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Métodos de coleta e criopreservacao do sémen em felideos
silvestres

Brenda Araljo Soares Alexandrino de Souza®

Resumo:

Devido a destruicdo de habitats e a caca, muitos animais silvestres estdo sob risco de extingéo,
fazendo com que a populacdo desses animais e sua variabilidade genética seja diminuida. Os
felideos silvestres, considerados topo da cadeia alimentar, sdo focos de conservacdo para a
manutencgdo e mantimento do papel ecolégico. Sendo assim, a reproducdo de animais silvestres,
considerando os felideos, é uma area bastante restrita e com pouco conhecimento acerca da
fisiologia e comportamento desses animais, tornando-se um grande obstaculo para a aplicacdo
de técnicas reprodutivas. Métodos de coleta de sémen como o eletroejaculador e a coleta
farmacoldgica, baseados nos estudos em animais domesticos, sdo utilizados em animais
silvestres, seguidas da criopreservacao desse sémen, seja por refrigeracdo ou por congelamento,
€ uma alternativa para a preservacao desses animais e aplicacdes de biotécnicas reprodutivas
de forma assistida, visando a conservacao dessas espécies. Portanto, esta revisdo visa abordar
sobre a anatomia e fisiologia, os principais metodos de coleta e os tipos de criopreservacao de
sémen aplicados nos felideos silvestres.

Palavras-chave: Fisiologia, Criopreservacdo, Sémen, Silvestre, Felideos.

Abstract:

Due to destruction of habitats and hunting, many wild animals are at risk of extinction, causing
the population of these animals and their genetic variability to be reduced. Wild felids,
considered top of the food chain, are conservation focuses for the maintenance and maintenance
of ecological paper. Thus, the reproduction of wild animals, considering the felids, is a very
restricted area with little knowledge about the physiology and behavior of these animals,
making it a major obstacle for the application of reproductive techniques. Semen collection
methods such as electroejaculator and pharmacological collection, based on studies in domestic
animals, are used in wild animals, followed by cryopreservation of this semen, either by
refrigeration or freezing, is an alternative for the preservation of these animals and applications
of assisted reproductive biotechniques, aiming at the conservation of these species. Therefore,
this review aims to address the anatomy and physiology, the main collection methods and the
types of semen cryopreservation applied to wild felids.

Keywords: Physiology, Cryopreservation, Semen, Wild, Felids.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Portaria IBAMA n°93/1998, de 07 de julho de 1998, s&o considerados
animais silvestres aquelas espécies nativas ou migratdrias que possuam sua vida ocorrendo
dentro dos limites do territério brasileiro e animais exoticos aquelas espécies que

geograficamente ndo estdo inclusos no territdrio brasileiro.

Os carnivoros, principalmente os felideos, sdo animais de topo da cadeia alimentar,
fazendo com que, assim, sejam considerados como “animais bandeira” para a conservagao das

espécies (PAULA, 2011).

Dentro da América Latina podem ser encontradas dez espécies de felideos, sendo eles,
jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), gato-do-mato-
grande (Leopardus geoffroyi), gato-maracaja (Leopardus wiedii), gato-mourisco (Puma
yagouaroundi), suguarana (Puma concolor), gato-palheiro (Leopardus colocolo), onga-pintada
(Panthera onca), gato-montés-andino (Leopardus jacobita) e guinha (Leopardus guigna), em
que as duas Ultimas espécies ndo sdo encontradas no Brasil. Porém, esses felideos,
independentemente do grau, estdo ameacados de extingdo, seja por meio de destruicdo de seus
habitats ou por meio da caga (NOWELL & JACKSON, 1996).

A preservacdo dos animais e a biodiversidade estdo diretamente relacionadas. Sendo
assim, se medidas protetivas ndo forem instauradas, muitos animais poderdo se extinguir e
deixar de cumprir seu papel ecoldgico. Por essa razdo, biotécnicas de reproducao estdo sendo
aplicadas como aliada ao sucesso da producdo animal (BRASIL, 2013 apud GIANFELICE,
2019).

Visando a conservacao, estratégias como formacdo de bancos de amostras biologicas,
criacdo em cativeiro e técnicas de reproducdo assistida sdo importantes métodos utilizados para
0 manejo das populacdes e, consequentemente, preservacdo e conservacdo do material
biologico desses animais, tanto de maneira in vivo (vida livre e em cativeiro) como de maneira
in vitro (criopreservacdo) (MOREIRA & MORATO, 1966).

