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RESUMO
LUBA, C. N. Caracteristicas seminais e resfriamento de sémen de
tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) de vida livre. Botucatu,

2014. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

O tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) € considerado
vulneravel a extingdo e dados cientificos em relagdo a andrologia e
caracteristicas seminais sdo escassos. Colheu-se sémen de oito animais com o
intuito de estabeler parametros seminais de tamanduas-bandeira de vida livre
no que se refere a volume, odor, coloragdo, motilidade, vigor, concentragao e
morfologia espermatica, e investigar o tempo em que o sémen mantém-se com
motilidade e vigor sob refrigeracdo a 5°C. A motilidade e vigor espermaticos
foram avaliados de forma subjetiva por microscopia éptica convencional, e a
analise morfolégica dos espermatozoides foi realizada por microscopia de luz,
microscopia de contraste e interferéncia diferencial e microscopia eletrénica de
transmissao. O ejaculado foi caracterizado com duas fragdes distintas (fragao
esbranquicada, leitosa e rica em células espermaticas, e fragdo gel, incolor e
viscosa com auséncia de espermatozoides) e volume médio 0,75 ml (x0,13).
Os valores médios dos parametros (+ erro padrado) encontrados nas amostras
seminais a fresco foram motilidade 75% (+2,98), vigor 3,21(x0,29),
concentragdo 108,5 x108/ml (x13,46), indice de integridade de membrana
plasmatica de 71% (+4,01), anormalidades espermaticas em coloragéo karras-
modificado 35,5% (£3,38) e 48,37% (+6,83) em microscopia de contraste de

interferéncia diferencial. Quando submetido a refrigeragdo o sémen apresentou



Xiv

motilidade e vigor até no maximo 24 horas, com valores decrescentes em

ambos os parametros com o decorrer do tempo.

Palavras-chave: in-situ, eletroejaculacéo, reprodugdo, Myrmecophagidae,

Pilosa, Xenarthra.
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ABSTRACT
LUBA, C. N. Seminal characteristics and cooling semen of in situ anteaters
(Myrmecophaga tridactyla). Botucatu, 2014. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

The giant anteater (Myrmecophaga tridactyla) is considered vulnerable to
extinction and scientific data regarding andrology and seminal characteristics
are scarce. The semen were collected from eight animals with the intention of
seminal parameters to establish anteaters free life as regards the volume, odor,
color, motility, vigor, concentration and morphology, and to investigate the time
the semen remains with motility and vigor under refrigeration at a temperature
of 5 ° C. The sperm motility and vigor were subjectively assessed by light
microscopy and morphological analysis of sperm were performed by
conventional optical microscopy, differential interference contrast microscopy
and transmission electron microscopy. The ejaculate was characterized with
two distinct fractions (fraction whitish, milky and rich in sperm cells, and gel
fraction colorless and viscous with absence of sperm) and average volume 0.75
ml (£ 0.13). The mean values of the parameters (x standard error) found in the
fresh semen samples motility were 75% (x 2.98), vigor 3.21 (x 0.29),
concentration x106/ml 108.5 (£ 13.46), index of plasma membrane integrity of
71% (£ 4.01) and sperm abnormalities in karras-modified staining 35.5% (z
3.38) and 48.37% (£ 6.83) in contrast microscopy differential interference.
When subjected to cooled semen presented motility and vigor up to 24 hours,

with decreasing values in both parameters over time.
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Keywords: in-situ, electroejaculation, reproduction, Myrmecophagidae, Pilosa,

Xenarthra.
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INTRODUCAO

O Brasil representa uma importante reserva de biodiversidade de flora e
fauna mundial, o que oferece muitas possibilidades de estudo e avancgos
cientificos para o pais, principalmente em relagao a conservagao de espécies.
Dentre essas possibilidades, uma das areas mais importantes é a reproducao
de animais silvestres. Porém, para que se possa contribuir e utilizar
biotecnologias da reproducdo € necessario desenvolver pesquisas basicas
sobre os mecanismos e estruturas envolvidos no processo reprodutivo de cada
espécie (GUIMARAES, 2008).

O tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) é o maior
representante da familia Myrmecophagidae, pertencente a ordem Pilosa e
Superordem Xenarthra. A espécie é restrita as Américas Central e do Sul,
sendo encontrado em todo o territério brasileiro (MEDRI & MIRANDA, 2010) e
considerada extinta no Uruguai (FALLABRINO & CASTINEIRA, 2006), Belize,
Guatemala e Costa Rica. Considerando-se que as populacbes da espécie
diminuiram cerca de 30% nos ultimos 10 anos, a Unido Internacional de
Conservagao da Natureza (IUCN) inclui esta espécie na categoria Vulneravel,
ou seja, enfrenta um grande risco de extingdo em médio prazo. Ainda assim,
pouco se sabe sobre aspectos reprodutivos do tamandua-bandeira, o que torna
ainda mais dificil a utilizagado de algumas técnicas de reprodugao assistida para
auxiliar a conservagao da espécie.

As principais ameagas ao tamandua-bandeira s&o os incéndios,
desmatamentos e atropelamentos (MEDRI & MIRANDA, 2010). Essa constante

destruicao de habitats representa um dos principais fatores para a diminuicao



da biodiversidade. As perdas de grandes areas naturais e a fragmentacao de
matas geram pequenas populagbes isoladas, o que pode acarretar em
superlotacdo, aumento da endogamia, e aumento da susceptibilidade a
doencgas (LASLEY et al., 1994). Desta forma, a reproducéo é fundamental para
a conservagao de espeécies, populagdes e indiretamente a vitalidade de todos
os ecossistemas (WILDT et al, 2003).

A fertilidade em animais do sexo masculino € o resultado de uma série
de fatores que envolvem a capacidade do macho de produzir e ejacular
gametas saudaveis (potentia generandi) e de realizar adequadamente a copula
(potentia coeundi). O recurso biotecnolégico mais adequado para se inferir a
potentia generandi € o exame andrologico. As etapas fundamentais deste
exame séo o exame fisico geral do animal, associado a um exame rigoroso dos
orgados do sistema reprodutor masculino, seguido da colheita e avaliagédo
seminal (CBRA, 1998).

Mendonga (2010) avaliou o sémen de tamanduas-bandeira de cativeiro
em zooldgicos do estado de Sao Paulo e encontrou grande proporgcéo de
individuos com alteragbes seminais graves. Ao final do estudo o autor ressaltou
a necessidade de serem estudadas caracteristicas seminais de animais de vida
livre, pois posto que, a qualidade espermatica é resultado de fatores
envolvendo a sanidade genética e a qualidade dos manejos ambiental,
sanitario e nutricional, entre outros, s6 assim torna-se possivel uma
compreensao real das caracteristicas espermaticas da espécie.

Assim, foi realizada a colheita de sémen por eletroejaculagdo de
tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) de vida livre, com o objetivo de

estabelecer as caracteristicas do ejaculado por meio de microscopia de luz,



microscopia optica com contraste de fase de interferéncia diferencial (DIC) e
microscopia eletrbnica de transmissdo, e avaliar motilidade e vigor apés

refrigeracao a 5°C.
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OBJETIVOS

Caracterizar o aspecto macroscopico como volume, cor, odor, aspecto e
pH do sémen de tamanduas-bandeira de vida livre.

Determinar os parametros motilidade, vigor, concentragao e integridade
de membrana plasmatica de amostras seminais da espécie.

Estabelecer a morfologia espermatica por meio de microscopia de luz e
microscopia com contraste de fase de interferéncia diferencial (DIC).
Analisar ultraestruturalmente as células espermaticas por meio de
microscopia eletrénica de transmisséao.

Avaliar motilidade e vigor das amostras seminais apos diluicdo em meio

Botucrio® e refrigeragdo a 5°C.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Taxonomia e caracteristicas da espécie

A superordem Xenarthra é dividida em duas ordens: Cingulata (Tatus) e
Pilosa (Tamanduas e Preguicas). Sdo mamiferos com caracteristicas unicas
como: articulagbes secundarias denominadas “xenarthrales” localizadas entre
as vértebras lombares, ossos pélvicos fusionados, taxa metabdlica baixa e
temperatura corporal variavel sendo em média de 33°C (VALDES e SOTO,
2011). A ordem Pilosa engloba a Subordem Vermilingua, e esta por sua vez a
familia Myrmecophagidae, formada por tamanduas (MACKENNAL & BELL,
1997).

Myrmecophaga tridactyla € o maior membro da familia, pode medir até
2,1 m de comprimento e pesar até 45 kg (MEDRI et al.,, 2006). Muitas
caracteristicas anatbmicas dos tamanduas refletem sua extrema
especializacdo em uma dieta mirmecofaga, ou seja, baseada em formigas e
cupins. Seus fortes membros anteriores sdo providos de grandes garras, que
lhes permitem nao sé despedacgar formigueiros e cupinzeiros, como também se
defender de predadores (SUPERINA, 2012).

Em vida livre os tamanduas-bandeira dormem em pogos cavados no
solo, geralmente abaixo de arvores ou arbustos, onde se enrolam e se cobrem
com a cauda espessa se camuflando. Geralmente saem a noite a procura de
alimento, sendo vistos durante o dia somente em regides raramente habitadas
e podendo ser encontrados em certos momentos do dia no mesmo local do dia

anterior (SCHAUERTE, 2005).



2. Habitat e distribuigao geografica

O tamandua-bandeira habita florestas tropicais umidas, florestas secas,
savanas e pradarias (MERITT, 2008). E encontrado na Colémbia, Equador,
Venezuela, do Sul das Guianas até o Peru, Brasil, Bolivia e do Paraguai ao

Norte da Argentina (GARDNER, 2007) (Figura 1).

Mammalia > Pilosa > Myrmecophagidae
Myrmecophaga tridactyla

Giant Anteater
Dovnload Spatial data

Linnaeus, 1758 l

TR o
>Back to Red List Page °

un

] Extant (resident)
[l Possibly Extinct

BROWSE IMAGES
I3 ARKive (30 found)
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Figura 1: Mapa de distribuicao da espécie Myrmecophaga tridactyla (IUCN,
2012).

