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Avaliacdo andrologica de felideos cativos de um zoologico sul-americano

Vania Maria Muffato Sarolli‘ e Renato Herdina Erdmann?

Resumo: H& uma necessidade na ampliacdo de conhecimentos sobre os felinos neotropicais
visto que a maioria das 38 espécies de felideos esté classificada como ameacada, vulneravel
ou em extin¢do devido a diversos fatores como a fragmentacdo de habitat e baixo indice de
reproducdo em cativeiro. Instituicdes que abrigam e reproduzem estes animais devem assumir
0 papel de banco de reserva gendmica para a conservacdo dessa diversidade bioldgica,
atuando como um mediador entre programas de conservacdo ex situ e in situ. Estudos
androldgicos tém como objetivo melhorar a compreenséo da fisiologia reprodutiva de animais
em cativeiro. A eletroejaculacdo é o método de escolha mais apropriado para coleta de sémen
de felideos, por ser simples, rapido, pratico e seguro. Este trabalho teve como objetivo realizar
a analise androldgica e avaliar a viabilidade do sémen coletado dos felideos silvestres de um
zooldgico sul-americano através dos parametros de consisténcia e volume testiculares,
morfologia do pénis e concentracdo, motilidade, vigor, indice de motilidade espermaética,
morfologia e patologias dos espermatozdides, a fim de validar as amostras para utilizacdo
posterior em programas de reproducdo assistida e na oportunidade de criagcdo de um banco de
reserva genética, contribuindo para a conservacdo de espécies em extingdo. O protocolo
anestésico e de eletroejaculacdo e a metodologia de confeccdo de laminas utilizados
mostraram-se eficazes para a coleta de sémen viavel e ndo contaminado para as espécies
estudadas neste trabalho, e analise morfométrica dos seus espermatozdides.

Palavras-chave: exame androldgico, eletroejaculacdo, reproducdo animal, Leopardus spp.,
Panthera onca.

Andrological evaluation of captive felines from a South American zoo

Abstract: There is a need to expand knowledge about neotropical felines since most of the 38
species of felines are classified as threatened, vulnerable or endangered due to diverse factors
such as habitat fragmentation and low rate of reproduction in captivity. Institutions that house
and reproduce these animals must assume the role of a genomic reserve bank for the
conservation of this biological diversity, acting as a mediator between ex situ and in situ
conservation programs. Andrological studies aim to improve understanding of the
reproductive physiology of captive animals. Electroejaculation is the most appropriate method
of choice for collecting semen from felids, since it is simple, fast, practical and safe. The aim
of this study was to carry out the andrological analysis and to evaluate the viability of the
semen collected from the wild felines of a South American zoo through the parameters of
testicular consistency and volume, penile morphology and concentration, motility, vigor,
sperm motility index, morphology and pathologies of spermatozoa in order to validate the
samples for later use in assisted reproduction programs and the opportunity to create a genetic
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reserve bank, contributing to the conservation of endangered species. The anesthetic and
electroejaculation protocol and the methodology used for the preparation of slides were
effective to collect viable and non-contaminated semen for the species studied in this article,
and morphometric analysis of their spermatozoa.

Key words: andrologic examination, electroejaculation, animal reproduction, Leopardus spp.,
Panthera onca.

Introducéo

Existe uma importante lacuna de conhecimentos sobre os felinos neotropicais
(MORAES et al., 2015), o que fomenta a necessidade de pesquisa, ja que a maioria das 38
especies de felideos esta classificada como ameacadas, vulneraveis ou em extingdo devido a
diversos fatores como a fragmentacdo de habitat, caca ilegal e baixa densidade populacional
(POPE, 2000; DECO-SOUZA et al., 2010; TRIGO et al., 2013; BAGGIO JR &
CAVALCANTI, 2014; MORAES et al., 2015).

A fragmentacdo de habitat acontece devido a construcdo de barreiras fisicas como
estradas e cultivos agricolas, diminuindo os limites de ocupacdo dos animais e sua habilidade
em achar parceiros para reproducdo, aumentando as chances de consangiinidade e causando
perda da diversidade genética nas popula¢fes (HOLT & PICKARD, 1999; POPE, 2000).
Além dos fatores citados acima, a poluicdo ambiental, a baixa disponibilidade de alimentos, o
alto grau de parentesco entre as populagdes e o baixo indice reprodutivo sdo obstaculos para a
sobrevivéncia de felideos (HOLT & PICKARD, 1999; POPE, 2000; PAZ et al., 2003; DECO-
SOUZA et al., 2010).

A consanguinidade aumenta o risco de doencas genéticas hereditarias, defeitos
congénitos e susceptibilidade a infec¢bes, diminuindo a sobrevivéncia dos animais, e
resultando em prejuizo nas funcdes fisioldgicos como a producdo de espermatozdides viaveis
e a habilidade de manter uma gestacdo (HOLT & PICKARD, 1999). Os animais em cativeiro
estdo envelhecendo, e com isso ficando mais suscetiveis a doencas e comprometendo a
qualidade dos seus gametas (MOREIRA, 2017).

A conservacdo das espécies estd ligada diretamente a manutencdo da variabilidade
genética, ou seja, quando uma populacgdo fica isolada, apresenta uniformidade genética e esta
mais propensa a doencas e reducéo da fertilidade, acelerando sua extin¢do (DECO-SOUZA et
al., 2010).