No Brasil, existem bancos de germoplasma que sdo coordenados pela EMBRAPA
Recusrsos Genéticos e Biotecnologia, e, no caso dos animais silvestres, o Jardim Zooldgico de
Brasilia fundou o primeiro Banco de Germoplasma de Animais Selvagens da América Latina,
com o objetivo de preservar gametas, células somaticas e células-tronco para serem utilizados
em biotécnicas reprodutivas (FERREIRA et al., 2005; FJZB, 2012 apud SILVA &
BONORIDO, 2018)
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Uma das primeiras etapas consideradas essenciais para a aplicacdo dessas biotécnicas
reprodutivas é a coleta e avaliacdo do sémen, seguida da sua criopreservacédo, selecionando,
assim, 0s animais aptos tanto para a reproducédo natural quanto para uso imediato em biotécnicas
reprodutivas, refrigeracdo ou criopreservacao, sendo necessaria a realizagdo de um bom e
detalhado exame androlégico com os animais anestesiados (MOREIRA, 2017). Porém, a falta
de conhecimento acerca do comportamento e da fisiologia desses animais, torna-se maior o

obstaculo para a aplicacdo dessas técnicas (CUBAS et al., 2011)

Esse trabalho objetiva descrever a anatomia e fisiologia dos felideos silvestres e abordar
sobre os principais métodos de coleta e criopreservacdo do sémen desses animais, visando a

conservacao genética das espécies.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomia e fisiologia do sistema reprodutivo dos felideos silvestres

A anatomia do sistema reprodutivo dos felideos silvestres possui muita similaridade
com os gatos domesticos (ADANIA et al., 2014), sendo constituido, em sua maioria, por pénis,
bolsa escrotal, testiculos, epididimo, ducto deferente e glandulas acessérias, sendo elas a
préstata e a glandula bulbouretral (CARNEIRO et al., 2010), salva a excecdo do gato-mourisco
(Puma yagouaroundi), o qual ndo apresenta glandula bulbouretral, como mostrada na figura 1
(ROCHA et al., 2017).

A bolsa escrotal fica localizada na regido perineal, os testiculos sdo pequenos, com as
extremidades caudais viradas em direcdo ao anus dos animais, com formato ovalado e

relacionado ao epididimo em sua margem craniodorsal (DYCE, 2019).

Figura 1: Anatomia do aparelho reprodutivo do gato-mourisco

1) Testiculo direito 2) Ducto deferente 3) Prdstata 4) Vesicula urinéria 5) Escroto 6) Pénis 7) Testiculo

esquerdo

Fonte: ROCHA et al., 2017

Tanto a cauda como a cabeca do epididimo se aderem ao testiculo e as partes
constituintes do cordao espermatico ficam dispersas no anel inguinal interno. Porém, por conta
da posigdo caudal da bolsa escrotal desses animais, esse cordao espermatico é longo, razao que

pode ser justificativa do masculo creméster dos felideos ser muito fraco (DYCE, 2019). O ducto
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deferente € uma estrutura longa e continua a cauda do epididimo, constituindo o funiculo

espermatico até o anel inguinal (ROCHA et al., 2017).

Com relagdo as glandulas acessdrias dos felideos, a prostata localiza-se entre 3-4cm
caudalmente ao colo da bexiga na maioria das espécies e a glandula bulbouretral, ausente

apenas no gato-mourisco, localiza-se na uretra, a altura do arco isquiatico (DYCE, 2019).

O pénis desses animais € relativamente curto e 0 0sso peniano ndo é apresentado até 0s
3 meses de idade (DYCE, 2019), localiza-se internamente ao prepucio e apresenta espiculas
penianas na glande que ajudam na estimulagdo do sistema reprodutor da fémea a ovular,
acelarando a copula e realcando a peristalse que movimenta o sémen pelo trato reprodutivo da
fémea (HARCOURT & GARDINER, 1994 apud ROCHA et al., 2017).

Fisiologicamente esses animais também possuem similaridade com o0s gatos
domesticos, em que estudos endocrinos nédo invasivos estdo sendo utilizados para esses animais,
ja que seus hormonios esteroidais sdo quase exclusivamente excretados pelas fezes. Através de
exames de radioimunoensaio e ELISA, pode-se obter resultados para hormdnios reprodutivos
para aplicacdo de técnicas de manejo visando a conservacdo desses animais (ADANIA et al.,
2014).