3. Situacgao atual da espécie

O tamandua-bandeira ¢é considerado um dos mamiferos mais

ameacados do continente americano. A espécie € decretada extinta em Belize,



Guatemala, Costa Rica (MEDRI & MIRANDA, 2010) e Uruguai (FALLABRINO
& CASTINEIRA, 2006). No Brasil ja desapareceu no estado de Santa Catarina
(CHEREM et al.,, 2004) e ainda é considerado criticamente em perigo de
extingdo no Rio Grande do Sul (FONTANA et al., 2003).

Devido a situacao critica, esta espécie é avaliada como “Vulneravel” pela
IUCN (International Union for Conservation of Nature) (MEDRI e MIRANDA,
2010) e listada no Apéndice Il do CITES (Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora) como uma espécie de alta
probabilidade de extincdo, a menos que suas ameacgas sejam rigorosamente
controladas (CITES, 2014).

Quando considerados os ultimos 10 anos, nota-se que mais de 30% das
populacdes de natureza diminuiram, devido a perdas de habitats e mortes
causadas por incéndios e atropelamentos. Outros fatores importantes para o
declinio destas populagdes in-situ sdo: dieta altamente especifica, baixas taxas

reprodutivas, e tamanho corporal avantajado (MEDRI & MIRANDA, 2010).

4. Caracteristicas Reprodutivas do tamandua-bandeira

O trato reprodutivo da fémea de tamandua-bandeira apresenta em torno
11 cm de vestibulo vaginal, 10 cm de vagina e um utero simples piriforme de 4
cm de comprimento por 3 cm de largura (SCHAUERTE, 2005). As fémeas séo
poliéstricas ndo sazonais, os sinais de cio sao pouco visiveis, podendo ser
observada descarga vaginal sanguinolenta, a qual varia de um individuo para
outro (BARTMANN, 1993; SCHRATTER, 2001). Patzl et al. (1998) avaliaram os

perfis de estrogeno e progestageno por meio de metabdlitos fecais e observou



um ciclo estral com duragao média de 51 dias, com fase folicular e luteal com
cerca de 2 semanas cada uma, e um periodo médio de anestro de 3 semanas.

Segundo Bartmann (1983) a cépula ocorre por 3 dias consecutivos, com
a fémea em decubito lateral e o macho sobre ela em decubito esternal,
pressionando-a contra o solo. A gestacéo dura cerca de 180 dias e geralmente
nasce apenas um filhote (PATZL et al.,, 1998; SCHAUERTE, 2005). Em
natureza os tamanduas vivem solitarios, com excecéo de pares em periodo de
acasalamento e de maes que permanecem com os filhotes por
aproximadamente seis meses (SHAW et al. 1987).

Os machos da espécie possuem um sulco grande e nitido no pénis na
zona mediana ventral que termina em uma abertura prepucial de
aproximadamente um centimetro de longitude (Figura 2). A constitui¢cdo interna
e externa do pénis permite apenas erecdes brandas, sem introducédo profunda
no canal vaginal (BARTMANN, 1991).

Os testiculos estdo dentro da cavidade abdominal, expostos a
temperatura corporal de aproximadamente 32 a 34°C, e a espermatogénese é
ativa o ano todo (BARTMANN, 1991). Assim como o tamandua-mirim
(Tamandua tetradactyla) (ROSSI et al., 2012), os tamanduas-bandeira
possuem proéstata, glandula vesicular e glandula bulbouretral, as quais estao
diretamente envolvidas com o transporte da secrecdo espermatica

(BARTMANN, 1991).
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Figura 2: Foto ilustrativa do pénis de um tamandua-bandeira, demonstrando o

sulco medial ventral e a auséncia de testiculos externos.

N&o existem dados sobre longevidade, taxas de sobrevivéncia ou de
reprodugao de tamanduas selvagens, uma vez que n&o é possivel determinar a

idade de um individuo ao atingir o tamanho adulto (MEDRI & MIRANDA, 2010).

5. Caracteristicas seminais da espécie

Até o presente momento, somente MENDONCA (2010) relatou a
colheita e avaliagdo de sémen de tamanduas-bandeira. Realizou-se contencéo
quimica de 13 animais de cativeiro e obtengcdo do ejaculado utilizando
eletroejaculacdo. O sémen apresentou duas fragdes: a primeira translucida de
aspecto viscoso e sem presenca de células espermaticas, e a segunda

cremosa de coloracido variando do branco ao marrom claro e rica em células
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espermaticas. Observou-se ainda a presencga de granulos com aspecto circular
em ambas as fragdes do ejaculado.

As caracteristicas médias do ejaculado foram: volume de 1,3 £ 0,86 ml,
pH de 7,44 * 0,6, vigor espermatico de 2,27 + 0,35 e motilidade espermatica
de 33,18 + 20,14%, com grande dispersao entre os resultados de motilidade. A
avaliagao morfoldgica evidenciou maior incidéncia de defeitos maiores (cauda
fortemente dobrada, defeito na peca intermediaria e cauda dobrada com gota)
do que de menores (cauda dobrada, cabega isolada normal e abaxial). Por fim,
os testes funcionais, as analises de integridade do acrossoma e de membrana
plasmatica apresentaram prevaléncia de acrossomas e membranas intactos, e

bom potencial de mitocdndria para a maioria dos animais (MENDONGCA, 2010).

6. Colheita de sémen

O volume e a composicdo do sémen variam entre as espécies, sendo
influenciados pelas caracteristicas anatomofisiolégicas do aparelho reprodutor
masculino e feminino. Durante a evolugao, fatores como volume, concentracao
e presencga de gel, foram determinados mediante anatomia do utero, do pénis e
do local onde o sémen é depositado (MANN & LUTWAK-MANN, 1981).

O procedimento de eletroejaculagao baseia-se na indugéo da ejaculagéo
através de estimulos elétricos na regido da ampola retal do animal, com o
auxilio de uma probe transretal com eletrodo conectado a uma fonte de
estimulacédo elétrica (SILVA et al.,, 2004). Esse método é empregado com
frequéncia em animais domésticos para avaliagdo androlégica e vem sendo

utiizado com sucesso também em animais silvestres. Contudo, devido a
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elevada sensibilidade desses animais a manipulagao e para evitar o estresse e
garantir a seguranga dos animais e da equipe envolvida, o método é praticado
sob contengao quimica (MORATO & BARNABE, 1998).

A anestesia representa o principal fator de risco no procedimento, tanto
para a vida do animal mediante alteragcbes nos parametros fisiolégicos, como
para o ejaculado (DURRANT, 1990), pois pode contaminar a amostra com
urina, diminuir o volume seminal, ocasionar uma ejaculagao retrograda para a
bexiga, além de planos anestésicos inadequados e ineficacia de algumas
colheitas (QUEIROZ, 2003; TEBET, 2004). Entretanto, a eletroejaculagéo
transretal tem sido utilizada com sucesso na obtencdo de sémen de diversos
animais selvagens, como felinos, cervos, primatas ndo humanos e catetos
(KAHWAGE, 2010; MORATTO et al, 1998; SILVA et al., 2004; TEBET, 2004) e
€ considerada o recurso mais seguro e apropriado para colher sémen desses
animais, devendo-se, contudo, estabelecer um protocolo para cada espécie e

de acordo com a resposta de cada individuo (DURRANT, 1990).

7. Analise subjetiva convencional da motilidade e vigor espermaticos

Uma das principais caracteristicas evolutivas de animais com
fecundacéo interna € o desenvolvimento de uma célula germinativa movel,
capaz de se locomover em progressdo no trato reprodutor feminino
(FAWCETT, 1970). A eficacia no movimento progressivo representa um dos
principais fatores determinantes para a fertilizagdo (HOLT, 2000), sendo
incontestavel a associacdao entre infertilidade e auséncia de motilidade

espermatica (OLDS-CLARKE, 1996).
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Os parametros motilidade e vigor espermaticos sdo os mais empregados
para determinar o estado fisiologico da célula e devem ser mensurados
simultaneamente (SEAGER & FLETCHER, 1972). Usualmente a motilidade
espermatica é estimada de forma subjetiva através da avaliagdo visual das
células sob microscopia de luz (CRESPILHO et al.,, 2006) determinando a
percentagem de espermatozoides com movimentos progressivos na amostra
(CBRA, 1998). Ja o vigor espermatico classifica de 0 a 5 a qualidade da

motilidade observada nas células espermaticas (SILVA et al., 2003).

8. Avaliagao da integridade de membrana plasmatica e morfologia

espermatica

Ja foi comprovada a relagao existente entre morfologia espermatica e a
taxa de fertilizacdo (FRENEAU et al., 2000; SAACKE et al., 2000). A fim de
avaliar as anormalidades morfologicas, Blom (1973) subdividiu os defeitos
encontrados em primarios e secundarios. Paralelamente, Rao (1971) sugeriu
uma classificacdo baseada nos prejuizos causados a fertilidade, dividindo os
defeitos em maiores e menores. Posteriormente, os defeitos passaram a ser
classificados como compensatorios e ndo compensatorios (SAACKE et al.,
1990). Desta forma, defeitos que envolvem motilidade e transporte no trato
genital da fémea e podem ser compensados com o aumento do numero de
células espermaticas, enquanto aqueles ligados as falhas na fecundagao do
ovocito e manutencdo do desenvolvimento embrionario ndo podem ser
compensados, pois uma quantidade maior de células ndo aumentaria a taxa

fertilizante do animal (CHENOWETH, 2005).
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As avaliagbes da morfologia espermatica e/ou da integridade acrossomal
podem ser realizadas através de sondas fluorescentes (KALLAJOKI et al.,
1986; MORTIMER et al., 1987), esfregacos corados (DIDION et al., 1989;
TALBOT & CHACON, 1981; PAPA et al., 1988) ou preparagbes umidas
(SAACKE & MARSHALL, 1968; PURSEL et al., 1972).