A manutencdo da diversidade genética depende da reproducgdo, fazendo com que a
aplicacdo de técnicas de reproducdo assistida associada a biotecnologia em felideos em

cativeiro ganhe aceitacdo e se torne ferramenta importante para a conservacdo de animais
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ameacados de extingdo, diminuindo a perda de variabilidade genética e auxiliando no
equilibrio natural do planeta (POPE, 2000; MICHELETTI et al., 2011; SILVA,
ACKERMANN & SILVA, 2012).

Uma grande preocupacao nos ultimos anos € a possibilidade de extingdo de algumas
espécies por causas ndo naturais, ou seja, por efeitos antrépicos deletérios (HOLT &
PICKARD, 1999). Por isso, a urgéncia na preservacdo de espécies ameacadas estimulou
estudos na reproducdo de felideos (ERDMANN, 2013), e devido a perda de habitat ser a
causa principal de extincdo, instituicdes que reproduzem animais ex situ devem assumir o
papel de banco de reserva gendmica para a conservacgao dessa biodiversidade (ERDMANN et
al., 2005; MICHELETT!I et al., 2011). Programas in situ e ex situ para a conservacdo de
felideos ameacados permite a obtencdo de filhotes selecionados, visando a variabilidade
genética e diminuindo o tempo entre duas geracdes (DECO-SOUZA et al., 2010;
ERDMANN, 2013).

O termo banco de reserva genética é usado para repositérios utilizados em
procedimentos como inseminacao artificial ou transferéncia de embrido quando necessario,
como um mediador entre programas de conservacao ex situ e in situ (HOLD & PICKARD,
1999). O objetivo de um banco genémico é armazenar a longo prazo materiais bioldgicos de
cunho genético através da criopreservacdao, tentando conservar espécies e manter a
variabilidade genética (MARTINS & JUSTINO, 2015). Cada pais deve identificar suas
prioridades de pesquisa e focar em espécies de interesse local. Existe um beneficio intelectual
e pratico em ter um banco de reserva genética local, diminuindo a necessidade de transporte
internacional e o risco de introducdo de doencas exoticas (HOLD & PICKARD, 1999;
SILVA, ACKERMANN & SILVA, 2012).

Como o namero de espécies que necessitam de programas de conservacdo € grande, e
o conhecimento da fisiologia reprodutiva € limitado, escolher os animais e realizar a
reproducdo assistida com sucesso para esses programas € um desafio a ser superado (HOLT &
PICKARD, 1999; MICHELETTI et al., 2011).

Estudos androldgicos tém como objetivo melhorar a compreensdo da fisiologia
reprodutiva, sendo necessarios para 0 bom desempenho reprodutivo desses animais,
aumentando assim o numero de individuos que se reproduzem em cativeiro (ERDMANN et
al., 2005).

Dentro desse contexto, estudar a morfologia testicular em animais selvagens é
essencial para determinar padrbes fisioldgicos, estabelecendo entdo protocolos para a

reproducdo assistida, pois a composicdo do parénquima testicular e o seu tamanho séo
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reflexos da fisiologia reprodutiva do animal (BARROS et al., 2006). Sdo caracteristicas da
maioria dos felideos a presenca de espiculas androgeno-dependentes no pénis, podendo ser
usadas como indicadores da capacidade androgénica de cada individuo (DECO-SOUZA et
al., 2010).

Deve-se avaliar ainda microscopicamente a motilidade, o vigor, a concentracdo e a
morfologia espermética das amostras apds suas coletas (MARTINS & JUSTINO, 2015). A
avaliacdo morfoldgica dos espermatozoides permite mensurar a porcentagem de células com
defeitos e células viaveis (MARTINS & JUSTINO, 2015).

A eletroejaculacdo é o método de escolha mais apropriado para coleta de sémen de
felideos, por ser simples, rapido e préatico. E feito em seguranca através de contencéo quimica,
porque estes animais sdo agressivos ou ndo condicionados para a utilizacdo de vagina
artificial, permitindo a analise andrologica de animais com alto valor genético (DECO-
SOUZA et al., 2010; SILVA et al., 2011; ERDMANN et al., 2013; MARTINS & JUSTINO,
2015; MOREIRA, 2017). A anestesia evita riscos a equipe, mas expde o animal aos riscos do
procedimento (SILVA et al., 2011). A contencdo quimica é fundamental para coleta de sémen
nesses animais, e apresenta riscos maiores em animais idosos devido a doencas crénicas ou
degenerativas ainda ndo diagnosticadas (MOREIRA, 2017). Porém, em cativeiro, é possivel
selecionar os animais que apresentam menores riscos para os procedimentos.

O primeiro uso de eletroejaculacdo em felideos foi em gatos domésticos na década de
70 (SILVA et al., 2011). Protocolos de eletroejaculacdo ja foram desenvolvidos para pelo
menos 28 espécies de felideos (SILVA et al., 2011). O protocolo de ejaculacdo descrito por
Howard (1993) é amplamente utilizado em varias espécies de felideos selvagens como tigre,
onca parda, jaguatirica e onca pintada (DECO-SOUZA et al., 2010; AVILA et al., 2012;
ERDMANN, 2013). A eletroejaculacdo causa frequentemente contaminacdo por urina nas
amostras de sémen, contudo um estudo realizado por Avila et al. (2012) demonstrou que este
protocolo ndo apresentou essa condi¢do. Voltagens mais elevadas e posicionamento muito
cranial do transdutor retal aumentam a chance de contaminagdo por urina no procedimento
(MOREIRA, 2017).

