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RESUMO

SOUZA, Thyara de Deco, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Marco de 2009.
Avaliacdo andrologica e criopreservacdo de sémen de pumas (Puma concolor Linnaeus,
1771) adultos. Orientador: Tarcizio Antonio Régo de Paula. Coorientadores: José Domingos
Guimaraes e Cladudio César Fonseca.

Os felinos silvestres estdo entre as espécies mais ameacadas do mundo, e sua
populagdo ¢ afetada por fatores que variam geograficamente, seja a descaracterizacao de
habitats, disponibilidade de alimentos, forte pressdo de caca ou baixa densidade populacional.
Tecnologias de reprodugdo assistida, como a criopreservagao de gametas e a fertilizagao in
vitro, sdo ferramentas fundamentais para a conservagao das espécies, uma vez que auxiliam
na manutencao de uma populagdo geneticamente viavel e permitem translocagao de material
genético sem a necessidade do transporte dos animais. O presente estudo objetivou coletar
sémen de pumas (Puma concolor) assim como descrever as caracteristicas fisicas e
morfolégicas do sémen e também avaliar a congelabilidade do sé€men desta espécie
empregando dois meios de congelamento a base de TRIS-citrato e gema de ovo, sendo um
com 5% de glicerol e outro com 7,5%. Foram utilizados cinco pumas adultos mantidos em
condigoes de cativeiro no Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres do estado do Mato
Grosso do Sul — Brasil (CRAS-MS). Os animais foram anestesiados com associagdo de
cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina nas doses de 10 mg/kg e 1,2 mg/kg,
respectivamente. |Posteriormente foi realizada a coleta, por meio da eletroejaculacido, que
consistiu na aplicagdo de um maximo de 4 séries de 10 estimulos elétricos de 16V. Apos a
sedagdo, procedeu-se a coleta de urina e lavagem da bexiga com solugao fisioldgica estéril. O
sémen coletado foi analisado quanto ao aspecto fisico (cor e odor), volume, concentracao e
morfologia espermatica, além do vigor e da motilidade, que foram utilizados para o célculo do
indice espermatico. O s€men foi envasado em palhetas de 0,25 mL, resfriado sob uma taxa de
—0,55°C/min por duas horas (uma hora de resfriamento e mais uma hora de equilibrio) e por
fim congelado a uma taxa de —5,8°C/min. As amostras de s€émen foram descongeladas em
banho maria a 37°C por 30 segundos e avaliadas quanto ao vigor e a motilidade espermatica,
além dos teste de termorresisténcia e hiposmotico. O protocolo proposto para coleta de sémen
de puma mantidos em cativeiro mostrou-se eficiente, com a obteng¢do de amostras livres de
contaminagdo com urina ¢ com uma média total de espermatozdides por ejaculado superior a

descrita na literatura para esta espécie. O indice espermatico observado nas amostras frescas
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também foi superior ao descrito na literatura. A média de patologias totais observada foi de
53,88% e apesar da elevada taxa de espermatozdides patologicos, apenas um individuo dentre
os pumas avaliados mostrou-se teratospérmico. As patologias mais frequentemente
observadas foram cauda fortemente dobrada ou enrolada, cauda dobrada ou enrolada ¢ cauda
enrolada na cabeca. O protocolo de congelamento e descongelamento empregado mostrou-se
satisfatorio na criopreservacao de sémen de puma. O indice espermatico declinou somente
apos 40 minutos de incubacdo a 38°C em ambos os meios testados (16,25% no meio com 5% de
glicerol e 11,25% no meio com 7,5%) e em média de 25 a 29% dos espermatozodides
apresentaram integridade na membrana plasmatica. Nao foram observadas diferengas
(p>0,05) entre os parametros avaliados apos a criopreservacao, utilizando as diferentes

concentragdes de glicerol no meio TRIS- gema de ovo.
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ABSTRACT

SOUZA, Thyara de Deco, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March of 2009.
Andrologic evaluation and cryopreservation of adult cougar’s (Puma concolor Linnaeus,
1771) semen. Adviser: Tarcizio Antonio Régo de Paula. Co-advisers: Jos¢ Domingos
Guimaraes and Claudio César Fonseca.

The wild felines is one of the most endangered species of the world and its population is
affected by some factors that vary geographically because of the alduteration of their habitat,
food available, strong hunt pressure or even the low population density. Assisted reproduction
techniques such as gamete’s cryopreservation and in vitro fertilization are fundamental for the
conservation as they contributes to restoring genetic vigor and makes possible to transfer
genetics sources without moving the animals itself. The aim of this study is collect semen
from cougar (Puma concolor), describe its physics and morphologics characteristics and also
evaluate its frozen capacity using two extenders with TRIS-citrate and egg yolk were
evaluated, one with 5% of glycerol and the other with 7.5%. Five captive adult cougars from
Mato Grosso do Sul’s Rehabilitation Center — Brazil (CRAS-MS) were used. The anesthetic
protocol was an association of ketamine (10 mg/kg) and xilazine (1.2 mg/kg). Semen
collection was done through electroejaculation method with a maximum of four series of 10
stimuli with 16 Volts. Before with collection the urine was collected and the bladder was
washed with sterile physiologic solution. The semen samples were evaluated using the
following parameters: physics aspects (color and smell), volume, concentration, morphology,
sperm progressive status, sperm motility. The last two parameters were used to calculate the
sperm motility index. The semen samples were packed in 0.25 ml straws, cooled at a rate —
0.55°C/min during two hours (one for de cooling and one in equilibrium) and finely frozen at
a rate —5.8°C/min. The thawing was carried through immersion in water at 37°C during 30
seconds. The post thawed samples were evaluated using the sperm progressive status, sperm
motility, sperm longevity (thermorresistance test) and hiposmotic swelling tests. The protocol
used in this study for captive cougar’s semen collection were efficient, with the acquisition of
samples free from urine and a medium of total spermatozoids per ejaculate higher than those
describe in literature for this species. The sperm motility index was also higher than those
describe in literature. The medium of structurally abnormal spermatozoa were 53.88% and
besides the high pleiomorphic rate only one animal between those evaluated at this study was

considered teratospermic. The most frequent pathologies were tightly coiled or bent tail,
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coiled or bent tail and tail coiled on the head. The cryopreservation and thawing protocol were
good for the cryopreservation of cougar’s semen. The sperm motility index reduced only after
40 minutes of incubation at 38°C for both extenders tested (16.25% in the extender with 5% of
glycerol and 11.25% in the extender with 7.5%) and a medium of 25 to 29% of the spermatozoids
showed plasmatic membrane integrity. There was no difference (p>0.05) between the two

concentrations of glycerol used, according to the parameters evaluated.
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1. INTRODUCAO

A distribui¢do e abundancia dos grandes carnivoros diminuiram drasticamente com o
decorrer da ocupacdo humana (Paquet & Hackman 1995). Alguns destes processos de
extin¢do sdo naturais, decorrentes da propria evolucdo das espécies, entretanto, as principais
causas da perda da diversidade bioldgica atualmente sdo a destruicdo do habitat, a introdugao
de espécies exoticas e a predagdo direta. Os felinos silvestres estdo entre as espécies mais
ameagadas do mundo, sendo afetados por fatores que variam localmente, seja pela
descaracterizacdo de habitats, disponibilidade de alimentos, forte pressdo de caga, além da
baixa densidade populacional (IUCN, 1996). Esta é uma situacao generalizada para a maioria
dos predadores neotropicais, que influenciam na dindmica de populagdes e conseqilientemente,
no equilibrio ecolégico como um todo (Redford, 1997).

Os pumas (Puma concolor) sdo animais que necessitam de grandes areas, geralmente
maiores que 100 Km” e se dispersam por longas distincias, até mesmo na presenca de grande
descontinuidade em seu habitat (Ruth et al., 1998). Weaver et al. (1996) estimaram que
conflitos com humanos, representam uma taxa significativa da mortalidade de pumas adultos.
A pressdo da caga e a alteracdo de seus habitats, com conseqiiente reducao da disponibilidade
de suas presas, sdo as principais causas de ameaga a sobrevivéncia dessa espécie (Indrusiak &
Eizirik, 2003).

A conservacgdo das espécies esta intrinsecamente ligada a manutencdo da variabilidade
genética. Quando uma populacdo ¢ isolada geograficamente e fica sujeita a uniformidade
genética, varios fatores se aliam para desencadear o processo de extingdo. Entre estes fatores
estdo a maior susceptibilidade a doencas, o aumento de anormalidades espermaticas e
diminui¢do da fertilidade, o desbalanceamento end6crino de hormonios reprodutivos afetando
a espermatogénese, a ovulacdo e a morbidade e mortalidade perinatal (O’brien & Mccullogh,
1985; Wildt et al., 1987; Munson et al., 1996; Eizirik et al., 2001).

Estratégias de conservacao objetivam manter e, se possivel, aumentar a biodiversidade. A
acdo ideal para se alcancar este objetivo € preservar o hébitat da espécie (Loi et al., 2001). No
entanto, estratégias de conservagdo in situ nem sempre sdo suficientes na propagacdo de
pequenas populagdes e manutengdo de uma adequada variabilidade genética (Comizzoli, et

al., 2000). Neste sentido estratégias de conservagdo ex Situ objetivam auxiliar na conservagio



de uma populacao geneticamente viavel por meio de estratégias de reprodugao assistida e
criopreservacao de fontes genéticas (Andrabi & Maxwell, 2007).

Tecnologias de reproducdo assistida como inseminagdo artificial, fertilizagdo in vitro e
transferéncia de embrides vém sendo cada vez mais aplicadas (Swanson, 1998; Wildt & Roth,
1997). Além da investigacao do potencial reprodutivo destes animais, estas tecnologias tém
como aplicagdo a translocacdo apenas do material genético entre populagdes de vida livres
isoladas e entre populagdes de vida livres e animais em cativeiro (Wildt & Roth, 1997;
Swanson, 1998).

Amostras de sémen a serem utilizadas em programas de reproducao assistida em felinos
podem ser obtidas por meio de vagina artificial (Sojka & Jennings, 1970a; Sojka et al., 1970b;
Zambelli & Belluzzi, 1998), eletroejaculagdo (Platz et al.,, 1978; Dooley et al., 1983;
Johnstone, 1984; Howard et al., 1986) ou coletado diretamente do epididimo ou vasos
deferentes (Howard et al., 1986; Axnér, 1998). A eletroejaculagdo, que envolve a estimulagdo
dos nervos ligados aos 6rgdos reprodutores por meio de correntes elétricas fracas, € a técnica
mais apropriada para animais silvestres, uma vez que pode ser realizada em animais
anestesiados.

O sucesso na criopreservagdo de espermatozoides do gato doméstico foi apresentado nos
anos 70 (Platz et al.,, 1978). Atualmente existem varias descricdes de protocolos de
congelamento de sémen em gato doméstico (Lengwinat & Blottner, 1994; Axnér & Linde-
Forsberg, 2002; Zambelli et al., 2002; Luvoni et al., 2003) e em felideos selvagens (Howard,
1993; Swanson et al, 1996b; Pukazhenthi et. al., 2001). Alguns danos causados pela
criopreservagdo podem ser evitados ou pelo menos minimizados pela diluicdo da amostra em
meio adequado para criopreservacdo. Um diluente ideal para o sémen de felinos, no entanto,
ainda nao foi determinado (Luvoni et al., 2003).

Estudos de reprodugdo animal englobam uma diversidade de areas que estdo inter-
relacionadas, incluindo biologia de gametas, embriologia, endocrinologia e criobiologia. Para
o uso efetivo de biotecnologias em reproducao assistida nas espécies de felideos, o estudo e a
propagacao do conhecimento basico e de novas tecnologias sdo necessarios, pois ha variagdes
espécie-especificas que precisam ser consideradas no desenvolvimento destes protocolos
(Swanson & Brown, 2004).

A criopreservagdo de gametas viaveis de alta qualidade genética ¢ fundamental para a

criagdo de um banco de reserva genOmica e importante para a manutencdo do potencial



reprodutivo no futuro. O desenvolvimento de protocolos de coleta e congelamento espécie-
especifico, portanto, ¢ de suma importancia para a manutencdo de uma reserva genética de

populagdes.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. PUMA (Puma concolor LINNAEUS, 1771)

O puma (Puma concolor) também conhecido como ong¢a parda, suguarana, ledo baio,
macaroca, lombo preto, ruiva, jaguapita, ledo, ledo da montanha, ledozinho baio, ledo da
macega, ledozinho da cara suja, leopardo, onga vermelha (Galvao, 1978), foi primeiramente
classificado por Linnaecus em 1771 no género Felis e, mais recentemente por Wozencraft
(1993) em género proprio Puma. Pelo menos 30 subespécies de Puma concolor foram
classificadas (Anderson, 1983). Alguns autores indicam a ocorréncia de seis subespécies no
Brasil: P. concolor anthonyi (extremo sul da Venezuela até o Pico da Neblina); P. concolor
concolor (extremo norte da Amazonia); P. concolor borbonsis (restante da Bacia
Amazonica); P. concolor acrocodia (campos abertos e matas do Pantanal mato-grossense); P.
concolor greeni (parte do cerrado, caatinga e remanescentes da Mata Atlantica do Nordeste);
P. concolor capricornensis (Mata Atlantica da regido Sudeste estendendo-se para o limite

leste do Pantanal, até o extremo Sul do Brasil) (Fonseca, et al., 1994).

As caracteristicas morfoldgicas desta espécie sdo expressdes evolucionarias de um
carnivoro adaptado para cagar em habitats com variadas topografias e coberturas floristicas. A
onga parda possui membros musculosos, sendo os pélvicos mais longos que os toracicos,
diferenca esta maior que nos demais felinos, possibilitando adaptacdo para saltos. A cauda
pesada e cilindrica funciona como contrapeso nos saltos (Gonyea, 1976). Em regides
tropicais, a pelagem ¢ curta e ericada e, em latitudes extremas, apresenta-se mais longa e
densa. A coloracdo da pelagem varia de vermelha a cinza, sendo a primeira predominante em
regides tropicais e a segunda mais encontrada na América Central (Conforti & Azevedo,

2003; Riley et al., 2004).

O puma ¢ a segunda maior espécie de felino do Brasil, perdendo apenas para a onga-
pintada (Panthera onca). Machos pesam entre 55 e 65 kg enquanto fémeas pesam entre 35 e
45 kg (Logan & Sweanor, 2001). A onga parda possui ampla distribuicao latitudinal
abrangendo diversos habitats, desde o Canadd até o Chile, incluindo o Brasil (Redford &
Eisenberg, 1992; Emmons & Feer, 1997). No Brasil, esta espécie pode ser encontrada em
todos os biomas (Amazodnia, Cerrado, Caatinga, Pantanal, Mata Atlantica e Campos Sulinos)
e possui adaptagdo a diversos climas e ambientes, tanto em d&reas primarias quanto

secundarias (Oliveira & Cassaro, 1999).



Sao predadores oportunistas e sua dieta ¢ composta por mamiferos, aves, répteis e
invertebrados. Nos tropicos, presas de pequeno ¢ médio porte sdo mais freqiientes enquanto
que na América do Norte a predacdo ¢ preferencial sobre grandes ungulados (Miotto, 2006).
Iriarte et al. (1990) sugeriram que o menor tamanho corporal das ongas-pardas nos tropicos e
a baixa taxa de predacdo de animais de grande porte estejam ligados a competi¢ao
interespecifica entre o puma e a onga pintada. Estudos no Brasil demonstram que animais
adultos de grande porte como anta (Tapirus terrestris), bovinos e eqiiinos, dificilmente sdo
atacadas por ongas pardas, mas o mesmo ndo acontece aos seus filhotes (Hornocker, 1970;
Iriarte, et al. 1990, 1991). Quando preda um animal de grande porte, o puma tem o habito de
cobrir os restos da carcaga com folhas para protegé-la dos demais carnivoros e consumi-la

posteriormente (Aranda-Sanchez, 1981).

Jorgenson & Redford (1993) fizeram um estudo comparativo da dieta da onga-parda em
quatro localidades (Belize, Peru, Brasil e Paraguai) e concluiram que a classe dos mamiferos
foi a mais capturada por esta espécie (95%), seguida de répteis, “outros’ (4,2%) e aves
(0,8%). Leite (2000) em um estudo no Parana, Brasil, observou que as presas mais
freqlientemente consumidas no Parque Nacional do Superagiii foram o tatu-galinha (28,6%),
aves (15,5%) e o gamba (14,3%). Na APA de Guaraquecaba destacaram o tatu-galinha, a
cutia e o gamba (todos com 22,22%). J4 na Area Especial de Interesse Turistico do Marumbi,
as presas preferenciais foram roedores Cricetidae (22,76%), aves (16,71%) e marsupiais
(14,08%). Estudos no Parque Nacional das Emas apontaram o consumo de tamandud-mirim,
capivara, cateto, cachorro-do-mato, além de lagartos, aves e animais doméstico (Silveira,
1999). Autar (1994) e Defler (1994) relatam também o consumo de siris, conchas e ourigos-
do-mar pelo puma, e que parece ser comum a ingestdo de animais marinhos quando estes
predadores vivem proximo ao mar. Vidolin (2004) observou uma variagdo sazonal na
utilizagdo das presas sendo que durante a estacdo seca as presas mais consumidas foram

cateto e tatu-galinha enquanto que na estagao imida o teit foi a espécie mais consumida.