Assim como ocorre nos felideos domeésticos, a reproducdo dos felideos silvestres é
influenciada pela sazonalidade, em que, principalmente no caso de animais de vida livre, séo
dependentes do fotoperiodo e da disponibilidade alimentar (MOREIRA, 2007), ocorrendo com
mais intensidade nas fémeas, que podem ser bastante, moderadamente ou nada sensiveis ao
fotoperiodo, em que ha uma reducéo na sua foliculogénese com o decréscimo do fotoperiodo e
um aumento quando ha uma maior exposicdo de horas de luz/dia, quando comparado com a
inflluéncia da variacdo sazonal nos machos, em que, quando influenciados, podem ocorrer
variacdo de concentracdo de testosterona e pode interferir, também, na qualidade seminal,

comprometendo o congelamento desse sémen (MOREIRA, 2014).

2.2 Caracteristicas reprodutivas dos felideos silvestres

Os machos iniciam sua vida reprodutiva entre 18 e 48 meses, possuindo varia¢do para
cada espécie e as fémeas iniciam sua vida reprodutiva entre 18 e 36 meses (ADANIA et al.,
2014).

Com relacdo ao ejaculado desses animais, a maioria das espécies dos felideos silvestres

apresentam baixo numero de espermatozoides por ejaculado e apresentam, também
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teratospermia, ou seja, alta porcentagem de espermatozoides morfologicamente anormais
(MOREIRA, 2014), sendo peca intermediaria dobrada com e sem gota citoplasmatica, cauda
dobrada e fortemente enrolada e alteragbes no acrossomo as anomalias mais encontradas
(PUKAZHENTHI et al., 2000 apud SOUZA, 2009).

Morato et al (2001) realizou um estudo onde fez-se uma comparagéo entre o ejaculado
de oncas-pintadas de vida livre e aquelas que possuem sua vida em cativeiro, sendo o primeiro
estudo detalhado sobre caracteristicas enddcrinas reprodutivas em felideos silvestres de vida
livre, onde foram comprovadas que os animais em vida livre possuem concentragdo, motilidade,
e numero de espermatozoides por ejaculado relativamente maior do que aqueles que vivem em
cativeiro, apesar de que o volume de ejaculado deles seja maior do que 0s que possuem vida

livre, como pode ser visualizado na tabela 1.

Tabela 1: Comparativos de caracteristicas reprodutivas em oncas-pintadas em

vida livre e em cativeiro

Caracteristicas Animais em cativeiro Animais em vida livre
reprodutivas (n = 47 animais) (n =7 animais)
Volume de ejaculado (ml) 8.3+0.7 4.1+0.7
Concentragdo espermatica (x10° 8.0+1.7 35.0£21.3
mi?)
Total de 59.3+12.8 152.0+88.0
espermatozoides/ejaculado
(x108)
Motilidade espermatica (%) 64.0+2.4 73.0£6.1

Fonte: Moreira et al., 2001 adaptado por Souza, 2021

2.3 Métodos para coleta de sémen

Para que uma coleta de sémen seja efetiva, € importante que este ejaculado fornega uma
boa motilidade e concentracdo espermatica, causando 0 minimo de estresse ao animal
(MOREIRA, 2017). Porém, a coleta de sémen em felideos € um processo complexo devido a
baixa concentracdo espermatica e baixo volume de ejaculado dessas espécies (MARTINS &
JUSTINO, 2015).

Em felideos domésticos, 0 método de vagina artificial é utilizado para coleta de sémen
com boa qualidade, porém, como o temperamento dos felideos silvestres é de caracteristica
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predadora, tal técnica torna-se inviavel por ser uma técnica que pode, inclusive, arriscar o
coletor (MOREIRA, 2017). Em felideos selvagens, os métodos mais utilizados para a coleta de
sémen sdo a eletroejaculacdo (SCOTT & CATS, 1970 apud MOREIRA, 2017) e a coleta

famacoldgica através da cateterizagdo uretral (MOREIRA, 2017).

Vale ressaltar que antes da coleta do sémen é necessario a realizacdo de exame fisico
geral e especifico do aparelho reprodutor dos animais, avaliando, principalmente, os testiculos
(comprimento, altura, largura, consisténcia e mobilidade ) e o pénis (cor, presenca de ejaculado
e presenca de espiculas; JOHNSON, 2018 apud RIBEIRO et al., 2019).