Erdmann (2013) concorda com Moreira (2017) e diz que os estimulos elétricos da
eletroejaculacdo podem gerar desconforto e sensibilidade muscular nos animais, e o
relaxamento muscular vesical causado pela anestesia necessaria pode ocasionar a
contaminagdo por urina do sémen e perda da motilidade espermatica, contrario ao que disse
Avila et al. (2012).
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Este trabalho tem como objetivo realizar a analise androldgica e avaliar a viabilidade
do sémen coletado dos felideos silvestres de um zooldgico sul-americano através de
parametros testiculares e seminais, a fim de validar as amostras para serem utilizadas
posteriormente em programas de reproducdo assistida, contribuindo para a conservacdo de

espécies em extingdo e sua variabilidade genética.

Material e Métodos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Centro
Universitario Assis Gurgacz através do protocolo n° 042/2017 de 05 de setembro de 2017.

As coletas do presente estudo foram realizadas entre os dias 29 e 31 de marco de 2017,
num zooldgico conservacionista na América do Sul. Foram utilizados oito animais machos:
duas jaguatiricas (Leopardus pardalis, Linnaeus, 1758), dois gatos-do-mato pequenos
(Leopardus guttulus, Hensel, 1872), dois gatos-do-mato grandes (Leopardus geoffroyi,
d'Orbigny & Gervais, 1844) e duas oncas-pintadas (Panthera onca, Linnaeus, 1758), sendo
uma destas melanica.

Os animais da espécie L. pardalis, L. guttulus e L. geoffroyi eram capturados
utilizando-se pucas e a aplicacdo de medicacdo para contencdo quimica (CQ) via
intramuscular (1IM) ainda no recinto e entdo colocados em caixas de transporte. Para P. onca a
CQ via IM era aplicada através de dardos, e somente apos o efeito confirmado elas eram
capturadas. Apds contencdo, os animais eram levados para outro local, adaptado para os
procedimentos de coletas e exames.

Os pesos estimados de cada animal estdo na Tabela 1, e os protocolos anestésicos, que

eram realizados conforme estes pesos, encontram-se na Tabela 2.

Tabela 1 — Pesos estimados dos animais em Kkg.

Individuo Peso estimado (kg)
Leopardus guttulus 147 3,5
Leopardus guttulus 664 3,5
Leopardus geoffroyi 343 3,5
Leopardus geoffroyi 451 3,5
Leopardus pardalis 686 8,0
Leopardus pardalis 537 15,0
Panthera onca 202 60,0
Panthera onca 303 75,0
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Tabela 2 — Medicamentos e suas respectivas doses estimadas utilizados na contencao quimica

dos animais.
Individuo Dexmedetomidina Midazolam Metadona Dextrocetamina
(Hg/kg) (mg/kg)  (mglkg) (mg/kg)

Leopardus guttulus 147 10,0 0,3 0,2 -
Leopardus guttulus 664 10,0 0,3 0,2 -
Leopardus guttulus 343 10,0 0,3 0,2 -
Leopardus guttulus 451 10,0 0,3 0,2 -
Leopardus pardalis 686 20,0 - - -
Leopardus pardalis 537 10,0 0,3 0,0 -
Panthera onca 202 10,0 0,3 - 3,0
Panthera onca 303 10,0 0,3 - 3,0

Os medicamentos usados como contencdo quimica eram dexmedetomidina, midazolam,
metadona e dextrocetamina. Era feito acesso venoso em todos 0s animais para manutencao
anestésica in bolus com propofol dose-efeito (2,0 a 8,0mg/kg), dependendo da resposta do
individuo. A reversdo da anestesia era realizada com atipamezole (35ug/kQ).

Assim gue o animal chegava ao local, era entubado e mantido em fluxo continuo de
oxigénio (10mL/kg) utilizando-se o aparelho de anestesia inalatéria portatil Vetcase
Brasmed® durante todos os procedimentos.

O animal era entdo posicionado em decubito lateral esquerdo, posicionavam-se 0S
transdutores, sensores e manguito para monitoramento dos sinais vitais freqliéncia cardiaca,
freqUéncia respiratoria, pressao sistolica, pressdao diastolica, pressdo média, temperatura,
saturacdo de oxigénio e pressao arterial, através do monitor multiparamétrico MMED 6000DP
Med Choice®.

Os testiculos eram palpados para avaliacdo da consisténcia e formato, e mensurados
utilizando-se paquimetro em comprimento e largura (Figura 1), para calculo de volume total
através da formula Volume=ComprimentoX Largura®X0,524. O pénis era exposto suavemente
pressionando sua base, e avaliava-se sua morfologia, bem como a presenca, formato e

guantidade de espiculas, presenca ou ndo de secre¢es e integridade.
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Figura 1 — Mensuragéo testicular com auxilio de paquimetro.

