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Resumo A reducdo e fragmentacao das areas naturais
por a¢des humanas diminuem o habitat das espécies
silvestres, incluindo a suguarana (Puma concolor). A
recuperagdo de células espermaticas viaveis do epidi-
dimo e o desenvolvimento de técnicas de criopreser-
vacdo possibilitam a formacdo de bancos genéticos.
O presente trabalho tem como objetivo descrever o
método de squeezing para obtengdo e avaliacdo de
espermatozoides epididimarios em um espécime de
Puma concolor de vida livre. Apés um espécime
de P. concolor de vida livre evoluir a 6bito devido
a atropelamento, os testiculos foram coletados jun-
tamente com o escroto, mantidos refrigerados a 4°C
e enviados para o LAPAZ-UFMT. A dissecc¢do do
complexo testiculo-epididimo foi realizada e, com o
auxilio de uma pinga, o epididimo foi comprimido
em direcdo ao ducto deferente, e o s€émen depositado
em uma placa aquecida a 37°C. Avaliacdo descritiva
(motilidade, vigor, integridade da membrana, inte-
gridade do acrossoma, concentracdo espermatica e
patologia espermatica) foi realizada. O volume total

de s€émen obtido foi de aproximadamente 7 uL; os
valores de motilidade e vigor foram 0% e 0, respec-
tivamente, a concentracdo de espermatozoides foi de
837 x 106 células por mL. Concluiu-se que a técnica
de squeezing mostrou-se eficaz na recuperacao de es-
permatozoides epididimdrios de P. concolor de vida
livre ap6s a morte.

Palavras-chave: Conservagao, Gatos selvagens, Re-
producdo animal, Sémen.

Abstract The natural areas reduction and fragmen-
tation by human actions decrease the wild species
habitat, including the Cougar (Puma concolor). The
epididymis’ viable sperm recovery and the cryopre-
servation techniques development make possible
the genetically valuable genebanks formation. The
present work aims to describe squeezing epididymis
method for sperm collection and evaluation in free-
-living Puma concolor. After P. concolor death the
testicles were collected together with the scrotum,
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kept refrigerated at 4°C and sent to the LAPAZ-U-
FMT. Dissection of the testis-epididymis complex
was performed and, with the aid of a clamp, the epidi-
dymis was compressed towards the vas deferens, and
the semen was deposited on a plate heated to 37°C.
Descriptive evaluation (motility, vigor, membrane in-
tegrity, acrosome integrity, sperm concentration and
spermatic pathology) was performed. The total volu-
me of semen obtained was approximately 7 pL, the
values of motility and vigor were 0% and 0, respecti-
vely, sperm concentration was 837 x 10° cells per mL.
It was concluded that the squeezing technique proved
to be effective in free-living P. concolor epididymal
sperm cells recovery after death.

Keywords: Conservation, Wild cats, Animal repro-
duction, Semen.

Introduciao

A reducdo e fragmentacdo de areas naturais
pela agdo do homem, como o desmatamento e o avan-
co das areas destinadas a agricultura, sdo responsa-
veis pela diminuicao do habitat de diversas espécies
silvestres e consequente redugdo da variabilidade ge-
nética (MICHELETTI et al., 2012; ADANIA et al.,
2014). Ainda que os felinos selvagens estejam am-
plamente distribuidos, a agdo antrdpica sobre o ha-
bitat destes animais esta diminuindo drasticamente o
numero de individuos, ressaltando a necessidade de
desenvolver técnicas reprodutivas que contribuam
para a conservacao destas espécies (ADANIA et al.,
2014).

A suguarana (Puma concolor) ¢ a segunda
maior espécie de felideo no Brasil, possuindo habi-
tos solitarios e terrestres, com atividade tanto noturna
quanto diurna, sendo este listado pela International
Union for Conservation of Nature (IUCN) como ca-
tegoria de pouca preocupagdo (Least Concern) devi-
do a ampla distribui¢do, porém com sua populagdo
apresentando grande decréscimo. A destruicao de seu
habitat, fragmentacdo e consequente decréscimo do
numero de presas naturais, associadas a aproximagao
desses animais com populagdes humanas, sdo as prin-
cipais ameagas (ADANIA et al., 2014).

Ainda que os trabalhos de avaliagcdo andro-
logica em suguaranas sejam realizados com animais
mantidos em cativeiro (DECO et al., 2010; ARAU-
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JO et al., 2017), a integragdo das estratégias de con-
servagdo ex situ e in situ aperfeigoam os programas
reprodutivos, permitindo a continuacdo de processos
evolucionarios naturais, sendo assim uma importante
estratégia para a preservagao da diversidade biologi-
ca (COSTA; MARTINS, 2008).