O tamanho dos testiculos pode informar sobre o funcionamento do 6rgdo e produgdo
espermatica dos animais (Amann, 1970; Amann and Schanbacher, 1983; Franca and Russell,
1998). Neste sentido, o indice gonadossomatico representa a massa corporea alocada em
testiculos e ¢ calculada dividindo-se a massa de ambos os testiculos pela massa corpoérea,
sendo expressa em porcentagem. A teoria que melhor explica as variagdes nos tamanhos

relativos dos testiculos entre as espécies ¢ baseada no tipo de comportamento sexual, ou seja,
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na freqliéncia de acasalamentos (Kenagy and Trombulak, 1986). Neste sentido, ha duas
subdivisdes: espécies cujos machos possuem baixa frequéncia de copulas, ou seja, aquelas
monogamicas e aquelas poligdmicas, e espécies com elevada freqiiéncia de copulas, em que
varios machos copulam com uma fémea. Sendo que os animais do primeiro grupo possuem
testiculos menores que os do segundo grupo, uma vez que estes competem pela producdo de
descendentes por meio da competicao dos espermatozoides dentro da fémea, sendo necessaria
maior producdo de espermatozoides, e aqueles competem pelo direito pela copula investindo
sua energia em manifestacdes comportamentais (Harvey and Harcourt, 1984; Short, 1997). Os
pumas apresentam indice gonadossomatico de 3,3%. Este baixo valor ¢ reflexo do seu
comportamento sexual, em que uma fémea raramente acasala com mais de um macho durante
seu periodo reprodutivo (Hemker et al., 1992), Machos residentes defendem seus territorios
agressivamente contra intrusos (Ross & Jalkotzy, 1992; Logan & Sweanor, 2001). A
marcagdo do territério pode ser feito por meio de vocalizagdes e marcagdes visuais, como
deposicao de fezes e urina e arranhaduras no solo e nas arvores (Anderson, 1983; Fonseca et

al., 1994).

Os pumas sdo animais territorialistas e o tamanho da area de vida varia de 32 a 155 Km®
no Pantanal (Crawshaw & Quigley, 1984) e 98 Km” no Parque Estadual do Morro do Diabo
(Cullen, 1999). No Arizona, EUA, a area de vida observada para os machos adultos foi de 124
a 162 Km’ e para as fémeas foi de 25 a 176 Km® (SHAW, 1987). Riley (1998) observou que a
densidade populacional do puma estd correlacionada com seu habitat, sendo que em regides
de topografia heterogénea e cobertura vegetal mais densa encontram-se maior densidade
populacional. Em areas naturalmente ou artificialmente fragmentadas a populagcdo dessa
espécie exibe uma estrutura de metapopulacdo, definida como um conjunto de populagdes
semi-isoladas com certo grau de migracdo regular e intercambio genético (Sweanor et al.,
2000). Individuos podem migrar por longas distancias, mesmo em face de ambientes
fragmentados (Ruth, et al., 1998). Anderson et al. (2004) documentaram dispersao de machos

sub-adultos de até 450 Km da area natal.

Os pumas sdo carnivoros solitdrios e exibem comportamento de poligamia como
estratégia reprodutiva, em que um macho dominante reproduz com fémeas que se interpdem
em seu territorio (Murphy, 1998). Machos e fémeas possuem estratégias diferentes para
alcancar o maximo sucesso reprodutivo. O sucesso reprodutivo para as fémeas estd

relacionado com o numero de filhotes viaveis até a idade adulta, para isso seu territorio deve
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ser grande suficiente para garantir presas para manter-se € manter seus filhotes. Ainda neste
sentido as fémeas adultas se agrupam para garantir a seguranca e sobrevivéncia dos filhotes
(Shaw, 1987; Logan & Sweanor, 2001). O sucesso reprodutivo nos machos, no entanto,
depende de sua habilidade de fertilizar o maior nimero de fémeas possivel, sendo assim os
maiores, mais fortes ¢ mais agressivos tem maior capacidade de competir com outros machos
e manter longos periodos de dominancia sobre o territério, aumentando a possibilidade de

acasalar com maior nimero de fémeas (Weckerly, 1998).

A onga parda pode reproduzir durante o ano todo, porém alguns autores relatam maior
frequencia de nascimentos em certas épocas do ano em que o clima se encontra mais ameno
(Anderson, 1983; Ross & Jalkotzy, 1992; Logan et al., 1996). A média de intervalo de partos
descrita por Ross & Jalkotzy (1992) foi de 19,4 meses, ja Lindzey et al. (1994) descrevem um
intervalo de 24,3 meses e Spreadbury et al. (1996) relataram 18,3 meses de intervalo de
partos. O ciclo estral dura entre 13 e 33 dias em animais de vida livre (Logan et al., 1996) ¢ o
estro 8 dias (Anderson, 1983; Hansen, 1992; Oliveira & Cassaro, 1999). Segundo Anderson
(1983) e Logan et al. (1996) o periodo de gestacdo tem duragdo média de 92 dias (variando de
84 a 98). A quantidade de filhotes por ninhada ¢ dificil de ser determinada em populagdes de
vida livre devido ao comportamento da fémea de esconder os filhotes em ninhos (Riley,
1998). Logan et al. (1996) observaram uma média de 3,0 a 3,4 filhotes por ninhada, enquanto

que uma média de 3,1 foi observada por Spereadbury et al. (1996).

De acordo com Cimardi (1996) os filhotes se tornam independentes em torno dos dois
anos de idade, ja Ross & Jalkotzy (1992) relatam idade entre 12 e 18 meses para
independéncia. A maturidade sexual, definida como momento do primeiro acasalamento,
ocorre aos 21,4 meses nas fémeas e 24,3 meses nos machos (Logan et al., 1996). Oliveira &
Cassaro (1999) relatam maturidade sexual entre dois anos e meio e trés anos de idade,
enquanto que Lindzey (1987) relatam que machos alcangam a maturidade sexual por volta dos
24 meses.No entanto, as fémeas podem ser mais precoces, por volta dos 20 meses. Ross &
Jalkotzy (1992) observaram que em média aos 30 meses de idade se d4 a primeira parigao, e
Lindzey et al. (1994) encontraram uma média de 26 meses para o nascimento da primeira

ninhada.

O puma ¢ classificado como vulneravel na Lista Nacional das Espécies da Fauna

Brasileira Ameagadas de Extincdo (IBAMA, 2003) e citada no apéndice II da CITES -



Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES,
2009). As principais ameagas a populagdo desses grandes felinos sao a redugdo de populagdo
de suas presas, caca predatoria e modificacdo e fragmentacdo de seu habitat (IUCN, 1996).
Uma das conseqiiéncias da fragmentacdo das matas ¢ a reducdo de refugios e redugdo da
populacdo de presas. A caca de presas naturais do puma agrava ainda mais o problema da
fragmentacdo, e por conseqiiéncia estes predadores passam a consumir animais domésticos.
Conforti & Azevedo (2003) observaram relagdo entre o aumento na predacdo de animais
domésticos no entorno do Parque Nacional do Iguagu com o aparente desaparecimento de

uma das principais presas naturais do puma na regido, o queixada (Tayassu pecari).

2.2. TECNOLOGIAS DE REPRODUCAO ASSISTIDA E A CONSERVACAO DAS
ESPECIES

O primeiro felideo surgiu no Oligoceno, hé cerca de 30 milhdes de anos (O’Brieen, 1977)
porém a dispersao das linhagens modernas sé correu ha aproximadamente 10 milhdes de anos
e a colonizacdo da América do Sul somente ha trés a quatro milhdes de anos (Indrusiak &
Eizirik, 2003). Atualmente, a familia Felidae ¢ constituida por quatro subfamilias com 18
géneros ¢ 37 espécies estando todas, com excegdo do Felis catus, ameagadas de extingdo
(CITES, 2009). Oito espécies ocorrem em territorio brasileiro: gato do mato pequeno
(Leopardus tigrinus), gato maracaja (Leopardus wiedii), gato palheiro (Oncifelis colocolo),
gato mourisco (Puma yagouaroundi), gato geoffroyi (Oncifelis geoffroyi), jaguatirica
(Leopardus pardalis), on¢a pintada (Panthera onca) e onga parda (Puma concolor) (Cubas et
al., 2000).

Os felinos silvestres estdo entre as espécies mais ameagadas do mundo, (IUCN, 1996) e
esta ¢ uma situacdo generalizada para a maioria dos predadores neotropicais, que influenciam
na dinamica de populagdes e conseqiientemente, no equilibrio ecolégico como um todo
(Redford, 1997). A conservacao das espécies estd intrinsecamente ligada a manutengdo da
variabilidade genética. Quando uma populagdo ¢ isolada geograficamente e fica sujeita a
homozigoze, varios fatores se aliam para desencadear o processo de extingdo. Entre esses
fatores estdo a diminuicdo da fertilidade, maior susceptibilidade a doencas, aumento de
anormalidades espermaticas e desbalanceamento endocrino de hormoénios reprodutivos, o que
afeta a espermatogénese, ovulagdao, morbidade e mortalidade perinatal (O’brien & Mccullogh,

1985; Wildt et al., 1987; Munson et al., 1996; Eizirik et al., 2001).



Estratégias de conservacao objetivam manter e, se possivel, aumentar a biodiversidade. A
acdo ideal para se alcangar este objetivo € preservar o habitat da espécie (Wildt et al., 1997;
Loi et al., 2001). No entanto, estratégias de conservagao in situ nem sempre so suficientes na
propagacdo de pequenas populagdes e manuten¢do de uma adequada variabilidade genética
(Comizzoli, et al., 2000). Neste sentido estratégias de conservagao ex Situ objetivam auxiliar
na conservacdo de uma populacdo geneticamente vidvel por meio de estratégias de

reprodugao assistida e criopreservagao de germoplasma (Andrabi & Maxwell, 2007).

As tecnologias de reproducdo assistida como criopreservacdo de gametas, inseminagao
artificial, fertilizacdo in vitro e transferéncia de embrides vém sendo cada vez mais aplicadas
(Swanson, 1998). Tais tecnologias permitem a translocacao apenas do material genético entre
populagdes de vida livre isoladas e entre populacdes de vida livre e animais em cativeiro
(Swanson, 1998). Além disso, podem permitir aumento no nascimento de filhotes de pais
selecionados de forma a aumentar a diversidade da populacao e reduzir o intervalo entre os
partos (Andrabi & Maxwell, 2007). A aplicagdo da inseminagao artificial reduz também os
riscos de transmissdo de doencas infecciosas durante a copula e os problemas com injarias

fisicas durante a copula, uma vez que felinos sdo naturalmente agressivos (Wildt, 1990).

A inseminagdo artificial ja foi usada para reproduzir varias espécies de felinos entre elas:
gato leopardo, Prionailurus bengalensis (Wildt et al., 1992a); guepardo, Acinonyx jubatus
(Howard et al., 1992); tigre, Panthera tigris (Donoghue et al., 1990); jaguatirica, Leopardus
pardalis (Swanson et al., 1996a); leopardo nebuloso, Neofelis nebulosa (Howard et al., 1996)
e leopardo das neves, Uncia uncia (Roth et al., 1997). Tecnologias de fertilizagdo in vitro
foram estudadas em pumas, Puma concolor (Miller et al., 1990), tigres, Panthera tigris
(Donoghue et al., 1990), guepardo, Acinonyx jubatus (Donoghue et al., 1990), gato montgs,
Felis silvestris ornata (Pope et al., 1993), felinos africanos (Pope, 2000), on¢a pintada,
Panthera onca (Morato et al., 2000), jaguatirica, Leopardus pardalis e gato do mato pequeno,

Leopardus tigrinus (Swanson et al., 2002).

As ferramentas de reproducdo assistida podem ser extraordinariamente poderosas e
merecem uma séria consideragdo, especialmente para programas de manejo ex Situ, para
serem usadas como coadjuvantes nos programas de reprodugdo utilizados na maioria dos
zoologicos e centros de conservacao (Wildt & Roth, 1987). Estudos de reproducao animal

englobam uma diversidade de areas que estdo inter-relacionadas, incluindo biologia de



gametas, embriologia, endocrinologia e criobiologia. Para o uso efetivo destas tecnologias nas
espécies de felideos o estudo e a propagagao do conhecimento basico e de novas tecnologias
sd0 necessarios, pois ha variacdes espécie especificas que precisam ser consideradas no
desenvolvimento destes protocolos (Swanson & Brown, 2004). A criopreservagdo de gametas
viaveis ¢ fundamental para a criagdo de um banco de germoplasma e importante para a
manuten¢do do potencial reprodutivo no futuro. O desenvolvimento de protocolos de
congelamento espécie especifico, portanto, ¢ de suma importancia para a manuten¢do de uma

reserva genética de populagdes.
2.3. COLETA DE SEMEN EM FELINOS

Amostras de s€émen a serem utilizadas em programas de reproducao assistida podem ser
obtidas por meio de vagina artificial (Sojka & Jennings, 1970a; Sojka et al., 1970b; Zambelli
& Belluzzi, 1998), eletroejaculacao (Platz et al., 1978; Dooley et al., 1983; Johnstone, 1984;
Howard et al., 1986) ou coletado diretamente do epididimo ou vasos deferentes (Howard et

al., 1986; Axnér, 1998).

A eletroejaculagdo € a técnica mais apropriada para animais silvestres, uma vez que pode
ser realizada em animais anestesiados. Esta técnica envolve a estimulag¢do dos nervos ligados
aos oOrgaos reprodutores por meio de correntes elétricas fracas (Howard, 1993). Para isso ¢
introduzido no reto do animal um transdutor, de tamanho e didmetro compativel com o porte
do animal, com eletrodos longitudinais posicionados ventralmente (Platz et al., 1978). A cada
estimulo, o animal extende os membros pélvicos. Para a coleta do s€émen, o pénis € exposto
pela aplicagdo de uma suave pressdo em sua base, € o ejaculado é coletado em um pequeno

frasco pré aquecido (Howard et al., 1986)

Diversos protocolos de eletroejaculagdo foram descritos para felinos. Howard et al.
(1986) descreveu um protocolo que consiste na aplicacdo de um total de 80 estimulos
elétricos de 2 a 5V, aplicados em trés séries (30, 30 e 20 estimulos), cada estimulo ¢ aplicado
de forma a demorar aproximadamente 1 s para ir de 0 V a voltagem desejada e dura
aproximadamente de 2 a 3 segundos, entre um estimulo e outro hd um intervalo de 2 a 3
segundos. Ja Wildt et al. (1983) desenvolveram um protocolo que consiste na aplica¢do de
oito séries com tensdes de 2 a 6 V, organizados em trés seqiiéncias, totalizando 80 estimulos
com trés segundos de duracao cada. Estes protocolos tem sido utilizados como modelo para a

coleta de sémen em varias espécies de felinos selvagens como o tigre, Panthera tigris
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(Donoghue et al., 1990), onga parda, Puma concolor (Miller et al., 1990), jaguatirica,
Leopardus pardalis (Swanson et al., 1996; Baudi, 2005), onga pintada, Panthera onca
(Morato, 1998). Porém, na maioria destas espécies sdo relatadas baixas concentracdes de
espermatozodides, com freqliente contaminacdo com urina. Morais et al. (2002) e Queiroz
(2003) relatam que em jaguatiricas esta contaminacdo com urina ¢ observada em 69 a 75%

das amostras coletadas.

Em um estudo com gatos domésticos observou-se que ejaculados obtidos por meio da
eletroejaculagdo possuiram maior volume, menor concentragdo € menor numero de
espermatozodides totais em se comparando com coletas por meio de vagina artificial, uma vez
que a eletroejaculagdo estimula a secrecdo das glandulas acessorias (Axener & Linde-
Forsberg, 2002). Segundo Pukazhenthi, et al. (2001) a morfologia espermatica nao ¢ afetada
pelo método de coleta, ao se comparar entre s€émen obtido por eletroejaculagdo e por vagina
artificial. Pineda et al. (1984) relataram que procedimentos de estimulacdo elétrica e

anestesias repetidas nao afetaram a capacidade de ejaculacdo em gato doméstico.

Para a realizagdo da eletroejaculacdo o animal deve estar anestesiado. Cuidado especial
deve ser tomado na escolha do anestésico, uma vez que certos farmacos provocam o
relaxamento da musculatura ao redor da bexiga o que pode resultar em contamina¢do do
sémen com urina durante a coleta e uma rapida perda da motilidade espermatica. Esses
farmacos compreendem o diazepam, derivados da fenotiazina tais como maleato de

acepromazina, € anestésicos inalatdrios, como o halotano e o isoflurano (Howard, 1993).

