UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

Yuri Gongalves Matos

Biometria testicular e caracterizacdo morfologica, morfométrica e ultraestrutural dos

espermatozoides de tigrina Leopardus tigrinus (Schreber, 1775) no bioma Caatinga

MOSSORO
2023


http://www.niemeyer.org.br/

Yuri Gongalves Matos

Biometria testicular e caracterizacdo morfologica, morfométrica e ultraestrutural dos

espermatozoides de tigrina Leopardus tigrinus (Schreber, 1775) no bioma Caatinga

Monografia apresentada a  Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Medicina Veterinaria.

Orientador: Alexandre Rodrigues Silva, Prof.
Dr.

MOSSORO
2023


http://www.niemeyer.org.br/

©Todos os direitos estdo reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido.O contetdo
desta obra ¢ de inteira responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel de sang¢des
administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis que regulamentam a Propriedade
Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n°® 9.279/1996, e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O conteudo desta obra tornar-se-4 de dominio publico apds a data de defesa e
homologa¢ao da sua respectiva ata, exceto as pesquisas que estejam vinculas ao processo de
patenteamento. Esta investigacdo sera base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e
seu (a) respectivo (a) autor (a) seja devidamente citado e mencionado os seus créditos
bibliograficos.

MM433 MATOS, Yuri Gongalves.

b Biometria testicular e caracterizagdo
morfoldgica, morfométrica e ultraestrutural dos
espermatozoides de tigrina Leopardus tigrinus
(Schreber, 1775) no bioma Caatinga / Yuri
Gongalwves MATOS. - 2023.

56 £. : il.

Orientador: Alexandre Rodrigues SILVA.

Monografia (graduagdo) - Universidade Federal
Rural do Semi-&rido, Curso de Medicina
Veteriniria, 2022.

1. gato-do-matc-pequeno. 2. ultrassonografia.
3. orquiometria. 4. sémen. 5. conservagdo. I.
SILVA, Alexandre Rodrigues, orient. II. Titulo.

Bibliotecaria: Keina Cristina Santos Sousa e Silva
CRB: 15/120

O servigo de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica para Trabalhos de Conclusdo de Curso (TCC’'s) foi
desenvolvido pelo Instituto de Ciéncias Matematicas e de Computagédo da Universidade de Sao Paulo (USP) e
gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-UFERSA),
sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da Informacao e Comunicagéo (SUTIC) sob orientacao
dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado as necessidades dos alunos dos Cursos de Graduagao e
Programas de Pés-Graduacgéo da Universidade.



Yuri Gongalves Matos

Biometria testicular e caracteriza¢do morfologica, morfométrica e ultraestrutural dos

espermatozoides de tigrina Leopardus tigrinus (Schreber, 1775) no bioma Caatinga

Monografia apresentada a  Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Medicina Veterinaria.

Defendida em: 11 /10 /2023.

BANCA EXAMINADORA

zﬁ}sﬁandre Rodrigues Silva, Prof. Dr. (UFERSA)
Presidente

Luana Grasiele Pereira Bezerra, Dra. (UFERSA)
Membro Examinador

Gislayne Christianne Xavier Peixoto, Dra. (UFRN)
Membro Examinador



http://www.niemeyer.org.br/

AGRADECIMENTOS

Ao meu pai, Nonato Leite; A minha mée, Iraci Gongalves; Ao meu irmio, Italo
Gongalves; A minha avé, Dona Rosa; e em memoria a0 meu avd, Seu Sebastido. Agradeco a
vocés pelo amor, incentivo, e pela dedicagdo incondicional durante a minha criacdo para me
fazer melhor. Pelo empenho irrestrito, especialmente para me oferecer educagdo de qualidade,
que me possibilitou chegar até o presente momento. Minha maior determinagdo € o desejo de
dar orgulho a vocés. Ainda aos meus tios, Edivan Santiago ¢ Gilvan Santiago, pelo suporte e
apoio que certamente foram essenciais durante meus anos de formagao.

Ao meu companheiro, meu melhor amigo, e aquele por quem me apaixono todos os
dias, Antonio Gustavo. Compartilhar a vida com vocé ¢ um privilégio, e sou imensamente grato
pelo amor, pela parceria e por toda paciéncia. Ao seu lado, os dias sao melhores.

Aos meus amigos de graduagdo, Matheus Henrique, Ana Leticia, Mariana Aquino,
Victor Hugo, Maria Isabelle e Efraim Matos. Considerem o carinho que tenho por cada um, que
ultrapassa os muros desta Universidade. Contem comigo sempre.

Ao meu Orientador, Prof. Dr. Alexandre Rodrigues, pela sensibilidade de enxergar e
investir esforcos no meu potencial. Por contribuir para minha formagao através de seus
ensinamentos e orientagdes. Seu amor pelos animais, pela educagdo e pela ciéncia me inspiram.

Ao Dr. Herlon Victor Rodrigues e a Dra. Bruna Farias, socios-administradores da
Reprocenter Reproducdo Animal Ltda., onde parte das andlises deste trabalho foi processada.
Ao Parque Ecologico Ecopoint e ao Zooldgico Municipal Sargento Prata, em Fortaleza; e ao
Zoolbégico de Sao Francisco, em Canindé. Agradego pelo cuidado com os animais, pela
disposic¢do para o estudo e pela assisténcia durante as coletas.

A minha banca examinadora, cuidadosamente escolhida, Dra. Gislayne Peixoto e a Dra.
Luana Pereira. Agradego pela disponibilidade e pelas contribuigdes.

Ao Prof. Dr. Moacir Franco, por ceder o Laboratdério de Morfofisiologia Animal; e Ao
Laboratorio de Microscopia Eletronica de Varredura. Pela assisténcia para processamento e
realizacdo da eletromicroscopia. Suas contribui¢des foram enriquecedoras para o trabalho.

Aos meus amigos e colegas do Laboratério de Conservagao de Germoplasma Animal.
Todos vocés, sem excessdes, foram e sdo essenciais para a minha formagdo pessoal e
profissional. Tenho imenso orgulho de fazer parte dessa equipe.

Aos seres mais puros. Entre inimeras possiveis carreiras, nenhuma outra me fascina
tanto quanto aquela que se dedica a eles: Aos animais.

Muito obrigado!



This is the funny thing about growing up. For
years and years, everybody’s desperately afraid
to be different, you know, in any way.

And then, suddenly, almost overnight,
everybody wants to be different. And that is
where we win.

Mitchell Pritchet, Modern Family



RESUMO

Entre os pequenos felideos neotropicais, a tigrina Leopardus tigrinus (Schreber, 1775) esta
classificada como vulneravel pela Unido Internacional para Conservagdo da Natureza, em
consequéncia da fragmentacao de seus habitats, da caga e do comércio ilegal. Considerando a
ameaga de extingdo, estudos voltados para a compreensdo da morfofisiologia reprodutiva sao
escassos, porém essenciais para estratégias de conservagao da espécie. Este trabalho teve como
objetivo obter dados referentes a biometria testicular e caracteristicas espermaticas de L.
tigrinus radicados no bioma Caatinga. Os procedimentos foram aprovados pela CEUA-
UFERSA n. 20/2023 e pelo SISBIO n. 88201-1. Foram utilizados quatro animais, com idade
média de 2,25 + 0,32 anos, e peso médio de 2,52 + 0,15 quilogramas, cativos dos zoologicos
localizados em Fortaleza, CE (Latitude: 3° 43' 6" Sul, Longitude: 38° 32' 36" Oeste) e Canindé,
CE (Latitude: 4° 21’ 29" Sul, Longitude: 39° 18" 7" Oeste). Os animais foram capturados de
seus recintos com puca, e contidos quimicamente pela associagdo de dexmedomidina e
cloridrato de cetamina. A avaliagdo do parénquima testicular foi realizada por ultrassonografia,
bem como as mensuracdes de cada testiculo para calculo do volume testicular pelas formulas
de Lambert e elipsoide. As amostras seminais foram coletadas por eletroejaculacdo, e os
parametros macroscopicos (volume e cor) e microscopicos (concentragdo, motilidade,
viabilidade, teste hiposmotico) dos ejaculados foram avaliados. A morfologia e morfometria
foram descritas, e as amostras foram processadas para eletromicroscopia de varredura. Para
todas as analises estatisticas, o software GraphPad Prism 8.0.2 foi utilizado. Como resultados,
o parénquima testicular da tigrina apresentou ecogenicidade média e ecotextura homogénea. As
formulas de Lambert e elipsoide demonstraram volumes testiculares significativamente
diferentes. Os ejaculados apresentaram 237,50 + 89,85 puL de volume com concentragdo de 1,44
+ 0,65 x 10° spz/mL, 55,00 £ 15,41% de motilidade, 3,5 = 0,29 de vigor, 51,75 + 16,77% para
viabilidade, 75,00 + 8,6% responsivos ao teste hiposmotico e 60,75 + 10,24% de
espermatozoides morfologicamente normais. A analise morfométrica descreveu o comprimento
total do espermatozoide de 29,50 + 0,10 um. A avaliag@o ultraestrutural permitiu definir a
cabeca espermatica de tigrinas em formato oval, o colo espermatico e os segmentos equatorial
e apical do acrossomo. Dessa forma, este estudo abrange a morfofisiologia reprodutiva de L.
tigrinus, destacando a aplicacdo da ultrassonografia testicular na espécie e fornecendo dados
sobre as caracteristicas espermdticas que sdo fundamentais para a implementacdo de
biotecnologias reprodutivas como estratégia de conservagao.

Palavras-chave: gato-do-mato-pequeno; ultrassonografia; orquiometria; s€émen; conservacao.



ABSTRACT

Among neotropical small felids, the oncilla Leopardus tigrinus (Schreber, 1775) is classified
as vulnerable by the International Union for Conservation of Nature, due to habitat
fragmentation, hunting, and illegal trade. Considering the threat of extinction, studies on the
understanding of reproductive morphophysiology are scarce but essential for species
conservation strategies. This work aimed to obtain data on testicular biometry and spermatic
characteristics of L. tigrinus in the Caatinga biome. Procedures were approved by CEUA-
UFERSA No. 20/2023 and SISBIO No. 88201-1. Four animals, with an average age of 2.25 +
0.32 years and weight of 2.52 + 0.15 kilograms, housed in zoos in Fortaleza, CE (Latitude: 3°
43' 6" S, Longitude: 38° 32' 36" W) and Canindé, CE (Latitude: 4° 21’ 29" S, Longitude: 39°
18" 7" W) were used. Animals were captured from their enclosures using a net and chemically
restrained with a combination of dexmedetomidine and ketamine hydrochloride. Testicular
parenchyma was assessed by ultrasonography, and measurements of each testicle were taken to
calculate testicular volume using Lambert and ellipsoid formulas. Seminal samples were
collected by electroejaculation, and macroscopic (volume and color) and microscopic
(concentration, motility, viability, hypo-osmotic swelling test) parameters of ejaculates were
evaluated. Morphology and morphometry were described, and samples were processed for
scanning electron microscopy. GraphPad Prism software was used for all statistical analyses.
Results showed that the tigrinus testicular parenchyma exhibited moderate echogenicity and
homogeneous echotexture. Lambert and ellipsoid formulas revealed significantly different
testicular volumes, with no significant correlation found with seminal parameters. Ejaculates
presented an average volume of 237.50 + 89.85 pL, a concentration of 1.44 + 0.65 x 10°
spz/mL, 55.00 + 15.41% motility, 3.5 + 0.29 vigor, 51.75 £ 16.77% viability, 75.00 £+ 8.6%
responsiveness to the hypo-osmotic swelling test, and 60.75 + 10.24% morphologically normal
spermatozoa. Morphometric analysis described a total sperm length of 29.50 = 0.10 um.
Ultrastructural evaluation allowed a more detailed description of the sperm morphology in
tigrinus, to define the sperm head of tigrinas as oval-shaped, the sperm neck, and the equatorial
and apical segmentes of the acrosome. Thus, this study encompasses the reproductive
morphophysiology of L. tigrinus, emphasizing the application of testicular ultrasonography in
the species and providing crucial data on sperm characteristics for the implementation of
reproductive biotechnologies as a conservation strategy.