2.3.1 Eletroejaculacao

Esta técnica foi descrita pela primeira vez em um felino doméstico por Scott na década
de 70, sendo 0 método mais comum para a coleta de sémen em felideos domésticos e selvagens
(LUEDERS et al., 2012) por ser um método que ndo necessita da presenca de uma fémea no
estro ou de treinamento condicionado do animal, além de ser um método que pode ser realizado
com o animal anestesiado, garantindo maior seguranca tanto para o animal quanto para o coletor
(SOJKA, 1986 apud MOREIRA, 2017).

Um método desenvolvido em 1993 é o mais utilizado em felideos selvagens como puma
(DECO-SOUZA et al., 2010), jaguatirica (AVILA et al., 2012; ERDMANN et al., 2013), tigre,
onca pintada e onca parda (RIBEIRO et al., 2019), ja que é um método que permite comparar
a qualidade seminal entre individuos de mesma espécie e espécies distintas, em que, por meio
de um eletroejaculador (Figura 2), é introduzida uma sonda no reto do aniaml (Figura 3) e s@o
realizados 80 estimulos elétricos entre 2 e 5V, aplicados em trés séries, sendo 30 de 2-4V, 30
de 3-5V e 20 de 4-5V (MOREIRA, 2017).

Figura 2: Sonda retal e aparelho de eletroejaculacéo felina

Fonte: RIBEIRO et al., 2019
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Figura 3: Introducéo da sonda retal para realizacio da eletroejaculacéo e
exposi¢ao do pénis para coleta do sémen

Fonte: RIBEIRO et al., 2019

De acordo com Erdmann (2005) apud Ribeiro et al (2019), a anestesia do animal deve
ser feita de forma qualificada e suficiente para a realizacéo da colheita do sémen, promovendo
analgesia ao animal durante todo o procedimento, visto que a anestesia pode apresentar risco
ao animal, sendo necessario a avaliacdo de risco anestésico e saude fisica de acordo com a
Sociedade Americana de Anestesiologistas (ASA, 2014) e realizacdo de exames pré-anestésicos
(RIBEIRO et al., 2019). De acordo com Zambelli et al. (2008), o protocolo anestesico influencia
na coleta e na qualidade do sémen, em que, quando utilizado um farmaco a-adrenérgico como,
por exemplo, a medetomidina para indugdo anestésica, apos o inicio da anestesia geral, 0 animal

apresenta ejaculacdo espontanea.

Apesar de ser o0 método preferencial para a coleta em felideos selvagens, essa técnica
possui algumas desvantagens, como, por exemplo, o risco de contaminacdo do ejaculado por
urina (LUEDERS et al., 2012), pois os estimulos elétricos provenientes do eletroejaculador
podem gerar sensibilidade muscular nos animais, fazendo com que haja o relaxamento muscular
vesical e, consequentemente a contaminacao do sémen por urina (ERDMANN et al., 2013 apud
RIBEIRO et al., 2019).

Tendo em vista que voltagens mais elevadas do transdutor aumentam as chances de
contaminacdo no procedimento (MOREIRA, 2017), é aconselhado uma drenagem da urina por
cateterizacdo ou cistocentese antes do procedimento (GONCALVES at al., 2014 apud SILVA
& BONORINO, 2018).



16

Apos coletado o sémen, avalia-se as caracteristicas fisicas e morfologicas do ejaculado,
seguindo os parametros do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (RIBEIRO, ALMEIDA
& MARTINEZ, 2019)

2.3.2 Coleta famacoldgica

A coleta farmacoldgica, mostrada na figura 4, consiste na cateterizacdo uretral. A
técnica descrita por Lueders (2012) para gatos domésticos e espécies selvagens como, por
exemplo, o ledo africano, € um método em que é utilizado farmacos anestésicos que estimulem
a liberag@o de sémen através da uretra, sendo utilizados anestésicos do grupo a2-agonistas como
a medetomidina associados com a cetamina, sendo utilizada a ultrassonografia transretal como
auxiliar para a localizagéo da prostata. A medetomidina € um farmaco que causa contra¢do dos

ductos deferentes, auxiliando, assim, na ejaculacdo do animal (TURNER et al., 1995).

Figura 4: Técnica de cateterizacdo uretral realizada em gato-maracaja
(Leopardus wiedii)

Fonte: RIBEIRO et al., 2019

E uma técnica em que é possivel obter amostras concentradas do sémen dos animais
sem perda da qualidade espermética (ASSUMPCAO, 2017), sendo um procedimento que

ocorre entre 20-40 minutos apos a anestesia do animal (LUEDERS et al., 2012).