Esfregagos corados com eosina tém sido utilizados com eficacia para
avaliar a integridade de membrana das células espermaticas. A eosina € um
corante supra vital que penetra somente em células com a membrana
plasmatica lesada, ligando-se aos acidos nucléicos e conferindo uma coloragao
rosa ao espermatozoide (BRITO et al., 2003). A coloragéo pelo método Karras-
modificado sugerido por PAPA et al. (1988), consiste na utilizagdo de trés
corantes: Rosa Bengala, Tanino e Azul Vitéria e tem sido muito utilizado com
sucesso no que diz respeito a coloracdo da célula espermatica, inclusive
acrossomo.

A técnica de preparacdo umida, na qual os espermatozoides nao sao
corados, deve ser realizada utilizando-se microscopia capaz de destacar os
contornos celulares, como microscopia de contraste de fase ou microscopia de
contraste de interferéncia diferencial - DIC (JOHNSON et al.,, 1997;
CELEGHINI, 2005). A metodologia com lédmina umida em microscopia de
contraste de interferéncia diferencial deve ser priorizada pela melhor
observacdo dos defeitos espermaticos, uma vez que esfregagos corados
apresentam mais artefatos de técnica aumentando os defeitos de cauda, peca
intermediaria e cabecga isolada. Adicionalmente, laminas coradas exibem uma
diminuicdo da observacdo de alguns defeitos maiores como alteragbes de

acrossoma, vacuolos e gotas citoplasmaticas (FRENEAU et al., 2010).
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9. Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletrénica de transmissao tem sido muito utilizada para
avaliagao ultraestrutural dos espermatozoides de diversas espécies animais.
Baseada na interacdo de elétrons incidentes sobre a matéria a técnica
determina o tamanho e a forma de estruturas inorganicas e biolédgicas (SILVA
et al.,, 2009). Quando se pretende avaliar a morfologia e defeitos de células
espermaticas em escala nanométrica (nm) ha a necessidade do uso da
microscopia eletrénica, pois ocorrem falhas nos métodos tradicionais de

avaliacéo (JOSHI et al., 2001).

10.Refrigeragao de sémen

A refrigeracéo do sémen permite estocar e preservar o material genético
de um animal por um periodo prolongado de tempo. Esta biotecnologia tem
sido amplamente utilizada por criadores de animais domésticos (CARDOSO et
al.,, 2002). As baixas temperaturas diminuem as taxas metabdlicas do
espermatozoide e prolongam sua longevidade (WATSON, 1995) devido as
caracteristicas da membrana plasmatica das células espermaticas que nestas
condi¢des mantém menor mobilidade dos lipidios da dupla membrana, os quais
se solidificam, impedindo que estes e proteinas celulares se alterem, o que

mantém a estrutura da membrana celular (SANCHEZ, 2003).
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Para uma refrigeragdo adequada do sémen é necessario o uso de
diluidores que garantam a sobrevivéncia dos espermatozoides em baixas
temperaturas. Assim, apos diluicdo, a queda da temperatura deve ser gradativa
até manter-se a solugdo seminal entre 4 e 6°C (HAFEZ & HAFEZ, 2003).
FELDMAN & NELSON (1996) afirmam que o sémen de espécies domésticas
quando adequadamente diluido e refrigerado, podem manter-se viaveis por até
cinco dias.

O sistema de refrigeragcdo de sémen passivo tem sido o mais utilizado
em animais domésticos devido ao menor pre¢co e maior facilidade pratica a
campo (VALLE et al., 1999). Este método € desenvolvido em contéineres que
garantem taxas lentas de refrigeracdo em torno de 0,05°C/min (BRINSKO et
al., 2000) e mantém a temperatura em média de 5°C (VARNER et al., 1998). O
Equitainer foi o primeiro contéiner fabricado para resfrigerar sémen equino e
garante que tais taxas de refrigeracdo e temperatura final sejam adequadas
(DOUGLAS-HAMILTON et al., 1984). AVANZI et al. (2006) compararam outros
sistemas passivos com o Equitainer, como Botutainer e Botubox, e afirmam
nao existir diferencas entre os contéineres quando mantidos a temperatura
ambiente de cerca de 24°C.

O uso destas caixas isotérmicas para o envio de amostra de sémen
entre regides distantes permite uma melhor programagao para o destino das
amostras e evita a perda do material (MOTA-FILHO et al., 2007). O sistema
Botuflex tem sido muito utilizado para resfriamento de sémen equino, mantendo
a temperatura de 5°C por um periodo maximo de 48 horas com eficacia,
quando armazenado um volume total de 150 a 200 ml de solugdo espermatica

(PAPA et al., 2011).



TRABALHOS CIENTIFICOS



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

17

DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS SEMINAIS E REFRIGERACAO
DE SEMEN DE TAMANDUAS-BANDEIRA (Myrmecophaga tridactyla) DE

VIDA LIVRE

Camila do Nascimento Luba?P® - camilaluba@gmail.com

Flavia Regina Miranda® - flavia@tamandua.org

Alexandre Martins Costa LopesP® - alemclzoo@hotmail.com

Marcelo da Silva GomesP® - zoosbc.marcelo@gmail.com

Frederico Ozanan Papa? - papa@fmvz.unesp.br

Joao Carlos Pinheiro Ferreira? - jcferreira@fmvz.unesp.br

@ Departamento de Radiologia Veterinaria e Reprodugao animal, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil. Endereco: Rubido

Junior, s/n CEP: 18.618-000.

b Instituto de Pesquisa e Conservagdo de Tamanduds no Brasil — Projeto
Tamandua. Endereco: Rua Pastor Carlos Frank, 458. Boqueirdo, Curitiba,

Parana, Brasil. Cep: 81.730-340.

Autor correspondente:
Jodo Carlos Pinheiro Ferreira - Departamento de Reprodugdo Animal e
Radiologia Veterinaria FMVZ — UNESP. Distrito de Rubido Junior, s/n Botucatu-

Sao Paulo, Brasil. Cep: 18.618-970. jcferreira@fmvz.unesp.br.



mailto:camilaluba@gmail.com
mailto:flavia@tamandua.org
mailto:alemclzoo@hotmail.com
mailto:zoosbc.marcelo@gmail.com
mailto:papa@fmvz.unesp.br
mailto:jcferreira@fmvz.unesp.br
mailto:jcferreira@fmvz.unesp.br

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

18

RESUMO

O tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) € considerado
vulneravel a extingdo e dados cientificos em relagcdo aos parametros
reprodutivos da espécie sdo escassos. Colheu-se sémen de oito tamanduas-
bandeira de vida livre com o intuito de estabelecer parametros de amostras
seminais relacionados ao volume, odor, coloragdo, motilidade, vigor,
concentracdo e morfologia espermatica, e investigar o tempo em que o sémen
mantém-se com motilidade e vigor quando submetido a refrigeragao a 5°C. A
motilidade e vigor espermaticos foram avaliados de forma subjetiva, e a
avaliacdo de morfologia espermatica foi realizada por microscopia O6ptica
convencional e microscopia de contraste e interferéncia diferencial. O ejaculado
apresentou duas fragdes distintas sequenciais: fracdo esbranquicada - leitosa e
rica em células espermaticas, e fragado gel - incolor, viscosa e azoospérmica).
Os valores médios (+ erro padréao) das caracteristicas seminais foram: volume
da primeira fragdo 0,75 (£0,1) mL, motilidade 75 (x2,9) %, vigor 3,2 (x0,3),
concentragdo 108,5 x10%/ml (x13,4), indice de integridade de membrana
plasmatica de 71% (£4,0), alteragdes espermaticas em coloragdo karras-
modificado 35,5% (+3,3) e 48,3% (+6,8) em microscopia de contraste de
interferéncia diferencial. Quando diluido em Botucrio® e refrigerado, o sémen
apresentou motilidade e vigor por no maximo 24 horas, com valores

decrescentes em ambos os parametros no decorrer do tempo.

Palavras-chave: in-situ, eletroejaculagdo, reproducdo, Xenarthra, Pilosa,

Myrmecophagidae
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ABSTRACT

The giant anteater (Myrmecophaga tridactyla) is considered vulnerable to
extinction. Scientific data in relation to species reproductive parameters are
scarce. Semen from eight free-living giant anteaters was collected to establish
parameters from seminal samples related to volume, odor, color, motility, vigor,
concentration and spermatic morphology. Also, the period that the semen
maintains motility and vigor when submitted to 5°C refrigeration was
investigated. Motility and spermatic vigor were evaluated subjectively.
Evaluation of spermatic morphology was performed with conventional optical
microscopy, contrast microscopy and differential interference contrast
microscopy. The ejaculate presented two distinct sequential fractions: a whitish
fraction-milky and rich in sperm cells, and a gel fraction-colorless, viscous and
azospermic. Mean values (+ SEM) of seminal characteristics were: volume of
first fraction 0.75 (£0.1) mL, motility 75 (£2.9) %, vigor 3.2 (£0.3), concentration
108.5 x106/mL (x13.4), plasma membrane integrity index of 71% (£4.0),
spermatic alterations with the modified Karras staining 35.5% (+3.3) and 48.3%
(+6.8) in differential interference contrast microscopy. When diluted in Botucrio®
and refrigerated, the semen maintained motility and vigor for a maximum of 24

hours, with decreasing values in both parameters over time.

Keywords: in-situ, electroejaculation, reproduction, Myrmecophagidae, Pilosa,

Xenarthra.
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1. INTRODUGAO

O tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) é o maior
representante da familia Myrmecophagidae, pertencente a ordem Pilosa e
Superordem Xenarthra. A espécie é restrita as Américas Central e do Sul,
sendo encontrado em todo o territorio brasileiro [1] e considerada extinta no
Uruguai [2], Belize, Guatemala e Costa Rica. Considerando-se que as
populagdes da espécie diminuiram cerca de 30% nos ultimos 10 anos, a Uniao
Internacional de Conservagcao da Natureza (IUCN) inclui esta espécie na
categoria Vulneravel, ou seja, enfrenta um grande risco de extingdo em médio
prazo [1]. Sabe-se que a espécie ndo possui sazonalidade, tem habito solitario,
gestacdo de 180 dias e que origina somente um filhote, o qual permanece com
a mae por cerca de seis meses. Porém, pouco se conhece sobre mais
aspectos reprodutivos do tamandua-bandeira, o que torna dificil a utilizacdo de
técnicas de reproducao assistida para auxiliar na conservagao da espécie.