Keywords: oncilla; ultrasonography; orchiometry; semen; conservation.
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1 INTRODUCAO

Entre os pequenos felideos neotropicais, a tigrina Leopardus tigrinus (Schreber, 1775),
também conhecida como gato-do-mato-pequeno, esta distribuida geograficamente em habitats
e densidades populacionais variaveis, desde as florestas montanhosas na Costa Rica ao bioma
semiarido da Caatinga brasileira (Payan e Oliveira, 2016). Entretanto, como consequéncia da
destruicao e fragmentagao de seus habitats, somado ao comércio e caga ilegal (Motta e Reis,
2009), a espécie esta classificada como “em perigo” pela Lista Nacional Oficial de Espécies da
Fauna Ameacadas de Extingdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) (Brasil, 2014) e “vulneravel” pela Unido Internacional para
Conservacao da Natureza (IUCN) (Payan e Oliveira, 2016).

Considerando a ameaca de extingdo, a compreensdo da fisiologia reprodutiva desse
felideo selvagem ¢ fundamental para a implementagdo de estratégias adequadas de manejo e
conservagdo, especialmente para a adaptagdo e implanta¢ao de biotecnologias que otimizem o
potencial reprodutivo da espécie (Santos e Silva, 2022).

Nesse cenario, o estudo dos parametros orquiométricos, que inclui a analise das
dimensoes testiculares, fornece informagdes valiosas para avaliar a satide reprodutiva dos
machos e identificar individuos com maior potencial reprodutivo. Em mamiferos domésticos,
as mensuragdes das medidas testiculares sdo aplicadas durante o exame andrologico em
modelos matematicos para calcular o volume testicular, que estd intimamente relacionado com
a qualidade do sémen e fertilidade (Queiroz ef al., 2010). Nessas espécies, esses parametros
refletem na estrutura seminifera e, consequentemente, na producao gametogénica, que afetam
diretamente a idiossincrasia espermatica (Gouletsou et al., 2008).

Além das mensuragdes biométricas, a caracterizacdo da célula espermdtica ¢
fundamental para o desenvolvimento e padronizacdo de técnicas de reproducao assistida, além
de permitir a criacdo de bancos de material genético que possibilitem a conservagao e
multiplicagdo desses biomateriais (Costa ef al., 2022; Santos e Silva, 2022). Embora ja existam
descri¢des de tentativas de estabelecimento de protocolos para refrigeracdo (Angrimani et al.,
2017) e criopreservagdo (Baudi ef al., 2008) do sémen de tigrinas, estudos detalhados sobre as
caracteristicas reprodutivas dos machos da espécie sdo ainda escassos. Na verdade, a literatura
traz poucos estudos descritivos, predominantemente restritos as regides sul, sudeste e centro-
oeste do pais (Morais et al., 2002; Swanson, 2003; Erdmann ef al., 2006; Balarini et al., 2012).
Entretanto, a partir da recente revisao taxondmica do género Leopardus (Nascimento e Feijo,

2017), € possivel que os estudos anteriormente relatados se refiram a espécie L. guttulus,
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considerando sua distribui¢do geografica. Portanto, informagdes sobre os parametros
espermaticos da espécie L. tigrinus sao ainda escassos.

Nessa perspectiva, a avaliagdo morfoldgica ¢ uma abordagem amplamente empregada
nas avaliagdes seminais ¢ determinante para estimar o potencial de fertilizagdo da amostra,
considerando a descri¢do prévia das caracteristicas celulares fisiologicas da espécie (Silva et
al., 2019). Além disso, a descricdo morfométrica permite uma compreensdo ainda mais
detalhada da biologia dos gametas, aplicada ao diagnostico de defeitos espermaticos ou para o
fornecimento de dados como valores de referéncia para softwares de andlises seminais
computadorizadas (Barbosa et al., 2019; Silva et al., 2019). Em adigdo, a avalia¢do
ultraestrutural fornece informagdes significativas sobre a complexidade estrutural e funcional
da célula e pode ser essencial para revelar caracteristicas visiveis além da capacidade de
resolugdo da microscopia Optica convencional (Silva et al., 2019).

No entanto, até o presente momento, os estudos sobre a reproducdo da tigrina
permanecem insuficientes para abordar plenamente as necessidades de conservacdo dessa
espécie. Portanto, este trabalho visa preencher essa lacuna, com uma abordagem inédita na
mensuracdo biométrica testicular da espécie, a partir do uso da ultrassonografia, bem como a
caracterizagdo espermatica detalhada, com descricdo morfométrica e ultraestrutural, a fim de

contribuir com informagdes que embasarao estratégias de conservagao e manejo mais eficazes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOECOLOGIA E ESTADO DE CONSERVACAO DO GATO-DO-MATO-
PEQUENO

O Neotropico compreende, provavelmente, a regido biogeografica mais diversa do
planeta (Tunez et al., 2021). No entanto, o declinio populacional de mamiferos nessa porgao
territorial ameaca sua biodiversidade, notadamente observado pelo aumento de espécies
vulneraveis ou em risco de extingdo (Junior, 2023). Infelizmente, essa tendéncia ¢ um fendémeno
comum a quase todos os predadores neotropicais, consequentemente influenciando a interacao
das populacdes em toda a cadeia trofica e o equilibrio dos ecossistemas (Redford, 1997).

Os felideos, como predadores que ocupam o topo da cadeia alimentar, sdo
particularmente impactados por qualquer agdo, antrdpica ou ndo, que influencie direta ou
indiretamente os niveis troficos inferiores. A “cascata trofica” resultante desse desequilibrio
pode desencadear consequéncias interconectadas que afetam toda a dinamica biocenotica
(Muller-Filho, 2000). Uma das importantes consequéncias dessas modificacdes na estrutura do
ecossistema ¢ a perda da biodiversidade (Vidolin, 2004).

A familia Felidae, embora com uma sistematica complexa, sendo frequentemente
revisada e reclassificada por diferentes autores (Kitchener et al., 2017), retine todos os pequenos
gatos selvagens da América Central e do Sul no género Leopardus. A recente revisao
taxondmica permitiu o reconhecimento de trés espécies plenas de gato-do-mato-pequeno: L.
tigrinus, com ocorréncia no norte, noroeste e oeste da regido neotropical; L. emiliae, ao leste; e
L. guttulus, ao sul (Nascimento e Feijo, 2017).

Entre os felideos neotropicais, o Leopardus tigrinus, popularmente conhecido como
gato-do-mato-pequeno, gato-macambira, gato-tigre-do-norte ou tigrina, ¢ a menor espécie
felidea presente no Brasil, sendo proporcionalmente semelhante ao gato doméstico
(Nascimento e Feijo, 2017; Bellani, 2020). Interessantemente, sua distribuicdo geografica
apresenta extrema variabilidade, abrangendo desde as florestas montanhosas e nubladas na
Costa Rica e nos Andes, até a planicie do bioma semidrido na Caatinga brasileira (Payan e
Oliveira, 2016). No entanto, essa distribuicao ¢ descontinua e sua populacao ¢ intrinsecamente
pequena, com densidade populacional de 0,1 a 0,25 espécimes/km? nas florestas tropicais secas
do Cerrado e da Caatinga, enquanto nas florestas imidas da Bacia Amazonica ¢ ainda mais

reduzida, sendo encontrados 0,0001 espécimes/km? (Oliveira et al., 2013; Bellani, 2020).
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No Brasil, a populagdo de L. tigrinus ¢ naturalmente insustentdvel, enfrentando
constantes ameagcas pela perda e fragmentagdo de habitats, doencas, atropelamentos, comércio
ilegal e mortes retaliatorias pela invasao de propriedades (Torres et al., 2018). Entre essas, a
perda e fragmentagao de habitats €, seguramente, a principal ameaga (Bellani, 2020). Na otica
do semidrido, o Cerrado e a Caatinga brasileira sdo atemorizados pela antropizacao e
destinagdo de areas para a agropecuaria, com constante perda de suas areas remanescentes,
afetando negativamente a tendéncia populacional da espécie (Marinho, 2015; Torres et al.,
2018).

Algumas décadas atras, as tigrinas foram alvo de intensa exploragao pelo comércio de
pele animal. Entre os anos de 1976 e 1985, pelo menos 352 mil unidades de produtos a partir
de pele de L. tigrinus foram comercializadas, de acordo com relatorios da Convencao sobre o
Comércio Internacional das Espécies Silvestres Ameagadas de Extingdo (CITES) (Oliveira et
al., 2013). Atualmente, ainda que a caca da espécie seja proibida no Brasil e em outros paises
da América do Sul e Central, diminuindo o comércio internacional, a caga ilegal persiste
regionalmente, contribuindo para o status de conservagao preocupante (Payan e Oliveira, 2016).

Além disso, uma realidade frequentemente relatada nas tigrinas ¢ a caga retaliatdria apds
esses animais invadirem e predarem aves oriundas de propriedades privadas, gerando revolta
dos produtores (Bellani, 2020). Torres et al. (2018) conclui que os carnivoros naturalmente
substituirdo suas presas por espécies domésticas em situagcdoes de desequilibrio ambiental.
Consequentemente, esses predadores também serdo cacados por se alimentarem de animais
domésticos.

Diante desses desafios, a demografia do L. tigrinus demonstra uma tendéncia
decrescente e fragmentada. Como resultado, a espécie foi classificada como vulneravel pela
Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da IUCN (Payan e Oliveira, 2016) e em perigo pela
Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameagadas de Extingdo do IBAMA (Brasil, 2014).
Nesse cenario, torna-se fundamental a implantacao de estratégias de preservacao do gato-do-
mato-pequeno de maneira sustentavel.