Apo0s essa andlise, prosseguia-se para 0 procedimento de eletroejaculagdo de acordo
com protocolo proposto por Howard (1993). Os comprimentos dos transdutores retais
utilizados para L. guttulus, L. geoffroyi, L. pardalis e P. onca foram de 12, 12, 24 e 35cm
respectivamente. Era utilizado gel lubrificante para introducdo no anus do animal, até os
eletrodos estarem na direcdo da préstata. Realizava-se trés séries de estimulos elétricos que
variavam entre 2 e 5V, totalizando 80 estimulos divididos em 30, 30 e 20 estimulos por série,
com o aparelho PT Eletronics® 303. Um frasco plastico transparente com capacidade de
1,5mL era posicionado no pénis para coleta do sémen ejaculado. Verificava-se também se
havia ou ndo erecdo nos estimulos. A Figura 2 mostra o posicionamento do transdutor retal e

exposicao do pénis.

Figura 2 — Posicionamento do tra

A

nsdutor retal e exposicdo do pénis de Leopardus geoffroyi.
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Diluia-se entdo o sémen coletado na fracdo 1:4 e uma gota dessa diluicdo era colocada
em lamina de vidro para avaliacdo de motilidade e vigor em microscopio 6ptico em aumento
de 40X. A motilidade era avaliada em porcentagem (0-100%) e o vigor numa escala de 0 a 5.
Com esses parametros calculava-se o indice de motilidade espermatica (IME) através da
formula IME=[motilidade+(vigorX2)]/2. Uma gota era diluida em formol salino (1:100) para
posterior contagem, e colocava-se outra em uma lamina de vidro e era corada com eosina e
hematoxilina na proporcdo 1:1:1, para analise morfopatologica e morfometria das células.
Também se media o pH da amostra utilizando fita reagente, a fim de verificar a contaminacao
ou ndo por urina. As amostras contaminadas eram descartadas e as vidveis de um mesmo
animal eram misturadas e encaminhadas para criopreservacgao.

Utilizava-se o equipamento de ultrassom Domed® Sonoscape A5V com transdutor
linear multifrequencial para realizar exame de ultrassonografia nos testiculos a fim de
verificar possiveis alteracdes em tunicas e parénquima.

Aplicava-se entdo o reversor anestésico nos L. guttulus, L. geoffroyi e L. pardalis, e 0s
animais eram acondicionados em caixas de transporte para retorno ao recinto. O reversor s6
era aplicado nas P. onca quando ja estavam no recinto. Os animais eram acompanhados pelos
tratadores até a recuperacdo total da anestesia.

Para a contagem do nimero de espermatozoides, colocava-se uma laminula sobre uma
camara de Neubauer, e com auxilio de uma pipeta, preenchia-se cuidadosamente a area de
contagem com a solucdo diluida em formol salino. Apds a sedimentacdo das células, os
espermatozéides eram contados em microscépio Optico Nikon® Eclipse em aumento de
1000X. A quantidade de quadrantes lidos variava entre os animais. O nimero total de
espermatozdides em 1mL era obtido através da formula N° de células/ml=n°® de células
contadas/n® de quadrantes contadosXfator de diluicdoX10*. Este valor era entdo multiplicado
pelo volume do ejaculado para obter a quantidade total de espermatozdides coletados por
animal, e ainda pela motilidade média para o calculo do nimero de espermatozdides viaveis
total da amostra.

A anélise morfopatoldgica era feita a partir de 1dminas coradas, em microscépio 6ptico
Nikon® Eclipse, em aumento 1000X, com o auxilio do contador de células espermaticas
Santa Lydia®. Eram analisados 200 espermatozoides por animal.

As mesmas laminas eram utilizadas para a morfometria. Eram tiradas fotos destas no
Laboratorio Mercolab, localizado em Cascavel, Parana, em microscopio Olympus®, em
aumento 1000X, no software Toup View® 3.7. As medicGes eram realizadas utilizando-se o

software Motic® 2.0, no Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Estadual de
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Maringa, Campus Umuarama, assim como a contagem e a patologia dos espermatozdides.
Eram utilizados para a mensuracdo somente espermatozéides considerados com morfologia
normal.

Os dados obtidos foram tabulados e analisados estatisticamente no software Excel®,
através da verificacdo da normalidade dos dados através de histograma de freqliéncia, teste-F
de Fisher-Snedecorde de comparacdo de variancias para decisdo do teste de comparacéo de
médias com graus de liberdade horizontal e vertical iguais a 99, e teste-t de Student de
comparac¢ao de médias para amostras pareadas com a=0,05, expressos em graficos e tabelas, e
comparados com a literatura disponivel sobre as espécies. Os testes estatisticos escolhidos

foram baseados na comparagéo de variaveis quantitativas.

Resultados e Discussdo
Apo6s a contencdo fisica, os animais foram pesados (Tabela 3) e as doses dos

medicamentos usados na contencdo quimica corrigidas para o peso real (Tabela4).

Tabela 3 — Pesos reais dos animais em Kkg.