As principais ameagas ao tamandua-bandeira s&o atropelamentos,
incéndios e desmatamentos [1]. As perdas de grandes areas naturais e a
fragmentagao de matas representa um dos principais fatores para a diminui¢cao
da biodiversidade, pois geram pequenas populagdes isoladas, o que pode
acarretar em superlotacédo, aumento da endogamia, e aumento da
susceptibilidade a doencas [3]. Desta forma, a reproducéo é fundamental para
a conservacao de espécies, populacdes e indiretamente a vitalidade de todos
0s ecossistemas [4].

Mendoncga [5] avaliou o sémen de tamanduas-bandeira de cativeiro e

encontrou grande proporgao de individuos com alteragdes seminais graves. Ao
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final do estudo o autor ressalta a necessidade de se estudar caracteristicas
seminais de animais de vida livre, pois uma vez que a qualidade espermatica é
resultado de fatores que envolvem manejos ambiental, sanitario e nutricional
adequados, entre outros, somente assim torna-se possivel compreender as
reais caracteristicas espermaticas de uma espécie.

O objetivo do presente estudo foi estabelecer caracteristicas do sémen
fresco de tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) de vida livre como
volume, odor, coloragdo, motilidade, vigor, concentracdo e morfologia
espermatica, assim como avaliar motilidade e vigor do sémen apods refrigeragao

a 5° C durante 24 horas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e Local de Captura

Foi colhido sémen por eletroejaculagdo de oito tamanduas-bandeira
adultos de vida livre. Destes, um animal foi apreendido em area urbana da
cidade de Botucatu (22°53'09"/48°26'42"), passou por triagem no CEMPAS
(Centro de Medicina e Pesquisa de Animais Selvagens — Universidade
Estadual de Sao Paulo) e apds colheita de sémen foi liberado em natureza. Os
outros sete tamanduas foram capturados na fazenda S&o José, regidao de
Aquidauana, no estado  brasileiro de Mato Grosso do Sul
(20°05’43.46”S/55°57°53.25”) em quatro expedi¢cdes de sete dias cada, nos
meses de outubro de 2012, abril, julho e novembro de 2013, considerando-se

que 0s animais nao sao sazonais.
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As capturas foram realizadas por busca ativa, com procura e
avistamento do animal, sem uso de armadilhas. O local selecionado
apresentava vegetacao caracteristica de cerrado, que atua como facilitador em
capturas de animais desta espécie por propiciar melhor visualizagdo dos
espécimes e poucas areas de fuga. A procura dos animais foi realizada ao
amanhecer e ao anoitecer, devido ao habito vespertino/noturno da espécie.
Uma vez encontrado, estimou-se visualmente o peso do animal e este foi

cercado e contido quimicamente com dardo anestésico e zarabatana (Figura

1),

Figura 1: Animal apds receber dardo anestésico, localizado na musculatura do

membro toracico esquerdo.
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O protocolo utilizado para anestesiar os animais foi a associacédo de 8,0
mg/kg de cloridrato de cetamina 10% (Cetamina, Syntec®, Cotia, estado de Séo
Paulo, Brasil), 0,5 mg/kg de midazolam (Dormire®, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos LTDA., Sao Paulo, Brasil) e 0,5 mg/kg de cloridrato de xilazina
2% (Xilazin, Syntec®, Cotia, estado de S&o Paulo, Brasil).

Todos os animais capturados foram marcados individualmente com
implantacdo de microchip subcutdneo em regido dorsal. Os individuos
utilizados no experimento foram identificados com a primeira letra do género
Myrmecophaga seguida da letra inicial da cidade onde foram encontrados,
utilizando-se MB1 (tamandua encontrado em Botucatu, estado de Sdo Paulo,
Brasil), MA1, MA2, MA3, MA4, MA5, MA6 e MA7 (animais capturados em

Aquidauana, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil).

2.2. Colheita de sémen

Apds contengdo quimica foi realizada tricotomia e lavagem com solugéo
de 0,9% de NaCl da area genital. Utilizou-se um aparelho de eletroestimulagéo
(Eletrojet Premium, Eletrovet®, Eletrovet LTDA, Valinhos, estado de Sao Paulo,
Brasil) e uma probe com 1,3 cm de diametro, 17 cm de comprimento e dois
eletrodos com 7 cm de extensdo (Figura 2). A probe foi lubrificada com
carboximetil celulose, cerca de 16 cm da sua extensao total foi introduzida no

reto, sendo assim posicionada sobre as glandulas sexuais acessorias [6].
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Figura 2: Probe confeccionada para realizagdo de eletroejaculagdo em tamanduas-
bandeira.

O protocolo de eletroejaculagédo foi baseado nos estudos de PLATZ e
SEAGER em felinos [7], no qual s&o descritos 80 estimulos, divididos em trés
séries. A primeira série composta de 10 estimulos elétricos de 2V, 10de 3V e
10 de 4 V, seguidos por um periodo de descanso de dois minutos. A segunda
série consiste de 10 estimulos de 3 V, 10 de 4 V e 10 de 5 V, seguidos
novamente de um periodo de descanso de dois minutos. Por fim, a ultima série
com 10 estimulos elétricos de 5 V e 10 de 6 V. O procedimento de
eletroestimulagao foi interrompido assim que se obteve a fragao rica em células
espermaticas do ejaculado, exceto em 3 procedimentos nos quais os estimulos

foram prolongados até a obtencéo da fragcdo gel do ejaculado.
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As amostras seminas foram acondicionadas em tubos plasticos de 2,0

mL e transportadas ao laboratério em cerca de 10 a 15 minutos.

2.3. Avaliagao do sémen

O volume do ejaculado foi mensurado com micropipeta variavel de 100 a
1.000 uL. O aspecto foi determinado visualmente e classificado como viscoso,
cremoso ou aquoso. A cor foi classificada como translucida, opalescente ou
esbranquicada. O pH foi aferido com tiras indicadoras (pH - indicator strips O-
14, Universal indicator, Merck®, Merck KGaA, Hessen, Alemanha).

Subsequentemente, realizou-se exames subjetivos de motilidade e vigor
espermaticos, entre lamina e laminula aquecidas a 30°C em placa aquecedora,
utilizando-se microscopio de luz (DM500, Leica®, Wetzlar, Alemanha) com
camera digital (ICC50 HD, Leica®, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha)
acoplada, em aumento de 200x. A temperatura de 30°C foi selecionada a partir
dos resultados de estudos preliminares, nos quais obteve-se maior tempo de
manutengdo da motilidade e vigor espermaticos. Os resultados foram
expressos em porcentagem (0 a 100%) para a motilidade e em escore de 0 a 5
para vigor.

A concentragcédo espermatica foi determinada em camara hematimétrica
de Neubauer sob microscopia de luz (aumento de 400x), apos diluicao de 1:20
em agua destilada. Os resultados foram apresentados em numero de
espermatozoides/mL.

A integridade de membrana plasmatica foi avaliada pela coloragdo com

eosina 3% em agua destilada, apds confecgdo de dois esfregagos para cada
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animal com 10 pyL de sémen fresco e 10 L da solugdo de coloracao. A leitura
das laminas foi realizada em aumento de 400x, classificando-se as células
coradas em vermelho como apresentando membrana lesada e as células sem
coloragao com a membrana integra. O resultado foi expresso em porcentagem
(0 a 100%) de células com a membrana integra.

A morfologia espermatica foi avaliada por dois métodos, nos quais foram
contadas 200 células. Utilizou-se método Karras-modificado [8], para o qual
foram confeccionados trés esfregacos com 10 uL de sémen fresco fixados em
metanol. Concomitantemente, uma aliquota de 10 yL de sémen fresco foi
conservada em 500 uL de formol salina para realizagédo do segundo teste em
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC).

Para dimensionar a morfometria espermatica foi utilizado o software
LAS EZ (Leica®, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Foram avaliadas
trinta células de cada individuo em esfregagco corado com Karras-modificado e
aumento de 1000x, nas quais aferiu-se a largura da cabega, comprimento de
cabeca e da peca intermediaria, comprimento total da cauda e comprimento
total do espermatozoide.

Para identificagdo da constituicdo dos granulos presentes no ejaculado
da espécie, descritos por Mendonca [5] foi utilizada a coloracdo de
diferenciagao lipidica com o corante oil-red O (Invitrogen Life Science
Technologies, Carlsbad, CA, USA), que faz com que moléculas de lipidio
tornem-se avermelhadas. Para isto empregou-se aliquotas de 200 pL de cada
fracdo da amostra seminal (fragbes rica espermatica e gel), que foram
depositadas separadamente em placas de petri.i Subsequentemente, foi

adicionado 1 mL do corante em cada placa e ap6s 20 minutos lavou-se ambas
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com agua destilada, retirando posteriormente o conteudo liquido em excesso. A
solucao restante em cada placa de petri foi observada em microscopia de luz

sob aumento de 2000 a 6300x.

24. Refrigeragao do sémen

Apos colheita e avaliagao do ejaculado, diluiu-se uma parte do sémen
em duas partes do diluente Botucrio® sem crioprotetor (Botupharma Ind. e
Com. de Produtos Veterinarios Ltda, Botucatu, Sao Paulo, Brasil), em
recipientes plasticos com capacidade volumétrica de 2 mL. O sémen diluido foi
armazenado em sistema Botuflex® (Botupharma®, Botupharma Ind. e Com. de
Produtos Veterinarios Ltda, Botucatu, S&o Paulo, Brasil), adequando-se o
volume necessario para uma taxa eficiente de refrigeracdo (-0,05°C/min até
5°C) com dois frascos contendo 90 mL de agua, de acordo com a metodologia
descrita por Papa et al [9] . A motilidade e vigor espermaticos foram avaliados a
cada seis horas, utilizando-se o0s mesmos procedimentos descritos
anteriormente, até que nao fossem observados espermatozoides moveis na

amostra.