Considerando a insustentabilidade natural e a complexidade da reprodugdo consistente
de pequenos felideos em ambiente de cativeiro (Moreira, 2007), torna-se evidente que as
biotécnicas de reproducao assistida sejam ferramentas importantes para a conservagao desses
animais. Portanto, uma compreensao detalhada da morfofisiologia reprodutiva da espécie pode
ser essencial para permitir a adaptacdo de forma adequada das biotecnologias voltadas para a

otimizagdo do potencial reprodutivo desses animais.
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2.2 MORFOFISIOLOGIA REPRODUTIVA MASCULINA DOS FELIDEOS

A compreensdao da anatomofisiologia reprodutiva ¢ essencial para uma avaliacao
androldgica precisa e o sucesso reprodutivo de qualquer espécie (Moreira, 2023). Em contravia,
as informagdes disponiveis sobre a reproducdo de animais selvagens, especialmente dos
felideos, sdo escassas (Bellani, 2020). Ainda assim, quando presentes, ha uma tendéncia de
enfoque nas espécies de grande porte, como as Panthera spp., mas poucos estudos detalhados
nos pequenos felideos, como os Leopardus spp. (Ceregatti e Feitosa, 2023). Como resultado, a
fisiologia da reproducdo de muitas dessas espécies permanece quase ou completamente
desconhecida.

Possivelmente, o status ecoldgico da maioria das espécies e a restricdo de acesso a
espécimes na natureza sejam os principais fatores que limitam a produgdo cientifica nessa area.
Isso coloca os pesquisadores em uma posi¢ao desafiadora, frequentemente trabalhando com
uma amostragem reduzida e insuficiente para representar adequadamente a populagdo, o que
compromete a confiabilidade dos resultados (Wildt, 1989).

Em situagdes em que pouca informagao consistente esta disponivel, uma alternativa para
superar essa limitacdo ¢ o uso de espécies filogeneticamente proximas como modelos
experimentais (Santos e Silva, 2022). As similaridades anatomicas e fisiologicas do trato
reprodutivo entre felinos domésticos e selvagens ja foram descritas, permitindo a realizagao de
pesquisas em maior escala pela maior disponibilidade de animais (Mehanna et al., 2016).

Assim, posteriormente os protocolos podem ser adaptados para a espécie de interesse.

2.2.1 Aspectos reprodutivos de tigrinas

A caracterizagdo anatomica do sistema reprodutivo masculino de tigrinas ¢ comum a de
outros felideos neotropicais (Carneiro et al., 2010; Mehanna et al., 2016; Machado et al., 2020;
Ceregatti e Feitosa, 2023), sendo comparativamente semelhantes ao gato doméstico descrito
por Ellenport (1986). De maneira geral, os componentes funcionais incluem o pénis, a uretra, a
glandula bulbouretral, a glandula prostatica, os ductos deferentes, os epididimos e os testiculos.

O 6rgao genital masculino, o pénis, localiza-se ventralmente aos testiculos, e apresenta
algumas particularidades notaveis. A principal delas ¢ evidenciada a partir da puberdade,
quando ocorre um aumento na concentragao sérica de andrégenos, resultando na formagao de
espiculas penianas (Morais ef al., 2002). Essas estruturas consistem em um epitélio cornificado,

e foram visualizadas no grupo da espécie por Morais et al. (2002), Swanson et al. (2003) e
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Erdmann et al. (2006). Diversas hipoteses sdo supostas para explicar as fungdes das espiculas
penianas, porém, de forma geral, acredita-se que sejam responsaveis por estimular o aparelho
reprodutor feminino durante a copula e induzir a ovulagdo (Carneiro et al., 2010; Ceregatti e
Feitosa, 2023).

Os testiculos estdo posicionados na regido perineal, sendo internamente envoltos pela
tunica albuginea, que origina o mediastino testicular. Essa faixa de tecido conjuntivo forma
septos fibrosos que dividem os compartimentos do parénquima testicular em lobulos (Machado
et al., 2020). A nivel microscopico, os ldbulos sdo constituidos de tubulos contorcidos,
chamados tibulos seminiferos, onde ocorre a producao espermatica (Ceregatti e Feitosa, 2023).
Cada etapa da espermatogénese ocorre em regides especificas do epitélio, formando camadas
celulares desde a base, onde estdo as espermatogonias, até a luz do tubulo, onde sdo liberados
os espermatozoides. Essa estrutura ¢ possivel gragas as células de Sertoli, que desempenham
papel significativo no suporte ao crescimento das células germinativas (Dalia et al., 2019; Pinto,
2020). Além disso, podemos observar que, histologicamente, esse processo acontece de
maneira ciclica e sucessiva (Ceregatti e Feitosa, 2023), em que, em tigrinas, a espermatogénese
dura, aproximadamente, 41,37 dias (Balarini et al., 2012).

Ainda, essa produgdo espermatica pode ser influenciada pelo fenomeno de sazonalidade
reprodutiva, em que a quantidade e qualidade de espermatozoides pode variar ao longo do ano
e entre os hemisférios geograficos, a partir de variacdes climaticas, de fotoperiodo, ou de
disponibilidade de alimentos (Morais ef al., 2002). Enquanto alguns felideos respondem
pronunciadamente a essas variagdes, como o gato doméstico (Nuiiez-Favre et al., 2012), o
leopardo-das-neves (Panthera uncia) (Johnston et al., 1994) e o gato-de-pallas (Felis manul)
(Swanson et al., 1996), para os felideos neotropicais, essa influencia parece ser mais discreta.
Morais et al. (2002) observaram que os efeitos sazonais nao foram significativamente influentes
na reprodugdo das tigrinas, embora picos de producdo espermatica tenham sido descritos

durante o verdo, onde existe uma influéncia positiva do fotoperiodo.

2.2.2 Coleta, avaliaciio e processamento de sémen em tigrinas

Quanto a obtencdo do sémen, os métodos comumente empregados em felideos sao
adaptados a suas particularidades anatomofisiologicas e comportamentais, abrangendo desde
abordagens pouco invasivas, como o uso da vagina artificial, até métodos mais intrusivos, como

a eletroejaculacao. Esse ultimo consiste na introdu¢cdo de uma sonda retal lubrificada, que ¢
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acoplada ao eletroejaculador, no assoalho da ampola retal do animal, permitindo o contato com
a mucosa e o plexo pélvico, entre a prostata e a glandula bulbouretral (Zambelli e Cunto, 2022).

Furthner et al. (2018) avaliaram a seguranga ¢ inocuidade do procedimento sobre a
mucosa retal de gatos, concluindo que a eletroestimulacao, quando realizada adequadamente,
ndo induz lesdes histologicas e colonoscopicas significativas que comprometam a satde do
animal. Portanto, atualmente esse ¢ considerado o método eletivo para coleta espermatica em
felideos, e o unico método descrito até 0 momento em tigrinas, possibilitando a realizacdo com
o animal anestesiado, mesmo em machos nao treinados ou com comportamento agressivo,
proporcionando maior seguranga ao técnico e ao animal (Zambelli e Cunto, 2022).

Usualmente, a cetamina ¢ o fairmaco mais empregado na inducdo anestésica para
eletroejaculagdo em felideos, seja isoladamente ou em associagdo (Zambelli e Cunto, 2022).
Quando associada a um a2-agonista, como a medetomidina, Zambelli et al. (2007) obtiveram
ejaculados com maior concentragao espermatica. Johnson (2018) substitui a medetomidina pela
dexmedetomidina (30-40 pg/kg), da mesma classe de a2-agonistas, associada a cetamina (3-5
mg/kg), por via intramuscular. Essa combinacdo também foi utilizada com sucesso em
Panthera onca por Silva et al. (2019), obtendo espermatozoides vidveis.

Ao comparar diferentes protocolos de estimulos elétricos em gatos, Pineda e Dooley
(1984) observaram que o nimero de espermatozoides dos ejaculados sofreram variagdo em
resposta a voltagem e ao nimero de estimulos. Nesse estudo, foi observado que a concentragao
espermatica era significativamente maior quando aplicada voltagem no intervalo de 4 a 8V, em
comparac¢do aos eletroejaculados coletados com 1 ou 2V. No entanto, a estimulacdo com altas
voltagens resultavam em contaminag¢do por urina, o que compromete a viabilidade do sémen.
Entre os diferentes protocolos descritos na literatura, o mais utilizado em pequenos felideos €

o proposto por Howard et al. (1990) para gatos domésticos, representado na tabela 1.

Tabela 1. Protocolo de eletroestimulagdo descrito por Howard et al. (1990).

Série 1 Série 2 Série 3
Estimulos 10 10 10 10 10 10 10 10
Voltagem 2 3 4 3 4 5 4 5

Os estudos de Morais et al. (2002), Swanson et al. (2003), Erdmann et al. (2006) e Baudi
et al. (2008) aplicaram o mesmo protocolo em tigrinas com sucesso. A média geral dos
parametros seminais obtidos nesses estudos, desprezando as aliquotas contaminadas, estao

apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2. Média (+ EP) das caracteristicas seminais de tigrinas por diferentes autores.

Swanson et Erdmann e

Morais et al. Baudi ez al.
_ al. (2003) al. (2006) _
(2002) [n=4] [n=17] [n=11] (2008) [n=4]
Volume (mL) 0,3+0,1 0,11 +0,02 0,13+0,2 0,35+0,1
pH 7,6 +0,1 - 7,58 -

Concentragio (<105mL) 411.9+463  83,0£355  43641+958 2428+852

Motilidade (%) 71,4+23 62,1 +£5,7 73,44 789+ 1,5

Vigor (0-5) 3,8+0,1 - 3,48 3,90+0,1

Morfologia normal (%) 59,2+3,5 35,6 £6,0 55,86 +3,3 76,8 £0,9

Defeitos primarios (%) 8,6+1,6 - - 5,9+0,7

Defeitos secundarios (%) 322+29 - - 17,3+£5,0

Estudos experimentais trabalharam ainda com criopreservagao e refrigeragdo de sémen
na espécie. Baudi et al. (2008) avaliaram as propriedades criobiologicas da célula espermatica
de tigrinas congeladas em meio crioprotetor a base de lactose, gema de ovo e glicerol, utilizando
curvas de congelamento répida e lenta. Nesse estudo, foi possivel observar que as amostras
apresentaram uma reducdo significativa da porcentagem de espermatozoides moveis (80,0 +
2,0% nos ejaculados frescos e 49,0 + 2,9% nas amostras congeladas-aquecidas), além de um
efeito deletério importante na integridade acrossomal dos espermatozoides (91,0 = 5,0% nos
ejaculados frescos e 30,8 + 5,6% nas amostras criopreservadas-aquecidas), independente da
curva de congelacdo utilizada. Mais recentemente, Angrimani et al. (2016) estudaram a
refrigeragdo de sémen por curto periodo de tempo na espécie, sugerindo o uso do diluente Tris-
gema de ovo-citrato para manutengao dos parametros espermaticos de tigrinas por até 24 horas
a4°C (fndice de Motilidade Espermatica — SMI: 50,0 + 1,7%).

Apesar de contribuirem significativamente com a aplicagdo de biotecnologias
conservacionistas, ainda existe uma lacuna de dados importantes no entendimento da fisiologia
reprodutiva da espécie, que podem permitir a otimizagdo desses protocolos para obter
resultados ainda mais satisfatorios. Nao foi descrito, por exemplo, o uso da ultrassonografia
testicular para mensuragdo biométrica nesses animais, o que representa uma grande limitagao
na avalia¢do androldgica. Adicionalmente, existe a necessidade de implementar técnicas de

analise espermatica mais aprofundadas, como a morfometria espermatica e a avaliagdo
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ultraestrutural, que permitam a adaptacdo de forma mais adequada das biotécnicas de

reprodugao assistida.

