secundarios no sémen de jaguatiricas adultas em
cativeiro.

ApoOs o congelamento do sémen de felinos observa-se uma forte queda na
motilidade espermatica, por vezes superior aos 90% (Byers et al., 1989; Donogue, A.
M., Johnston, L. A., Munson, L., Brown, J. L. & Wildt, D. E., 1992; Stander-Breedt, H.,
Schwalbach, L. M. J., Greyling, J. P. C & Loskutoff, N. M., 2004). No presente estudo,
observou-se uma queda no indice espermatico de 87,5% a 90% no sémen a fresco para
40% a 60% nas amostras descongeladas, valores similares foram observados por Baudi
(2005) com o uso de meio a base de glicerol a 4%, porém inferiores aos observados por
Morais (2001), também em jaguatiricas.
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No presente estudo, observou-se uma percentagem de 34% a 43% de ceélulas
com integridade de membrana e entre 20% e 68% de células viaveis no pos-
descongelamento em ambos os protocolos testados. Em ongas pardas, Deco (2009)
registrou que aproximadamente 29% e 25% dos espermatozdides viaveis em amostras
congeladas em meio com 5% e 7,5% de glicerol, respectivamente, possuiam as
membranas intactas ap6s o procedimento de criopreservacao pelo método hiposmatico.

O teste de termorresisténcia avalia a longevidade espermatica e é tido como um
bom preditor da fertilidade em varias espécies (England, 1993). Porém a caracteristica
de baixa termorresisténcia, entretanto, ndo € necessariamente associada a baixa
fertilidade, visto que, em alguns estudos, amostras de sémen com relativo baixo
desempenho no teste de termorresisténcia apresentaram taxas de fertilidade normais
(Cardoso, R. C. S,, Silva, A. R. & Silva, L. D. M., 2005). No presente estudo, o indice
espermatico diminuiu progressivamente até a total mortalidade entre 45 e 60 minutos de
incubacdo com o uso do diluente a base de glicerol 6% e entre 35 e 40 minutos com o
uso do etileno glicol 6%. Em oncas pardas, o indice espermético declinou somente ap6s
20 minutos de incubacdo para as amostras congeladas em meios com 5% ou 7,5% de
glicerol, e passados 80 minutos de incubacdo todos os espermatozoOides morreram
(Deco, 2009). Em guepardos, o fator que mais se correlacionou com a penetracdo e
fertilizacdo de ovdcitos in vitro foi o indice espermético ao longo do tempo, avaliado
em amostras frescas de sémen incubadas a 38°C (Donoghue et al., 1992).

5. CONCLUSAO

O experimento realizado mostrou resultados médios quantitativos e qualitativos,
destacando-se o vigor, a motilidade, e o indice espermatico. Quanto a morfologia, 0s
valores médios das patologias totais registradas foram de 35,9%, dentre elas as mais
freqlientes foram cauda dobrada (11,91%) e cauda enrolada (7,25%). Foram
consideradas médias de 8,9% de defeitos maiores e 27,7% de defeitos menores. Apesar
de ter sido realizado em apenas dois animais, 0 estudo demonstrou melhores resultados
no teste de Termorresisténcia com o meio base contendo o crioprotetor glicerol a 6%,
que em até 25 minutos de incubacdo manteve a qualidade espermatica viavel para
fecundacdo. Foram avaliadas também porcentagens de 34% a 43% de células com
integridade de membrana e entre 20% e 68% de células vidveis no pos-

descongelamento em ambos os protocolos testados. O indice espermatico caiu de um
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valor médio a valores de 40% a 60%. O estudo se mostrou satisfatdrio na

congelabilidade do sémen de jaguatiricas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho prop6s o desenvolvimento e a aplicacdo de técnicas de reproducéo
assistida para coleta e avaliacdo do sémen de jaguatiricas (Leopardus pardalis) macho
adultas mantidas em cativeiro, pois mesmo quando ex situ, os felinos silvestres sao
considerados ameacados de extingéo.

O estudo reprodutivo de espécies-chave ameacadas de extincdo vem sendo
realizado frequentemente, e trabalhos que promovam o aprimoramento das técnicas de
reproducdo assistida sdo extremamente importantes para a garantia de melhores
resultados nesses animais.

O exame androlégico e a criopreservacdo do sémen sdo 0s principais

mecanismos usados para a selecdo e conservacdo do material genético do macho.
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Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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