2.5. Analise estatistica dos dados

Para os parametros seminais foi utilizado a média e erro padrao dos
valores encontrados para os oito animais. Ja para refrigeragao de sémen foi
utilizada anadlise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida pelo

teste tukey, no programa SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc., 2008). Para
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avaliagcao estatistica dos dados, considerou-se MO para o sémen fresco, M6,
M12, M18 e M24, para 6, 12, 18 e 24 horas apds o inicio do resfriamento,

respectivamente.

3. RESULTADOS

Durante o periodo experimental foram capturados um macho no més de
abril, um no més de julho e cinco machos no més de novembro de 2013.
Nenhum individuo foi recapturado e todos foram considerados saudaveis e
mantiveram-se estaveis durante todo o procedimento de colheita do sémen,
com bom retorno anestésico.

As amostras seminais apresentaram duas fragdes distintas: a primeira
de coloragcao esbranquicada, aspecto leitoso e rica em células espermaticas, e
a segunda incolor, de aspecto viscoso e auséncia de espermatozoides. A
segunda fragcdo, denominada gel espermatico, foi de dificil dissolugdo, néo
podendo ser liquefeita em até 6 horas de aquecimento em banho-maria a 37°C.

A primeira fracdo do ejaculado, em todos os animais, foi obtida com o
emprego apenas da primeira série de estimulos elétricos, ndo sendo
necessaria a execucao completa do protocolo de eletroestimulacdo. O término
da primeira fragéo foi caracterizado pelo inicio da expulsdo da segunda fragéo
de aspecto gel.

O volume da fragdo gel variou entre os individuos, de forma que o
animal MB1 ejaculou 1,2 mL, o MA1 0,3 mL e o MA2 0,4 mL. Observou-se
maior quantidade de gel conforme o aumento do numero e intensidade dos

estimulos elétricos e maior profundidade da probe no reto.
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O odor foi caracterizado como suis-generis e o pH de todos os
ejaculados foi 10, conferindo carater basico ao sémen.

Os valores individuais e médios (+ erro padrdo) encontrados para
volume, motilidade, vigor e concentragao espermaticos, e integridade de

membrana plasmatica, estdo expressos na Tabela 1.



281 Tabela 1: Valores individuais e médios (z erro padrao) das caracteristicas seminais de tamandua-bandeira de vida livre.

Volume (ml)

Animais F';‘:‘ga” Gel M“:!,}Sade Vigg)r (0- C°8(‘;%’;;rfl‘;‘5° 1.M.P(%)*
MB1 0,7 1,2 70 2 52 68
MA1 1,5 0,4 75 3 102 77
MA2 1 0,3 60 3 60 58
MA3 0,2 0 70 2 99 53
MA4 0,6 0 80 3 157 74
MA5 0,9 0 85 4 131 70
MA6 0,6 0 85 4 147 87
MA7 0,5 0 75 4 120 81

Média+ EP 0,75(+0,1) 0,6 (+0,1) 75(+209) 3,1(x03) 1085 (x13,4) 71 (+4,0)

282 * |.M.P: indice de integridade da membrana plasmatica
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Os espermatozoides apresentaram cabega de formato oval, com

acrossomo ocupando cerca de metade da sua area (Figura 3). A morfologia

espermatica mediante Karras-modificado e DIC estdo exibidas na tabela 2.

Figura 3: Aspecto microscopico dos espermatozoides de tamandua-bandeira corados
pelo método Karras-modificado sob aumento de 1000x.
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297 Tabela 2: Classes morfolégicas encontradas em espermatozoides do tamandua-
298 bandeira espressas em porcentagem, sob coloragdo com Karras-modificado e DIC, e

299 média (£ erro padrdo) das alteragdes encontradas para cada técnica.

Morfologia espermatica KARRAS - modificado DIC

Acrossoma lesado 4,37 £ 1,01 8,25+ 1,80
Knobedd 0 2,50+ 0,56

Cabecga
Piriforme 2,00 £ 0,56 2,50 £ 0,56
Subdesenvolvida 1,62 + 0,46 2,12+ 0,69
Estreita na base 0 0,12+ 0,12
Pequena anormal 0,50 + 0,37 0,37 £ 0,26
Contorno anormal 0,50 + 0,26 0,62 + 0,41
Isolada patologica 0,50 £ 0,50 0,25 +0,16
Vacuolos nucleares 0 3,25+ 0,95
Defeito de peca intermediaria 0,87 £ 0,35 1,50 £ 0,37

Cauda
Gota citoplasmatica proximal 525+142 6,00 £ 1,34
Gota citoplasmatica distal 6,00 + 1,40 13,5 +4,53
Fortemente dobrada 2,62+1,08 1,75+ 1,84
Dobrada com gota 4,37 £ 1,03 7,00 £ 0,64
Enrolada/dobrada 6,62 + 2,40 6,25 + 4,46
Abaxial 4,37 £1,55 6,75+ 1,97

Média + EP 35,5% (+3,3) 48,3% (£6,8)
300
301 A presenca de granulos arredondados simétricos, com borda regular, de

302 diversos tamanhos e de dificil dissolucao foi identificada em ambas as fracdes
303 espermaticas, porém em maior quantidade na primeira (Figura 4). Sob a
304 coloragao por oil-red O, os granulos tornaram-se avermelhados, o que
305 caracteriza sua constituicdo lipidica (figura 5).

306
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308

Figura 4: Aspecto microscépico do sémen de Myrmecophaga tridactyla em aumento

de 200x, contendo granulos arredondados (setas pretas) e espermatozoides (setas

309
310

311

vermelhas).
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Figura 5: Granulos de lipidio (seta) evidenciados pela coloragéo oil-red O observados

no ejaculado de tamanduas-bandeira em aumento de 6300x.

Os valores morfométricos médios + erro padrao dos espermatozoides
foram: largura de cabeca de 5,1 + 0,09 pm, comprimento de cabega 9,2 + 0,1
pgm, comprimento de peca intermediaria 14,2 + 0,1 ym, comprimento de cauda
55,1 £ 0,7 ym, comprimento total da célula espermatica 64,4 + 0,8 um (figura

6).
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14,235+ 0,119 pm
L ]
LJ L

ﬁ
9,259 + 0,146 um

55,18+ 0,751 um

64,441+ 0,836 um

Figura 6: Aspecto microscépico da célula espermatica de tamandua-bandeira

apresentando os seus valores morfométricos médios + erro padrao.

3.1. Refrigeragao do sémen

Os ejaculados obtidos dos animais MB1 e MA3 nao foram refrigerados,
pois nao apresentaram volume suficiente.

A motilidade espermatica diminuiu de acordo com o tempo de
refrigeragao (p<0,05), com exce¢do dos momentos M18 e M24, que nao
apresentaram diferengas (p>0,05). Ja vigor manteve-se constante até M6
(p>0,05), quando teve uma diminuig¢ao significativa de M6 para M18 (p<0,05) e
manteve-se novamente constante de M18 a M24 (p>0,05). Os valores para

cada animal pos-refrigeracdo do sémen estdo expressos na tabela 3.
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338 Tabela 3: Valores representativos de motilidade e vigor apos até 24 horas da solugdo espermatica de cada animal apds refrigeragdo a 5°C em
339  Botuflex®.

Sémen fresco 6 horas 12 horas 18 horas 24 horas
Animais Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor
(%) (0-5) (%) (0-5) (%) (0-5) (%) (0-5) (%) (0-5)
MA1 75 3 60 3 40 2 10 1 0 0
MA2 60 3 30 2 10 1 0 0 0 0
MA4 80 3 65 3 50 3 30 2 10 2
MA5 85 4 75 3 50 2 10 1 0 0
MAG6 85 4 55 3 20 2 10 1 0 0
MA7 75 4 65 3 50 2 30 1 10 1
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4. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo a respeito das caracteristicas seminais de
tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) realizado in situ, o que
representa um importante avango cientifico e inicio de um banco de dados para
a superordem Xenarthra.

Foi possivel demonstrar que a eletroejaculagdo € um método efetivo
para colheita de sémen de tamanduas-bandeira de vida livre, assim como
descrito por Mendonga [5] em espécimes de cativeiro, e para tatus [10, 11] e
preguicas [12].

O ejaculado formado por duas fragbes distintas também pode ser
observado em outros animais como cavalos [13], cachagos [14], javalis [15] e
catetos [16], porém a fungéo fisiolégica deste gel ainda é desconhecida e pode
variar conforme a espécie.

O gel encontrado em amostras seminais de tamanduas-bandeira de vida
livre também foi descrito no ejaculado de outros membros da superordem
Xenarthra como preguigcas do género Bradypus [12] e tatus da espécie
Euphractus sexcinctus [10, 11]. Santos et al. [17], relata ainda a auséncia de
motilidade progressiva em tatus devido a alta viscosidade do gel e a dificuldade
de liquefagao deste conteudo. Contudo, verificou-se durante o procedimento de
eletroejaculagdo dos tamanduas in-situ a ejecdo inicial da fragdo rica em
espermatozoides, ao contrario daquilo referido para tamanduas cativos, os
quais expulsam primeiramente a fragao gel [5].

Conforme descrito por Mendonca e observado em etapas preliminares

deste estudo, as amostras seminais obtidas de tamanduas-bandeira cativos
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apresentam diferencas marcantes em relagdao aos espécimes de vida livre. Os
animais in-situ apresentaram valores superiores de motilidade e vigor
espermaticos, assim como valores inferiores de alteragbes nos
espermatozoides, quando comparados com tamanduas de cativeiro [5]. Além
disso, evidencia-se o pH alcalino encontrado em ejaculados de animais livres,
condizente com o sémen de tatus ex situ [10], porém diferente do observado
em Myrmecophaga tridactyla de cativeiro, relatado em torno de 7 [5]. Segundo
Setchell et al. [18] a eletroejaculagao pode elevar o pH do sémen devido a uma
superestimulagdo de glandulas acessérias e consequentemente maior
quantidade de plasma seminal. No entanto, o volume adquirido em animais ex
situ foi maior [5] do que o encontrado em animais de vida livre, o que torna
plausivel uma alteragdo seminal devido as modificagdes nutricionais e no bem-
estar destes animais quando submetidos ao cativeiro.