Individuo Peso real (kg)
Leopardus guttulus 147 2,9
Leopardus guttulus 664 3,5
Leopardus geoffroyi 343 3,3
Leopardus geoffroyi 451 3,3
Leopardus pardalis 686 9,0
Leopardus pardalis 537 11,6
Panthera onca 202 62,0
Panthera onca 303 86,6

Tabela 4 — Medicamentos e suas respectivas doses reais utilizados na contengdo quimica dos

animais.
Dexmedetomidina Midazolam Metadona Dextrocetamina
(Hg/kg) (mg/kg)  (mg/kg) (mg/kg)
Leopardus guttulus 147 12,07 0,36 0,24 -
Leopardus guttulus 664 10 0,3 0,2 -
Leopardus geoffroyi 343 10,61 0,32 0,21 -
Leopardus geoffroyi 451 10,61 0,32 0,21 -
Leopardus pardalis 686 17,78 - - -
Leopardus pardalis 537 12,93 0,39 0,26 -
Panthera onca 202 9,68 0,29 - 2,9
Panthera onca 303 8,66 0,26 - 2,6
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Somente um animal, o L. guttulus 664, teve seu peso estimado exatamente igual ao
real, resultando em doses estimadas e reais iguais. O restante dos animais teve as doses
corrigidas para maior ou menor, dependendo da diferenca nos pesos estimados e reais.

Este protocolo se mostrou eficaz na contencdo quimica dos animais e seguranca da
equipe, bem como na qualidade do sémen, ndo apresentando contaminagdo por urina. Baudi
(2005) utilizou a mesma metodologia para a coleta do sémen, porém o protocolo anestésico
era realizado utilizando-se xilazina e cetamina, e obteve cem por cento das suas amostras
contaminadas.

Os parametros testiculares dos L. guttulus, L. geoffroyi, P. onca L. pardalis estdo
apresentados na Tabela 5, 6 e 7, respectivamente.

Tabela 5 — Parametros testiculares dos exemplares de Leopardus guttulus e Leopardus

geoffroyi.
Parametros testiculares Ili(;pardus gumégj: Lgefgpardus geofler;)i/i
Firmeza testicular (D) Normal - Normal Normal
Firmeza testicular (E) Normal - Normal Normal
Comprimento testicular (D) 19 i 21 19
(mm)
Comprimento testicular (E) 17 i 99 18
(mm)
Largura testicular (D) (mm) 11 - 12 11
Largura testicular (E) (mm) 11 - 13 11
Volume testicular (D) (mL) 1,20 - 1,58 1,20
Volume testicular (E) (mL) 1,08 - 1,95 1,14
Volume testicular total (mL) 2,28 - 3,53 2,35
Espiculas penianas Bem _ Pouco_ Pouco_ Pouco_

desenvolvidas desenvolvidas desenvolvidas desenvolvidas

Ejaculacdo Presente Presente Presente Presente
Erecdo Presente Presente Presente Presente
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Tabela 6 — Parametros testiculares dos exemplares de Panthera onca.

A . Panthera onca

Parémetros testiculares

202 303
Firmeza testicular (D) Normal Normal
Firmeza testicular (E) Normal Normal
Comprimento testicular (D) (mm) 46 50
Comprimento testicular (E) (mm) 46 47
Largura testicular (D) (mm) 32 35
Largura testicular (E) (mm) 35 32
Volume testicular (D) (mL) 24,68 32,09
Volume testicular (E) (mL) 29,53 25,22
Volume testicular total (mL) 54,21 57,31
Espicul . Arredondadas e Arredondadas e

piculas penianas
pouco desenvolvidas pouco desenvolvidas

Ejaculacéo Presente Presente
Erecdo Presente Presente

Tabela 7 — Pardmetros testiculares dos exemplares de Leopardus pardalis.

Parametros testiculares

Leopardus pardalis

686 537
Firmeza testicular (D) Normal Normal
Firmeza testicular (E) Normal Normal
Comprimento testicular (D) (mm) 37 39
Comprimento testicular (E) (mm) 39 36
Largura testicular (D) (mm) 21 25
Largura testicular (E) (mm) 20 24
Volume testicular (D) (mL) 8,55 12,77
Volume testicular (E) (mL) 8,17 10,87
Volume testicular total (mL) 16,72 23,64
Espiculas penianas Bem desenvolvidas Bem desenvolvidas
Ejaculacéo Presente Presente
Erecédo Presente Presente

A firmeza testicular de todos os individuos estava normal bilateralmente.

O comprimento testicular variou de 17 a 22mm em L. guttulus e L. geoffroyi, 46 a

50mm em P. onca e 36 a 39mm em L. pardalis. A largura testicular esteve entre 11 e 13mm

em L. guttulus e L. geoffroyi, 32 e 35mm em P. onca e 20 e 25mm em L. pardalis.

O volume testicular individual variou entre 1,08 e 1,95mL para L. guttulus e L.

geoffroyi, 24,68 e 32,09mL para P. onca e 8,17 e 12,77mL para L. pardalis. O volume

testicular total de L. guttulus e L. geoffroyi foi de 2,72+0,70mL, dentro das médias

encontradas para as espécies na literatura que variou entre 2,30 (ERDMANN et al., 2005),
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2,80 (SWANSON et al., 2003) e 2,90mL (TEBET, 2004). Para P. onca, os valores
encontrados que se aproximam de 55,76+2,19mL encontrados neste estudo foram de 44,40
por Morato et al. (2004), 46,20 por Swanson et al. (2003) e 51,40mL por Paz et al. (2006).
Em L. pardalis, o volume testicular foi de 20,18+4,89mL, sendo encontrados valores
semelhantes na literatura por Avila (2009), Queiroz (2003) e Swanson et al. (2003), 17,84,
19,30 e 22,00mL, respectivamente.