2.3 ULTRASSONOGRAFIA E BIOMETRIA TESTICULAR

A ultrassonografia ¢ uma técnica de imagem amplamente empregada na Medicina
Veterinaria para a analise em tempo real da arquitetura e caracteristicas ultrassonograficas de
orgaos, permitindo a identificacdo de condigoes fisiologicas e patologicas (Peixoto et al., 2010).
Esta abordagem, ndo invasiva, precisa e rapida, pode ser aplicdvel em ambientes laboratoriais
e de campo, o que tem estimulado sua utilizacdo em diversos contextos de diagndstico e
pesquisa ao redor do mundo (Huda e Slone, 2003).

Rivkees et al. (1987) sugeriram o emprego da ultrassonografia como uma abordagem
biométrica alternativa para avaliar o tamanho dos testiculos. Comparada aos métodos
tradicionais da época, como régua, paquimetro (Lambert, 1951) e orquidometros (Prader,
1966), a ultrassonografia proporciona maior precisdo, minimizando erros inerentes a medigao,
como por exemplo, a inclusdo do epididimo e do tecido cutdneo na mensuragdo ¢ da

variabilidade na espessura e elasticidade da pele escrotal (Goletsou ef al., 2008).

2.3.1 Volume testicular

A mensuragao precisa do volume testicular oferece beneficios na avaliagdo de pacientes
com desordens que afetem direta ou indiretamente o desenvolvimento testicular (traumas,
orquite, epididimite, quiomioterapias), bem como no monitoramento do desenvolvimento
puberal e no potencial reprodutivo (Goletsou et al., 2008). Considerando que os tubulos
seminiferos constituem cerca de 70-80% da massa testicular, o volume testicular esta
intrinsecamente correlacionado com a espermatogénese e, por extensdo, com parametros
reprodutivos como concentragdo, motilidade e morfologia dos espermatozoides da maioria das
espécies domésticas, especialmente as de interesse produtivo (Rege et al., 2000; Pant ef al.,
2003; Mekasha et al., 2007; Devkota et al., 2008).

No entanto, essas correlagdes podem divergir entre as espécies, como no quati (Nasua
nasua, Carnivora) e no cateto (7Tayassu tajacu), onde nao foram identificadas correlagdes
significativamente relevantes entre parametros biométricos e a qualidade seminal (Queiroz et
al.,2010; Peixoto et al., 2012). Nos felinos, essa relacao parece ser inversa, conforme analisado

por Neubauer et al. (2004). Nesse estudo, as maiores volumetrias obtidas de gatos domésticos
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foram correlacionadas com uma menor qualidade espermatica, como sera abordado
detalhadamente no topico 2.4.1.1. Assim, € necessario estudos aprofundados e especificos para
cada espécie, avaliando a presenca ou auséncia dessas correlagdes, e indicando se essa
influéncia afeta positiva ou negativamente a fertilidade.

A ultrassonografia oferece uma excelente ferramenta para calcular o volume testicular
quando medic¢des objetivas e reprodutiveis sdo necessarias (Rivkees et al., 1987; Paltiel et al.,
2002; Goletsou et al., 2008). No entanto, ainda assim a precisdo das estimativas
ultrassonograficas pode variar conforme o operador e a formula usada para calculos
volumétricos (Goletsou et al., 2008). Diversas formulas foram propostas, sendo a formula do
elipsoide (volume = comprimento X altura x largura % 0,5236) uma das mais comumente
aplicadas (Peixoto, 2011), enquanto outros estudos usam uma variagdo empirica da féormula,
proposta por Lambert (1951) (volume = comprimento X altura x largura x 0,71), que sugere
que o testiculo seja, na verdade, um cilindro de pontas arredondadas.

Apesar de ainda ndo existir uma metodologia padronizada estabelecida, comparagdes
diretas da precisdo dessas formulas em outras espécies indicaram a superioridade da férmula
de Lambert para estimar o volume de testiculos através da ultrassonografia, enquanto a formula
do elipsoide pode fornecer uma estimativa mais confiavel para calculos de volume testicular
quando as mensuragdes sao feitas por paquimetros (Paltiel et al., 2002; Goletsou et al., 2008;
Hsieh et al., 2009; Peixoto et al., 2015). Adicionalmente, a medicao pelo deslocamento de agua
(Principio de Arquimedes) pode determinar diretamente o volume testicular de forma mais
precisa, embora existam limitagcdes quando aplicada em animais de pequeno porte, em que o
volume testicular seja inferior a 6 cm® (Goletsou et al., 2008), ou quando se esta trabalhando
com animais in vivo.

Nos felideos neotropicais, o volume testicular apresenta alta variacdo entre as espécies,
sendo naturalmente proporcional ao seu porte. Por exemplo, a Panthera onca pode atingir 62,43
cm?® de volume testicular total (Madrigal-Valverde et al., 2019), enquanto o Leopardus colocolo
foi descrito com uma média de 2,8 + 0,7 cm?® (Pinto, 2020). Em tigrinas, as medicdes
volumétricas dos testiculos também exibem uma variacdo consideravel dentro da propria
espécie, conforme descrito na Tabela 3.

E relevante mencionar que todas as avaliagdes realizadas até o momento estio restritas
as regiodes sul, sudeste e centro-oeste do pais, demonstrando uma notavel escassez de dados
sobre essa espécie na regido da Caatinga. Ainda, nota-se que todas as medi¢des foram
conduzidas utilizando paquimetro como ferramenta de avaliacdo, portanto, a avaliagdo

ultrassonografica ainda nao foi implementada para essa espécie.
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Tabela 3. Mensuragdes volumétricas de testiculos de tigrinas.

Referéncia Mensuragio (cm?) Ferramenta Formula Local
Morais et al. (2002) 42+02° Paquimetro Elipsoide  Parana
Swanson et al. (2003) 2,8+0,3 Paquimetro Elipsoide Sul e
Sudeste
Erdmann et al. (2006) 2,3 Paquimetro Elipsoide  Parana
Balarini et al. (2012) 1,53+0,4 Paquimetro Elipsoide  Minas Gerais

*
Volume dos testiculos pareados.

2.4 METODOS DE AVALIACAO ESPERMATICA

Apbs a coleta do sémen, a avaliagdo espermatica desempenha um papel fundamental na
determinagdo da qualidade reprodutiva e do potencial de fertilizagdo do sémen coletado
(Barbosa, 2019). Rotineiramente, durante o exame androldgico os ejaculados sdo avaliados
quanto a aspectos macroscopicos, incluindo coloragao, aspecto e volume, e microscopicos,
determinando a porcentagem de motilidade espermadtica, vigor, concentragdo, morfologia e
integridade da membrana celular (Zambelli e Cunto, 2006).

Além de fornecer informac¢des sobre a funcionalidade e viabilidade dos
espermatozoides, a avaliagdo espermadtica pode preencher lacunas de conhecimento em espécies
pouco estudadas, permitindo a caracterizagdo de seus parametros seminais. Nesse sentido,
apesar do estudo de Erdmann et al. (2006) relatar um exame reprodutivo em tigrinas com a
descricdo dos pardmetros citados, informagdes detalhadas e aprofundadas, incluindo a
avaliagdo morfologica morfométrica e ultraestrutural dos espermatozoides da espécie, sdao

inexistentes.

2.4.1 Morfologia Espermatica

Alteragdes morfoldgicas podem estar diretamente correlacionadas com reducao da
fertilidade, como descrito por Axnér e Forsberg (2007) para a espécie felina. Portanto, na
avaliacdo da morfologia espermatica, o gameta tem sua estrutura completamente examinada, e
o detalhamento dos achados dessa analise ¢ descrito quanto as alteragdes encontradas nas suas
diferentes regides anatOmicas: cabeca, acrossomo, peca intermediaria e cauda. Ainda, os

defeitos podem ser classificados em primdrios e secundarios (referentes a origem, seja ela
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durante a espermatogénese ou durante o transito epididimario) ou maiores e menores (de acordo
com seu potencial de interferéncia na fertilidade) (Arruda et al., 2011).

Em conhecimento de que o espermatozoide ¢ uma célula translucida, sua visualizacao
sob microscopia dptica comum pode nao ser nitida, dificultando a avaliagao do contorno celular
(Arruda et al., 2011). Em situagdes em que a amostra € preparada em camara umida, fixada em
solugdes igualmente translucidas, como a formalina-salina, faz-se necessario do uso de
microscopio de contraste de fases (Zambelli e Cunto, 2022). Entretanto, a preparacdo corada
permite uma avaliagdo mais simples e acessivel. Nesse contexto, corantes como Rosa de
Bengala e Fast Green FCF sdo frequentemente utilizados para visualizacdo da estrutura
espermatica em felideos (Villaverde et al., 2008).

Em gatos domésticos, Ceregatti e Feitosa (2023) descrevem as principais anormalidades
encontradas: espermatozoides piriformes, micro ¢ macrocefalia, acrossomo anormal, fixagao
abaxial, pe¢a intermediaria enrolada, formagdo anormal da pega, espermatozoides imaturos,
gota citoplasmatica, cabecas soltas e cauda dobrada. Esses defeitos afetam diretamente a
hidrodinamica espermatica e sua funcionalidade, reduzindo a capacidade de fertilizagao. Assim
como nos felinos domésticos, esses achados sdo relativamente comuns em outras espécies da

familia Felidae (Moreira, 2023).

2.4.1.1 Teratospermia

Pukazhenthi et al. (2006) demonstraram que ejaculados com elevada quantidade de
espermatozoides defeituosos foram significativamente comprometidos durante o processo de
capacitacdo e reacdo acrossdmica, na penetracdo da zona pelicida oocitéria e, inclusive, na
sobrevivéncia durante a criopreservagdo. Esse fendmeno, onde mais do que 60% dos
espermatozoides avaliados apresentam defeitos morfoldgicos, ¢ definido como teratospermia
(Wildt, 1994), e tem sido frequentemente observado em ejaculados felideos, embora exista
variacao entre as espécies e dentro de cada espécie (Axnér e Forsberg, 2007).

Considerando a familia Felidae, onde parte do seu taxon tem suas func¢des reprodutivas
afetadas pela sazonalidade, ¢ possivel que este seja um fator que contribua para o aumento das
falhas morfoldgicas dos espermatozoides produzidos em determinadas estagdes do ano
(Johnston et al., 1994; Swanson et al., 1996). Entretanto, nas ultimas décadas, outros vetores
também tem sido estudados como possiveis etiologias para individuos teratospérmicos.

Em pequenas populagdes, o grande percentual de espermatozoide malformados tem sido

relacionado a perda da diversidade genética. Em estudo experimental, Pukazhenthi ez al. (2006)
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provocaram endogamia em gatos domésticos a partir de cruzamentos intensionalmente
consanguineos por trés geracdes. Todos os filhotes nasceram aparentemente normais, sem
aberragdes anatoOmicas, ¢ foram submetidos a eletroejaculagdo e analise seminal, onde foi
possivel observar que esses ejaculados apresentavam concentracdes espermaticas
anormalmente altas (77% mais espermatozoides do que os animais ndo parentados), € mais de
75% de espermatozoides morfologicamente defeituosos.