Outro aspecto de relevancia no sémen de tamanduas livres e cativos [5]
€ a presenca de granulos de lipidio no ejaculado, o que né&o foi descrito para
outros xenarthros. A funcdo deste componente no plasma seminal nio foi
elucidada e nao esta disponivel em literatura. Sabe-se que lipidio € um dos
componentes do plasma seminal e que este fluido tem papel essencial nas
fungcdes espermaticas desde a ejaculagdo até a sobrevivéncia no trato
reprodutivo das fémeas [19]. Considerando ainda o pénis diminuto e limitada
penetragcdo peniana durante a copula [6], € possivel relacionar tais achados
com o longo percurso espermatico no aparelho reprodutivo das fémeas da
espécie, que possuem grande comprimento de vagina e vestibulo vaginal,

medindo cerca de 10 cm cada [20].
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Em geral, a morfologia do espermatozoide de tamanduas-bandeira é
semelhante a de outros mamiferos, incluindo os membros da ordem Pilosa
Bradypus variegatus [12], porém, difere em formato do espermatozoide de
Euphractus sexcinctus, que possui cabega mais arredondada e achatada
[10,11]. As anormalidades mais encontradas em células espermaticas de
tamanduas de vida livre, tais como gota citoplasmatica distal e cauda dobrada,
consideradas por Blom como defeitos menores [21], também foram verificadas
em tamanduas-bandeira cativos [5], tatus [11] e preguicas [12]. Essas
alteragbes podem aindaser sugestivas da menor atividade sexual observada
em animais com habitos solitarios in situ.

A morfometria dos espermatozoides de Myrmecophaga tridactyla (64,4
0,8 um) encontra-se préoxima a média de mamiferos placentarios que medem
69,2 (£ 4,1 um) [22], sendo maior do que de Preguicas de trés dedos (Bradypus
tridactylus) com comprimento de 33,2 £+ 0,7 ym [12], porém semelhante a
Tamandua tetradactyla, que mede 67,0 + 1,6 um [23].

As células espermaticas de tamanduas-bandeira de vida livre quando
submetidas a 5°C permaneceram com motilidade e vigor por no maximo 24
horas, o que nao corresponde com padroes encontrados para animais
domésticos, em que os espermatozoides permanecem com movimento
progressivo até 48 horas sob mesmas condi¢gdes de temperatura e volume [9].
Segundo Darenius [24], para uma boa refrigeracdo do sémen a presséo
osmotica e o pH do meio diluente devem ser semelhantes aqueles encontrados
no ejaculado de garanhdes, ou seja 300 a 350 mOsm e 7,0 a 7,2,

respectivamente. Sabendo-se que o meio diluente Botucrio é formulado em pH
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7 para a espécie equina, sugere-se que o resfriamento foi ineficaz devido as
diferencas fisico-quimicas encontradas no sémen dos tamanduas.

Sabe-se que condi¢des de cativeiro como nutricdo, sanidade e ambiente
inadequados, juntamente com o estresse podem alterar os parametros
reprodutivos e limitar o uso de estratégias tradicionais de reprodugdo de
animais ex situ [3, 25]. Assim, o presente estudo proporciona um incentivo para
o continuo estudo com animais da espécie in-situ em relagao a criopreservagao
do sémen, bancos genéticos e uso de biotecnologias da reproducédo, que
podem futuramente auxiliar em programas de conservagao para os membros

da familia Myrmecophagidae.
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RESUMO

Foram realizadas avaliagbes ultraestruturais sob microscopia eletronica
de transmissdo dos espermatozoides de oito tamanduas-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) de vida livre. As amostras seminais foram colhidas
por eletroejaculagdo e armazenadas em glutaraldeido 2,5%. As células
espermaticas apresentaram-se com formato conico, acrossoma ocupando dois
tercos da cabeca e nucleo espermatico elétron-denso com pontos elétron-
lucentes distribuidos por toda a cabega espermatica. Na regido do pescogo
observou-se a presenga do capitulum e centriolo proximal. A estrutura da
cauda dos espermatozoides € semelhante a maioria dos mamiferos, com um
axonema central e uma bainha mitocondrial helicoidal na pega intermediaria.
Quanto as anormalidades, observou-se destacamento do acrossoma e dag-

defect em algumas células.

Palavras-chave: Myrmecophagidae, Xenarthra, sémen
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ABSTRACT

Ultrastuctural evaluations were performed under transmission electron
microscopy of sperm eight free-living giant anteater (Myrmecophaga tridactyla).
The seminal samples were collected by electroejaculation and stored in
glutaraldehyde 2.5%. Sperm cells presented with conical shape, acrosome
occupying two thirds of the sperm head. Observed electron-dense nucleus with
electron-lucentes points distributed throughout the sperm head. In the neck it
was observed the presence of the capitulum and proximal centriole. The
structure of the tail of the sperm is similar to most mammals, with a central
axoneme and mitochondrial sheath helical in midpiece. The abnormalities

observed in some cells it was detachment of the acrosome and dag-defect.

Keywords: Myrmecophagidae, Xenarthra, Semen
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1. INTRODUGAO

O tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) € um dos mamiferos
mais ameagados da América do Sul, listado na categoria Vulneravel pela [IUCN
(Unido Internacional de Conservacado da Natureza). Devido a ameagas como
atropelamentos, incéndios e desmatamentos, essa espécie teve sua populagao
diminuida em cerca de 30% nos ultimos 10 anos [1].

O maior representante da familia Myrmecophagidae, o tamandua-
bandeira, pertence a ordem Pilosa e Superordem Xenarthra, ocorre em todos
os biomas brasileiros e tem sua distribuicao restrita as Américas Central e do
Sul [1]. Considerada extinta no Uruguai [2], Belize, Guatemala e Costa Rica, a
espécie enfrenta um grande risco de extingdo em médio prazo [1].

O conhecimento morfofisiolégico reprodutivo € fundamental para a
conservacdo de espécies, populacbes e indiretamente a vitalidade dos
ecossistemas [3]. Dados reprodutivos de Myrmecophaga tridactyla séo
escassos, ha poucos estudos disponiveis sobre aspectos reprodutivos do
macho da espécie e até o presente momento ndo existem relatos cientificos
sobre a morfologia ultraestrutural dos seus espermatozoides.

O conhecimento da morfologia da célula espermatica é a base para a
compreensao de mecanismos reprodutivos relacionados ao sexo masculino. A
microscopia eletrdbnica de transmissdo permite a avaliacdo de aspectos
morfolégicos dos espermatozoides em escala nanométrica (nm), o que nao €&
possivel com os meétodos tradicionais de microscopia de luz [4]. Assim, o
objetivo do presente estudo foi descrever a ultraestrutura das células

espermaticas utilizando-se microscopia eletrénica de transmisséo.
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2. MATERIAL E METODOS

Colheu-se sémen por eletroejaculagdo de oito tamanduas-bandeira
adultos de vida livre capturados na Fazenda Sao José, regido de Aquidauana,
no estado brasileiro de Mato Grosso do Sul (20°05’43.46°S/55°57°53.25”), em
quatro expedi¢coes de sete dias cada uma, nos meses de outubro de 2012,
abril, julho e novembro de 2013.

As capturas foram realizadas por busca ativa, com procura e
avistamento do animal, sem uso de armadilhas. O local foi selecionado por
apresentar vegetagao caracteristica de cerrado, que atua como facilitador em
capturas de animais desta espécie devido a melhor visualizagdo dos
espécimes e poucas areas de fuga. Devido as caracteristicas sono-vigilia da
espécie, a procura pelos animais foi realizada sempre ao amanhecer e a partir
do anoitecer. Uma vez encontrado, estimava-se visualmente o peso do animal,
o qual era cercado e contido quimicamente com dardo anestésico e
zarabatana.

O protocolo utilizado para anestesiar os animais foi a associacédo de 8,0
mg/kg de cloridrato de cetamina 10% (Cetamina, Syntec®, Cotia, estado de Sao
Paulo, Brasil), 0,5 mg/kg de midazolam (Dormire®, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos LTDA., Sao Paulo, Brasil) e 0,5 mg/kg de cloridrato de xilazina
2% (Xilazin, Syntec®, Cotia, estado de Sao Paulo, Brasil).

Apds contengdo quimica foi realizada tricotomia e lavagem com solugéo
de 0,9% de NaCl da area genital. Utilizou-se um aparelho de eletroestimulacéo

(Eletrojet Premium, Eletrovet®, Eletrovet LTDA, Valinhos, estado de Sao Paulo,
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Brasil) e uma probe com 1,3 cm de didmetro, 17 cm de comprimento e dois
eletrodos com 7 cm de extensdo. A probe foi lubrificada com carboximetil
celulose e introduzida no reto sobre as glandulas sexuais acessoérias [5]. O
protocolo de eletroejaculagao foi baseado nos estudos de Platz e Seager em
felinos [6], no qual utilizou-se 80 estimulos, divididos em trés séries. A primeira
série foi composta de 10 estimulos elétricos de 2 V, 10 de 3 V e 10 de 4 V,
seguidos por um periodo de descanso de dois minutos. A segunda série
consistiu de 10 estimulos de 3V, 10 de 4 V e 10 de 5 V, seguidos novamente
de um periodo de descanso de dois minutos. Por fim, na terceira série utilizou-
se 10 estimulos elétricos de 5V e 10de 6 V.