Diversos protocolos de anestesia foram descritos para coleta de sémen por meio de
eletroejaculacao em felinos. Axnér & Linde-Forsberg (2002) relataram para o gato doméstico
o uso de medetomidina (80 pg/kg, SC) associada ao cloridrato de ketamina (5 mg/kg, IM).
Zambeli et al. (2007) compararam os efeitos de anestesias com ketamina (Ketavet®) e
medetomidina (Domitor®) em procedimentos de eletroejaculagdo e concluiram que a
anestesia com medetomidina permitiu a obtencdo de maior nimero de espermatozoides
everificaram ndo haver diferencas nas porcentagens de ejaculacdo retrograda entre os dois
protocolos. Morais et al. (2002) utilizaram dois protocolos em felinos silvestres: associagdo
entre cloridrato de ketamina (20 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg) e associagdo
zolazepam/tiletamina (10 mg/kg). , Patil et al. (1998) utilizaram associagdao de Ketamina (2,2
a 2,66 mg/Kg) e Xilazina (1,1 a 1,33 mg/Kg) para coleta de sémen em ledes e tigres.
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Swanson et al (2003) relataram a utilizagdo, para eletroejaculacio em felideos
neotropicais, da combinacao de tiletamina-zolazepan (5 — 10 mg/ kg) administrada por via
intramuscular. Esta anestesia injetdvel produzia um plano anestésico adequado para
eletroejaculacdo para todas as espécies com exce¢do do puma e do gato-mourisco. Tebet
(2004) descreveu a utilizagao de trés protocolos para indugdo anestésica para coleta de s€émen
por eletroejaculagdo: 1) cloridrato de ketamina (15 mg/kg) e midazolan (0,5 mg/kg); 2)
cloridrato de ketamina (15 mg/kg), midazolan (0,5 mg/kg) e tartarato de butorfanol (0,2
mg/kg); 3) Cloridrato de tiletamina/zolazepan (10 mg/kg), mantendo com anestesia inalatoria
com isoflurano, sendo que 53% dos ejaculados apresentaram contaminagao por urina em pelo
menos uma das séries. A autora observou ainda que animais em planos muito profundos ou
superficiais e nos quais se utilizou tartarato de butorfanol, a incidéncia de contaminac¢do por

urina fol maior.
2.4. AVALIACAO DO SEMEN

O processo de criopreservacdo pode provocar danos aos espermatozdides e
conseqlientemente reduzir a capacidade de fertilizacdo da amostra (Howard et al., 1991a;
Johnston et al., 1991a; Januskauskas et al., 1996; Watson, 2000; Hallap et al., 2006). A
avaliacdo da qualidade espermatica, portanto, ¢ um passo necessario para se predizer a

capacidade dos espermatozoides de fecundar um ovdcito (Pena-Martinez, 2004).

A fertilidade dos espermatozoides pode ser estimada por meio de testes in vivo e in vitro.
Testes in vivo, embora decisivos na determinagdo da fertilidade do sémen, requerem um
grande niimero de animais por tratamento avaliado e estdo sob influencias de outros fatores
como, por exemplo, a fertilidade da fémea, a deteccdo do momento e do método 6timo para a
inseminac¢do ¢ a dose inseminada (Eilts, 2005). Analises feitas in vitro por sua vez sdo
bastante praticas e possibilitam a avaliagdo simultanea de grande ntimero de tratamentos,
entretanto, para serem conclusivas necessitam de prévia confirmagao de sua correlagdo com a

taxa de fertilidade por meio de testes in vivo.

Os parametros in Vvitro mais comumente utilizados para estimar a fertilidade do sémen
congelado sdo avaliagcdo da motilidade do espermatozodide, da integridade e da viabilidade da
membrana espermatica e a longevidade espermatica. A motilidade espermatica é necessaria
pra a colonizacdo do oviduto e para uma fertilizagdo normal (Yanagimachi, 1994; Scott,

2000). Este parametro ¢ normalmente avaliado em termos de motilidade (porcentagem de
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espermatozdides moveis de 0 a 100%) e vigor (intensidade do movimento de 0 a 5) (CBRA,
1998). A motilidade espermatica ¢ o parametro mais utilizado para se determinar a viabilidade
espermadtica em amostras descongeladas e estudos mostram que ha correlagdo positiva entre
os valores desse pardmetro antes e apds o congelamento (Defoin et al., 2007). E importante
salientar que o efeito do processo de congelamento sobre a motilidade varia de uma amostra

para outra (Defoin et al., 2008).

Os valores de vigor e motilidade espermatica representam bons indicadores da fun¢ado
espermatica, uma vez que a movimentacdo ¢ uma manifestagdo dos componentes estruturais e
funcionais do espermatozoide altamente correlacionada com a taxa de fertilidade,
normalidade morfologica e integridade da membrana espermatica (Smith et al., 1977; Oettlé,
1993; Pefia-Martinez, 2004; Thomassen et al., 2006). Estes parametros, porém, sdo de dificil
analise em se tratando de avaliagdes comparativas por tratar-se de valores distintos relativos a
um mesmo parametro. Desta forma alguns autores utilizam o indice espermatico como
parametro de movimentagdo espermatica (Morais et al., 2002). O indice espermatico (IE) ¢
calculado pela formula IE = [%motilidade + (vigor x 20)/2] (Howard et al., 1993) e quando
calculado apods descongelamento, mostrou-se correlacionado diretamente com a taxa de

penetragdo em ovoécitos in vitro (Zambelli et al., 2006).

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

maiores e defeitos menores (Blom, 1973; Wildt et al., 1983; Howard et al., 1986).

Embora ejaculados com alta proporcao de espermatozdides anormais possam apresentar
boa fertilidade, estudos in vitro mostraram correlagdes negativas entre a propor¢ao de defeitos
e a habilidade de penetragdo em oo6citos (Axnér & Linde-Forberg, 2002). Sdo poucos os
estudos que correlacionam morfologia espermatica com fertilidade em felinos (Donoghue et
al. 1992a; Wildt et al. 1993; Axnér et al., 1996, 1997, 1998). Em um estudo com gatos

domésticos, porém, Axnér & Linde-Forsberg (2007) correlacionaram diferentes patologias
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com a fertilidade in vivo. Neste estudo somente as patologias de cabega foram relacionadas
com baixa fertilidade, e em contraste com os resultados em bovinos (Barth & Oko, 1989), um

animal com elevadas propor¢des de gota citoplasmatica proximal se mostrou fértil.

A etiologia das anormalidades especificas assim como seu impacto sobre a fertilidade
ainda s3o controversos (Howard et al.,, 1986; Wildt et al., 1987) porém dificilmente
espermatozdides com defeitos maiores na cabega, danos acrossomais ou cauda fortemente
dobrada, por exemplo, podem participar da fertilizacdo (Wildt et al., 1988). Howard et al.,
(1993) observaram que a zona pelucida representa uma barreira para espermatozodides com
defeitos na cabeca. Espermatozdides com acrossoma anormal ndo possuem capacidade de
aderir ao ovulo in vitro e consequentemente ndo apresentam capacidaqde de fertilizagdo

(Thundathil et al., 2000).

Em um estudo em pumas, Miller et al. (1990) observaram que mesmo ejaculados cotendo
elevada incidéncia de espermatozoides pleiomorficos foram capazes de fertilizar ovocitos
maturados in vitro. Ainda neste sentido, Donogue et al. (1992a) em um estudo com
guepardos, ndo observaram relacdo entre o numero ou tipo de espermatozdides
morfologicamente anormais ¢ o sucesso em fertilizagao in vitro, porém verificaram correlagao
positiva entre a motilidade espermatica e a interagdo entre espermatozédide e ovocito. Os
autores associaram este achado ao reduzido niimero de animais avaliados (6) e ao fato de que

todos os animais apresentaram elevada taxa de espermatozoides morfologicamente anormais.

Nao ha estudos que mostram valores minimos de diferentes parametros de avaliagdo
espermatica requeridos para se obter taxas normais de fertilidade em gatos, porém ¢ razoavel
afirmar que quanto maior o numero de espermatozdides morfologicamente normais com boa
motilidade espermética melhor sera a fertilidade da amostra (Axener & Linde-Forsberg,

2002).

A longevidade espermatica in vitro pode ser avaliada pela incubagdo do sémen a
temperatura semelhante a corporal, no intuito de mimetizar as condigdes encontradas no 6rgao
genital feminino (Teste de Termorresisténcia). O teste de termorresisténcia consiste em
incubar o sémen descongelado a temperaturas que variam de 37 a 39'C por até seis horas ¢ em
se avaliar os valores de vigor e motilidade ao longo deste periodo (Fontbonne & Badinand,
1993; Pefia-Martinez et al., 1998). Este teste ¢ tido como um bom indicador da fertilidade

espermatica em varias espécies e baixas taxas de sobrevivéncia no teste de termorresisténcia
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tem sido associado com baixa fertilidade (England, 1993). Em guepardos, o fator que mais se
correlacionou com a penetragdo e fertilizagdo de ovocitos in vitro foi o indice espermatico
(IE) ao longo do tempo, calculado em amostras incubadas a 38°C em meio Ham’s F-b (Irvine
Scientific, Santa Ana, GA) (Donoghue et al., 1992a). Neste estudo, o autor observou que
para certos machos a sustentacdo da motilidade in vitro, do s€men fresco, apos seis horas

estava positivamente correlacionada com o sucesso na fertilizagdo in vitro.

A integridade e viabilidade da membrana esperméatica podem ser avaliadas por meio do
teste hiposmético (Clarke & Johnson, 1987; Zavos, 1990). Quando expostos a um meio
hiposmotico, espermatozoides funcionais se tornam inturgescido para estabelecer o equilibrio
osmotico, produzindo um dobramento da cauda (Zavos, 1990). Neild et al., (2000) ao estudar
a aplicacdo do teste hiposmotico na avaliagdo do sémen fresco de garanhdes observaram
correlagdo do resultado obtido no teste com a taxa de prenhes, a porcentagem de
espermatozdides moveis e morfologicamente normais no ejaculado. Amostras com valores
baixos para o teste hiposmotico fertilizam ovoécitos in vivo a uma taxa normal (Barrat et al.,
1989; Sjoblum & Coccia, 1989), porém os embrides formados apresentaram baixa capacidade
de implantacdo (Check et al., 1995; Katsoff et al., 2000). Uma hipdtese € que a alteragdo na
membrana demonstrada pelo baixo valor no teste hiposmético esta relacionada com um fator
toxico (possivelmente uma proteina) presente na membrana plasmatica do espermatozodide

que pode ser transferido a membrana do embrido e impedir que este se implante no Utero

(Check et al., 2001).

A avaliagdo das caracteristicas do ejaculado inclui a determinagao do volume coletado, da
cor ¢ da aparéncia, da porcentagem de espermatozoides méveis (motilidade), assim como o
vigor do movimento e a porcentagem de espermatozdides com membrana intacta,
porcentagem de espermatozdides morfologicamente normais e a determinacdo da presenca de
células ndo espermaticas no ejaculado (CBRA, 2008). Diferentes patologias podem resultar
em alteragdes seminais semelhantes, portanto, a avaliagdo do ejaculado deve ser analisada em
conjunto com as caracteristicas do doador (Stornelli, 2007). Mesmo felideos
taxonomicamente proximos apresentam caracteristicas peculiares em seus ejaculados
(porcentagem de espermatozodides pleiomorficos) e diferentes caracteristicas hormonais, como

concentracdo de LH e testosterona (Wildt et al., 1983,1984, 1986, 1988).
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2.5. TERATOSPERMIA EM FELINOS

A teratospermia € caracterizada como sendo uma porcentagem menor que 40% de
espermatozdides normais presentes no ejaculado e a normospermia como uma porcentagem
maior que 60% de espermatozoéides normais presentes no ejaculado (Pukazhenthi et al., 2001;
Neubauer et al., 2004). A teratospermia freqiientemente estd presente em ejaculados de
felideos, incluindo certos gatos domésticos, mas os mecanismos celulares e moleculares que

provocam este fendmeno sao desconhecidos (Neubauer et al., 2004).

Em um estudo com gatos domésticos teratospérmicos, observou-se que estes animais
apresentam concentragdes de LH e FSH semelhantes aos individuos normospérmicos, porém
aqueles apresentaram concentracdes menores de testosterona em até 33% (Howard et al.,
1990). Brown et al. (1991), no entanto, ndo observaram correlagdo entre a concentragao de
testosterona circulante e a propor¢ao de espermatozoides normais em ledes. Ainda se tratando
de ledes, Wildt et al. (1987) observaram que a populagdo geograficamente isolada, que
apresentava baixa variabilidade genética, apresentou concentracdo sérica de testosterona de
0,4-0,7 ng/mL enquanto que a populacdo com grande variabilidade genética apresentou
concentragdo de 1,2-1,8 ng/mL deste hormonio. Em outro estudo, pesquisadores observaram
que a concentragdao de testosterona intra-testicular tende a ser menor (porém sem diferenga

estatistica) em animais teratospérmicos (Neubauer et al., 2004).

Espermatozoéides de machos teratospérmicos sdo mais susceptiveis aos danos provocados
pelo frio e estresse osmotico, que promove ruptura da membrana (Pukazhenthi et al., 1999).
Esperma de animais teratospérmicos possui também menor capacidade de penetrar em
ovocitos livres de zona pelucida de hamster, menor capacidade de aderir e penetrar em zona
pelicida de ovécito homoélogo e menor capacidade de fertilizar um ovdcito (Howard et al.,
1991b, 1993). Aparentemente ndo somente a quantidade absoluta de espermatozodides
pleiomorficos, mas também fatores desconhecidos associados com espermatozodides
morfologicamente normais de animais teratospérmicos sdao responsaveis pelo insucesso da
fertilizagdo in vitro nestes animais (Howard et al., 1993). Autores sugerem que a reduzida
habilidade em fertilizar, de espermatozdides de animais teratospérmicos, pode estar
relacionada com altera¢des dependentes de andrégenos no epididimo e com uma deficiéncia
em proteinas ou receptores na superficie desta célula envolvidos com a adesdo ao ovocito

(Howard et al., 1993).

16



As anomalias mais freqiientementes em felinos sdo peca intermediaria dobrada com e
sem gota citoplasmatica, cauda dobrada e cauda fortemente enrolada, além de alteragdes no
acrossoma (Pukazhenthi et al., 2001; Howard et al., 1990). Animais teratospérmicos
apresentaram como principais patologias peca intermedidria dobrada com gota citoplasmatica,
gota citoplasmatica proximal e distal ¢ cauda dobrada (com e sem gota citoplasmatica).
Nesses animais patologias de cabega, como micro/ macrocefalia e espermatozoides com duas/
trés cabecas, afetaram 3,3% das células em contraste com amostras de animais
normospérmicos em que essas alteragdes apareceram em 0,4% dos espermatozéides (Howard

et al., 1990).

Wildt et al. (1988) observaram um total de aproximadamente 73,5% de espermatozoides
anormais ao avaliarem o ejaculado de puma, com destaque para cauda fortemente enrolada
(20% + 4,4), peca intermediaria dobrada cauda fortemente dobrada com gota citoplasmatica
(24,3% + 6,5) e cauda fortemente dobrada sem gota citoplasmatica (11% + 3,8). Neste estudo
os animais apresentaram elevada porcentagem de espermatozoides anormais na presenca de
elevadas concentragdes séricas de cortisol, demonstrando que hé correlacdo negativa entre o
aumento da atividade adrenal e o desempenho reprodutivo. Em outro estudo do ejaculado de
puma Pukazhenthi et al., (2001) registraram uma média de 91,4% de espermatozoides

anormais.

A incidéncia de patologias aparentemente € espécie especifica. O guepardo, o puma e o
leopardo tendem a apresentar ejaculados com elevadas propor¢des de cauda fortemente
enrolada e cauda fortemente dobrada enquanto que em ledes prevalecem gotas citoplasmaticas
e cauda dobrada (Wildt et al. 1983, 1897, 1988). Em uma populagdo de pumas (Puma
concolor coryii) metade dos espermatozdides exibiu defeitos de acrossoma (Miller et al.,

1990).

Uma pesquisa revelou que 22 de 28 espécies silvestres comumente produzem mais de
40% de espermatozoides anormais por ejaculado, um achado relacionado com reducdo na
variabilidade genética da populagdo ou mesmo de toda a espécie (Wildt et al., 1983; Wildt et
al., 1992b; Howard, 1993). Guepardos, que possuem esperma com baixa motilidade e
ejaculados com elevada porcentagem de espermatozoides anormais (> 70%) exibem taxas de
aproximadamente 17% de ovocitos clivados apods fertilizagao in vitro (Donogue et al., 1992a).

Semelhantemente, o puma apresenta propor¢des extremamente elevadas de espermatozoides
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anormais (>90%) e <10% de ovdcitos clivados apos fertilizagdo in vitro (Donogue et al.,
1990). Isso representa um contraste com os gatos domésticos, que rotineiramente apresentam
mais de 70% de espermatozoides morfologicamente normais e taxa de ovocitos clivados apos
fertilizagdo in vitro de aproximadamente 60 a 80% (Johnston et al., 1991b; Donogue et al.,
1992a; Wildt, et al., 1992b).Assim como os tigres, que apresentam <20% de espermatozoides
anormais por ejaculado e taxas de ovocitos clivados apos fertilizagdo in vitro maiores que

60%, utilizando tanto espermatozoéides a fresco quanto congelados (Donogue et al., 1990).