Em relacdo aos felideos selvagens, a reprodugdo consanguinea pode ser acentuada pelo
reduzido nimero de individuos nas espécies em declinio populacional, ou em populagdes que
sofreram fragmentacdo e isolamento, reduzindo a variabilidade genética e tornando-os
susceptiveis a consequéncias que comprometem a perpetuagdo da espécie. Esse efeito foi
observado em ledes asiaticos por Wildt (1994), onde acredita-se que a fragmentacdo dos seus
habitats naturais induziram acasalamentos consanguineos, levando a uma cascada de perda
genética e, inevitavelmente, influenciando na atividade reprodutiva, sendo inclusive reportados
descendentes estéreis.

Swanson ef al. (2003) avaliaram o status reprodutivo de espécies felideas em zooldgicos
da América Latina. A partir dos ejaculados de 15 tigrinas, provenientes das regides sul e sudeste
do Brasil, foi possivel observar uma média de 35,6 = 6,0% (intervalo de 9-70) de
espermatozoides normais, indicando a ocorréncia de teratospermia em individuos dessas
populagdes. Entre os defeitos espermaticos (64,4 = 6,0%), nesse estudo foi possivel observar a
presenca de anormalidades da cabega (macrocefalia, microcefalia, bicefalia e acrossomo
anormal), da peca intermediaria (peca intermedidria anormal, ausente, dobrada e presenca de
gota citoplasmatica) e da cauda espermatica (cauda dobrada e cauda enrolada).

Outra particularidade interessante observada ¢ que, frequentemente, ejaculados
teratospérmicos estdo combinados a uma maior concentracdo espermatica. Neubauer et al.
(2004) quantificaram parametros histomorfométricos e espermatogénicos em gatos domésticos
teratospérmicos € normospérmicos, verificando que de fato o volume testicular e a produgdo
espermatica aumentam em individuos teratospérmicos, acompanhado da reducao das células de
Sertoli e do indice apoptotico durante a espermatogénese. Portanto, aparentemente, um
aumento na quantidade espermatica compromete a qualidade do ejaculado.

Jewgenow et al. (2013) também relacionaram a teratospermia com a eficiéncia das
células de Sertoli. Esses autores verificaram que gatos teratospérmicos apresentaram 13,4 = 0,5
espermatides/células de Sertoli, enquanto em gatos normospérmicos essa relacdo era de 6,1 £
0,4 spt/S. Portanto, embora o maior nimero de células espermatogénicas parega benéfico, isso

significa que mais células em desenvolvimento dependeriam de cada unica célula de Sertoli,
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comprometendo sua capacidade de surporte e nutrigdo. Balarini et al. (2012) descreveu por
histomorfometria a populagdo do epitélio seminifero de cinco tigrinas criadas em cativeiro em
Minas Gerais, onde, nesses animais, cada célula de Sertoli foi capaz de sustentar e manter 13,48
espermatides. Entretanto, nesse estudo nenhuma correlagdo com caracteristicas seminais foi

realizada.

E possivel observar que as células espermaticas de felideos possuem particularidades
que interferem diretamente na avaliacao do ejaculado, inclusive com elevada heterogeneidade
entre as espécies da mesma familia. Para aumentar a confiabilidade das avaliagdes
morfoldgicas, o uso complementar da morfometria espermatica pode fornecer informacdes

precisas das dimensdes e formatos dos gametas (Barbosa, 2019).

2.4.2 Morfometria espermatica

A morfometria permite uma avaliacdo objetiva das caracteristicas morfologicas
espermaticas, pela mensuracdo da célula e de suas regides estruturais, permitindo a
identificacdo de caracteristicas que, possivelmente, ndo seriam avaliadas convencionalmente.
Ainda, estudos morfométricos podem fornecer informagdes sobre a biologia reprodutiva da
espécie, para o fornecimento de dados como valores de referéncia para softwares de analises
seminais (Barbosa et al., 2019; Silva et al., 2019).

Os dados morfométricos sdao obtidos a partir da digitalizagdo de imagens dos
espermatozoides previamente corados, com auxilio de cameras de captura acopladas a
microscopio Optico. A partir das fotomicroscopias captadas, podem ser utilizados métodos
automatizados, por sistemas computadorizados de andlise morfométrica espermatica
(CASMA), ou manuais, pelo software Imagel (Barbosa et al., 2019).

A escassez de dados publicados referentes a morfometria de felideos, inclusive da
tigrina, dificulta a compreensao reprodutiva dessas espécies. A Tabela 4 apresenta as descrigoes

morfométricas publicadas para espermatozoides de felideos domésticos e selvagens.
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Tabela 4. Morfometria descrita para espermatozoides de felideos domésticos e selvagens.

Parametro Mensuracio Amostra Local Referéncia
Felis catus Area da cabega (um?) 7,34 - 15,59 ggpei)rilgﬁfnzqzides da cauda Mildo, Italia z;%rff)i cchi et al.

Area da cabega (um?) 8,20 £0,01 ggpei)rirgigxgides da cauda g:it;ior g%%ﬁiﬁiﬁfjf

Area da cabeca (“mz) 8,55+2,18 ]j(s)pec;)rir(riliac{ionzq(;ides da cauda ]SB?;)Sli’laulo, él(\)/le;)et al.

Area da cabeca (“mz) 16,94 +- 0,05 g;peegiréliﬁ)nzlzides da cauda E?Zrltsaﬁeza, gz:)riag)sa etal.
Puma concolor  Area da cabeca (um?) 8,59 + 0,85 stpeepr;gi;?;c‘;ides dacauda oo, Perd (Czl(l)clhgi et al.
Panthera onca Largura da cabega (um) 3,6 0,03 Sémen coletado por Fortaleza, .

eletroejaculacdo Brasil Silva et al. (2019)

Comprimento da cabega (um) 4,9 + 0,02

2.5 MICROSCOPIA ELETRONICA E AVALIACAO DA ULTRAESTRUTURA
ESPERMATICA

Enquanto na microscopia dptica convencional, a imagem ¢ formada a partir da emissao
de fotons, que interagem com as estruturas da amostra e sdo transmitidos, absorvidos ou
refletidos para visualizagdo por um sistema de lentes; na microscopia eletronica, como o nome
sugere, sao usados feixes de elétrons, que apresentam um comprimento de onda
significativamente menor do que a luz visivel (Toma, 2016). Essa abordagem confere a
capacidade da técnica ultrapassar a limitagdo da resolucdo Optica, permitindo a observagao
detalhada de aspectos ultraestruturais do material em andlise, alcancando a escala nanométrica.
Devido a marcante capacidade de resolu¢do do microscopio eletronico, a anélise ultraestrutural
aumenta significativamente a quantidade de dados e a precisdo das avaliacdes nos estudos do

sémen (Silva et al., 2009; Bezerra, 2018).

2.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Além da alta resolu¢do, a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) permite a
avaliacdo do contraste topografico e composicional da superficie da amostra. Essa técnica gera
imagens tridimensionais e de alta profundidade, obtidas a partir dos diferentes sinais emitidos

pela interacao entre os elétrons e o material analisado (Dedavid ef al., 2007; Ramos, 2013).
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Esse equipamento é composto por uma coluna Optico-eletronica, formada por um
canhdo de elétrons e um sistema de demagnifica¢do, uma unidade de varredura, um suporte
para amostras, um sistema detector e um sistema de visualiza¢ao. Nesse procedimento, um feixe
eletronico de alta intensidade ¢ emitido pelo canhdo, passa por lentes eletromagnéticas para ser
demagnificado e, em seguida, focalizado para atingir a superficie da amostra. Durante a
interagdo com o material, raios eletromagnéticos, principalmente elétrons secunddrios e
retroespelhados, sao gerados e captados pelo sistema de detecgdo, sendo entdo convertidos em
imagens exibidas em um monitor (Dedavid et al., 2007; Bezerra, 2018).

Nas areas biologicas, a MEV tem permitido a ampliagdo do conhecimento, por exemplo,
através da identificagdo de espécies e de caracteristicas filogenéticas que auxiliam na
classificagdo taxonOmica (Ramos, 2013). Na tecnologia do sémen, estudos descritivos e
comparativos podem caracterizar padroes espermaticos das diferentes espécies, ou auxiliar na
avaliagdo da eficiéncia de biotecnologias aplicadas a reproducgdo de espécies ameagadas.

Na familia Felidae, a aplicagdo da MEV ja foi realizada por Schmehl e Graham (1989)
em estudo comparativo entre espermatozoides de gatos domésticos e tigres-siberianos
(Panthera tigris altaica). Os autores observaram diferencas estruturais significativas pelo
tamanho e formato da cabega: nos gatos domésticos, a cabega ¢ oval ¢ alongada, com um
aparente estreitamento na regido de inser¢do da pega intermedidria; enquanto nos tigres-
siberianos, a cabe¢a ¢ notadamente mais arredondada, assimétrica e sem estreitamento. Em
trabalho mais recente, Silva et al. (2019) também empregaram a MEV para descrever a
ultraestrutura espermatica da oncga-pintada (Panthera onca), observando um padrao
ultraestrutural morfologico semelhante ao dos tigres-siberianos, que pertencem a mesma
subfamilia Pantherinae. Outro importante avango alcangado nas biotecnologias reprodutivas em
felideos foi a pesquisa conduzida por Santos et al. (2022), que documentou a produgdo de
embrides a partir da fertilizagdo in vitro heteréloga com odcitos de gatas domésticas e
espermatozoides de onga-pintada criopreservados-aquecidos. Nesse estudo, a MEV permitiu
nitidamente a observacao do estagio de moérula do embrido hibrido.

Apesar dos trabalhos citados revelarem a riqueza de informagdes que a microscopia
eletronica pode fornecer, ainda ndo foram publicados estudos aplicando a técnica para

caracterizagdo dos espermatozoides de L. tigrinus.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral:

Obter dados reprodutivos referentes a biometria testicular e caracteristicas morfofisiologica

espermaticas de Leopardus tigrinus (Schreber, 1775) radicados no bioma Caatinga.

Objetivos especificos:

Avaliar as caracteristicas ultrassonograficas dos testiculos de L. tigrinus da Caatinga;
Comparar as formulas de elipsoide e empirica de Lambert para estimar o volume
testicular de L. tigrinus.