Apo6s as colheitas, aliquotas de 50 yL da amostra seminal de cada
animal foram armazenadas em tubos plasticos contendo 2,0 mL de
glutaraldeido a 2,5% com tampao fosfato 0,1mol I, em pH 7,4. Posteriormente,
no laboratério de morfologia celular (Instituto de biociéncias — UNESP, Campus
de Botucatu-SP, Brasil) a solugao foi centrifugada a 300x g por 10 minutos e os
pellets foram enxaguados com solugédo tampao fosfato e fixados em solugao de
tetréxido de o6smio 1%, tamponada em PBS, durante 3 horas a 4°C.
Subsequentemente, as células espermaticas foram desidratadas em gradiente
crescente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) por 5 minutos em cada escala.
Utilizou-se resina Araldite 502 para as inclusbes do material, que foi entao
cortado (cortes ultrafinos de 50 nm) e corado com solugao saturada de acetato
de uranila em alcool etilico 50% e, posteriormente, em citrato de chumbo. As
amostras foram avaliadas e fotografadas em aparelho Tecnai G2 Spirit® (Fei

Company®).



152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

51

3. RESULTADOS

A avaliacdo dos espermatozoides foi realizada somente de maneira
descritiva. As células espermaticas apresentaram cabecga de formato cénico e
acrossoma estendendo-se por dois tercos da cabeca espermatica (figura 1A e
1C). O acrossoma apresentou elétron-densidade homogénea, com duas cristas
apicais, na porcao apical, caracterizadas como protuberancias similares em
tamanho e em extremidades opostas (figura 1B, 1C e 1E). O segmento
equatorial do acrossoma apresentou um estreitamento sutil terminando na
regido pds-acrossomal onde esta presente uma lamina densa entre o nucleo e
a membrana plasmatica (figura 1A). Nao foi observada estrutura condizente
com perforatorium.

O nucleo mostrou-se significantemente elétron-denso com pontos
elétron-lucentes pequenos e difusos espalhados por toda a cabeca
espermatica (figura 1C e 1E). A parte caudal do nucleo apresentou-se
praticamente plana formando a fossa de implantagcdo. Associada a membrana
nuclear desta regido foi observada uma camada espessa de material fibroso
formando o capitulum, alongado no seu eixo transversal, e ligando-se as fibras
densas da pecga intermediaria. Além do capitulum, €& possivel observar na
regido do colo espermatico o centriolo proximal (figura 1C).

A peca intermediaria apareceu composta por um axonema tipico (com
um par central e nove pares periféricos de microtubulos) envolto por
mitocdndrias dispostas aparentemente de maneira longitudinal e helicoidal (1D

e 1F). Na transicao entre a peca intermediaria e pega principal foi observado o
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annulus marcando o fim do cinturdo mitocondrial, porém sem diminuicdo do
didmetro do axonema (figura 1D).

Em todas as amostras examinadas foi observada uma pequena
porcentagem de espermatozoides anormais. As anormalidades morfoldgicas
mais observadas foram cauda enrolada e destacamento do acrossomo. A
primeira, também conhecida como Dag deffect, foi caracterizada pela presenca
de grandes massas citoplasmaticas contendo varios cortes do axonema (figura
2A). Nestes casos, com frequéncia observou-se perda de microtubulos em um
dos lados do axonema (figura 2B, 2C e 2D). Ja em células espermaticas que
exibiram destacamento do acrossoma, este apresentou-se com elétron-
densidade normal, porém com aspecto ondulado e completamente destacado
da membrana nuclear externa (figura 2F e 2G). Este aspecto foi diferente das
eventuais observacdes de espermatozoides que sofreram reagao acrossomal

prematura (figura 2E).
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500 nm 1 500 nm

Figura 1: Morfologia ultraestrutural dos espermatozoides de tamandua-bandeira. (A)
Corte longitudinal da célula espermatica - PL: Plasmalema; ES: segmento equatorial,
PA: regido pés-acrossomal. (B) Corte transversal da cabega espermatica — AC: crista
apical. (C) A: acrosoma; AC: crista apical; NU: nucleo espermatico; IF: fossa de
implantacao; CAP: capitulum; PC: centriolo proximal; M: mitocéndria; MS: bainha
mitocondrial; setas pretas: segmento equatorial; setas vermelhas: pontos difusos
elétron-lucentes presentes no nucleo. (D) MP: peca intermediaria; PP: peca principal,
AN: annulus; MS: bainha mitocondrial. (E) NU: nucleo; OAM: membrana acrossomal
externa; IAM: membrana acrossomal interna; PL: plasmalema; AC: crista apical; PA:
regido pos-acrossomal; setas pretas: segmento equatorial; setas vermelhas: pontos
difusos elétron-lucentes presentes no nucleo. (F) corte transversal da cauda — AX:

axonema; MS: bainha mitocondrial; ODF: fibra densa externa.
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Figura 2: Anormalidades encontradas nas células esperméticas de tamanduds-

bandeira (Myrmecophaga tridactyla). (A) Seta preta: Dag-defect — é possivel observar

uma massa citoplasmatica contendo diversos cortes do axonema; (B/C/D) seta preta:
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perda de microtubulos em um dos lados do axonema; (E) seta preta: reacgéo

acrossomal prematura; (F/G) seta preta: destacamento do acrossoma.

4. DISCUSSAO

A morfologia dos espermatozoides de cada espécie animal esta
relacionada a caracteristicas filogenéticas e com o sitio de fertilizacdo da
especie [7]. A ultraestrutura do espermatozoide de tamanduas-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) se assemelha a de outros mamiferos, entretanto
diferencia-se em formato e espessura do espermatozoide de tatus das
espécies Euphractus sexcinctus [8] e Cabassous unicinctus [9], membros da
mesma superordem xenarthra, os quais apresentam cabega espermatica
arredondada, achatada e com um estreitamento gradual em dire¢cao ao apice.

O acrossomo € uma estrutura altamente especializada que recobre
anteriormente o nucleo espermatico. Seu conteudo € composto por enzimas
hidroliticas armazenadas durante a espermiogénese, as quais sao liberadas no
momento do contato entre espermatozoide e ovulo quando ocorre a reagao
acrossomal [10]. Em mamiferos, diversos estudos ultraestruturais tém
demonstrado que o acrossomo € composto por um conteudo amorfo de média
elétron-densidade [7], assim como observado no espermazoide de tamanduas-
bandeira, o qual possui elétron-densidade homogénea em toda a sua extensao.

As cristas apicais presentes no acrossomo de espermatozoides de
tamanduas-bandeira sdo semelhantes aquelas encontradas também de forma
bilateral em células espermaticas de tatus da espécie Cabassous unicinctus [9],
porém em tamanduas encontram-se maiores € mais proeminentes do que nos

tatus. Esta estrutura foi descrita anteriormente em bovinos como um
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espessamento unilateral do acrossomo [11, 12]. Possivelmente, essas
peculiaridades do acrossoma estejam também relacionadas com o transporte
espermatico no trato reprodutivo da fémea e sua interagdo com o 6vulo [13],
porém, nao existem estudos cientificos que comprovem sua funcgao.

O segmento equatorial exibiu uma leve diminuicdo de espessura, porém
nao foi observado um aumento de elétron-densidade conforme descrito para
outras espécies [7], incluindo membros da superordem xenarthra [8, 9].

Segundo Bloom e Fawcet [14], a presencga de pontos elétron-lucentes no
nucleo espermatico, conforme observado neste trabalho, pode estar
relacionada com defeitos no processo de condensacgao da cromatina durante a
espermatogénese. Porém, este achado foi encontrado também em outros
membros da superordem Xenarthra, como Euphractus sexcinctus [8] e
Cabassous unicinctus [9] e ndo ha evidéncia clara de que isto interfira na
capacidade fertilizante dos espermatozoides. Esta caracteristica dos
espermatozoides provavelmente condiz com o padrdo filogenético de
condensacao da cromatina nuclear de xenarthras, porém para elucidar este
parametro sao necessarios mais estudos.

A peca intermediaria contém mitocéndrias helicoidais responsaveis por
gerar energia para movimentagao dos flagelos [15]. A organizagao basica da
peca intermediaria observado em espermatozoides de tamanduas-bandeira
nao difere de outras espécies, porém nao foi possivel distinguir o comprimento
da peca intermediaria e numero de mitocondrias neste estudo.

A maioria das anomalias encontradas na cauda dos espermatozoides
esta associada com mudancgas estruturais complexas na célula espermatica, o

que muitas vezes pode ocultar o problema primario [12]. Barth e Oko
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observaram que, em espermatozoides de ratos, a auséncia de um segmento
da bainha mitocondrial ocasiona dispersao da substancia granular que une esta
bainha as fibras densas externas, provocando uma fraqueza estrutural na
célula. Com isso, durante a movimentacdo do espermatozoide, o axonema
pode se romper e perder parte das fibras axiais na porgao inferior a falha na
bainha mitocondrial, o que torna a cauda propensa a se dobrar [12]. Esta
auséncia de microtubulos observada em espermatozoides de tamanduas-
bandeira estava associada com grandes massas citoplasmaticas contendo
varios cortes do axonema, o que correlaciona tal defeito com o dobramento da
cauda espermatica.

O presente estudo descreveu a ultraestrutura de espermatozoides da
espécie Myrmecophaga tridactyla, demonstrando as peculiaridades e
caracteristicas do gameta masculino, assim como as alteragbes morfologicas
encontradas, o que inicia um importante banco de dados sobre aspectos

reprodutivos do macho da espécie.
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As amostras seminais de tamanduas-bandeira de vida livre
apresentaram diferengcas notaveis em relagdo as caracteristicas seminais de
tamanduas em cativeiro.

Uma das caracteristicas marcantes do sémen é a presenga da segunda
fracdo da amostra seminal, caracterizada por um gel com alta viscosidade.
Este gel parece ser predominante em outras espécies de Xenarthras, como
preguicas do género Bradypus (PERES et al.,, 2008) e tatus da espécie
Euphractus sexcinctus (SERAFIM et al., 2010; SANTOS et al., 2011; SOUZA et
al., 2013). Entretanto, Mendonga (2010) relatou que o processo de ejaculagéo
dos animais em cativeiro iniciou-se com a fragdo gel, opostamente ao
encontrado em tamanduas de vida livre. Em estudos preliminares do presente
trabalho foram colhidas amostras seminais de animais ex-situ, nas quais se
observou dificuldade de fracionar o ejaculado, notando-se a eje¢céo das duas
fragdes de maneira mesclada, havendo assim indicios de alteragdes seminais
de animais submetidos ao cativeiro.