Estudos demonstraram que ledes machos isolados geograficamente possuem menor
diversidade genética e maior porcentagem de espermatozodides anormais em se comparando
com individuos nao isolados geograficamente (Wildt et al., 1986, 1987; O’brien et al., 1987).
Ao se comparar a espermatogénese destas duas populacdes, observou-se que aqueles animais
tetarospérmicos possuiam poucos tiibulos seminiferos e poucas espermatides por seccdo de

tubulo seminifero (Munson et al., 1996).

Para avaliar a relacdo entre a reduzida variabilidade genética e a teratospermia em
felinos, pesquisadores induziram a homozigose em uma populagdo de gatos domésticos.
Neste estudo todos os animais filhos de relagdes incestuosas apresentaram ejaculados mais
concentrados (77% a mais em relagdo aos pais) e porcentagens menores que 15% de
espermatozdides normais (Howard et al., 1990; Pukazhenthi et al., 2001; Pukazhenthi et al.,
2006). Analises histo-morfométricas destas duas populagdes revelaram que os animais
teratospérmicos possuiam testiculos aproximadamente 35% maiores que 0s normospérmicos e
aproximadamente 40% mais volumosos. A contagem da populagdo celular revelou que os
teratospérmicos apresentavam mais espermatogénias, espermatdcitos e espermatides
arredondadas por tibulo, porém possuiam menos células de sertoli. Conseqiientemente, a
propor¢dao de espermatogonia, espermatocitos e espermdtides arredondadas por célula de
sertoli foi consideravelmente maior na populagdo teratospérmica. Ainda neste sentido,
observou-se que a propor¢ao entre espermatides alongadas e células de sertoli também foi
maior na populacdo teratospérmica, assim como a eficiéncia da espermatogénese, que revelou
ser até¢ 100% maior nesta populagdo. Em gatos teratospérmicos, portanto, as células de sértoli
possuem reduzida capacidade de coordenar a espermatogénese, e conseqlientemente o
aumento da produgdo de espermatozoides ocorre em detrimento a qualidade espermatica

(Neubauer et al., 2004).
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Neubauer et al. (2004) observaram também que a freqiiéncia da fase da espermiagdo foi
maior nos animais teratospérmicos. Esta fase ¢ o passo final da espermatogénese e ¢ a mais
vulneravel a perturbagdes como aporte inadequado de hormdnios ou exposicdo ao estresse

(Huang & Marshall, 1983; Russell, 1991; Sharpe, 1994).
2.6. DANOS CELULARES CAUSADOS PELA CRIOPRESERVACAO

A habilidade de um espermatozdide fertilizar um ovocito e sustentar uma
embriogénese normal esta relacionada com alguns parametros como motilidade epermatica,
metabolismo, integridade da membrana plasmatica, do acrossoma e do DNA (Foote, 2003). O
processo de criopreservacao inclui varias etapas, desde a coleta, envasamento e dilui¢do da
amostra para o congelamento até o descongelamento e inseminagdo, cada uma delas pode
provocar danos aos espermatozoides e conseqiientemente provocar redu¢do em todos esses
parametros e reduzir por volta de 50% o percentual de espermatozéides capazes de fertilizar
um ovécito (Howard et al., 1991a; Johnston et al., 1991a; Januskauskas et al., 1996; Watson,

2000; Luvoni et al., 2003; Hallap et al., 2006).

Como conseqiiéncia do resfriamento, alguns pesquisadores relataram reducdo na
motilidade espermadtica entre 43,5 e 52,2% (Glover & Watson, 1985), além da redugdo no
vigor espermatico e aumento nas alteragdes morfologicas com danos no acrossoma evidentes
(Pukazhenthi et al., 1999; Wood et al., 1993; Swanson et al., 1996b). O declinio da motilidade
espermatica pode ocorrer devido as mudancas na osmolaridade, ao transporte passivo e
mudancas na membrana plasmatica da regido da cauda, combinadas com alteragdes na energia

disponivel ou danos aos elementos do axonema (Watson, 1995).

Ao se expor espermatozoides a queda de temperatura ocorrem proporcionalmente a
rapidez do resfriamento, danos estruturais na membrana e alteragdes metabdlicas na célula
que se refletem na diminuicao irreversivel da motilidade espermatica, sendo esse fendmeno

conhecido como choque térmico (Amann & Pickett, 1987; Holt, 2000).

A medida que se inicia o resfriamento dos espermatozdides e particularmente entre 5 e -
15°C ocorrem mudangas no estado fisico dos lipideos que alteram sua fluidez, mudangas estas
que sdo revertidas apenas parcialmente no descongelamento (Holt & North, 1984; De Leeuw
et al., 1990; Drobnis et al., 1993). O processo de resfriamento resulta numa movimentagao
dos fosfolipideos da membrana celular, que se agrupam em dominios contendo moléculas

semelhantes, onde sofrem uma mudanga de fase, cristalizando-se (Hammerstedt et al., 1990,
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Watson, 2000). Por conseqiiéncia do aparecimento destes dominios de lipidios cristalizados,
restam apenas pequenas regides contendo lipideos na fase liquida onde proteinas ficam
enclausuradas. A agregacdo destas proteinas pode resultar em um aumento da permeabilidade
da membrana e reducdo da fung¢do metabolica, além de afetar a interagdo ente o

espermatozodide e o 6vulo (Amann & Pickett, 1987; Watson, 2000).

Dentre os lipidios da membrana celular, o colesterol tem papel fundamental na
sobrevivéncia da célula ao processo de congelamento, uma vez que ele torna a membrana
naturalmente menos flexivel e fluida e desta forma, menos susceptivel a alteragdes (Bailey et
al., 2000; Holt, 2000). A propor¢do de acidos graxos insaturados e saturados presentes na
membrana também influencia sua susceptibilidade a crioinjurias, uma vez que determina uma
maior ou menor tendéncia a sofrer alteracdes conformacionais quando exposta a baixas
temperaturas (Amann & Pickett, 1987; Hammerstedt et al., 1990). A composicao lipidica da
membrana celular dos espermatozodides varia significativamente entre espécies € mesmo entre
individuos da mesma espécie explicando de certa forma, variagdes observadas na

congelabilidade do sémen (Cross, 1998; Watson, 2000).

Fosfolipideos polinsaturados normalmente possuem conformacio de cone invertido e na
presenga de monossacarideos, elevadas concentragdes de sais, calcio, ou quando expostos ao
processo de resfriamento, mudam a conformagao para uma mais conica. Um grupo destes
fosfolipideos pode assumir uma conformacao circular, com inversdo da sua estrutura (cabecas
voltadas para dentro e lipideos para fora), denominada formag¢do hexagonal ou micela
invertida. Tais conformagdes podem ser transitérias, porém para certos fosfolipideos sao
permanentes. As formagdes hexagonais funcionam como canais hidrofilicos por onde podem

passar ions e outras moléculas pequenas (Ohki et al., 1988).

A medida que a temperatura cai, a formagio de ATP reduz e a bomba de sodio potéssio
perde sua capacidade de translocar estes ions. Desta forma o potdssio passa para o meio
intracelular em uma taxa mais baixa que para o meio extracelular, o que reduz a concentragao
intracelular deste ion. A propor¢ao Soédio/potassio, portanto, fica alterada, o que resulta numa
despolariza¢do parcial da membrana, abrindo canais de célcio dependentes de voltagem e
promovendo influxo de célcio. O aumento da concentracdo de célcio intracelular pode resultar

na ativacdo de fosfolipases que aumentardo a hidrolise de fosfolipideos. Tais alteragdes
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podem resultar em um aumento da permeabilidade mitocondrial e danos a membrana

plasmatica, e consequentemente na morte celular (Amann & Pickett, 1987).

A medida que a temperatura cai até niveis abaixo de zero grau, a d4gua contida no meio
extracelular sofre cristalizacdo. A agua contida no meio intracelular possui ponto de fusao
mais baixo que a extracelular, por isso ndo se congela a esta temperatura (Watson, 1995).
Quando sob taxas de resfriamento lentas, a saida de agua das células ¢ suficiente para
provocar aumento das concentragdes dos solutos intracelulares. Neste caso, a célula fica
progressivamente desidratada, porém ndo ha formagdo de cristais de gelo intracelulares. Por
outro lado, caso a velocidade de congelamento seja moderada a rapida, a taxa de saida de
agua ¢ baixa e a agua que permanece no meio intracelular congela, formando cristais de gelo
grandes, que sdo muito danosos aos espermatozoides (Watson, 2000). Por fim, quando sob
taxas de congelamento extremamente rapidas ha formagdo de microcristais de gelo no meio
intracelular, que sdo menos danosos a célula. Estes microcristais, no entanto, podem sofrer
recristalizacdo se o descongelamento for lento, formando cristais maiores, deletérios a célula
(Farrant et al., 1977). Cristais de gelo causam ruptura das membranas celulares quando as
células sdo resfriadas rapidamente (-4°C/min) da temperatura ambiente até 5°C, taxas menores

de resfriamento (-0,5°C/min), no entanto, podem minimizar este dano a célula (Pukazhenthi et

al., 1999).

O processo de descongelamento também influencia na integridade celular e a
sobrevivéncia da célula requer que a taxa de descongelamento esteja em concordancia com a
taxa de congelamento (Mazur, 1984). Resumidamente, para taxas de congelamento rapidas

devem-se utilizar taxas de descongelamento rapidas e vice-versa (Amann & Pickett, 1987).

Danos na membrana celular provocados pela criopreservagdo incluem mudangas na
composicao dos lipideos, fluidez e permeabilidade da membrana plasmadtica, e alteragdes na
membrana acrossomais (Januskauskas et al., 2003). Uma das conseqiiéncias da
desestabilizacdo da membrana € ocorréncia prematura da reagdo acrossomal, o que reduz a
sobrevida do espermatozoide e sua fertilidade. Suas membranas passam por mudangas
semelhantes aquelas observadas durante a capacita¢do, as membranas se tornam permeaveis
ao calcio que promove tanto a capacitagdo quanto a reacdo acrossomal. A viabilidade desses
espermatozdides ¢ limitada, pois quando capacitados ndo possuem sobrevida grande e

normalmente, essa reacdo ocorre quando eles estdo proximos ao ovoécito. Além disso,
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espermatozodides que sofreram capacitagdo ou reacdo no acrossoma sao menos capazes de
reagir ao estresse osmotico e possuem motilidade alterada (Flesch & Gadella, 2000). A reagao
acrossomal prematura também foi descrita em espermatozoéides resfriados, com alteracdes no
acrossoma associadas com danos celulares irreversiveis (Bedford, 1970). O espermatozéide
deve sofrer capacitagdo e reacdo acrossomal para penetrar no évulo e isso sé € possivel caso a
integridade do acrossoma nao tenha sido alterada durante o processamento (Luvoni et al.,

2003).

O crioprotetor usado rotineiramente (glicerol) promove protecdo as células das
conseqiiéncias da cristalizagdo ao aumentar a fracdo de 4agua ndo congelada no meio
extracelular (Nelson et al., 1999). Embora o glicerol mostre-se extremamente eficiente como
crioprotetor sabe-se que ele apresenta efeito toxico sobre o espermatozodide, em determinadas
concentragdes e temperaturas, entretanto, a toxicidade do glicerol varia significativamente
entre as diferentes espécies (Fahy, 1986; England, 1993; Holt, 2000; Santos et al., 2003;
Pesch & Bergmann, 2006). Durante o congelamento ha movimentacao de glicerol para o
interior da célula, e no descongelamento este croprotetor se desloca de volta para o meio
extracelular. Quando a permeabilidade da membrana ¢ insuficiente para acomodar esse
movimento hd um dano permanente a ela. Os crioprotetores também alteram a polaridade

celular e a permeabilidade da membrana plasmatica (Amann & Pickett, 1987).

As proteinas do citoesqueleto apresentam despolimerizacdo dependente da temperatura,
estas alteragdes promovem sérias implicagdes para a viabilidade espermatica (Watson, 1995).
Spungin et al. (1995) postularam que a despolimerizagdo dos filamentos do citoesqueleto é
um passo necessario que permite a aproximagdo da membrana plasmatica promovendo a
exocitose do acrossoma. Aparentemente isso contribui para uma fusdo desorganizada das

membranas durante o resfriamento ou congelamento.
2.7. CRIOPRESERVACAO DE SEMEN EM FELINOS

O sucesso na criopreservacao de espermatozoides do gato doméstico foi apresentado nos
anos 70 (Platz et al.,, 1978). Atualmente existem vérias descricdes de protocolos de
congelamento de sémen em gato doméstico (Axnér & Linde-Forsberg, 2002; Lengwinat &
Blottner, 1994; Luvoni et al., 2003; Zambelli et al., 2002) e em felideos selvagens (Howard,
1993; Swanson et al, 1996b; Pukazhenthi et. al., 2001).
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Alguns danos causados pela criopreservacdo podem ser evitados ou pelo menos
minimizados pela diluicdo da amostra em meio adequado para criopreservacdo. Um diluente
ideal para o sémen de felinos, no entanto, ainda ndo foi determinado (Luvoni et al., 2003).
Platz et al. (1978) usaram para congelar sémen de gato doméstico um diluente descrito para
espermatozodides de cdo, a base de 20% gema de ovo, 11% lactose e 4% glicerol. Donogue et
al. (1992b) congelaram sémen de tigre com esse mesmo meio ¢ descreveram um declinio na
motilidade de 10 a 40% ap6s descongelamento. Byers et al. (1989) obtiveram resultados

semelhantes usando meio contendo 7,5% de glicerol, nesta mesma espécie.

Stander-Breedt et al. (2004) testaram o efeito de cinco diferentes protocolos (4
tratamentos e um grupo controle) para congelamento de sémen de ledo (Panthera leo). Os
autores utilizaram um meio de dilui¢do comercial (Biladyl. Minitub, GmbH, Germany) a base
de TRIS-Citrato, adicionado de gema de ovo (20% v/v) e avaliaram a qualidade espermatica
em meios acrescidos de glicerol ou DMSO a 4 e 8%. A motilidade declinou de 85-95% no
sémen fresco para 7-21% nas amostras descongeladas. Os autores observaram ndo ter
diferencgas entre os quatro tratamentos, porém no grupo controle (sem adi¢do de crioprotetor)

nao houve espermatozdides moveis apos o descongelamento.

Além da escolha do crioprotetor, o protocolo de criopreservacdo deve considerar o
protocolo de congelamento da amostra, determinando a velocidade das vérias etapas deste
processo, deste a taxa de resfriamento, passando pelo tempo de equilibrio até a taxa de
congelamento. A taxa de resfriamento representa a velocidade em que se resfria o sémen da
temperatura corporal ou ambiente até 4°C, sendo taxas muito rapidas associados a maiores
danos em decorréncia do choque térmico (Watson, 2000). O tempo de equilibrio representa
uma pausa durante o protocolo de congelamento na qual o sémen ¢ mantido por determinado
periodo de tempo a temperaturas proximas de 4°C. Esta pausa possibilita o desenvolvimento
de maxima resisténcia do espermatozdide aos efeitos deletérios do congelamento, por meio de
adequada penetragao do glicerol, influxo de ions e alteragdes de membrana (Watson, 1979;

England, 1993, Santos et al., 2003).

O sémen pode ser criopreservado em palhetas, ampolas ou em pellets. Pope et al. (1991)
demonstraram que em felinos o congelamento com palhetas apresentaram melhores resultados
se comparado com o congelamento em pellets, com uma redugdo de 43 e 76% na motilidade,

respectivamente e reducdo na proporcao de espermatozoides com acrossomas normais de 30%
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(palheta) e 66% (pellet). Os autores descreveram também que uma taxa razodvel para o

congelamento (+5°C a -80°C) ¢ de -10°C/min.

Zambelli et al. (2002) compararam cinco taxas de congelamento para sémen de gatos
domésticos. Todas as amostras foram diluidas em meio a base de TRIS com 20% v/v de gema
de ovo e glicerol a 4%, cada palheta foi refrigerada a uma taxa de -0,2°C/min com tempo de
equilibrio de 25 minutos. Foram comparadas taxas de congelamento de -3,85°C/min, -
9°C/min, -22,8°C/min, -36°C/min e -43°C/min. As amostras foram descongeladas por 30 seg a
37°C. Os autores observaram que apesar de algumas taxas demonstrarem diferencas na
motilidade espermatica e percentual de acrossomas normais, essas diferengas nao tiveram
relevancia biologica. A taxa de -3,85°C/min (lenta), no entanto, resultou em valores de
motilidade maiores apds o descongelamento. Posteriormente, Zambeli et al. (2006) avaliaram
a fertilidade de sémen congelados a uma taxa de -3,85°C/min (em recipiente de 25 cm de
diametro/ 47 cm de altura, a uma altura de 3 cm da lamina de nitrogénio) e obtiveram alta taxa

fertilidade in vitro, de 83,2% (em ovocitos classe [ e I ).