Somente um Leopardus guttulus apresentou espiculas penianas bem desenvolvidas
(Figura 3). Os demais L. guttulus e L. geoffroyi tinham as mesmas pouco desenvolvidas,
sendo que as dos L. geoffroyi eram menores que as dos L. guttulus. Em contrapartida,
Swanson et al. (2003) relatam espiculas proeminentes para ambas as espécies em seu estudo.
As espiculas penianas de P. onca eram arredondadas e pouco desenvolvidas. Os mesmos
autores encontraram espiculas pequenas e em pouca quantidade para P. onca e para L.

pardalis espiculas penianas bem desenvolvidas, assim como encontrado nesta pesquisa.

Figura 3 — Espiculas penianas de Leopardus guttulus.

Todos o0s animais apresentaram erecao e ejacularam com este protocolo anestésico e
de eletroejaculacdo. A P. onca 202 teve uma ejaculacdo anterior ao inicio do protocolo,
somente com a introducdo do transdutor retal, e a mesma foi incluida na amostra total do
animal.

O exame de ultrassonografia testicular apresentou ecogenicidade normal do
parénguima e do epididimo em todos 0s animais.

As tabelas 8, 9 e 10 mostram os parametros seminais de L. guttulus e L. geoffroyi, de

P. onca e de L. pardalis, respectivamente.
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Tabela 8 — Parametros seminais dos exemplares de Leopardus guttulus e Leopardus

geoffroyi.

Parametros do sémen Leopardus guttulus Leopardus geoffroyi

147 664 343 451
Volume total ejaculado (mL) 0,34 0,30 0,047 0,078
Motilidade (%) 82,0+8,4 0* 71,0+21,3 53,3+23,1
Vigor 3,6+0,5 0* 3,241,3 3,3+1,2
Indice de motilidade 44,6+4,6 0* 387+11,9 30,0122
espermatica
Coloracéo Esbranquicada Translicida Esbranquicada Esbranquigada
pH 6 7,5 *x *k

*animal azoospérmico; **ndo foi medido o pH da amostra.

Tabela 9 — Parametros seminais dos exemplares de Panthera onca.

Parametros do sémen Panthera onca

202 303
Volume total ejaculado (mL) 0,35 3,16
Motilidade (%) 40,0+14,1 67,1£12,5
Vigor 2,8+0,5 3,1+0,4
indice de motilidade espermatica 22,8+7,3 36,7£6,6
Coloracéo Esbranquicada Transllcida
pH * 7,5

*ndo foi medido o pH da amostra.

Tabela 10 — Pardmetros seminais dos exemplares de Leopardus pardalis.

N R Leopardus pardalis
Parametros do sémen P P

686 537
Volume total ejaculado (mL) 2,09 1,71
Motilidade (%) 33,3+15,3 80*
Vigor 2,3+1,2 4*
indice de motilidade espermatica 19,0£8,5 44*
Coloracéo Transllcida Transllcida
pH 7 7

*somente um ejaculado apresentou espermatozdides.

Os individuos da espécie L. guttulus tiveram um volume total ejaculado préximos dos
encontrados por Baudi (2005) e Morais et al. (2002) de 0,35 e 0,30mL, todos acima dos
valores encontrados para outros estudos que obtiveram volumes entre 0,11 e 0,16mL
(SWANSON et al., 2003; TEBET, 2004; ERDMANN et al., 2005). Os dois exemplares de L.
geoffroyi ejacularam um volume total pequeno, bem abaixo da média encontrada por
Swanson et al. (2003) para a espécie (0,21mL). O volume total ejaculado pelas P. onca deste

estudo foi somente proximo do valor encontrado por Aradjo et al. (2017). Outros estudos
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mostraram valores bem maiores desse parametro, variando entre 5,3 e 8,6mL para a espécie
(MORATO et al., 1998; MORATO et al., 1999; MORATO et al., 2001; PAZ et al., 2003;
SWANSON et al., 2003; MORATO et al., 2004; PAZ et al., 2006; PAZ et al., 2007), que
pode ser explicado pela idade avancada dos animais em questdo nesta pesquisa, em média 10
anos. A média de longevidade da espécie é de 11,5 anos (IUCN, 2017). Os L. pardalis deste
estudo apresentaram valores maiores de volume total ejaculado que os estudos encontrados na
literatura, que variou em torno de 0,64 (QUEIROZ, 2003; SWANSON et al., 2003; TEBET,
2004) e 1,4mL (MORAIS et al., 2002).