2.4 Criopreservacdo do sémen

A criopreservacdo é uma técnica em que, através da reducdo da temperatura, reduz-se o
metabolismo das células , fazendo com que as células/tecidos possam ser conservados por
periodos indeterminados em nitrogénio liquido a, aproximadamente, -196°C, podendo ser
retomados seu desenvolvimento normal apos esse armazenamento, sendo utilizados agentes
crioprotetores (ACPs) para manter essa crioprotecdo celular e tecidual durante a reducéo da

temperatura (CASTRO et al., 2011). Pode ser utilizada a técnica de refrigeracdo como outra
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opcéo de criopreservacdo, que consiste em manter o sémen a temperaturas de 4-5°C ap0s
diluicdo em meio extensor, sendo uma técnica que causa menor dano as celulas espermaéticas,
porém possuindo um periodo de armazenamento curto de, aproximadamente, 72h, onde nas
primeiras 24h ocorrem 0s principais danos espermaticos, causando, assim, uma diminui¢do da
motilidade e do vigor espermatico, aumentando as patologias morfoldgicas dessas células
(MARTINS & JUSTINO, 2015).

A técnica de criopreservacao, devido as limitac6es de ambientes para manter um grande
namero de animais em recintos como zooldgicos, obtém ainda mais sucesso para a manutencdo
da diversidade genética dos animais, sendo uma importante ferramenta para a reproducdo
desses animais (WILSON, 1997 apud COSTA & MARTINS, 2008), em que, no caso dos
felideos silvestres, ja foram descritos casos de criopreservacao de gametas com sucesso em gato

selvagem, onca pintada e leopardos (MACHADO et al., 2016).

De acordo com Moreira (2017) o congelamento do sémen dos felideos silvestres €
realizado baseados em gema de ovo, mas esse método possui complicagdes questionaveis pois
a gema de ovo pode resultar em variacdes entre partidas e lotes de producgéo, podendo causar
contaminac@o microbiana nesse sémen e, consequentemente, o transporte internacional deste é
restringido, sendo recomendado a substituicdo da criopreservacdo com base em gema de ovo
por uma criopreservacao livre de proteina animal para melhor qualidade e biosseguridade desse

sémen.

Um estudo realizado por Avila (2009) testou a eficacia de dois crioprotetores, sendo
eles o glicerol e o etilenoglicol para congelamento de sémen em jaguatiricas, em que ambos 0s
crioprotetores mostraram-se viaveis para o congelamento. Porém, tais protocolos ainda devem

ser ajustados para maior eficiéncia.

Vale ressaltar que os protocolos de criopreservacao possuem fatores estressantes para
0s espermatozoides devido a alteracdo de temperatura, choque osmético e toxico devido a
exposicdo aos crioprotetores e pela formacdo e dissolucdo do gelo extracelularmente
(MOREIRA, 2017). Esses danos causados no sémen devido a criopreservacdo podem ser
evitados e/ou minimizados através da diluicdo da amostra em meio adequado, sendo utilizado
o glicerol como o crioprotetor rotineiramente no caso dos felideos silvestres, promovendo
protecdo para as células que sofreram cristalizagdo, aumentando a fracdo de 4gua ndo congelada
no meio extracelular (DECO-SOUZA et al., 2013).
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Experimentos realizados por Kaneko et al (2014) mostraram uma nova técnica para a
preservacdao do sémen, em que este fica armazenado em um refrigerador a 4°C por um longo
periodo e os espermatozoides sdo liofilizados, sendo um método em que ndo seria mais
necessario o uso de nitrogénio liquido para armazenamento e transporte do sémen. Esse método
foi testado diferentes animais silvestres, incluindo uma onga-pintada, em que o sémen
permaneceu Viavel apds o congelamento a seco, sendo assim, uma técnica que pode ser Util

futuramente para a conservagédo desses animais.

Entretanto, foi observado que criopreservacdo do sémen de felideos possui uma taxa de
sucesso relativamente baixa (CATARDO, SCOLARI & SWANSON, 2006 apud MAS-ROSA,

2018), devendo ter mais estudos direcionados a experimentos nessa area.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Um bom manejo, juntamente com a escolha de um método de coleta eficiente e uma
criopreservacdo de qualidade do sémen dos felideos, podemos fornecer uma maior
variabilidade desse material genético, além de podermos conserva-lo por tempo indeterminado,
garantindo, assim, uma ampliagdo nos estudos e pesquisas para obtencdo de maiores

informacdes acerca desses animais.
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