A morte de individuos ou até mesmo doencas
que impossibilitem a copula ou colheita de sémen em
espécimes vidveis a reprodugdo pode representar um
grande problema. A recuperagdo de espermatozoides
que estejam viaveis no epididimo e o desenvolvi-
mento de técnicas de criopreservacdo deste material
possibilitam a formagao de bancos de germoplasma
naqueles individuos com consideravel valor genético
(MONTEIRO et al., 2009).

Desta forma, o presente trabalho tem como
objetivo descrever a coleta e avaliacdo espermatica
em um espécime de P. concolor de vida livre através
de células coletadas do epididimo utilizando-se a téc-
nica de squeezing.

Materiais e Métodos

Este estudo foi conduzido com autorizagao
para atividades com finalidade cientifica SISBIO/
IBAMA/Brasil n° 62089-1.

Um espécime de suguarana (P. concolor), ma-
cho, adulto, apds atropelamento foi encontrado a bei-
radarodovia MT 235 (13°48°47.3”S 56°02°22.5”W),
municipio de Nova Mutum, estado de Mato Grosso,
Brasil, evoluindo a 6bito uma hora apds ser enca-
minhada para uma clinica veterinaria do municipio
apresentando fratura na bacia e fémur direito. Foi re-
alizada coleta dos testiculos juntamente com o escro-
to logo apos o 6bito, mantendo o mesmo refrigerado
a 4°C e enviado ao Laboratorio de Pesquisa em Ani-
mais de Zoologico (LPAZ-UFMT).

A disseccao dos testiculos, coleta do sémen
e inicio das analises descritas a seguir deu-se quinze
horas apds a refrigeracdo do material. O método de
coleta dos espermatozoides foi realizado conforme
descrito por Iranpour e Valojerdi (2013) com adapta-
c¢oes. Inicialmente, foi realizada a dissec¢do do com-
plexo testiculo-epididimo, separando posteriormente
o epididimo do plexo pampiniforme e realizada a
remocdo dos tecidos adjacentes (Figura 1A). Com
o auxilio de uma pinga, foi realizada a compressao
do epididimo em sentido ao ducto deferente, sendo
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o sémen obtido depositado em uma placa aquecida a
37°C (Figura 1B).

Foi realizada a avaliag@o descritiva do s€émen
segundo Paz (2013), sendo analisados os parame-
tros de motilidade (valores expressos de 0 a 100%),
vigor (valores expressos em uma escala de 0 a 5),
integridade de membrana (colora¢do Eosina-nigrosi-
na), integridade acrossomica (coloracao Fast Green),
concentragdo espermatica e patologia espermatica. A
concentragdo espermatica foi calculada utilizando-se
camara de Neubauer, apos a dilui¢do na proporg¢ao de
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um volume de sémen para noventa e nove de formol
salino. A morfologia espermatica foi avaliada com
fixacdo do ejaculado em formol salino e preparagdo
do material em cdmara imida; para esta avaliagdo foi
contabilizada um minimo de 200 células em micros-
copio de contraste de fase (Axio Scope.Al, Zeiss®)
em aumento de 1000 vezes, e as anormalidades es-
permaticas classificadas em defeitos maiores (falhas
da espermatogénese) e defeitos menores (falhas du-
rante o periodo de maturagdo espermatica).

Figura 1. Técnica de squeezing realizada para obtencao de células espermaticas epididimais em suguarana (Puma con-
color) de vida livre. [A] Testiculo apos disseccdo e separagdo do complexo testiculo-epididimo, separando o epididimo
do plexo pampiniforme ¢ realizada a remog¢ao dos tecidos adjacentes. [B] Com o auxilio de uma pinga ¢ realizada a
compressao do epididimo em sentido ao ducto deferente (seta)

Resultados

O volume total de sémen obtido foi de apro-
ximadamente 7uL. Os valores de motilidade e vigor
foram de 0% e 0, respectivamente. A concentracao
espermatica foi de 837 x 10° células por mL. Todos
os valores obtidos, inclusive os valores de integrida-
de de membrana, integridade acrossomica e patolo-
gia espermatica encontram-se expressos na Tabela 1.