Descrever detalhadamente as caracteristicas morfologicas e morfométricas dos
espermatozoides de L. tigrinus da Caatinga;

Analisar a ultraestrutura dos espermatozoides de L. tigrinus por meio de microscopia

eletronica de varredura;
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4 MATERIAIS E METODOS

Bioética e animais experimentais

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais em
Experimentacdo da UFERSA (CEUA UFERSA: 34/2023) e autorizado pelo Instituto Chico
Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio SISBIO N° 88201-1). No estudo, foram
utilizados quatro individuos sexualmente maduros, com idade média de 2,25 + 0,32 anos, e
peso médio de 2,52 + 0,15 quilogramas, identificados na Tabela 5. Dentre esses animais, um
foi proveniente do Instituto Ecopoint, e dois do Parque Zooldgico Sargento Prata, ambos
localizados na cidade de Fortaleza, Ceard, situada a 14 metros de altitude, sob as seguintes
coordenadas geograficas: Latitude: 3° 43' 6" Sul, Longitude: 38° 32' 36" Oeste. O quarto animal
foi oriundo do Zoolodgico Sdo Francisco, localizado no Santuario do municipio de Canindé
(Latitude: 4° 21’ 29" Sul, Longitude: 39° 18’ 7" Oeste). O clima ¢ predominantemente tropical
semiarido, com temperatura média de 27 a 29°C. Durante o experimento, os animais
permaneceram alocados isoladamente em seus recintos, ¢ foram submetidos a dieta a base de

carne, com acesso livre a dgua fresca.

Tabela S. Identificagdo das tigrinas (Leopardus tigrinus) utilizadas no estudo.

Animais Local Idade (anos) Peso (kg) Origem

Al Fortaleza/CE 2,5 2,72 Cativo resgatado

A2 Fortaleza/CE 1,5 2,62 Cativo resgatado

A3 Fortaleza/CE 3 2,84 Nascido em cativeiro
A4 Canind¢/CE 2 2,14 Cativo resgatado
Média (+ EP) 2,25+0,32 2,52+0,15

Anestesia

Todos os animais foram submetidos a exame fisico e classificados como clinicamente
saudaveis, livres de doencas e aptos a serem submetidos ao procedimento anestésico para
conteng¢do quimica. Para cada procedimento, os animais foram capturados de seus recintos com
puca, e a associagdo de Dexmedomidina (Dexmedomitor, Zoetis, Campinas, SP, Brasil), na

dose de 0,04mg/kg, com Cloridato de Cetamina (Ketalar, Pfizer, Sao Paulo, SP, Brasil), na dose
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de Smg/kg, foi administrada por via intramuscular (Johnson, 2018). Durante todo o

procedimento, os parametros fisioldgicos de temperatura corporal, pulso femoral, frequéncia

cardiaca e respiratoria foram monitorados (Figura 1).

Figura 1. Tigrina (Leopardus tigrinus) em monitorizacdo anestésica.

Andlise biométrica e ultrassonografica testicular

A tigrina foi posicionada em dectbito lateral, e o gel acustico foi aplicado na 4area do
escroto. As caracteristicas ultrassonograficas foram avaliadas a partir de um equipamento
portatil com transdutor linear de frequéncia 8 MHz, em modo-B e em tempo-real (Vinno AS,
Vinno Technology Co. Ltd., Suzhou, Jiangsu, China). O parénquima testicular foi avaliado
quanto a ecogenicidade e homogeneidade. Foram obtidas imagens sagitais e transversais para
medir comprimento, altura e largura (cm) entre as bordas testiculares, utilizando cursores
eletronicos integrados a maquina de ultrassom (Peixoto ef al., 2012). As dimensdes foram

aplicadas para calcular o volume testicular pelas formulas de Lambert (1) e elipsoide (2):

Volume = Comprimento X Largura X Altura X 0,71 .. (1)

Volume = Comprimento X Largura X Altura X 0,5236 .. (2)

Os dados foram expressos em centrimetros ctbicos (cm?).
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Coleta de sémen

As coletas aconteceram durante os meses de junho a agosto de 2023, sendo realizada
uma coleta por animal, totalizando quatro amostras. Ap6s confirmar que o animal estava em
adequado plano anestésico, a tigrina foi posicionada em decubito lateral e realizada limpeza da
regido peniana com solucdo salina (0,9%). No canal retal, as fezes foram removidas e um gel
lubrificante foi utilizado para facilitar a penetragao da sonda de eletroejaculagao (Autojac V2®,
Neovet, Uberaba, MG, Brasil). Os eletrodos foram posicionados em diregdao a superficie
prostatica. O procedimento foi composto por trés ciclos com dez estimulos para cada voltagem
(2V, 3V e 4V no primeiro ciclo; 3V, 4V e 5V no segundo ciclo; 4V e 5V no terceiro ciclo),
conforme descrito para gatos domésticos por Howard et al. (1990) e aplicado em tigrinas
previamente por Baudi ef al. (2008). Cada estimulo durava aproximadamente 2 segundos, € o
intervalo entre ciclos de 5 minutos. As amostras seminais foram coletadas em microtubos de

1,5ml, e os parametros espermaticos foram avaliados imediatamente ap6s a coleta.

Andadlises do sémen

Imediatamente apds a coleta, as amostras foram submetidas a avaliacdo de parametros
macroscopicos de volume e cor, assim como parametros microscopicos de motilidade (%) e
vigor (escala de 0-5; 0 — sem movimento e 5 — movimento rapido progressivo — Morais et al.,
2002) em microscopia optica de luz. A concentragdo espermatica foi estimada em uma camara
de contagem celular (Camara de Neubauer), a partir de uma aliquota de sémen diluida em
solucao de formol-salina tamponada e avaliada sob microscopia Optica em aumento de 400x.

A avaliacdo da viabilidade espermatica, pela integridade estrutural da membrana
plasmatica, foi realizada através da preparag¢do iimida de SuLL da amostra de sémen com SuL da
coloragdo de Azul de Bromofenol em uma lamina de vidro avaliada sob microscopio optico de
luz (400x), sendo contados os espermatozoides vidveis (sem coloragdo) e invidveis (corados em
azul) (Lima et al., 2016).

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada por meio do teste hipo-
osmotico, utilizando agua destilada (0 mOsm/L) como solu¢dao hipo-osmoética (Lima et al.,
2016). Foram contadas 100 células para estimar a porcentagem de espermatozoides que
apresentem resposta osmotica (com enroladamento da cauda), sugerindo adequada

funcionalidade da membrana plasmatica.
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Andlise morfologica e morfométrica

Para avaliar a morfologia espermatica, uma preparagao umida de SulL de cada amostra
em 45ul de solucao de Rosa Bengala (agua destilada 20mL; citrato de sodio 0,58¢g; formaldeido
0,8mL; Rosa Bengala 0,3g) foi realizada sob uma lamina de vidro e, em seguida, observada em
microscopia de luz com aumento de 1000x (Barbosa ef al., 2019). Foram contadas 100 células
de cada amostra para determinar a propor¢ao de células morfologicamente normais e
defeituosas, além da classificacdo dos defeitos de acordo com sua regido (acrossomo, cabeca,
colo, peca intermedidria e cauda) e do seu potencial de influéncia na fertilidade (defeitos
maiores ou menores) (Wildt ez al., 1986).

A morfometria espermatica foi mensurada a partir da captura de imagens de 100 células
consideradas morfologicamente normais, utilizando as laminas previamente preparadas com
Rosa Bengala. As imagens foram capturadas sob aumento de 1000x em microscopia optica. As
mensuragdes foram realizadas utilizando software de analise digital ImageJ, seguindo as
recomendacdes de Barbosa ef al. (2019). Foram analisadas as seguintes medidas: comprimento
(do é&pice do acrossomo a base da cabega) e largura (eixo transversal do maior diametro) da
cabega do espermatozoide, comprimento da peca intermedidria (do colo ao annulus),
comprimento da cauda (do annulus ao final da por¢ao caudal distal) e comprimento total do

espermatozoide (do apice do acrossomo ao final da por¢do caudal distal) (Silva et al., 2019).

Andlise ultraestrutural por microscopia eletrénica de varredura (MEYV)

As amostras de sémen foram fixadas em solucdo de gluteraldeido tamponado a 2,5%
(pH 7,4), sendo refrigeradas a 4°C e mantidas para posterior processamento e analise. Para o
processamento, as amostras foram inicialmente centrifugadas a 800g por 10 minutos para
formagdo de pellet de células. O pellet foi submetido a trés lavagens em solu¢do de tampao
fosfato 0,2M (pH 7,4), impregnado em tetroxido de 6smio a 1% e lavado duas vezes em agua
destilada, seguido de desidratacdo com diferentes concentragdes de alcool em série (50%, 70%,
90% e 100%). Apds o processamento, as amostras foram dispersas em stubs e revestidas em
ouro através da técnica de “sputtering” ou pulverizacao catodica, e observadas em microscopio

eletronico de varredura (Silva ef al., 2019).



34

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao. Para todas as analises, o
software GraphPad Prism 8.0.2 (Dotmatics, Boston, MA, USA) foi utilizado, considerando um
valor de significancia de P < 0,05. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-
Wilk. A diferenga entre as médias das volumetrias testiculares quando utilizadas as formula de

Lambert e elipsoide foram avaliadas pelo teste t-Student.
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5 RESULTADOS

Aspectos macroscopicos

Os testiculos apresentaram conformagdes simétricas, auséncia de lesdes visiveis e
consisténcia fibroelastica a palpacdo (Figura 2A). O pénis foi examinado macroscopicamente,
observando presenca de espiculas discretas na base peniana dos animais Al, A2 e A3, e

pronunciadas no animal A4 (Figura 2B), com glande em formato petaliforme (Figura 2C).

i i 1A /
A TN

Figura 2. A. Tigrina (Leopardus tigrinus) em decubido lateral esquerdo, permitind a
observa¢do dos testiculos posicionados na regido perineal, com conformagdo simétrica. B.
Avaliacdo do pénis de tigrina (Leopardus tigrinus), visualizando o 6rgdo de aproximadamente
1 cm de comprimento e presenga de espiculas penianas na base. C. Glande do pénis de tigrina

em formato petaliforme.
Aspectos ultrassonogrdficos e biometria testicular

Na ultrassonografia, o parénquima testicular da tigrina exibiu ecotextura homogénea e
hiperecogenicidade em relacdo ao epididimo, mas hipoecogenicidade em relagdo a tlnica
albuginea, sendo esses parametros comuns a todos os animais avaliados. Nas imagens
transversais, foi possivel identificar nitidamente uma estrutura linear hiperecoica na porgao
central do testiculo, representando o mediastino testicular (Figura 3A). O epididimo foi
identificado como uma estrutura hipoecoica, e isolado da mensuracao (Figura 3B).

A Tabela 6 apresenta as medidas morfométricas para comprimento, largura e altura, em

centimetros, dos testiculos direito e esquerdo de cada animal, assim como suas médias (+ EP).
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Figura 3. Padrdo ultrassonografico do testiculo de tigrina (Leopardus tigrinus). Abaixo da

borda testicular, a linha hiperecdica representa a tiinica albuginea (Alb). Em linhas pontilhadas,
mensuracao de comprimento, altura e largura testicular (cm). A. Apresentacdo sagital, sendo
observado mediastino testicular (M) hiperecogénico na por¢do central. B. Apresentagdao
transversal, onde o mediastino (M) € visualizado como um ponto focal hiperecoico no centro

da estrutura testicular, e o epididimo (E) ¢ diferenciado como uma estrutura hipoecoica lateral.

Tabela 6. Morfometria testicular (cm) de tigrinas (Leopardus tigrinus) mensurada por
ultrassonografia.