Ao congelar sémen de ledo e tigre, Patil et al. (1998) utilizaram meio a base de TES e
dextrose para congelamento em vapor de nitrogénio, a uma altura de 5 a 8 cm da lamina do
liquido. Os autores obtiveram uma redug¢do na motilidade espermatica de 53 e 61% na

amostra a fresco para 24 e 30% apds o descongelamento, nos tigres e ledes respectivamente.

Em felinos, a fertilidade por inseminagdo artificial com sémen criopreservado ¢ menor
em se comparando a fertilidade com sémen a fresco, fato que pode ser compensado
inseminando-se uma dose maior de espermatozoides, proximo ao local da fertilizagdo, por

meio da inseminagdo intra-uterina (Tsutsui et al., 2000).
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3. AVALIACAO ANDROLOGICA DE PUMAS (Puma concolor LINNAEUS, 1771)
ADULTOS, MANTIDOS EM CATIVEIRO.

RESUMO

O presente trabalho objetiva descrever um protocolo de coleta de sémen por
eletrocjaculagdo ¢ as caracteristicas do ejaculado de pumas (Puma concolor) adultos,
mantidos em cativeiro. Foram utilizados cinco pumas mantidos no Centro de Reabilitacdo de
Animais Silvestres do Mato Grosso do Sul - CRAS/MS. Previamente a coleta foi realizada
avalia¢dao androlégica. O protocolo de eletroejaculagao consistiu na aplicagdo um maximo de
4 séries de 10 estimulos com intervalos de 1 minutos entre as séries. Sendo todos os estimulos
com a voltagem de 16 V As amostras coletadas foram avaliadas quanto ao seu aspecto
fisico(volume, vigor, motilidade espermatica e concentragdo) e indice espermatico, além da
caracterizagdo morfologica. Os animais apresentaram espiculas penianas pequenas ¢ uma
média de comprimento da area de espiculas de 8,21 mm. Apenas os pumas 3 ¢ 4
apresentaram alteragdes na consisténcia testicular, sendo esta unilateral no puma 4. Todos os
animais responderam ao procedimento de eletroejaculagdo com ere¢cdo peniana e ejaculagdo
com volume variando de 0,4 a 0,5mL e concentracio média de 205 + 141,77 x 10° sptz/mL. O
vigor médio e a motilidade espermatica média observada foi de 3,5 + 0,58 e 75% + 13,
respectivamente. O puma 3 apresentou um grau de degeneragdo testicular com qualidade
seminal muito aquém dos demais animais, tal fato provavelmente associado ao estado de
obesidade em que se encontrava o animal. O percentual médio das patologias totais foi de
53,88 + 15,50 com destaque para cauda fortemente dobrada ou enrolada (29,13 + 13,70),
cauda dobrada ou enrolada (8,13 + 2,10) e cauda enrolada na cabeca (6,63% + 5,34). O
protocolo proposto para coleta de semen em pumas adultos mantidos em sistema de cativeiro
mostrou-se eficiente, com obtencdo de ejaculados livres de contaminagdo com urina € com
boas concentragdes. Este trabalho demonstra ainda, que, assim como descrito pra outros
felinos, os pumas apresentam grandes variagdes individuais nas caracteristicas de seus

ejaculados.

Palavras chave: Morfologia espermatica, sémen, puma.
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ANDROLOGIC EVALUATION OF ADULT CAPTIVE COUGAR’S (Puma
concolor LINNAEUS, 1771).

ABSTRACT

The aim of this study was describe the semen’s collection protocol used for adult captive
cougars (Puma concolor), and characterize the semen collected from those animals. Five
adults captive adult cougars from The Mato Grosso do Sul’s Wild Animal Rehabilitation
Center (CRAS-MS) were used in this study. Before start the collection procedure an
andrologic evaluation was made. The eletroejaculation protocol used consisted in 4 series of
10 stimuli with a interval of 10 min al af then with the intensity of 16 V. The samples were
evaluated using the following parameters: physics aspects, volume, concentration, sperm
progressive status, sperm motility, sperm motility index and according to morphology. The
animals had small penile spikes and a medium of spikes area length of 8.21 mm. Only the
cougars 3 and 4 showed alteration on the testicles consistency, and that was unilateral on the
cougar 4. All animals react to the procedure with penile erection and ejaculated volume 0.4 to
0.5 ml and average concentration of 205 + 141.77 x 10° sptz/m. The average sperm
progressive status and the sperm motility analyzed were 3.5 + 0.58 ¢ 75% + 13, respectively.
The cougar 3 showed some testicle degeneration degree with less spermatic quality than the
other animals, which probably can be associated with its obesity. The average of structurally
abnormal spermatozoa were 53,88% + 15,50 and the most frequent pathologies were tightly
coiled or bent tail (29.13% + 13.70), coiled or bent tail (8.13% + 2,10) and tail coiled on the
head (6.63% + 5,34). The eletrejaculation protocol used for the collection of captive adult
cougar’s semen was efficient, with the obtention of samples free of urine and qith god
concnetrations. This study can show that, as described for others felines, cougars have great

individual variations in its ejaculate’s characteristics.

Keywords: spermatic morphology, semen, cougar.
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3.1. INTRODUCAO

O puma ¢ o segundo maior felino do Brasil, perdendo apenas para a onga-pintada
(Panthera onca). O peso ¢ bastante variavel, relatada uma amplitude de 25 a 70 kg (Redford
& Eisenberg, 1992). Esta espécie possui ampla distribui¢do latitudinal ocorrendo em diversos
habitats, desde o Canada até o Chile, incluindo o Brasil (Redford & Eisenberg, 1992;
Emmons & Feer, 1997). Esses animais sdao predadores oportunistas e sua dieta ¢ composta por
mamiferos, aves, répteis e invertebrados. Nos tropicos, presas de pequeno e médio porte sao
mais freqlientes enquanto que na América do Norte a predacao é preferencial sobre grandes
ungulados (Miotto, 2006). Iriarte et al. (1990) sugeriram que o menor tamanho corporal das
ongas-pardas nos tropicos € a baixa taxa de predacdo de animais de grande porte estejam

ligados a competicdo interespecifica desta espécie com a onga-pintada.

O puma é uma espécie territorialista e o tamanho da area de vida varia de 32 a 155 Km®
no Pantanal (Crawshaw & Quigley, 1984) e 98 Km” no Parque Estadual do Morro do Diabo
(Cullen, 1999). Sao carnivoros solitarios e exibem comportamento de poligamia como
estratégia reprodutiva, em que um macho dominante reproduz com fémeas que se interpdem

em seu territorio (Murphy, 1998).

A reproducgdo da onga-parda ocorre durante o ano todo, porém alguns autores relatam
pulsos de nascimentos em certas épocas do ano (Anderson, 1983; Ross & Jalkotzy, 1992;
Logan et al., 1996). O ciclo estral dura entre 13 e 33 dias em animais de vida livre (Logan et
al., 1996) e o estro 8 dias (Anderson, 1983; Hansen, 1992; Oliveira & Cassaro, 1999).
Segundo Anderson (1983) e Logan et al. (1996), o periodo de gestagdo tem duragdo média de
92 dias (variando de 84 a 98). Logan et al. (1996) observaram uma média de 3,0 a 3,4 filhotes

por ninhada, enquanto que uma média de 3,1 foi observada por Spereadbury et al. (1996).

Os felinos silvestres estdo entre as espécies mais ameagadas do mundo sendo sua
populacdo afetada por fatores que variam localmente, seja pela descaracterizagdo de habitats,
disponibilidade de alimentos, forte pressao de caca ou baixa densidade populacional (IUCN,
1996). Esta ¢ uma situacdo generalizada para a maioria dos predadores neotropicais, que
influenciam na dindmica de populagdes e conseqiientemente, no equilibrio ecolégico como
um todo (Redford, 1997). Especificamente o puma ¢ classificado como Vulneravel na Lista
Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas de Extingdo (IBAMA, 2003) e citada
no apéndice II da CITES (CITES, 2009).
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A conservagdo das espécies esta intrinsecamente ligada & manuteng¢do da variabilidade
genética. Quando uma populagdo ¢ isolada geograficamente e fica sujeita a uniformidade
genética, varios fatores se aliam para desencadear o processo de extin¢do. Entre estes fatores
estdo a maior susceptibilidade a doengas, o aumento de anormalidades espermaticas e
diminui¢ao da fertilidade, o desbalanceamento end6crino de hormonios reprodutivos afetando
a espermatogénese ¢ a ovulagdao e o aumento da morbidade e mortalidade perinatal (O’brien

& Mccullogh, 1985; Wildt et al., 1987; Munson et al., 1996; Eizirik et al., 2001).

Estratégias de conservacdo objetivam manter e, se possivel, aumentar a biodiversidade. A
acdo ideal para se alcangar este objetivo é preservar o habitat da espécie (Wildt et al., 1997;
Loi et al., 2001). Estratégias de conservag¢ao in situ, no entanto, nem sempre sdo suficientes
para a propagacdo de pequenas populagdes e manutencdo de uma adequada variabilidade
genética (Comizzoli, et al., 2000). Assim, estratégias de conservagdo ex Situ objetivam
auxiliar na manuten¢do de uma populagdo geneticamente viavel por meio de estratégias de
reproducao assistida e criopreservacao de fontes genéticas (Andrabi & Maxwell, 2007). A
coleta de amostras de sémen ¢ fundamental para a caracterizagdo de pardmetros andrologicos
espécie especificos, bem como para a utilizacdo em programas de reprodugdo assistida. As
amostras podem ser coletadas por meio de vagina artificial (Sojka & Jennings, 1970; Sojka et
al., 1970; Zambelli & Belluzzi, 1998), eletroejaculagao (Platz et al., 1978; Dooley et al., 1983;
Johnstone, 1984; Howard et al., 1986) ou diretamente do epididimo ou vasos deferentes
(Howard et al., 1986; Axnér, 1998). Segundo Howard (1993) A eletroejaculacdo ¢ a técnica
mais apropriada para animais silvestres, uma vez que pode ser realizada em animais

anestesiados.

Além das avaliagdes subjetivas de vigor e motilidade espermaticas, a morfologia
espermatica ¢ um parametro de avaliagdo in vitro de facil acesso e de grande importancia,
uma vez que estd intimamente correlacionada com casos de infertilidade (Oettlé, 1993). A
condicdo de teratospermia € caracterizada quando hd uma propor¢dao menor que 40% de
espermatozdides normais presentes no ejaculado (Pukazhenthi et al., 2001; Neubauer et al.,
2004) e freqiientemente estd presente em ejaculados de felideos, incluindo certos gatos
domésticos, mas os mecanismos celulares e moleculares que provocam este fendmeno sao
desconhecidos (Neubauer et al., 2004). Pumas considerados teratospérmicos, porém, foram
utilizados com sucesso em programas de fertilizagdo in vitro (Miller et al., 1990). As

patologias espermaticas associadas a infertilidade sdo provavelmente similares nos
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mamiferos. Entretanto sabe-se que a importancia de determinadas alteragdes, bem como sua
freqii€éncia, variam entre as espécies, tornando necessario o estabelecimento de um padrao

androlégico espécie-especifico (Oettlé, 1993).

Nesse sentido, o presente experimento objetiva a avaliacdo andrologica de pumas
mantidos em sistema de cativeiro, por meio da descri¢do de um protocolo de coleta de sémen

bem como a caracterizagao fisica e morfologica do sémen.
3.2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco pumas machos, adultos, mantidos em condi¢des de cativeiro no
Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres do Mato Grosso do Sul (CRAS-MS). A presente
experimentagdo foi submetida e aprovada pela Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria-UFV (registro n° 21/2008) e autorizada pelo IBAMA (processo n° 14561-1 de
17/04/2008).

- Coleta de sémen e avalia¢@o androldgica

Foi realizada uma coleta em cada animal. Para obten¢ao do sémen, os animais foram
contidos quimicamente pelo uso de dardos anestésicos e mantidos sob anestesia. Utilizou-se
como protocolo anestésico a associa¢do de cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina
nas doses de 10 mg/kg e 1,2 mg/kg, respectivamente. Nos casos em que o animal ndo entrou
em plano anestésico adequado uma dose reforco de 4 mg/kg de cloridrato de quetamina e 0,4
mg/kg de cloridrato de xilazina foi aplicada por via intramuscular. Os animais tiveram seus
parametros vitais aferidos e avaliados, por um médico veterinario, durante e apds o
procedimento sendo monitorados até que conseguissem manter-se em estagdo, assegurando

uma recuperagao pos-anestésica segura.

Apoés a contencdo quimica foi realizada a biometria corporal e testicular dos animais,
utilizando-se fita métrica e paquimetro digital, e a pesagem dos animais. Foram mensurados
para a biometria coporea: comprimento corporal (focinho até base da cauda); comprimento da
cauda; altura de cernelha; altura de membro pélvico; didmetro toracico; didmetro cervical e
largura e comprimento das patas de ambos membros. Para a biometria testicular foram
considerados o comprimento, a largura e a espessura, assim como a prega dupla de pele de
ambos os testiculos. Para o calculo do volume testicular foi descontado das mensuracdes o

valor da prega dupla de pele, para se obter a mensuragao exata do testiculo. O volume dos
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testiculos foi calculado a partir da formula do elepséide v=4/3 x m x C/2 x L/2 x E/2, em que
v representa o volume testicular, C o comprimento, L a largura e E a espessura, todos
apresentados em centimetros (Figura 3.1). Utilizando-se o volume testicular, e considerando a
densidade testicular (1) os valores obtidos de volume (mL) foram extrapolados para gramas
para se calcular o indice gonadossomatico, que se refere a massa corpdrea alocada em massa
testicular. A formula utilizada para o calculo do indice gonadossomatico (IGS) foi IGS = (vp
+ vg) x 100/ PC, em que Vp representa o volume do testiculo direito, Vg o volume do
testiculo esquerdo e PC o peso corporal do animal em gramas. Ao exame androlégico,
avaliou-se a consisténcia testicular, classificada como firme, elastica, ligeiramente flacida,
flacida e muito flacida e o comprimento da regido ocupada pelas espiculas e caracteristicas

das espiculas do pénis (Figura 3.1).

-

Figura 3.1: Procedimento de biometria da area de espiculas (A), biometria corporal
(B) e testicular (C) em pumas adultos mantidos em cativeiro.

Previamente a coleta de sémen foi feito o esvaziamento da bexiga com sonda uretral 6
estéril e seringa de 10 mL e posterior lavagem da bexiga com solucdo fisiologica estéril a fim

de evitar a contamina¢do da amostra com urina (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Procedimentos de coleta de urina e lavagem da bexiga realizados em
pumas adultos mantidos em condicdes de cativeiro.

O sémen foi coletado com auxilio de um aparelho de eletroejaculacio a bateria, equipado
com uma probe retal de 9 cm de perimetro, com trés eletrodos longitudinais. A probe foi
devidamente lubrificada e introduzida no reto do animal com as os eletrodos posicionados
ventralmente sob leve pressdo. O pénis foi exposto e aproximado a um tubo graduado
(Eppendorf) previamente aquecido a temperatura de 38°C, o qual foi substituido a cada série
de estimulos (Figura 3.3). Foram aplicados no maximo 4 séries de 10 estimulos de 16 V com
intervalos de 1 minuto entre as séries. Cada estimulo durou aproximadamente 1segundo para
ir de OV a 16V, permanecendo por 2 a 3s, seguido por um retorno abrupto a 0V, sendo o
intervalo entre os estimulos de 2 a 3s. Para uma afericdo mais precisa do volume do

ejaculado, utilizou-se uma micropipeta de volume ajustavel.

Figura 3.3: Procedimento de coleta de sémen em pumas adultos mantidos em
condigOes de cativeiro. Lubrificacdo da probe (A), posicdo correta para insercdo da
probe no reto do animal (B) e aplica¢do do estimulo (C), com a extensdo dos membros
pélvicos durante a aplicacdo do estimulo (D).
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-Avaliacdo espermatica

Apo6s as coletas, os ejaculados foram analisados quanto aos aspectos fisicos (volume e
cor). Imediatamente apds esta andlise, uma gota do sémen foi colocada em uma lamina que
foi coberta com laminula, ambos previamente aquecidos a 38° C, a fim de evitar choque
térmico. Em seguida, sob aumento de 100x ao microscopio de luz monocular portatil
(Handycope®), o material foi avaliado quanto a motilidade espermadtica progressiva € ao
vigor, este numa escala de zero a cinco. Posteriormente, estes valores foram utilizados no
calculo do indice espermatico (IE = [M+ (Vi x 20)]/2, em que M representa a motilidade e Vi
0 vigor espermatico) que consiste na média entre vigor e motilidade espermatica na qual

ambos tém a mesma significancia (Howard et al., 1993).

Para a determinacdo da concentracdo espermatica do ejaculado utilizou-se uma lamina
especial, contendo uma camara de 10° mL, fornecida pelo fabricante do microscopio portatil
(A.1. Handycope®). Depois de pipetada uma aliquota de 10 pL e avaliados os parametros de
vigor e motilidade espermatica, como descrito anteriormente, aguardou-se um tempo para que
o0s espermatozoides morressem para se proceder a contagem dos mesmos na area determinada.
A concentragdo da solucdo equivale a quantidade de espermatozoides contabilizados
multiplicado por 10°. A partir destes valores foi calculado o total de espermatozoides por
ejaculado (sptz/ejaculado = volume x concentragdo) e o total de espermatozoides moveis por

ejaculado (sptz moveis/ejaculado = volume x concentracdo x motilidade / 100).