A motilidade média encontrada para a espécie Leopardus guttulus no presente estudo
foi maior que os valores encontrados por Erdmann et al. (2005) de 73,44 e Morais et al.
(2002) de 71,40, e préximos aos encontrados por Tebet (2004) de 76,27 e Bondi (2005) de
78,9%. Os individuos da espécie L. geoffroyi apresentaram um desvio padrédo alto, fazendo
com que seus valores estivessem préximos ao relatado por Leite (2009) de 80%. Os valores
para motilidade encontrados neste estudo para P. onca esta dentro dos valores mostrados pela
literatura, que variaram entre 50,6 e 70% (MORATO et al., 1998; MORATO et al., 1999;
MORATO et al., 2001; PAZ et al., 2003; MORATO et al., 2004; PAZ et al., 2006; PAZ et al.,
2007; ARAUJO et al., 2017). Os valores encontrados por Morais et al. (2002) de 81,4 e por
Tebet (2004) de 85,6% para L. pardalis estdo acima dos relatados neste estudo.

O vigor espermatico deste estudo para L. guttulus e L. geoffroyi teve variacao
compativel com os valores encontrados por Morais et al. (2002), Tebet (2004), Baudi (2005),
Erdmann et al. (2005) e Leite (2009), que variou entre 3 e 5. Da mesma forma, as P. onca
tiveram valores deste parametro préximos aos encontrados na literatura, entre 2,2 e 4,5
(MORATO et al., 1998; MORATO et al., 1999; MORATO et al., 2001; PAZ et al., 2003;
MORATO et al., 2004; PAZ et al., 2006; PAZ et al., 2007; ARAUJO et al., 2017). Os valores
de vigor espermatico de L. pardalis no estudo de Morais et al. (2002) foi 3,7 e no de Tebet
(2004) foi 4,6, semelhantes aos deste estudo.

O indice de motilidade espermatica (IME) é um parametro mais fidedigno da
qualidade seminal que os demais, pois leva em consideracdo dois pardmetros importantes:
motilidade e vigor espermaticos. Os valores de IME deste estudo para todos os animais foi
abaixo de todos os valores encontrados na literatura, onde o minimo foi de 56,5% para P.
onca (MORATO et al., 2004) e o maximo de 89,1% para L. pardalis (TEBET, 2004). Faz-se
necessario um aprofundamento no estudo de outras varidveis como alimentacdo, manejo e
ambientacdo destes animais para possivel justificativa dos valores encontrados neste

parametro.
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A coloracdo esbranquicada do sémen sugere uma melhor qualidade que a translucida,
pois indica uma maior concentracdo de células espermaticas na amostra, porém a qualidade
real sO pode ser determinada a partir da visualizacdo, quantificacdo e determinacdo de
parametros como o IME. Coloracgdes diferentes destas ndo sdo desejadas, pois podem indicar
a presenca de sangue ou contaminagdo por urina no sémen.

Apesar de ser encontrado pH igual a 6 em um exemplar de L. guttulus, esta amostra
ndo foi considerada contaminada por urina devido a coloracdo e a viabilidade dos
espermatozdides. Os valores deste parametro para esta espécie encontrados em outros estudos
estdo entre 7,58 e 7,83 (MORAIS et al., 2002; TEBET, 2004; ERDMANN et al., 2005;
LEITE, 2009). O pH seminal de P. onca variou entre 7 e 8,3 em estudos realizados por Paz et
al. (2003, 2006, 2007) e Morato et al. (1998, 1999), portanto, o valor encontrado neste estudo
é normal. Em L. pardalis o pH neutro encontrado neste estudo esta proximo dos valores
encontrados por Morais et al. (2002) de 7,5 e Tebet (2004) de 7,2.

As quantidades de espermatozdides por mL de sémen de L. guttulus e L. geoffroyi
estdo na Tabela 11, e de P. onca na Tabela 12. Ndo foram realizadas contagens dos

espermatozdides das amostras de L. pardalis.

Tabela 11 — Quantidade de espermatozoides por mL de sémen dos exemplares de Leopardus
guttulus e Leopardus geoffroyi.

N° de espermatozéides x 10°

Individuo por mL total da amostra viavels na
amostra
Leopardus guttulus 147 1,73 0,59 0,48
Leopardus guttulus 664 * * *
Leopardus geoffroyi 343 10,40 0,49 0,35
Leopardus geoffroyi 451 3,20 0,25 0,13

*animal azoospérmico.

Tabela 12 — Quantidade de espermatozdides por mL de sémen dos exemplares de Panthera

onca.
] N° de espermatozéides x 10°
Individuo por mL total da amostra Viavels na
amostra
Panthera onca 202 13,12 4,53 181
303 3,62 11,43 7,66

Para L. guttulus e L. geoffroyi, todos os valores de quantidade de espermatozdéides foi
muito abaixo dos encontrados na literatura para as espécies. O nimero de espermatozdides

viaveis € o parametro mais importante, visto que mostra a quantidade destes que podem
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verdadeira e potencialmente vir a fertilizar um 6vulo. Morais et al. (2002) e Erdmann et al.
(2005) encontraram os valores respectivos de 40,85 e 74,2x10° espermatozéides viaveis por
amostra para esta espécie.

Apesar do parametro concentracdo espermatica (niUmero de espermatozoides/mL de
amostra) ndo indicar qualidade seminal, os valores encontrados para P. onca neste estudo
encontram-se dentro da variagdo mostrada pela literatura, entre 1,6 (PAZ et al., 2007) e
13,8x10°/mL (PAZ et al., 2006). Porém, apenas um estudo relata a quantidade de
espermatozéides viaveis de P. onca, sendo esta 56,5x10° (MORATO et al., 2004). O presente
trabalho encontrou valores consideravelmente menores para este parametro na mesma
espécie.