Testiculo Direito (cm) Testiculo Esquerdo (cm)

Animais

Comprimento  Largura Altura Comprimento Largura Altura
Al* - - - - - -
A2 2,27 1,27 1,25 1,92 1,37 1,26
A3 2,05 1,68 1,35 2,38 1,61 1,32
A4 2,04 1,65 1,45 2,14 1,57 1,45
Média 2,12 1,53 1,35 2,14 1,51 1,33
(£ EP) + 0,07 +0,13 + 0,06 +0,13 + 0,07 + 0,05

*Nao foram realizadas medicdes ultrassonograficas no animal.

As médias das estimativas volumétricas quando utilizadas as formulas de Lambert (3,11
+ 0,21) e elipsoide (2,29 + 0,16) apresentaram diferenga estatistica, com a formula de Lambert

exibindo valores significativamente superiores de volumetria (P = 0,0113) (Tabela 7).
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Tabela 7. Volumes testiculares médios (Média + EP) de tigrinas (Leopardus tigrinus)
mensurados por ultrassonografia calculados pelas formulas de Lambert e elipsoide (cm?) [n =
6 testiculos, considerando-se 03 direitos e 03 esquerdos em conjunto].

Média (+ EP) dos volumes testiculares (cm?)**

Animais
Formula de Lambert Formula de elipsoide
Al* - -
A2 2,46 +£0,10 1,81 +£0,08
A3 3,45+0,15 2,54 +0,11
A4 3,43+ 0,04 2,53 +£0,03
Média (+ EP)** 3,11 +0,21° 2,29+0,16°

*Nao foram realizadas medigdes ultrassonograficas no animal.
** n = 06, considerando-se o conjunto de 03 testiculos direitos e 03 esquerdos.
a5 [ etras mintisculas sobrescritas indicam diferenca estatisticamente significativa entre a mesma linha.

Analise do séemen

A associacdo das drogas anestésicas dexmedetomidina (0,04mg/kg) e cloridrato de
cetamina (5mg/kg) foi eficiente na manuten¢do do adequado plano anestésico em tigrinas
durante todo o procedimento (Figura 1), bem como na recuperaciao adequada, sem intercursos.

A eletroejaculacdo possibilitou a obtencao de ejaculados em 100% dos animais (Figura
4), em que as amostras de sémen obtidas dos animais A1l e A2 apresentaram uma coloracao
branca-opalescente, enquanto as amostras dos animais A3 e A4 estavam ligeiramente
amareladas e translicidas, sugerindo contaminag¢do por urina. O volume médio total dos
ejaculados foi de 237,50 + 89,85 uL, com uma concentracdo média de 1,44 = 0,65 x 10°
espermatozoides/mL. Notavelmente, o animal A2 registrou a concentragdo espermatica mais
elevada, alcancando 3,09 x 10° espermatozoides/mL, enquanto o animal A4 apresentou a menor
concentragio espermatica, totalizando 0,11 x 10 espermatozoides/mL. Os valores individuais
e médios para volume, motilidade, vigor, concentragdo, viabilidade e teste hiposmético podem

ser consultados na Tabela 8.

Avaliagdao morfologica

A normalidade morfoldgica dos espermatozoides foi observada em 60,75 + 10,24% das

amostras em estudo. Entre os animais, destaca-se o A2, que apresentou a maior propor¢ao de
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c¢lulas morfologicamente normais (80%), enquanto os ejaculados de Al (38%) e A3 (49%)
foram classificados como teratospérmicos pela alta incidéncia de anormalidades espermaticas.
A Tabela 9 mostra detalhes sobre os pardmetros morfologicos individuais e as médias

dos ejaculados obtidos. A Figura 5 apresenta espermatozoides morfologicamente normais e

alguns dos defeitos espermaticos encontrados.

Figura 4. Tigrinas (Leopardus tigrinus) em decubito lateral, com sonda de eletroejaculagao

inserida na ampola retal, e microtubos acoplados ao pénis.

Tabela 8. Parametros seminais de tigrinas (Leopardus tigrinus).

Volume Concentracio Motilidade Vigor Viabilidade Hiposmético

AmImais 1) (sprinl) < 10° (%) 05) (%) %)
Al 500 1,79 60 4 59 72
A2 150 3,09 75 4 79 52
A3* 100 0,78 10 3 66 94
A4* 200 0,11 75 3 3 70
Média 237,50 1,44 55,00 3,5 51,75 75,00
(+EP)  +89.85 =0,65 15,41 1029 +16,77 +86

*Ejaculados contaminados por urina.
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Tabela 9. Avaliagdo morfoldgica (%) dos ejaculados de tigrinas (Leopardus tigrinus).

Parametros Al A2 A3 A4 Média (= EP)
Morfologia normal 38 76 49 80 60,75+ 10,24
Defeitos espermaticos 62 24 51 20 39,25+ 10,24
Acrossomo 4 5 3 1 3,25 +0,85
Maiores 4 5 3 1 3,25+ 0,85
Contorno anormal 1 2 1 1 1,25+0,25
Acrossomo ausente 3 3 2 0 2+0,70
Cabeca 9 12 4 6 7,75+ 1,75
Menores 1 0 1 0 0,5+0,29
Microcefalia 1 0 0 0 0,25+0,25
Macrocefalia 0 0 1 0 0,25+0,25
Maiores 8 12 3 6 7,25+ 1,89
Fusiforme 2 3 0 4 2,25+0,85
Piriforme 0 1 0 0 0,25 +0,25
Cabeca solta 6 5 2 2 3,75+ 1,03
Contorno anormal 0 3 0 0 0,75+ 0,75
Colo 1 0 0 0 0,25+0,25
Maiores 1 0 0 0 0,25+0,25
Implantagio retroaxial 1 0 0 0 0,25 + 0,25
Peca intermediaria 22 3 23 6 13,5+5,24
Maiores 22 3 23 6 13,5+ 5,24
Dobrada 18 1 14 0 8,25 +4,55
Enrolada 3 2 8 3 4+1,35
Gota proximal 1 0 1 2 1+£0,41
Auséncia da pega 0 0 0 1 0,25+ 0,25
Cauda 26 4 21 6 14,25+ 5,45
Menores 26 4 21 6 14,25+ 5,45
Dobrada 5 2 3 3 3,25+0,63
Enrolada 20 2 18 3 10,75+ 4,79
Gota distal 1 0 0 0 0,25 + 0,25
0 0 0 1 0,25+0,25

Célula germinativa imatura
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Figura 5. Fotomicroscopias dos espermatozoides de tigrinas (Leopardus tigrinus). A.
Espermatozoide morfologicamente normal; B. Cabeca fusiforme; C. Pe¢a intermedidria
dobrada; D. Célula germinativa imatura (em seta); E. Cabeca solta; F. Microcefalia (em seta);

G. Cauda enrolada.

Avaliagdo morfométrica

Os espermatozoides da tigrina apresentaram uma cabeca de formato oval ligeiramente
alongado, com comprimento médio de 2,51 + 0,01 pm e largura de 1,46 + 0,01 pm. A peca
intermediaria apresentou 4,39 £ 0,01 um de extensao, e o comprimento da cauda atingiu 22,60
+ 0,01 pum, totalizando o comprimento médio da célula espermatica de 29,50 £ 0,10 pm. As

mensuragdes individuais sdo expressas na Tabela 10.

Avaliagdo ultraestrutural por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A eletromicroscopia de varredura (MEV) dos espermatozoides de tigrinas evidenciou a
cabeca do espermatozoide da espécie em formato oval alongado. As regides de cabeca, peca
intermedidria e cauda sdo apresentadas na Figura 6A. Além disso, foi possivel definir estruturas
de escala nanométrica em detalhes, como o colo espermatico e os segmentos equatorial (Figura
6B) e apical (Figura 6C) do acrossomo (Figura 6B). Defeitos espermadticos frequentes
observados na andlise morfologica convencional foram encontrados, também, durante a
avaliagdo eletromicroscopica, como espermatozoides com a cauda fortemente enrolada (Figura

6D) e cauda dobrada (Figura 6E).
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Tabela 10. Média (+ EP) para morfometria espermatica de tigrinas (Leopardus tigrinus).

Peca

Cabeca . croe Cauda
intermediaria .
Animais Comprimento
Comprimento Largura ~ Comprimento  Comprimento  total (um)
(um) (nm) (nm) (nm)
Al 2,33 1,49 4,39 22,05 28,73
+ 0,02 + 0,01 + 0,02 +0,22 +0,22
A2 2,59 1,47 4,48 22,36 29,45
+ 0,02 + 0,01 + 0,02 +0,11 +0,13
A3 2,55 1,32 4,32 22,01 28,84
+ 0,02 +0,01 +0,02 +0,23 +0,23
Ad 2,63 1,54 4,37 24,10 31,00
+ 0,02 +0,01 +0,01 +0,12 +0,12
Média 2,51 1,46 4,39 22,60 29,50
+0,01 +0,01 + 0,01 + 0,01 +0,10

Figura 6. Eletromicrografia da morfologia espermatica de tigrinas (Leopardus tigrinus). A.

Visualizagdo das divisdes do espermatozoide, em Cb — Cabega; PI — Pega intermedidria; e Ca

— Cauda. B. Destaque para cabeca do espermatozoide, visualizando Co — Colo espermatico; e

SEq — Segmento Equatorial do acrossomo. C. Visualizacdo do Segmento Apical do acrossomo

(SAp). D. Espermatozoide de tigrina com defeito de cauda fortemente enrolada em MEV. E.

Defeito espermético de cauda dobrada em MEV.
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6 DISCUSSAO

Ao nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo a aplicar a ultrassonografia para
avaliagdo e mensuracdo dos parametros testiculares em Leopardus tigrinus. Além disso,
fornecemos dados precisos sobre os parametros seminais desta espécie, particularmente com
animais radicados no bioma Caatinga, permitindo ainda o aprofundamento da caracterizagao
morfologica de suas células espermaticas por meio da descrigdo morfométrica e ultraestrutural.

A partir de uma avaliagdo androlégica inicial, observou-se que, enquanto muitos
felideos exibem uma morfologia peniana de formato conico, como o gato doméstico (Ellenport,
1986) e a onca-pintada (P. onca - Silva et al., 2019), o pénis de tigrinas apresenta uma glande
visivelmente pronunciada, caracteristica também observada em outras espécies do género,
como a jaguatirica (Leopardus pardalis — Machado et al., 2020) e o gato-do-mato-do-sul
(Leopardus guttulus — Tebet et al., 2022). Notavelmente, a extremidade do pénis de tigrinas
forma um arranjo com bordas livres e o Ostio uretral externo ao centro. Esse padrao morfologico
também foi observado no lobo-marinho-do-sul (4rctocephalus australis), pertencente a mesma
Ordem Carnivora, em que os autores Machado et al. (2012) sugeriram os termos “petaliforme”
ou “liliforme”, referentes a semelhanca com pétalas de flores ou com a flor de lirio-da-paz.
Nesse estudo, adotamos essa terminologia para descrever o 6rgao genital externo das tigrinas.