Para a avaliacdo das caracteristicas morfologicas dos espermatozoéides utilizou-se uma
aliquota de s€men descongelado, esta foi colocada em formol salino tamponado e observada
em microscopio de contraste de fase sob um aumento de 1000x, sendo computadas 200
células de cada amostra de sémen. Foi computada uma patologia por espermatozdide e as
patologias foram classificadas de acordo com recomendagdes do Colégio Brasileiro de

Reproducio Animal - CBRA (CBRA, 1998)

Os dados avaliados foram descritos quanto a média e respectivo desvio padrdo, por meio

da fun¢do estatistica do programa Excel Windows XP.
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3.3. RESULTADOS

Os animais apresentaram peso corporal variando de 48,25 a 80 Kg, com comprimento
corporal médio de 133 cm e altura cernelha de 67,8 cm. Os demais dados biométricos

observados estao sumariados na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Caracteristicas biométricas corporeas de pumas adultos mantidos em
condicOes de cativeiro.

Dados biométricos Puma Puma Puma Puma Puma Media + DP
1 2 3 4 5 (Coef. Var.)
54,87 + 14,05

Peso (Kg) 49,15 4825 80 4845 48,50 25.60)

Biometria corporal (cm)

Comprimento (focinho- 133 +3,81

cauda) 130 137 135 135 128 (2.86)

. 62,80 + 2,95
Comprimento cauda 64 58 62 65 65 (4,70)

Altura de cernelha 68 66 68 69 68 67.80+ 1,10
(1,62)

Altura membro pélvico 64,50 68 70,50 70 71 68’2(32 §7§’66

n . - 79,50 + 10,91
Diametro toracico 75 74,50 99 74 75 (13.72)

. . 46,60 +2,19
Diametro cervical 49 45 49 45 45 (4.70)
Largura palta_ - membro 8.50 8.50 8.50 8.50 8.50 8,50 + 0,00

toracico (0,00)
Comprimento pata — 8,40 + 0,65
membro toracico ? 8 8,50 7,50 ? (7,76)
Largura p,atz_a - membro g 7 7.50 6.50 7 7,20 + 0,57
pélvico (7,92)
Compnmentp p_ata - 9 2 ] 7.30 7.70 8,00 + 0,63
membro pélvico (7,86)
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O volume testicular médio observado foi de 7,6 mL para o testiculo direito e 7,5 mL para

o testiculo esquerdo, perfazendo um total de 15,1 mL em ambos os testiculos, o que define

um investimento de cerca de 0,03% do peso corporal alocado em gonadas (indice

gonadossomatico) (Tabela 3.2). Os demais dados biométricos testiculares, assim como a

consisténcia testicular e as caracteristicas das espiculas penianas (Figura 3.5) estdo

demonstrados na tabela 3.2.

Tabela 3.2: Biometria testicular, indice gonadossomatico e caracteristicas das
espiculas de pumas adultos mantidos em condigdes de cativeiro.

Parametros Pumal Puma2 Pumas3 Puma 4 Pumab Media + DP
(Coef. Var.)
Biometria testicular
Comprimento 5, ¢y 3460 27,30 38,30 33,00 381400
(mm) (11,91)
Largura(mm) 2330 2660 19,80 24,70 25 23 (Slfﬁ j)’s 6
Testiculo ’
direito  Espessura (mm) 27 29 22,90 28 26,20 26’% 7i6§’33
Volume testicular 7,59 +2,18
(mL) 7,67 9,92 4,32 9,13 6,92 (28.70)
Comprimento 32,58 + 3,06
(mm) 35,20 33,70 27,30 33 33,70 (9.39)
Largura (mm) 24,40 24,60 21,70 24,40 23 23’(652 5:9)1 25
Testiculo ’
esquerdo
Espessura (mm) 28,90 29,80 24,50 28,60 26,40 27’(674 é)i’ls
Volume testicular 7,49 + 1,66
(mL) 8,91 9,09 5,19 7,81 6,44 (22.23)
Prega cutédnea (mm) 3,40 3,20 2,90 3,80 4,20 3,501 0,51
(14,57)
indice gonadossomatico (%) 0,03 0,04 0,01 0,03 0,03 0?; 6i3(5)’)01
testiculo
Consisténcia testicular firme firme flacida esquerdo firme
levemente
mais firme
Comprlmgnto da regido com 8.20 ] 7,55 10 7.30 8,21 +1,06
espiculas (mm) (12,94)
Caracteristica de espiculas pequenas pequenas pequenas pequenas pequenas
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5 e v
Figura 3.4: Caracteristicas das espiculas penianas de pumas adultos mantidos em
condicdes de cativeiro.

O protocolo de eletroejaculacdo mostrou-se eficiente em 100% dos animais, ndo havendo

contaminagdo com urina em nenhuma das coletas. O volume de sémen coletado variou de 0,4

a 0,5 mL, com uma concentra¢do média de 205 x10° por mililitro de sémen, apresentando em

média vigor espermatico de 3,5 e motilidade espermdtica de 75%. Os demais parametros sao

demonstrados na tabela 3.3.

Tabela 3.3: Volume do ejaculado e caracteristicas do sémen de pumas adultos

mantidos em condic¢des de cativeiro.

Animal Puma Puma Puma Puma Média+DP Puma*
1 2 4 5 (Coef. Var.) 3
Volume total 0,45+ 0,06
(mL) 0,40 0,50 0,50 0,40 (12.83) 0,40
Concentracao
espermatica (sptz 180 400 60 180 20?59 112;’77 5
x10%/mL) ’
Total de
espermatozoéides 93,50 + 73,71
por ejaculado 2 200 30 2 (78,83) 2
(x10°
Motilidade 75% + 13
esperméatica (%0) 60 70 20 80 (17,21) 10
. 3,50 +£0,58
Vigor (0-5) 3 3 4 4 (16.50) 1
indice 72,50 + 11,90
espermatico (%) 60 65 85 80 (16,42) 13
Espermatozéides
moveis/ ejaculado 43,20 140 27 57,60 66,95 + 50,28 0,20

(10°) (75,10)

*Animal 3 apresentou qualidade espermatica muito aquém dos demais
sendo computado na média geral.

animais, nao
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Quanto aos aspectos morfologicos, o sémen de puma apresentou média de 46,13% de
espermatozoéides normais, sendo que as patologias mais comumente observadas foram: cauda
fortemente dobrada ou enrolada, cauda dobrada ou enrolada e cauda enrolada na cabecga, ¢ as
patologias menos observadas foram estreito na base, cabega isolada normal e acrossoma
ausente (Tabela 3.4). Devido aos valores indesejaveis de vigor, motilidade e concentragdo do

sémen coletado do puma 3, este ndo foi avaliado quanto a morfologia.

Tabela 3.4: Patologias esperméticas observadas em sémen descongelado de pumas
adultos mantidos em condigdes de cativeiro.

Patologia (%) Puma Puma Puma Puma Média + DP
g 1 2 4 5 (Coef. Var.)
. . 53,88 + 15,50
Espermatozoides patologicos 58,5 50 72 35 (28,78)
- . 46,13 + 15,50
Espermatozoides normais 41,5 50 28 65 (33,61)
Patologias de Cabega
0,38 +0,75
Acrossoma Ausente 0 0 0 1,5 (200,00)
. 0,25+ 0,50
Estreita na base 1 0 0 0 (200.00)
1+0,41
Contorno anormal 1 0,5 1,5 1 (40.82)
0,25+0,5
Cabega Isolada normal 1 0 0 0 (200,00)
. 0,88 + 0,85
Formas teratolégicas 0,5 2 0 1 (97.59)
Patologias de cauda
6,63 + 5,34
Cauda enrolada na cabega 3 9 13 1,5 (80.67)
8,13 +2,10
Cauda dobrada ou enroldada 9 5 9.5 9 (25.80)
Fortemente dobrada ou enrolada 31 25,5 46,5 13,5 29,13+ 13,70
(47,02)
g 0,75 + 0,87
Gota protoplasmatica distal 1,5 1,5 0 0 (115.47)
(e . 0,38 + 0,48
Gota protoplasmatica proximal 0,5 1 0 0 (127,66)
Patologias de pega intermediaria
2+ 1,41
Fratura 4 1 1 2 (70,71)
0,5+ 0,58
Edema 0 1 0 1 (115.47)
1,5+2,12
Dag defect 1,5 0 0 4,5 (141,42)
Gigante, curto, largo, pequeno, 2,13+2.21
normal 45 3,5 0,5 0 (104,12)
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3.4 DISCUSSAO

Os pumas avaliados no presente experimento apresentaram peso médio corporal de 54,87
Kg, dentro da amplitude normal para a espécie (Redford & Eisenberg, 1992). Porém o animal
tré€s apresentou peso e didmetro toracico muito acima da média dos demais animais, sendo
considerado obeso para a espécie. O comprimento corporal (focinho-cauda) variou de 128 a

137 cm e média de altura de cernelha de 67,80 cm, com baixa variagdo entre os animais.

As espiculas no pénis sdo caracteristicas exclusivas dos felinos, e por serem androgeno
dependentes, podem ser utilizadas como preditor da capacidade androgénica individual. No
presente experimento observou-se que todos os animais possuiam espiculas penianas com
aspectos semelhantes e embora pequenas quando comparadas a outras espécies de felinos,

como a jaguatirica, foram consideradas caracteristicas para pumas adultos.

O avango no conhecimento sobre fisiologia e morfologia dos animais silvestres,
especialmente os grandes felinos, esbarra na dificuldade do acesso a esses animais, dado a
raridade dos mesmos e a complexidade em seu manejo e cada oportunidade de contengao
deve ser aproveitada para se obter a maior quantidade de informagdes sobre estes animais.
Neste sentido, os dados de biometria corporal e biometria e caracteristicas dos 6rgaos

reprodutivos sdo apresentados nas tabelas 3.1 ¢ 3.2.

A degeneragdo testicular ¢ a principal causa de redugdo de fertilidade em espécie de
mamiferos domésticos. Quando no inicio, a degeneracao se apresenta com flacidez testicular e
tamanho da gonada normal a levemente reduzido, em casos mais avangados o 6rgdo se torna
diminuido de volume, com consisténcia firme a palpacdo, resistente ao corte podendo até a
ocorrer mineralizacdo dos tabulos seminiferos. Dependendo da gravidade da lesdo, o
ejaculado pode conter baixa concentragdo espermatica e elevada taxa de espermatozdides
morfologicamente anormais, sendo que em casos mais graves pode ocorrer azospermia
(Nascimento & Santos, 2003). Os testiculos dos animais avaliados no presente experimento se
apresentaram em geral com consisténcia eléstica, exceto o puma 3, que apresentou testiculos
com consisténcia flacida e o puma 4 que apresentou o testiculo esquerdo levemente mais

firme.

O protocolo proposto para coleta de sémen em puma mostrou-se eficiente, uma vez que
todos os animais responderam com erecao peniana e ejaculagdo de amostras de sémen turvas

a translucidas. O volume espermatico, considerado como a soma das aliquotas coletadas
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contendo espermatozoides, variou de 0,4 a 0,5 mL com concentragdo média de 205 x10° +
141,77 espermatozédides/mL de ejaculado, obtendo-se, portanto uma média de 93,50 x10° +

73,71 espermatozdides por ejaculado.

Wildt et al. (1988) coletaram ejaculados de puma com maior volume (3,4 mL + 0,6),
menor concentragdo (22 x10° + 7.3 sptz/mL de ejaculado), e menos espermatozéides por
ejaculado (74,8 x10° sptz/ejaculado). Ja Miller et al. (1990) obtiveram ejaculados com volume
variando de 0,37 a 1,52 mL e concentragdo de 4 a 27 x10°¢ sptz/mL, valor muito inferior ao do
presente trabalho. Estas diferencas, no volume do ejaculado e em sua concentragdo,
possivelmente ocorrem pois o protocolo convencional para coleta de sémen de felinos baseia-
se em uma grande quantidade de estimulos elétricos, através de eletrodo transretal, em
intensidade crescente, sem o esvasiamento e lavagem prévia da bexiga. Esta técnica foi
primeiramente descrita por Wildt et al. (1983) para coleta de sémen de guepardos (Acinonyx
jubatus) e tem sido utilizado como modelo para a coleta de sémen em varias espécies de
felinos selvagens como o tigre (Panthera tigris, Donoghue et al., 1990), onga parda (Puma
concolor, Miller et al., 1990), jaguatirica (Leopardus pardalis, Swanson et al., 1996; Baudi,
2005), onga pintada (Panthera onca, Morato, 1998). Porém, na maioria destas espécies sdo
relatadas baixas concentragdes de espermatozodides, com freqiiente contaminagdo com urina.
Queiroz (2003) e Morais et al.(2002) relataram que em jaguatiricas uma grande contaminagao
com urina ¢ observada (69 a 75% das amostras coletadas), provocando reduc¢do na qualidade
espermadtica e dilui¢ao do ejaculado. Em vista destes resultados, no presente estudo optou-se
pelo esvaziamento ¢ lavagem da bexiga com solucdo fisiologica estéril, previamente as
coletas, as quais eliminaram a contaminacdo do sémen com a urina. A eletroejaculagdo
baseia-se na estimulacdo dos nervos ligados aos 6rgdos reprodutores, inclusive as glandulas
acessorias. Sendo assim, o maior volume ¢ menor concentracdo encontrados utilizando os
protocolos de coleta convencionais também podem estar relacionados ao excesso de estimulos

a estas glandulas.

Os valores médios de vigor e motilidade obtidos no presente experimento foram de 3,5 +
0,58 e 75% + 13, respectivamente. Os dados obtidos no animal nimero trés foram descartados
da média geral, uma vez que este apresentou um grau consideravel de degeneracao testicular,

diagnosticados pela consisténcia flacida dos testiculos e baixa motilidade espermatica.
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Em outros estudos com pumas, Wildt et al. (1988) observaram média de motilidade
espermatica inferior ao encontrado no presente estudo (64,3% + 6,6) porém vigor médio
semelhante (3,6 +0,2), enquanto que Miller et al. (1990) obtiveram motilidade espermatica
variando de 40 a 50% e vigor entre 2,5 ¢ 3 ambos inferiores aos encontrados no presente
trabalho. O indice espermatico considera ao mesmo tempo o vigor e a motilidade espermatica,
nos pumas avaliados o valor médio observado foi de 72,5% + 11,9, valores descritos na
literatura para esta mesma espécie estdo entre 50 e 68,15% (Wildt et al., 1988; Miller et al.,
1990). Neste sentido, também a média de espermatozdides mdveis por ejaculado foi superior
no presente experimento (66,95 + 50,28, x10°), aos descritos por Wildt et al. (1988) (44.2
x10°%) e por Miller et al. (1990) (6,59 x10°).

A urina ¢ téxica aos espermatozoides e quando amostras de sémen sdo contaminadas,
durante o procedimento de eletroejaculagdo, os parametros de vigor e motilidade declinam
drasticamente. Desta forma, possivelmente os reduzidos valores de indice espermatico e total
de espermatozoides moveis observados nos demais trabalhos com pumas, estdo relacionados
com contamina¢do dos esjaculados com urina durante a eletroejaculagdo, uma vez que os
autores utilizaram protocolos convencionais de coleta de sémen em felinos, sem o

esvasiamento e lavagem da bexiga.

A média de espermatozoides morfologicamente patologicos observados no s€émen dos
pumas estudados foi de 53,88% + 15,50, variando de 35 a 72%, ou seja, em pumas mantidos
em cativeiro observa-se elevadas variagdes individuais entre as taxas de espermatozodides
anormais. A média de espermatozoides morfologicamente anormais foi inferior a relatada por
Wildt et al. (1988) de 73,5% + 4.9, por Miller et al., (1900) de 82 a 99% e por Pukazhenthi et
al., (2001) de 91,4%.

A condicdo de teratospermia ¢ caracterizada como sendo uma porcentagem menor que
40% de espermatozoides normais presentes no ejaculado e freqlientemente esta associada a
ejaculados de felideos, incluindo certos gatos domésticos (Pukazhenthi et al., 2001; Neubauer
et al., 2004). No presente experimento, apenas o puma 4 apresentou ejaculado com menos de
40% de espermatozoides morfologicamente normais, sendo assim, considerado como
teratospérmico. Estudos in vitro mostraram correlagdes negativas entre a propor¢ido de
defeitos e a habilidade de penetracdo em oocitos, embora ejaculados com alta propor¢ao de

espermatozoides anormais possam apresentar boa fertilidade in vivo (Axnér & Linde-Forberg,
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2002). Sao poucos os estudos que correlacionam morfologia espermatica com fertilidade em
felinos (Donoghue et al. 1992; Wildt et al. 1993; Axnér et al., 1996, 1997, 1998). Em um
estudo com gatos domésticos, Axnér & Linde-Forsberg (2007) correlacionaram diferentes
patologias com a fertilidade in vivo. Neste estudo, somente as patologias de cabeca foram
relacionadas com baixa fertilidade, e em contraste com os resultados em bovinos (Barth &
Oko, 1989), um animal com elevadas propor¢des de gota citoplasmatica proximal se mostrou
fértil. Em um estudo em pumas, Miller et al. (1990) observaram que mesmo ejaculados com
elevada incidéncia de espermatozoides pleiomodrficos foram capazes de fertilizar ovocitos

maturados in vitro.