As tabelas 13 e 14 detalham a morfologia espermatica e suas respectivas porcentagens

encontradas em L. guttulus e L. geoffroyi e em P. onca, nesta ordem.

Tabela 13 — Morfologia espermatica em porcentagem encontrada nos exemplares de
Leopardus guttulus e Leopardus geoffroyi.

Morfologia espermatica Leopardus guttulus Leopardus geoffroyi
147 343

Cabeca isolada 1 2

Cauda dobrada 13 0

Cauda enrolada 0 7,5

Contorno anormal 0 0,5

Defeito em acrossoma 0 0,5

Defeito em peca intermediaria 6 5

Normal 80 84,5

Total 100 100
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Tabela 14 — Morfologia espermatica em porcentagem encontrada nos exemplares de

Panthera onca.

Morfologia espermatica Panthera onca

202 303
Cabeca gigante 0 1
Cabeca isolada 2 6
Cabeca isolada patoldgica 0 0
Cabeca piriforme 13,5 0
Cauda dobrada 0,5 0
Cauda enrolada 1 0
Cauda fortemente dobrada 2 0
Contorno anormal de cabeca 9 0
Defeito em acrossoma 0,5 0
Defeito em peca intermediaria 0 4
Implantacéo retro-axial de colo 0 3
Normal 71,5 86
Total 100 100

A porcentagem de espermatozdides com morfologia normal neste trabalho, tanto para
L. guttulus e L. geoffroyi, quanto para P. onca, foi superior aos encontrados em outros
estudos, com o maximo encontrado por Baudi (2005) de 76,8%. Os exemplares de L. guttulus
e L. geoffroyi apresentaram maior quantidade de defeitos espermaticos em cauda (Figuras 4 e
5), assim como mostrado por Queiroz (2003), Swanson (2003), Tebet (2004), Erdmann et al.
(2005) e Leite (2009).

Figura 4 — Espermatozoéide apresentando cauda enrolada.
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Figura 5 — Espermatozoéide apresentando cauda dobrada.

A porcentagem maior de defeitos em espermatozdides em P. onca deste trabalho
encontrou-se na cabeca dos mesmos (Figuras 6 e 7), condizente com os trabalhos de Morato
et al. (1998, 1999, 2001).

Figura 6 — Espermatozoéide apresentando cabeca piriforme.
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As medidas espermaticas de L. guttulus e L. geoffroyi encontram-se na Tabela 15 e de

P. onca na Tabela 16.

Tabela 15 — Valores médios + desvio padrdo das medidas espermaéticas dos exemplares de
Leopardus guttulus e Leopardus geoffroyi.

Parametros espermaticos Leopardus guttulus Leopardus geoffroyi
147 343

Largura da cabeca (um) 7,23 +0,91° 7,07 £0,67°
Comprimento da cabeca (um) 12,98 + 0,96° 13,28 +0,95"
Perimetro da cabeca (um) 34,81 +2,07° 35,22 +1,86°
Area da cabeca (um?) 79,11 + 10,42 79,86 + 8,42°
Comprimento da peca intermediaria (um) 41,40 + 15,00° 27,69 + 3,46
Comprimento da cauda (pm) 131,02 + 17,95 130,81 + 19,01°

Tabela 16 — Valores médios + desvio padrdo das medidas espermaticas dos exemplares de

Panthera onca.

Parametros espermaticos

Panthera onca

202 303
Largura da cabeca (um) 8,63 + 0,85 8,60 + 0,73
Comprimento da cabeca (um) 13,35+ 0,97° 13,56 + 1,07°
Perimetro da cabeca (um) 37,23 +2,31° 38,16 + 2,28"
Area da cabeca (Lm?) 95,92 + 12,49 106,67 + 86,45
Comprimento da peca intermediaria (um) 36,17 + 5,33° 35,81 + 6,35°
Comprimento da cauda (um) 121,79 + 14,16 122,56 + 16,05
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Dentre os individuos de L. guttulus e L. geoffroyi, as medidas dos parametros
espermaticos comprimento da cabeca e comprimento da peca intermediaria sao
estatisticamente diferentes, enquanto que os demais podem ser considerados iguais. Nas P.
onca, somente o perimetro da cabeca difere estatisticamente entre os dois exemplares. Todos
0s demais parametros para esta espécie sdo iguais.

N&o foram encontrados estudos na literatura que detalhassem as medidas espermaéticas
de nenhuma espécie relatada neste trabalho. Contudo, estes valores ndo devem ser
considerados padrdes para as especies, visto que o numero amostral deste estudo é muito
pequeno (um exemplar de L. guttulus, um exemplar de L. geoffroyi e dois exemplares de P.
onca).

Concluséo
Os protocolos anestésicos e de eletroejaculacdo utilizados neste trabalho mostraram-se
eficazes para a coleta de sémen vidvel e ndo contaminado para felideos selvagens. E possivel
realizar morfometria espermatica com os métodos adotados para confeccdo e leitura das
laminas, porém sdo necessarios mais estudos sobre o assunto para estes animais, 0 que

contribuira para a padronizacdo destas medidas nestas espécies.
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