No que se refere a avaliagdo testicular, um exame minuncioso ¢ requerido, uma vez que
esses orgdos participam diretamente da producao de espermatozoides, e, consequentemente,
afetam o desempenho reprodutivo (Goletsou et al., 2008). Ao introduzir o uso da
ultrassonografia na avaliacdo testicular da espécie, este estudo representa um avango
significativo, pela definicdo da técnica e de parametros ultrassonicos de ecotextura e
ecogenicidade fisioldgicas aplicaveis para tigrinas, semelhantes aos descritos anteriormente
para o felino doméstico (Trautwein e Martins, 2021).

Em felideos de grande porte, a ultrassonografia testicular ja demonstrou eficécia para
diagnostico de alteragdes testiculares em onca-pintada (P. onca — Berger et al., 1999), e, mais
recentemente, em oncas-pardas (Puma concolor) para avaliar e classificar sua capacidade
reprodutiva (Araujo et al., 2021). Com essa perspectiva, o presente trabalho pode ser
considerado um passo inicial na aplicagdo dessa ferramenta para auxiliar na conservagao de
tigrinas e, potencialmente, de outros pequenos felideos neotropicais.

As informacdes obtidas sobre a biometria testicular sdo de grande relevancia para a
compreensdo mais abrangente da biologia reprodutiva da espécie, particularmente

considerando o uso da ultrassonografia para essa mensurag¢do. Estudos prévios tém relatado
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medidas de morfometria testicular de tigrinas utilizando paquimetros, atingindo mensuragdes
variaveis de 1,53 + 0,4 cm? (Balarini ez al., 2012) a 2,8 = 0,3 cm? (Swanson et al., 2003), ambos
calculados pela formula de elipsoide. Nosso estudo obteve resultados semelhantes quando
utilizada a mesma equacdo (2,29 = 0,16 cm?), entretanto a diferenca significativa do resultado
obtido pela formula de Lambert (3,11 + 0,21 cm?) demonstra a necessidade de estudos que
verifiquem a confiabilidade dessas metodologias a partir de comparagdes envolvendo nao
somente as formulas, mas também as ferramentas de mensuragdo. Em caes, a equagao de
Lambert demonstrou maior precisao do volume testicular quando a ultrassonografia foi
utilizada para mensura¢do da morfometria (Paltiel et al., 2002; Goletsou et al., 2008), 0 mesmo
ocorrendo em humanos (Hsieh et al., 2009) e catetos (Peitoxo et al., 2015). Portanto, sugerimos
estudos comparativos em tigrinas ou em modelos experimentais filogeneticamente mais
proximos, como o gato doméstico, que possibilitem a avaliacdo do volume testicular real com
orgdos orquiectomizados, para estimar a confiabilidade dessas abordagens na familia Felidae.

Quando se trata dos parametros seminais, ¢ importante destacar a influéncia da técnica
de coleta por eletroejaculagdo, que devido a diversos fatores intrinsecamente heterogéneos,
como os ciclos de eletroestimulos (Pineda e Dooley, 1984), o protocolo anestésico (Zambelli et
al., 2007) e as proprias variagdes individuais, podem afetar os resultados. Contudo, esta ¢ a
abordagem mais vidvel para coleta de s€men em animais selvagens (Zambelli e Cunto, 2022),
sendo, até o0 momento, a Unica técnica descrita para tigrinas (Baudi et al., 2008). Em nosso
estudo, a qualidade do sémen pode ter sido influenciada pela presenga de urina nos ejaculados
dos animais A3 e A4. Embora essa ocorréncia seja comum durante a eletroestimulagao,
certamente exerceu impacto negativo para os parametros de motilidade, viabilidade e resposta
hiposmotica das amostras.

Observamos que, em comparacdo aos achados de Morais et al. (2002) com tigrinas
cativas da regido paranaense, reportando uma média de 411,9 + 46,3 milhdes (x10°) de
espermatozoides/ml (0,3 = 0,1 mL de volume seminal), nosso estudo apresentou uma média
substancialmente maior, com 1,44 + 0,65 bilhdes (x10”) de concentragio espermatica por mL,
(0,2 £ 0,09 mL de volume seminal). Esse aumento consideravel pode ser justificado,
possivelmente, a influéncia ambiental da regido semidrida da Caatinga na fung¢ao reprodutiva.
Apesar de ndo apresentar estagdes do ano bem definidas, a posi¢do estratégica desse bioma
oferece condigdes ambientais favoraveis ao fotoperiodo reprodutivo de forma constante.
Portanto, sugere-se que a maior concentracao de espermatozoides observada na nossa pesquisa

possa estar associada a uma produg@o espermatica elevada em animais cativos dessa regido.
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A proporcao de pleomorfismo nas formas espermadticas variou consideravelmente entre
0s animais, caracterizando os ejaculados dos animais Al e A3 como teratospérmicos (>40% de
morfologia espermatica normal — Wildt, 1994), e apresentando uma média geral de 60,75 +
10,24% de células morfologicamente normais para as amostras avaliadas. Esses sdo
semelhantes aos estudos de Morais et al. (2002) e Erdmann et al. (2006), que obtiveram,
respectivamente, 59,2 + 3,5% e 55,86 + 3,3% de espermatozoides normais em tigrinas.

Dentre os defeitos identificados, foram observados os mais incidentes com
anormalidades acrossomais (3,25 + 0,85%), cabegas destacadas (3,75 = 1,03%), peca
intermedidria dobrada (8,25 + 4,55%) e cauda enrolada (10,75 £+ 4,79%), concordando com
estudo anterior de Swanson et al. (2003) na espécie. Além disso, esses autores relatam taxas
ainda mais elevadas de defeitos espermaticos, atingindo 64,4 + 6,0% de pleomorfismo. Assim,
¢ evidente que a condi¢@o de teratospermia ¢ prevalente em tigrinas.

Esses achados suscitam a possibilidade de uma estreita relagdo entre a consanguinidade
e pleomorfia em felideos, fendmeno ja observado em populagdes isoladas de gatos domésticos
(Pukazhenthi et al., 2006) e ledes (Panthera leo) (Wildt et al., 1987; Wildt, 1994). Podemos
levantar a hipdtese de que a baixa variabilidade genética, provavelmente induzida pela
fragmentacdo populacional de tigrinas devido ao declinio populacional e a fragmentagdo de
habitats (Payan e Oliveira, 2016), contribua para um impacto prejudicial da qualidade seminal,
inclusive pela expressao de gendtipos deletérios para a morfologia espermatica.

Barbosa ef al. (2019) sugerem que a avaliacdo morfoldgica seja ainda mais precisa
utilizando dados morfométricos em analises computadorizadas de sémen, visando a otimizagao
das técnicas de reproducdo assistida por detectar mudangas sutis na estrutura celular. A partir
de setups pré-definidos nesses softwares, € possivel avaliar defeitos, como micro e
macrocefalia, mesmo quando se apresentarem imperceptiveis a avaliagdo convencional. Ainda,
Gutiérrez-Reinoso ef al. (2016) mostram que esses dados morfométricos podem servir como
marcadores biofisicos indicativos da maturacao espermatica. Para isso, a caracterizagao prévia
dos parametros métricos celulares ¢ essencial. No nosso estudo, a avaliagdo morfométrica
permitiu uma defini¢do precisa das medidas celulares fisioldgicas.

No que se refere ao comprimento total dos espermatozoides, atingiu média
consideravelmente menor (29,50 + 0,10 um) que outros felideos descritos, como o gato
doméstico (59,87 £ 0,06 um de comprimento — Barbosa et al., 2019), e espécies selvagens,
como a onga-pintada (P. onca — 59,5 = 0,1 pm de comprimento — Silva et al., 2019). Entretanto,

¢ interessante notar que, apesar das diferengas no comprimento absoluto, as espécies felideas
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compartilham proporgdes semelhantes, em que a cauda representa % do comprimento total do
espermatozoide, assim como observado nas espécies mencionadas anteriormente.!

A andlise ultraestrutural, devido a sua marcante capacidade de resolugdo, enriquece
significativamente nossa compreensao sobre a morfologia espermatica (Silva et al., 2009,
Bezerra, 2018). Ramos (2013) defende que essa analise permite a identificagdo de
caracteristicas filogenéticas que auxiliam na classificacdo taxondmica ao caracterizar padrdes
espermaticos das diferentes espécies. De fato, observamos esse efeito, principalmente
relacionado ao formato oval da cabega espermatica de tigrinas. Essa caracteristica também foi
observada em gatos domésticos (Schmehl e Graham, 1989), ongas-pardas (P. concolor — Cucho
et al., 2016) e cheetah (Acinonyx jubatus — Wildt et al., 1983), que compreendem a subfamilia
Felinae. Por outro lado, tigres-siberianos (P. tigris altaca — Schmehl e Graham, 1989) e ongas-
pintadas (P. onca — Silva et al., 2019), ambos da subfamilia Pantherinae, foram caracterizados
com formato mais arredondado da cabega espermatica, sugerindo que essa morfologia esteja
relacionada a proximidade filogenética.

Além disso, a abordagem eletromicroscopica também permitiu a identificagdo detalhada
de defeitos espermaticos que haviam sido relatados na avaliagdo morfoldgica convencional em
microscopia Optica. A aplicagdo dessa técnica revelou estruturas espermaticas que, até entdo,
ndo haviam sido identificadas para a espécie pelas limitagdes metodoldgicas dos estudos
anteriores. Essa identificagdo fornece informacdes valiosas para estudos prospectivos que
possam avaliar a integridade dessas estruturas durante a aplicacdo de biotecnologias
reprodutivas, como o processamento, refrigeracao e congelagao dessas amostras.

Este estudo permitiu, portanto, o preenchimento de lacunas sobre a compreensao da
fisiologia reprodutiva de L. tigrinus. No entanto, reconhecemos a complexidade do sistema
reprodutivo em felideos, e incentivamos investigacdes que explorem ainda mais profundamente
areproducdo desses animais, especialmente com interesse na otimiza¢ao de biotecnologias para
conservagao da espécie. O uso da ultrassonografia em modo-Doppler pode ser somatorio aos
resultados do nosso estudo e permitir novas nogdes na avaliacao testicular da espécie. Além
disso, a partir da descri¢cao espermatica realizada em detalhes, contribuimos com o oferecimento
de dados que podem ser futuramente utilizados como referencial de parametros fisioldgicos da

espécie para embasar estratégias de conservagdo ainda mais eficazes.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo, foi possivel obter dados reprodutivos referentes a biometria testicular
e as caracteristicas espermaticas de Leopardus tigrinus, especialmente no contexto do bioma
Caatinga. A aplicacdo da ultrassonografia testicular na espécie permitiu a avaliagdo do
parénquima testicular e a mensurac¢ao biométrica. Contribuimos para a definicao de parametros
morfologicos e morfométricos dos espermatozoides da espécie, a partir dessa descrigdo. Em
adicdo, a eletromicroscopia de varredura permitiu a caracterizagdo da ultraestrutura
espermatica, visualizando regides imperceptiveis a outros métodos de avaliagdo convencionais.
Portanto, contribuimos para a compreensdo da morfofisiologia reprodutiva desse felideo
ecologicamente vulneravel, sendo este um avango fundamental para a implementacdo e

otimizagdo de biotecnologias reprodutivas como estratégia de conservagao da espécie.
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