No presente estudo, as patologias mais frequentemente observadas foram cauda
fortemente dobrada ou enrolada (29,13% + 13,70), cauda dobrada ou enrolada (8,13% =+ 2,10)
e cauda enrolada na cabega (6,63% + 5,34). Wildt et al. (1988) registraram maiores
porcentagens de pega intermediaria dobrada com gota citoplasmatica (24% + 6,5), cauda
fortemente enrolada (20% + 4.,4) e cauda fortemente dobrada sem gota citoplasmatica (11% +
3,8). Ja Miller et al.(1990) observaram elevadas porcentagens de espermatozoides com cauda

fortemente enrolada (18 a 66%).

A etiologia das anormalidades especificas assim como seu impacto sobre a fertilidade
ainda sao controversos (Howard et al., 1986; Wildt et al., 1987), porém, dificilmente
espermatozdides com defeitos maiores na cabecga, danos acrossomais ou cauda fortemente
dobrada, podem participar da fertilizacdio (Wildt et al., 1988). Howard et al., (1993)
observaram que a zona pelucida representa uma barreira para espermatozdides com defeitos
na cabeca e, segundo Thundathil et al. (2000), espermatozdides com acrossoma anormal nao
possuem capacidade de aderir ao ovocito in Vitro e consequentemente nao apresentam

fertilidade.
3.5. CONCLUSAO

O protocolo proposto para coleta de semen em puma (Puma concolor) adultos mantidos
em sistema de cativeiro mostrou-se eficiente, com obtencdo de ejaculados livre de
contaminagdo com urina, em concentracdo e total de espermatozdides superiores ao relatado
na literatura, sendo assim recomendado a ser utilizado em programas de reproducao assistida
de pumas. O indice espermatico observado nas amostras coletadas foi superior ao descrito na

literatura na mesma espécie. Embora com altas taxas de espermatozoides pleiomorficos,
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apenas um individuo dentre os pumas avaliados mostrou-se teratospérmico. As patologias
mais frequentemente observadas foram cauda fortemente dobrada ou enrolada, cauda dobrada

ou enrolada e cauda enrolada na cabeca.
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4. CRIOPRESERVACAO DE SEMEN DE PUMA (Puma concolor LINNAEUS, 1771):
USO DE DUAS CONCENTRACOES DE GLICEROL NO MEIO DE
CONGELAMENTO.

RESUMO

O presente trabalho objetiva a avaliagdo da congelabilidade do s€émen de pumas (Puma
concolor) adultos mantidos em cativeiro, por meio da comparagao de duas concentragdes de
glicerol no meio de congelamento. Foram utilizados cinco pumas adultos mantidos em
condi¢des de cativeiro no Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres do Mato Grosso do
Sul - CRAS/MS. Para a coleta do sémen foi utlizada a eletroejaculacdo. As amostras coletadas
foram avaliadas quanto ao seu aspecto fisico, volume, vigor, motilidade, concentragcdo e
indice espermatico. Logo apds foram diluidas em meio contendo glicerol, de forma a se obter
concentragdes finais de 5 e 7,5% , envasadas em palhetas de 0,25 mL, refriadas a uma taxa de
—0,55°C/min e congeladas a uma taxa de -5,8°C/min. Ap6s descongeladas as amostras foram
avaliadas quanto ao vigor, motilidade e indice espermédtico além de se realizar os testes de
termorressisténcia e hiposmético. A motilidade epermatica declinou em média 32,5% e 35%
nas amostras congeladas em meio com 5% e 7,5% de glicerol, respectivamente. O indice
espermatico declinou do s€men a fresco em relacao ao congelado, porém nao houve diferenca
(p < 0,05) entre as amostras congeladas em meios com 5 e 7,5% de glicerol. Apods o
descongelamento indice declinou (p < 0,05) ap6s 20 minutos de incubagdo para as amostras
congeladas em ambos meios testados, porém ainda em niveis aceitaveis de uso para
inseminacao. O teste hiposmotico, que avalia a integridade da membrana plasmatica,
demonstrou que 29,25% (meio com 5% de glicerol) e 25,5% (meio com 7,5% de glicerol) dos
espermatozdides possuiam as membranas intactas apds o procedimento de criopreservacao. O
protocolo de criopreservagdo e descongelamento de s€émen proposto se mostrou eficiente na
obten¢do de amostras descongeladas com bons parametros, porém ndo houve diferenga (p <

0,05) entre os meios testados.

Palavras chave: criopreservagdo, sémen, puma, glicerol
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COUGAR’S (Puma concolor LINNAEUS, 1771) SEMEN CRYOPRESERVATION:
USE OF TWO GLYCEROL CONCENTRATIONS IN THE EXTENDER.

ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the freezen capacity of cougar’s semen comparing
two different diluents. Five adults capitive cougars from Mato Grosso do Sul’s Rehabilitation
Center (CRAS-MS) were used in this study. Semen collection was done through
electroejaculation method. The samples were evaluated using the following parameters:
physics aspects, volume, concentration, sperm progressive status, sperm motility and sperm
motility index. Right after that the samples were extended in extender added with glycerol to
obtain glycerol’s final concentration of 5 and 7,5%, packed in 0.25 ml straws, cooled at a rate
—0.55°C/min for two hours (one for de cooling and one in equilibrium) and finely frozen at a
rate —5.8°C/min. The thawing was carried through immersion in water at 37°C during 30
seconds. The post thawed samples were evaluated using the forward progressive motility,
motility, sperm longevity (thermorresistance test) and hiposmotic swelling test. The motility
decrease 32.5% and 35% in the samples with 5 and 7.5% of glycerol, respectively. There was
decrease (p < 0,05) in the sperm motility index from the fresh to thawed samples, but there
were no difference (p < 0,05) between the samples frozen in extenders with both glycerol
concentrations. This index had a decrease (p < 0,05) only after 20 minutes of incubation for
booth extenders tested. The hiposmotic swelling test, which evaluates the plasma membrane
integrity and viability, showed that 29.25% (extender with 5% of glycerol) and 25.5%
(extender with 7.5% de glicerol) of the spermatozoids had their membrane intact after the
cryopreservation procedure. The semen’s cryopreservation and thawing procedure showed to
be effective to obtain thawed samples with good parameters, but there were no difference (p <

0,05) between the both extenders tested.

Keywords: cryopreservation, semen, cougar, glycerol
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4.1. INTRODUCAO

O puma (Puma concolor) ¢ a segunda maior espécie de felino do Brasil, perdendo apenas
para a onga-pintada (Panthera onca). Essa espécie possui ampla distribuigdo abrangendo
diversos habitats, desde o Canada até o Chile (Redford & Eisenberg, 1992; Emmons & Feer,
1997). No Brasil, pode ser encontrada em todos os biomas (Amazonia, Cerrado, Caatinga,
Pantanal, Mata Atlantica e Campos Sulinos) e possui adaptacdo a diversos climas e

ambientes, tanto em areas primarias quanto secundarias (Oliveira & Cassaro, 1999).

O puma ¢ classificado como vulneravel na Lista Nacional das Espécies da Fauna
Brasileira Ameagadas de Extingdo (IBAMA, 2003) e citado no apéndice II da CITES -
Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES,
2009). As principais ameagas a populacdo desses grandes felinos sdo a reducao de populagdo
de suas presas, caga predatoria e modificagdo e fragmentacdo de seu habitat (IUCN, 1996). A
fragmentacdo do habitat além de restringir a disponibilidade de territérios de caga e abrigo,
isola populagdes reduzindo a variabilidade genética, o que favorece a diminuicao da
fertilidade, aumenta a susceptibilidade a doencas, aumenta a propensdo a anormalidades
espermaticas e desbalanceamento enddcrino de hormodnios reprodutivos, o que afeta a
espermatogénese, ovulacdo, morbidade e mortalidade perinatal (O’brien & Mccullogh, 1985;

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

As acdes ideais para o aumento da biodiversidade e reducdo da consangiiinidade seriam
estratégias de conservagdo In Situ, uma vez que o objetivo destas é preservar o habitat como
um todo (Wildt & Roth, 1997; Loi et al., 2001).Estas estratéias, no entanto, nem sempre sao
suficientes para a propagacdo de pequenas populagdes e manutencdo da almejada
variabilidade genética (Comizzoli, et al., 2000). Neste sentido, estratégias de conservagao ex
situ objetivam auxiliar na manuten¢do de uma populagdo geneticamente viavel por meio de
estratégias de reprodugdo assistida e criopreservagdo de fontes genéticas (Andrabi &

Maxwell, 2007).

As tecnologias de reproducdo assistida como criopreservacdo de gametas, inseminagao
artificial, fertilizagdo in vitro e transferéncia de embrides vém sendo cada vez mais aplicadas
(Donoghue et al., 1990; Miller et al., 1990; Howard et al., 1992; Wildt et al., 1992; Pope et
al., 1993; Swanson et al., 1996; Roth et al., 1997; Swanson, 1998; Pope, 2000; Swanson et al.,
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2002), e englobam uma diversidade de areas inter-relacionadas, incluindo biologia de

gametas, embriologia, endocrinologia e criobiologia.

Alguns danos causados pela criopreservacdo de gametas podem ser evitados ou pelo
menos minimizados pela dilui¢do da amostra em meio adequado para criopreservagdo. O
crioprotetor usado rotineiramente (glicerol) promove protecdo as células das conseqiiéncias da
cristalizacdo ao aumentar a fracao de dgua nao congelada no meio extracelular. Porém sabe-se
que ele apresenta efeito toxico sobre o espermatozoide, em determinadas concentragdes e
temperaturas, embora esta toxicidade varie significativamente entre as diferentes espécies
(Fahy, 1986; England, 1993; Nelson et al., 1999; Holt, 2000; Santos et al., 2003; Pesch &
Bergmann, 2006).

Para o uso efetivo das tecnologias de criopreservacdo de gametas nas espécies de felideos
o estudo e a propagacdo do conhecimento basico e de novas tecnologias sdo necessarios, pois
ha variagdes espécie-especificas que precisam ser consideradas no desenvolvimento destes
protocolos (Swanson & Brown, 2004). A criopreservacdo de gametas viaveis ¢ fundamental
para a criacdo de um banco de reserva gendmica e importante para a manutencao do potencial
reprodutivo no futuro. Descri¢des de procedimentos de reprodugdo assistida em puma sio
escassas na literatura (Miller et al., 1990), em especial aquelas relacionadas a criopreservagao
de s€men. Neste sentido, o presente experimento objetiva a avaliacdo da congelabilidade do
sémen de pumas adultos mantidos em cativeiro, por meio da comparacdo de duas

concentragdes de glicerol no meio de congelamento.
4.2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco pumas machos adultos mantidos em condigdes de cativeiro no
Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres do Mato Grosso do Sul (CRAS-MS). A presente
experimentacdo foi submetida e aprovada pela comissdo de ética do Departamento de
Veterinaria-UFV (registro n° 21/2008) e autorizada pelo IBAMA (processo n°® 14561-1 de
17/04/2008).

Para obtencdo do sémen, os animais foram contidos quimicamente pelo uso de dardos
anestésicos e mantidos sob anestesia. Utilizou-se como protocolo anestésico a associagdo de
cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina nas doses de 10 mg/kg e 1,2 mg/kg,
respectivamente. Nos casos em que o animal ndo entrou em plano anestésico adequado uma

dose refor¢o de 4 mg/kg de cloridrato de quetamina e 0,4 mg/kg de cloridrato de xilazina foi
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aplicada por via intramuscular. Os animais tiveram seus parametros vitais aferidos e
avaliados, por um médico veterinario, durante e apds o procedimento sendo monitorados até

que conseguissem manter-se em estagdo, assegurando uma recuperacdo pos-anestésica segura.

Previamente a coleta de s€émen foi feito o esvaziamento e lavagem da bexiga, com sonda
uretral estéril, seringa de 10 mL e solucdo fisioldgica estéril, a fim de evitar a contaminagao
da amostra com urina. O sémen foi coletado com auxilio de um aparelho de eletroejaculagao a
bateria, equipado com uma probe retal de 9 cm de perimetro, com trés eletrodos
longitudinais. A probe foi devidamente lubrificada e introduzida no reto do animal com as os
eletrodos posicionadas ventralmente sob leve pressdo. O pénis foi exposto e aproximado a um
tubo graduado (Eppendorf) previamente aquecido a temperatura de 38°C, o qual foi
substituido a cada série de estimulos. Foram aplicados no maximo 4 séries de 10 estimulos de
16 V com intervalos de 1 minuto entre as séries. Cada estimulo durou aproximadamente
Isegundo para ir de OV a 16V, permanecendo por 2 a 3s, seguido por um retorno abrupto a
0V, sendo o intervalo entre os estimulos de 2 a 3s. Para uma afericado mais precisa do volume

do ejaculado, utilizou-se uma micropipeta de volume ajustavel.

Apds as coletas, os ejaculados foram analisados quanto aos aspectos fisicos (volume e
cor). Imediatamente apos esta analise, a amostra foi pré-diluida em meio a base de TRIS-
Citrato (tabela 4.1) sem glicerol. Posteriormente, uma gota do sémen foi colocada em uma
lamina que foi coberta com laminula, ambos previamente aquecidos a 38° C, a fim de evitar
choque térmico. Em seguida, sob aumento de 100x ao microscépio de luz monocular portatil
(Handycope®), o material foi avaliado quanto a motilidade espermatica progressiva e ao
vigor, este numa escala de zero a cinco. Posteriormente, estes valores foram utilizados no
calculo do indice espermatico (IE = [M+ (Vi x 20)]/2, em que M representa a motilidade e Vi
0 vigor espermatico) que consiste na média entre vigor e motilidade espermatica na qual
ambos tém a mesma significancia (Howard et al., 1993).

Tabela 4.1: Componentes utilizados no meio para criopreservacdo de sémen de
puma.

Componentes Quantidade
TRIS (g) 3,025
Acido citrico (g) 1,70
Frutose (g) 1,25
Gema de ovo % 20
Estreptomicina (mg/L) 1
Agua destilada q.s.p 100 mL
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Para a determinag¢do da concentracdo espermatica do ejaculado utilizou-se uma lamina
especial, contendo uma camara de 10° mL, fornecida pelo fabricante do microscopio portatil
(A.I. Handycope®). Depois de pipetada uma aliquota de 10 pL e avaliados os pardmetros de
vigor ¢ motilidade espermatica, como descrito anteriormente, aguardou-se um tempo para que
os espermatozdides morressem para se proceder a contagem dos mesmos na area determinada.
A concentragdo da solucdo equivale a quantidade de espermatozodides contabilizados

multiplicado por 10°,

Apbs a pré-diluicdo em meio sem glicerol e avaliagdo espermatica, a amostra de sémen
foi dividida em duas aliquotas de volume igual e cada uma delas foi rediluida em meio
contendo 10 e 15% de glicerol, na propor¢ao 1:1, de forma a se obter solugdes finais com 5 e
7,5% de glicerol, respectivamente. As amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL.
Para se obter uma taxa de resfriamento de —0,55°C/min (Figura 4.1) utilizou-se um recipiente
térmico de 12 L com mistura de 4gua em temperatura ambiente e gelo, ocupando uma altura
de 11cm (Figura 4.3) (Bueno et al., 2001 modificado). As palhetas foram colocadas em tubo
de ensaio de vidro com tampa rosqueada e este foi imerso em um frasco de vidro com tampa
contendo 600 ml de dgua a 37°C (Figura 4.2). Este conjunto foi colocado na caixa térmica
onde permaneceu por duas horas (uma hora de resfriamento e mais uma hora de equilibrio).

T
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20 - . Resfriamento

15 - >
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! LN W
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Figura 4.1: Curva de resfriamento utilizada para criopreservacdo de sémen de
pumas adultos mantidos em cativeiro.
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Figura 4.2: Equipamentos utilizados para o resfriamento das amostras de sémen de
pumas adultos mantidos em cativeiro.

Para o congelamento utilizou-se um recipiente térmico com nitrogénio liquido a uma
altura de aproximadamente trés centimetros. Uma estante de isopor foi colocada sobre esta
lamina de nitrogénio liquido e as palhetas colocadas sobre a boia de forma a ficarem a uma
altura de 10 cm da lamina de nitrogénio liquido e assim congelarem sob o vapor do
nitrogénio. Desta forma obteve-se uma taxa de congelamento de —5,8°C/min (Figura 4.3).
Passados 15 minutos as palhetas foram imersas diretamente no nitrogénio liquido e depois

armazenadas em botijao apropriado, para posterior avaliagao.
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Figura 4.3: Curva de congelamento utilizada para criopreservacdo de sémen de
pumas adultos mantidos em cativeiro.