Dentre as patologias espermaticas mais fre-
quentes, 24,1% apresentavam peca intermediaria
quebrada sem gota, 14,3% apresentavam cauda que-
brada sem gota, 13,7% apresentavam cabega lanci-
forme, 10,9% apresentavam-se sem peca intermedi-
aria e 9,7% apresentavam gota proximal. Todos os
valores obtidos na avaliagao das patologias esperma-
ticas encontram-se expressos na Tabela 2.

Discussao

A técnica de squeezing utilizada no presente
trabalho mostrou-se efetiva, sendo possivel recupe-
rar células espermaticas do epididimo e consequente-
mente realizar a avaliagao descritiva do s€émen de um
individuo de P. concolor de vida livre que evoluiu a
obito.

Em animais que evoluam a dbito ou sao sub-
metidos a procedimento de orquiectomia, por exem-
plo, e que possuam valor zootécnico alto, as técni-
cas de squeezing e slicing (fatiamento) tornam-se
importantes ferramentas na recuperacao de gametas
masculinos a fim de compor bancos de germoplas-
ma (DECO et al., 2010). Em espécies de vida livre
bem como naquelas ameagadas de extingdo, procedi-
mentos de coleta de espermatozoides epididimarios e
estudos utilizando-se estas células tornam-se impor-
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Tabela 1. Valores de motilidade, vigor, concentracdo espermatica, integridade de membrana, integridade de acrossoma
e patologia espermatica de um espécime de suguarana (Puma concolor) de vida livre através de células obtidas do epi-
didimo pela técnica de squeezing

Parametros avaliados Valores
Motilidade (%) 0
Vigor (1-5) 0
Concentragao (espermatozoides/mL) 837 x 10°

Integridade de Viaveis (%) 84
membrana (coloragao [ o -

Eosina-nigrosina) Nao viaveis (%) 16

Integridade de Viaveis (%) 93
acrossoma (Fast - -

Green) Nao viaveis (%) 7

Espermatozoides normais (%) 63

Patologia espermitica | pqpermatozoides anormais [defeitos 17

primarios e secundarios] (%)

Tabela 2. Patologias espermaticas observadas em células obtidas do epididimo através da técnica de squeezing em um
espécime de suguarana (Puma concolor) de vida livre

Patologias Espermaticas
Defeitos primarios Defeitos secundarios
Cabeca lanciforme 13.7% Peca intermediéria quebrada 24.1%
sem gota
Sem peca intermediaria 10,9% Cauda quebrada sem gota 14,3%
Microcefalico 6,1% Gota proximal 9,7%
Macrocefalico 4.2% Gosta distal 3,2%
Peca intermediéria anormal 3,2% Pega intermedidria quebrada 2,1%
com gota
Cabeca arredondada 2,4% Pescoco quebrado 1,3%
Cauda fortemente enrolada 2,3% Cauda quebrada com gota 0,6%
Cabeca piriforme 1,1%
Acrossoma protuberante 0,4%
Biflagelado 0,4%
Bicefalico 0%
Acrossoma anormal 0%
Total
44.7% 55,3%
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tantes quando a obtengdo deste material por outros
meios (eletroejaculagdo, por exemplo) tornam-se in-
viaveis (ABELLA et al., 2014).

O congelamento de espermatozoides epididi-
marios, como os obtidos no presente trabalho, pode
ser utilizado em biotecnologias reprodutivas e conse-
quentemente conservacao de espécies silvestres atra-
vés da restauracdo de populagdes utilizando-se deste
material (COSTA; MARTINS, 2008). A técnica de
congelamento de espermatozoides epididimarios tem
sido empregada em diferentes espécies como ovinos
(BERGSTEIN-GALAN et al, 2017a), felinos do-
mésticos (EMERENCIANO et al., 2013) e humanos
(OATES et al., 1996), por exemplo.

No presente trabalho foi possivel observar
que apos as quinze horas mantidos a 4°C, esperma-
tozoides epididimarios apresentaram motilidade e
vigor nulos, diferente de outros estudos com felinos
domésticos (EMERENCIANO et al., 2013), ovi-
nos (BERGSTEIN-GALAN et al., 2017a) e ratos
(IRANPOUR; VALOIJERDI, 2013) que utilizam
meios como agua de coco, solugao Tris e meio Ham’s
F10 no processo de recuperagdo dessas células. Sa-
be-se que estas solugdes utilizadas na manipulagao
de células espermaticas influenciam diretamente na
qualidade (EMERENCIANO et al., 2013), e por isso
trabalhos que avaliam o uso desses meios em células
epididimarias bem como o periodo de refrigeracao
dos testiculos de P. concolor tornam-se necessarios a
fim de aperfei¢oar o uso desse material para fins re-
produtivos e de conservacao da espécie. Abella et al.
(2014) observou que em ovinos 0s espermatozoides
epididimarios mostraram-se férteis por varios dias,
mantidos a 4°C e sem uso de qualquer soluc¢ao.