Entre as principais distingbes observadas no sémen de tamanduas de
vida livre sdo os valores de motilidade e vigor espermaticos consideravelmente
maiores do que aqueles descritos para animais de cativeiro. Associado a isso,
os exemplares in situ apresentaram valores inferiores de alteracbes nos
espermatozoides, quando comparados com animais ex situ. Porém, a diferenca
mais surpreendente constatada na amostra seminal de tamanduas livres foi o
pH alcalino, contrastantemente diferente daquele relatado em torno de 7 em

animais da espécie cativos (MENDONCA, 2010). Este pH seminal alcalino,
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entretanto, condiz com outros xenarthros, como tatus (SERAFIM et al., 2010).
Os tamanduas sao animais estritamente insetivoros, o que dificulta e altera de
maneira acentuada sua alimentagdo em cativeiro. Além disso, possuem habito
solitario e sdo muitas vezes mantidos em grupos quando cativos. Essas
condi¢cdes inadequadas de nutricdo, sanidade e ambiente, associadas ao
estresse, podem justificar a alteracdo de parametros reprodutivos dos animais
ex situ (LASLEY et al., 1994).

A presencga de granulos de lipidio no ejaculado de tamanduas-bandeira,
tanto em cativeiro como em vida livre, mostrou-se uma caracteristica incomum
em relacdo a amostras seminais de outras espécies de mamiferos. O lipidio é
um dos componentes do plasma seminal de todas as espécies (JOHNSTON et
al., 1988), porém neste caso encontra-se em grandes quantidades formando
granulos visiveis em microscopia de luz. A fungdo deste componente no
plasma seminal de tamanduas n&o foi elucidada e n&o estd disponivel em
literatura até o presente momento. Contudo, sabe-se que o fluido seminal tem
papel essencial nas fungcbes espermaticas desde a ejaculagédo até a
sobrevivéncia no trato reprodutivo das fémeas (JOHNSTON et al., 1988),
podendo assim estar relacionado com o pénis diminuto e a limitada penetracao
peniana durante a cépula em Myrmecophaga tridactyla (BARTMANN et al.,
1991), considerando-se que o aparelho reprodutivo das fémeas possui grande
comprimento de vagina e vestibulo vaginal, medindo cerca de 10 cm cada
(SCHAUERTE, 2005).

A morfologia ultraestrutural dos espermatozoides se relaciona com as
caracteristicas filogenéticas e com o sitio de fertilizacdo de cada espécie

(FAWCETT, 1970). Desta forma, entre os membros da superordem Xenarthra
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ha diferentes aspectos em relacdo ao formato e espessura da cabeca
espermatica. Entretanto os espermatozoides de tamanduas assemelham-se
aos de tatus em relagdo a condensagao da cromatina nuclear, uma vez que
ambos possuem pontos difusos elétron-lucentes no nucleo espermatico
(HEATH et al., 1987; SOUZA et al., 2013). Outra particularidade encontrada na
célula espermatica de tamanduas-bandeira € a presenga de cristas apicais
bilaterais, semelhantes aquelas descritas em espermatozoides de tatus da
espécie Cabassous unicinctus (HEATH et al., 1987). Apesar de ja ter sido
constatada a formagdo de uma crista apical unilateral em bovinos ha certo
tempo (BLOM, 1973; BARTH & OKO, 1989), até o presente momento nao
existem estudos cientificos que comprovem sua funcgao.

Quando se pretende armazenar uma amostra seminal para uso posterior
daquele material genético, ha a necessidade de criopreservar as células
espermaticas. Segundo Darenius (1998), para uma boa refrigeragdo do sémen
a pressao osmoética e o pH do meio diluente devem ser semelhantes aqueles
encontrados no ejaculado da espécie. O meio diluente Botucrio® foi elaborado
para equinos, considerando-se as caracteristicas seminais da espécie. Este
diluente foi selecionado neste estudo devido a bons resultados de motilidade e
vigor espermaticos em etapas preliminares realizadas com tamanduas de
cativeiro. Sabendo-se, neste momento, que o pH de amostras seminais de
tamanduas in situ diverge daquele encontrado para animais cativos, e que o
meio diluente Botucrio é formulado em pH 7, conclui-se que os métodos
utilizados para refrigeragdo do sémen foram inadequados, sendo necessario
assim desenvolver um diluente com as caracteristicas fisico-quimicas

encontradas no ejaculado de tamanduas de vida livre.
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Quando pretende-se elucidar aspectos reprodutivos de uma espécie, é
imprescindivel o estudo com animais em seu habitat natural. A superordem
Xenarthra possui caracteristicas taxondmicas muito distintas de outras ordens
de mamiferos e até o presente momento nido existem dados reprodutivos
consistentes destes animais. Desta forma, o presente estudo significa um
importante avango relacionado aos parametros reprodutivos do macho da
espécie Myrmecophaga tridactyla, auxiliando posteriores programas de
reprodugcdo assitida e uso de biotecnologias da reprodugdo visando a

conservagao da espeécie.
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CONCLUSOES GERAIS

Os métodos empregados para avaliar caracteristicas seminais da
espécie Myrmecophaga tridactyla em vida livre foram adequados e
permitiram caracterizar o sémen quanto ao volume, cor, odor, aspecto,
pH, motilidade, vigor, concentragdo e integridade de membrana
plasmatica.

As técnicas de avaliacdo morfolégica das células espermaticas Karras-
modificado e DIC permitiram determinar morfologia e morfometria
espermaticas em microscopio optico.

A microscopia eletrénica de transmissdo permitiu uma descricdo da
ultraestrutura do acrossoma, nucleo, pega intermediaria e pega principal
dos espermatozoides de tamanduas-bandeira.

Apos diluicdo em Botucrio® e refrigeracdo a 5°C foi possivel observar
motilidade e vigor das células espermaticas por um periodo maximo de

24 horas.
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ANEXOS

Figura 1: Morfologia espermatica sob coloragdo com Karras-modificado. a) célula
espermatica normal; b) cabeca piriforme e cauda abaxial; c) cabega com contorno
anormal; d) cabega subdesenvolvida; e) Acrossomo lesado e gota citoplasmatica
proximal; f) defeito em peca intermediaria; g) gota citoplasmatica distal; h) cauda

abaxial; i) cauda fortemente dobrada; j) cauda dobrada com gota citoplasmatica.
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Figura 2: Morfolgia espermatica em microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC). a, b, c) células espermaticas normais; d) defeito de acrossomo e
cauda dobrada; e) cauda dobrada com gota citoplasmatica; f) gota citoplasmatica

proximal; g) gota citoplasmatica distal; h) cauda abaxial; i) cauda enrolada.
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Figura 3: Morfologia espermatica em microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC). a) Defeito de acrossoma; b) Knobbed sperm e vacuolo nuclear; c)
Knobbed sperm; d) cabeca subdesenvolvida; e) cabeca estreita na base e cauda
abaxial; f) cabega piriforme; g) vacuolos nucleares; h) vacuolos nucleares e gota

citoplasmatica distal.
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Normas dos trabalhos cientificos

Os artigos serdo submetidos a revista Theriogenology, mediante as

normas a seguir, com excegao do idioma e localizagéo das figuras no texto.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information
retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be
ambiguous (e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available,
the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle
correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-
publication. Ensure that phone numbers (with country and area code) are
provided in addition to the e-mail address and the complete postal
address. Contact details must be kept up to date by the corresponding
author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work
described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address'

(or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's name.
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The address at which the author actually did the work must be retained as the
main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such

footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state
briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions.
Since an abstract is often presented separately from the article, it must be able
to stand alone. For this reason, references should generally be avoided, but if
essential, they must be cited in full, without reference to the reference list. Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if their use is
essential, they must be defined at their first mention in the abstract itself.
Abstracts must be limited to a single paragraph with no more than 2,500

keystrokes (characters plus spaces).

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts
(avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will

be used for indexing purposes.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article

before the references; therefore, do not include them on the title page, as a
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footnote to the title, etc.. List individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article,

etc.), sources of financial support, and donations of products and materials.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the
international system of units (Sl). If other quantities are mentioned, give their
equivalent in Sl. You are urged to consult IUB: Biochemical Nomenclature and

Related Documents: http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/ for further information.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use
the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In
principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to

be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively
throughout the article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors
build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be
the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the

Reference list.
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Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images
for clarity, manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as
scientific ethical abuse and will be dealt with accordingly. For graphical images,
this journal is applying the following policy: no specific feature within an image
may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of
brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long as they do
not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear
adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed in the figure
legend.

Electronic artwork

General points
» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
* Embed the used fonts if the application provides that option.
* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.
» Use a logical naming convention for your artwork files.
* Provide captions to illustrations separately.
+ Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.
» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application
(Word, PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document
format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when
your electronic artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to
one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum
of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale),
keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG);
these typically have a low number of pixels and limited set of colors;
» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or
JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If,

together with your accepted article, you submit usable color figures then
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Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or
not these illustrations are reproduced in color in the printed version.

For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article.
Please indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further
information on the preparation of electronic artwork, please see

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by
converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt
for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all

the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately,
not attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the
figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations

themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics
Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If
you are working with LaTeX and have such features embedded in the text,

these can be left. See further under Electronic artwork.

Tables
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Number tables consecutively in accordance with their appearance in the
text. Place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of
tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results

described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be
given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a

reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the
reference was last accessed. Any further information, if known (DOI, author
names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given.
Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a

different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
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Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in
the list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the
text. The actual authors can be referred to, but the reference number(s) must
always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in

the order in which they appear in the text.

Examples:
Reference to a journal publication:
[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific

article. J Sci Commun 2010;163:51-9.

Reference to a book:
[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman;

2000.

Reference to a chapter in an edited book:
[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article.
In: Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York:

E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.