Apds uma semana as palhetas foram descongeladas por imersdo em agua a 37°C por 30
segundos. Em seguida o sémen foi transferido para frascos plasticos de 1,5mL(eppendorf) e
mantidos incubados em banho-maria a 37°C. Posteriormente foi analisado o vigor e a
motilidade espermatica como descrito para o sémen a fresco e conduzidos os testes
hiposmotico e de termorresisténcia. Para realizagdo do teste hiposmodtico, uma amostra de 20
uL de sémen foi incubada a 37°C por meia hora, em 0,5 mL de solugdo de frutose e citrato de
sodio 60 mOsmol/Kg (Kumi-Diaka, 1993). Em seguida, 200 células foram observadas em
microscopia de luz com 1000x vezes de aumento para contabilizacdo do percentual bruto de
espermatozdides com cauda enrolada ou reativos ao teste hiposmotico. Dentro deste total
bruto uma parcela dos espermatozoéides ja apresentava cauda enrolada mesmo antes do teste
hiposmético. Assim, o valor bruto de espermatozdides com cauda enrolada foi corrigido
excluindo-se da populagdo total a parcela com cauda enrolada contabilizada antes do teste
hiposmotico. Para isto, uma aliquota de 20 uL. do sémen descongelado foi adicionada a 0,5
mL de formol salina tamponada e avaliada ao microscopio de contrate de fase sob aumento de

1000x quanto a proporcao especificamente de caudas enroladas.

A longevidade espermatica foi estimada pelo teste de termorresisténcia. Para tanto o
sémen foi incubado em banho maria a 37°C por 2 horas sendo que neste periodo seu vigor e

motilidade foram avaliados em intervalos de 20 minutos. Os dados de vigor e motilidade
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espermatica obtidos durante o teste de termorresisténcia sdo apresentados na forma de indice

espermatico.

A variavel qualitativa “vigor” foi submetida ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
As varidveis quantitativas foram submetidas aos testes de Normalidade (Lilliefors) e
Homocedasticidade (Cochran). Quando ocorreu diferenga pela andlise de varidncia, foi
realizado o teste de comparacdo de médias de Ducan, adotando-se o nivel de 5% de

probabilidade (SAEG, 1999).
4.3. RESULTADOS

O procedimento de coleta de s€émen, por eletroejaculagdo, foi realizado uma vez em cada
animal e em todos eles obteve-se ejaculado. Os parametros de vigor, motilidade e
concentragdo se mostraram satisfatorios em quatro dos cinco animais utilizados (Tabela 4.2),
sendo assim, apenas as amostras destes quatro animais foram submetidas ao procedimento de
congelamento.

Tabela 4.2: Avaliacdo do sémen a fresco de pumas adultos mantidos em condicdes
de cativeiro.

Parametros Puma 1 Puma 2 Puma 3 Puma 4 Puma 5
Volume total (mL) 0,4 0,5 0,4 0,5 0,4
Concentracgao espermatica
(sptz x109/mL) 180 400 5 60 180
Motilidade espermatica (%o) 60 70 10 90 80
Vigor (0-5) 3 3 1 4 4
Indice espermatico (%) 60 65 15 85 80

O sémen dos pumas apresentou motilidade espermatica média de 75%, nosémen fresco e
apods o descongelamento a motilidade variou de 35 a 50% nas amostras diluidas em meio com

5% de glicerol e de 30 a 50% em meio com 7,5% de glicerol (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3: Motilidade espermatica de sémen a fresco e ap6s o descongelamento, em
meios com 5 e 7,5% de glicerol, coletados de pumas adultos mantidos em condic¢des de
cativeiro.

Motilidade espermatica Puma Puma Puma Puma Média + DP

1 2 4 5 (Coef. Var.)
. 75+ 1291 a
Espermatozdides frescos 60 70 90 80 (17.21)
Espermatozéide pds-descolgelamento, 425+645b
meio com 5% de glicerol 40 45 35 >0 (15,18)
Espermatozdide pés-descolgelamento, 40+ 8,16 b
meio com 7,5% de glicerol 40 40 30 >0 (20,4)
Meédias com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna sdo diferantes (p<0,05) pelo
teste de Ducan.

O vigor espermatico do sémen fresco de puma avaliados no presente trabalho

apresentaram valor médio de 3,5 e nas amostras descongeladas variaram de 2 a 3 nas

conce

entragdes de 5 e 7,5% de glicerol (Tabela 4.4).

Tabela 4.4: Vigor espermatico antes e apds o congelamento, em meios com 5 e 7,5%
de glicerol, de sémen de pumas adultos mantidos em condic6es de cativeiro.

. Puma Puma Puma Puma Média + DP
Vigor Y,

1 2 4 5 (Coef. Var.)
. 3,5+0,58 a
Espermatozoides frescos 3 3 4 4 (16,50)
Espermatozdides pos-descongelamento ) 3 ) 3 2,5+0,58 a
meio com 5% de glicerol (23,09)
Espermatozdéides pés-descongelamento ) ) ) 3 2,25+0,58 a
meio com 7,5% de glicerol (22,22)

Nao houve diferenga (p>0,05) entre tratamentos, pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-

Wallis.

Os indices espermaticos de amostras frescas de sémen de puma apresentaram média de

72,5%, enquanto as amostras descongeladas apresentaram indices espermaticos entre 37,5 e

52,5% no meio com 5% de glicerol e 35 a 55 % no meio contendo 7,5% de glicerol (Tabela

4.5).

70



Tabela 4.5: Indice espermaético antes e apds o congelamento, em meios com 5 e 7,5%
de glicerol, de sémen de pumas adultos mantidos em condicGes de cativeiro.

oo - Puma Puma Puma Média + DP (Coef.
o) —_—
Indice espermatico (%0) 1 Puma 2 4 5 Var.)
o 72,5+ 11,90a
Sémen a fresco 60 65 85 80 (16.42)
Sémen apds o descongelamento, 46,25 + 8,78b
meio com 5% de glicerol 40 52,3 37,5 >3 (18,98)
Sémen apds o descongelamento, 42,5 + 8,66b
meio com 7,5% de glicerol 40 40 33 >3 (20,38)

Meédias com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna sdo diferantes (p<0,05) pelo
teste de Ducan.

Foram observados espermatozéides vivos até 60 minutos apds o descongelamento nas
amostras dos pumas 2 e 5, em ambas concentragdes de glicerol, a amostra menos

termorresistente foi a congelada com 7,5% de glicerol, do puma 1 (Tabela 4.6).

Tabela 4.6: Indice espermatico do sémen descongelado e incubado a 37°C, de pumas
adultos mantidos em condicGes de cativeiro.

Tempo de incubacéo e Puma Puma Puma Puma Média + DP
meio avaliado 1 2 4 5 (Coef. Var.)
T Omin 46,25+ 8,78 a
Meio com 5% de glicerol 40 325 375 33 (18,98)
T Omin 42,5+ 8,66 a
Meio com 7,5% de glicerol 40 40 33 33 (20,38)
T 20min 28,75+10,31b
Meio com 5% de glicerol 20 40 20 35 (35,85)
T 20min 27,5+ 11,73 b
Meio com 7,5% de glicerol 17,5 40 17,5 33 (42,64)
T 40min 16,25+3,23 ¢
Meio com 5% de glicerol 12,5 20 15 17,5 (19,86)
T 40min 11,25+7,77 ¢, d
Meio com 7,5% de glicerol 0 17,5 125 15 (69,09)
T 60min 6,25+ 7,22 c,d
Meio com 5% de glicerol 0 12,5 0 12,5 (115,47)
T 60min 6,25+722c,d
Meio com 7,5% de glicerol 0 12,5 0 12,5 (115,47)
T 80min 0 0 0 0 0+0,00d
Meio com 5% de glicerol (0)
T 80min 0° 0° 0 0° 0+0,00d
Meio com 7,5% de glicerol (0)

Médias com letras diferentes
teste de Ducan.

sobrescritas na mesma coluna sdo diferentes (p<0,05) pelo
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O percentual de espermatozdides que se apresentaram com membrana funcional apos o
descongelamento, de acordo com o Teste Hiposmotico, variou de 8% (puma 4 com 7,5% de

glicerol) a 52% na amostra do puma 5 congelada em meio com 5% de glicerol (Tabela 4.7)

Tabela 4.7: Teste hiposmotico ap6s o descongelamento, em meios com 5 e 7,5% de
glicerol, de sémen de pumas adultos mantidos em condigdes de cativeiro.
Puma Puma Puma Puma Média + DP

Meio avaliado

1 2 4 5 (Coef. Var.)
Meio com 5% de glicerol 29,25+ 17,23a
(%)* 21 32 12 52 (5891)
Meio com 7,5% de glicerol 25,5 +16,60a
(96)* 24 22 8 48 65.11)

Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna sao diferentes (p<0,05) pelo
teste de Ducan.

*Percentual de espermatozoides com cauda enrolada apds teste hiposmético reduzido do

percentual de espermatozoides com cauda enrolada patologica.
4.4. DISCUSSAO

O glicerol ¢ um crioprotetor extremamente eficiente, porém sabe-se que ele apresenta
efeito toxico sobre o espermatozoide. A toxidade deste crioprotetor ¢ influenciada pela
concentragcdo utilizada, temperatura a qual foi adicionado a amostra e da espécie estudada
(Fahy, 1986; England, 1993; Nelson et al., 1999; Holt, 2000; Santos et al., 2003; Pesch &
Bergmann, 2006). Stander-Breedt et al. (2004) testaram o efeito de diferentes concentragdes
de crioprotetores para congelamento de sémen de outra espécie de grande felino, o ledo
(Panthera leo). Estes autores utilizaram meios acrescidos de glicerol e DMSO a 4 ¢ 8% ¢
observaram ndo haver diferencas significantes na motilidade espermatica, apds o
descongelamento entre os quatro tratamentos. Da mesma forma, a presente experimentacao
ndo observou diferenca (p<0,05), quanto a motilidade espermatica, entre as amostras

congeladas com 5 e 7,5% de glicerol.

A motilidade espermatica apds o descongelamento observada no presente experimento
variou de 40 a 42,5%, representando uma queda média de 33,75% em relagdo ao sémen
fresco. Um estudo com humanos observou correlagdo entre a motilidade espermatica e a
fertilidade. Sémen fresco apresentando motilidade espermatica >50% no momento da
fertilizagdo apresentou taxas 75,8% de fertilizacdo enquanto que aqueles com motilidade entre
30 a 49% apresentaram fertilidade de 49,1% e aqueles com motilidade <20% apresentaram

completa falha na fertilizacdo (Mahadevan & Trounson, 1984). Sabidamente o processo de
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criopreservagao provoca danos aos espermatozoides reduzindo seus parametros de motilidade
e vigor, ¢ conseqlientemente a capacidade de fertilizacdo. Baixos valores de motilidade
espermatica, no entanto, podem ser compensados utilizando técnicas de inseminacdo intra-
uterina, em que o s€émen ¢ depositado mais proximo do local da fertilizagdo, aumentando

assim a taxa de fertilidade (Villaverde & Lopes, 2007).

O indice espermatico avaliado imediatamente ap6s o descongelamento (42,5 a 46,25%)
do sémen de pumas adultos declinou (p<0,05) em relacdo ao sémen a fresco (72,5%), porém
ndo houve diferenca (p<0,05) entre as concentracdes de glicerol usadas. Parametros de
avaliacdao da qualidade espermatica ap6s o descongelamento sdo de dificil comparagdo entre
trabalhos distintos, dado as diferencas entre os procedimentos como o meio utilizado e as
taxas de resfriamento e congelamento. Em gatos domésticos, sémen descongelado com média
de indice espermatico de 65,6% apresentou 70,2% de penetragdo em ovocitos homologos
(Zambelli et al., 2006). Em guepardos, analises de sémen fresco demonstraram que sémen
com indice espermatico de 85 ¢ 90% apresentaram taxa de fertilizacao de 62,5 a 73,3%,
porém um animal com IE de 88% ndo fertilizou nenhum ovoécito e outro com 58% de IE
obteve taxa de fertilizacdo de 42,9%. Em estudos com animais silvestres, em especial os
felinos, analises de correlagdo da fertilidade com os diversos parametros de avaliagdo in vitro
sdo pouco precisas, dado a reduzida quantidade de amostras a serem avaliadas, visto a

dificuldade de acesso a estes animais e ao pequeno volume obtido no ejaculado.

A funcionalidade normal da membrana é essencial para que ocorra a fertilizagdo sendo,
portanto um importante parametro seminal a ser avaliado. Por meio do teste hiposmotico
podemos obter uma avaliagao simples da integridade da membrana plasmatica. Amostras de
sémen com valores baixos para este teste (<50%) fertilizam ovocitos in vivo a uma taxa
normal (Barrat et al., 1989; Sjoblum & Coccia, 1989), porém os embrides formados possuem
baixa capacidade de implantagdo (Check et al., 1995; Katsoff et al., 2000). Segundo Check et
al., (2001), uma possivel explicacdo ¢ que a alteracdo na membrana demonstrada pelo baixo
valor no teste hiposmético esta relacionada com um fator toxico (possivelmente uma proteina)
presente na membrana plasmatica do espermatozoide que pode ser transferido a8 membrana do
embrido e impedir que este se implante no utero. Neild et al., (2000) ao estudar o teste
hiposmético na avaliagdo do sémen fresco de garanhdes observaram correlagdo entre este a
porcentagem de espermatozdides moveis e a taxa de prenhes. O grupo de animais que

apresentou média de 56,1% de espermatozoides reativos ao teste obteve motilidade de 41,1%
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e 77% de taxa de prenhes enquanto que os que apresentaram em média 28% de
espermatozodides reativos ao teste obtiveram 14,8% de espermatozoides moveis e taxa de
prenhes 58,7%. Na presente experimentagdo, ndo foi observada diferenga no teste
hiposmotico, entre ambas as concentracdes de glicerol apds o descongelamento (p < 0,05).
Semelhantemente, em cdes a porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico
ndo variou em sémen congelado com 4 e 6% de glicerol (média de 18,61% para ambas)
(Mascarenhas. 2008), porém os valores se apresentaram muito abaixo aos encontrados em
pumas na presente experimentagdo (29,25% em meio com 5% de glicerol e 25,5% em meio

com 7,5% de glicerol).

As amostras de sémen de puma avaliadas na presente experimentacao se apresentaram
reativas ao teste hiposmotico, indicando que a osmolaridade empregada mostrou-se eficiente

para a aplicacdo deste teste no sémen de pumas.

O teste de termorresisténcia avalia a longevidade espermatica e ¢ tido como um bom
preditor da fertilidade em véarias espécies (England, 1993). A longevidade espermatica se
mostrou equivalente (p < 0,05) para ambas as concentracdes de glicerol utilizadas na presente
experimentacdo. Ainda de acordo com este teste, o sémen de pumas, criopreservado com 5 e
7,5% de glicerol, permanece com indice espermatico em patamares considerados viaveis para
inseminacao pelo menos apds 20 minutos apds descongelado. Em caes, os espermatozoides
descongelados apresentaram-se com valores considerados vidveis para inseminagdo pelo

menos até¢ 30 minutos apds o descongelamento (Mascarenhas, 2008).

Os valores do indice espermatico no teste de termorresisténcia assim como o teste
hiposmético demonstraram que ambas as concentragdes de glicerol utilizadas na presente
experimentacdo apresentam potencial de uso eficaz na criopreservacdo de s€émen de pumas
adultos mantidos em condi¢des de cativeiro, uma vez que apresentaram resultados

satisfatorios nos parametros testados.

I3

A qualidade espermatica apos o descongelamento ¢ afetada pelas varias etapas da
criopreservacao, desde o envasamento e concentragdo do crioprotetor utilizado até as taxas de
resfriamento, congelamento e descongelamento. A influéncia destas etapas se da de forma
sinérgica, logo para se determinar o protocolo de criopreservagao ideal para cada espécie faz-
se necessario a analise conjunta destas variaveis. No entanto, o avango no conhecimento sobre

a congelabilidade de sémen de espécies ndo domésticas, especialmente os grandes felinos,
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esbarra na dificuldade de obtencdo de amostras significativas, dado a raridade de espécimes e
a complexidade no manejo destes animais. Sendo assim, dado a grande gama de técnicas a
serem testadas ainda ndo se descreveu um protocolo definitivo, porém, de cada

experimentacido soma-se parametros e procedimentos neste sentido.
4.5. CONCLUSOES

O protocolo proposto para coleta de sémen de puma mantidos em cativeiro mostrou-se
eficiente com a obtencdo de amostras livres de contaminagdo com urina ¢ em concentragao

satisfatoria.

Ambos meios avaliados apresentaram resultados semelhantes para a criopreservagao de

sémen em pumas adultos mantidos em condigdes de cativeiro.

Ao teste de termorresisténcia, o sémen de pumas, criopreservado com 5 e 7,5% de
glicerol, apresentou indice espermatico em patamares considerados viaveis para inseminagao

pelo menos 20 minutos ap6s descongelado.
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