Ainda que a viabilidade espermatica decresca
conforme a progressao do tempo post mortem (BER-
GSTEIN-GALAN et al., 2017b), os resultados ob-
tidos com relagdo a viabilidade espermatica no pre-
sente trabalho mostraram-se positivos, assim como o
observado em outras espécies. Em testiculos de ratos
mortos, mantidos refrigerados a 4°C, a integridade
de membrana (Eosina-nigrosina) no momento zero
da coleta foi de 87%, enquanto 24 horas apos a co-
leta esse indice foi de 82,6% (IRANPOUR; VALO-
JERDI, 2013). Em felinos domésticos, a viabilidade
espermatica de células do epididimo utilizando-se
diferentes solu¢des de manipulagdo foi entre 41,7%
(solugdo a base de Tris) e 58,2% (solugdo a base de
agua de coco em p6 (ACP-117®) (EMERENCIANO
et al., 2013). Em estudos com ovinos, comparando
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espermatozoides do ejaculado com espermatozoides
da cauda do epididimo, foi possivel observar que ndo
ha diferenca na viabilidade e fertilidade quando am-
bos sdo mantidos a temperatura ambiente (18 —25°C)
por até 24 horas post mortem (BERGSTEIN-GA-
LAN et al., 2017a). Ainda que o tempo post mor-
tem esteja diretamente correlacionado a viabilidade
espermatica, Songsasen (1998) demonstra que em
camundongos a degeneracdo testicular inicia apro-
ximadamente seis horas apds o 6bito, enquanto no
epididimo estas alteragdes iniciam mais tardiamen-
te, com aproximadamente doze horas apds a morte
do animal, o que explica a viabilidade destas células
varias horas ap0os o 0bito em diferentes espécies bem
como no individuo aqui descrito.

Com relacdo as patologias espermaticas pre-
sentes, observou-se uma frequéncia maior nos defei-
tos secundarios em relagdo aos defeitos primarios.
Isso ¢ esperado visto que os defeitos secundarios
sdo aqueles que ocorrem durante o periodo de trans-
porte e maturacdo espermatica no epididimo (PAZ,
2013). Desta forma, a coleta de células epididima-
rias aumenta a chance de que se obtenham células
imaturas ou em processo de maturagcdo. Em felinos
domésticos, observaram-se altera¢des secundarias de
espermatozoides epididimarios consideravelmente
maiores em relagdo as alteragdes primarias (EME-
RENCIANO et al., 2013).

Em trabalho realizado por Araujo et al. (2017)
em P. concolor cativos através de coleta farmacolo-
gica utilizando-se demetomidina, a concentragao
espermatica observada foi de 524,1 x 10° esperma-
tozoides/mL. Deco et al. (2010) através da eletroe-
jaculagdo em P. concolor cativos obteve sémen com
concentragdo de 205 x 10° espermatozoides/mL. Em
felinos domésticos, a concentracdo média de célu-
las epididimarias foi de 175 x 10° espermatozoides/
mL (EMERENCIANO et al., 2013), enquanto em
garanhdes coletados através de fluxo retrogrado a
concentragdo espermatica foi de 58,7 x 10° (GRA-
NEMANN et al.,2005). A concentragdo espermatica
observada no presente trabalho mostrou-se superior
ao observado em outras técnicas de coleta de sémen
em diferentes espécies, no entanto, vale salientar a
importancia de se confirmar esse fato em estudos
com maior numero de espécimes em diferentes po-
pulagdes e condigdes.
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Conclusao

Conclui-se com o presente trabalho que em
Puma concolor hé a possibilidade de se obter game-
tas masculinos do epididimo, sendo esta ferramenta
importante na formag¢ao de bancos genéticos em indi-
viduos que venham a 6bito, como no presente relato.
Em espécies silvestres a recuperacdo de espermato-
zoides epididimarios em individuos que evoluam a
obito, ou que estejam impossibilitados de se obter
material genético através de outras técnicas de coleta
de sémen, representa o aproveitamento total da capa-
cidade genética disponibilizada por esse individuo,
acarretando no aumento do sucesso reprodutivo e
consequente sucesso na conservagao destas espécies
de interesse.
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