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Resumo

O desenvolvimento de tecnologias reprodutivas ¢ conhecimentos sobre a andrologia de grandes
felinos caminham a pequenos passos, com avangos na ultima década. Estudos sobre o comportamento de
ongas-pintadas (Panthera onca) revelam as sequéncias de comportamentos socio-sexuais ¢ levantam a
possibilidade de a ovulagdo poder ocorrer por estimulos sensoriais, € ndo somente pela estimulagdo
mecanica durante a copula. Um grande avango na andrologia dos felinos foi o desenvolvimento da
colheita farmacoldgica com a2-agonistas, que j& se mostrou eficiente também nos grandes felinos
neotropicais. Este foi um verdadeiro divisor de aguas para a criopreservacao de sémen, especialmente em
animais de vida livre. Pouco se avancou, no entanto, no meio de criopreservagdo, ainda hoje os meios
indicados sdo a base de TRIS-gema-glicerol, porém a gema ndo ¢ estavel suficiente para uso em animais
de vida livre, sendo necessaria avaliacdo de substitutivos como as lipoproteinas de baixa densidade e
lecitina de soja. O aprimoramento de reproducdo assistida nos felinos neotropicais ¢ pungente, em
especial a onga-pintada visto que em alguns biomas a espécie esta criticamente em perigo.
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Abstract

The development of reproductive technologies and knowledge about the andrology of big cats
are taking small steps, with advances in the last decade. Studies on the sexual behavior of jaguars
(Panthera onca) reveal the sequences of sexual behaviors and raise the possibility that ovulation may
occur through sensory stimuli and not only through mechanical stimulation during copulation. A
significant advance in feline andrology was the development of pharmacological semen collection with
a2-agonists, which has proved efficient in neotropical big cats. It was disruptive for semen
cryopreservation, especially in free-living animals. Little progress has been made; however, in the
cryopreservation environment, even today, the indicated means are based on TRIS-yolk-glycerol.
However, the yolk is not stable enough for use in free-living animals, requiring the evaluation of
substitutes such as low-density lipoproteins and soy lecithin. The improvement of assisted reproduction in
neotropical felines is poignant, especially the jaguar, since in some biomes, the species is critically
endangered.

Keywords: pharmacological collection, semen cryopreservation, Puma concolor, Panthera onca
Introducao

Os carnivoros desempenham um papel fundamental no equilibrio dos ecossistemas onde
ocorrem, porém devido a fatores como a caga, a reducdo e a fragmentacdo do habitat, essas espécies estdo
sendo incluidas nas principais listas de animais ameacados de extingdo. No Brasil, a onga-pintada
(Panthera onca) e a onga-parda (Puma concolor) estdo listadas no Livro Vermelho da Fauna Brasileira
Ameagada de Extingdo (ICMBio, 2018). A conservagdo desses felinos depende da reducdo de sua
vulnerabilidade por meio de agdes de conservagdo in situ (promovendo a protecdo de seus habitats e
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diminuindo a remogdo de individuos da natureza) e ex sifu (promovendo programas de educagdo
ambiental e reproducdo assistida). Essas agdes estdo definidas no Plano de Agdo Nacional para a
conservagdo da onga-pintada (PAN Onga Pintada, Portaria MMA n° 132, de 14 de dezembro de 2010) e o
da onga-parda (PAN Onga Parda, Portaria MMA n° 76, de 27 de junho de 2014) elaborado pelo Instituto
Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio) em parceria com pesquisadores especialistas
na area.

Outro ponto critico para a conservagdo dos felinos brasileiros, recomendado nos PANs e no
conceito de Conservacdo Unica (Pizzutto et al., 2021), é o desenvolvimento de programas de reprodugio
assistida. As tecnologias de reproducdo assistida, como criopreservagdo de gametas, inseminagdo
artificial e fertilizagdo in vitro, permitem a permuta de material genético entre as populagdes de vida livre
ou entre animais de vida livre e sob cuidados humanos (Pizzutto et al., 2021). Além disso, reduzem o
risco de transmissdo de doencgas infecciosas e o estresse causado pelo transporte de individuos (Wildt,
1990). Desta forma, a consolidagdo de programas de reproducdo assistida tem papel fundamental na
conservacgdo de espécies, ajudando a manutenc¢do de uma populagdo geneticamente viavel.

No entanto, a dificuldade no desenvolvimento dessas tecnologias reprodutivas fica claramente
demonstrada quando avaliamos os artigos publicados em revistas cientificas sobre o tema. No caso das
ongas-pardas os dados sdo ainda mais limitados, com apenas um trabalho de -criopreservagdo
desenvolvido com esses animais no Brasil, todos mantidos em ambiente ex situ (Deco-Souza et al., 2013).

Dessa forma, o presente manuscrito tem como objetivo compilar os principais avangos na
andrologia dos grandes felinos neotropicais: a onga-pintada e onga-parda.

Avaliacio androlégica em oncas-pintadas e ongas-pardas

As primeiras pesquisas relacionadas a andrologia dos grandes felinos silvestres tiveram inicio na
década de 60 (Carvalho, 1968) e até o presente momento, menos de quarenta artigos foram publicados
abordando estudos de avaliagdo espermatica, criopreservagdo e espermatogénese em ongas-pintadas,
sendo que apenas trés realizaram colheita de s€émen em ongas-pintadas de vida livre (Araujo et al., 2018;
Jorge-Neto et al., 2020c; Morato et al., 2001). Isto exemplifica qudo escassas sdo as informacdes a
respeito da fisiologia, comportamento e estabelecimento de tecnologias de reprodugdo assistida nessas
espécies. No Brasil, o Instituto Reprocon vem desenvolvendo pesquisas com reprodugdo assistida de
ongas-pintadas de vida livre, realizando captura cientifica para a colheita e congelamento de s€men.

Avaliacio do sistema reprodutivo

A avaliacdo do sistema reprodutivo em animais silvestres ¢ uma etapa inicial crucial na avaliagdo
andrologica e consiste em exames do pénis e testiculos. No pénis, a presenca de espiculas penianas ¢é
avaliada e, por serem androgeno-dependente, sempre foram utilizadas como indicativo de maturidade
sexual. Além disso, desempenha um papel importante durante a copula devido a estimulacdo de
mecanorreceptores (somatossensoriais) presentes na vagina (Christiansen, 1988). No entanto, temos
observado tanto em ongas-pintadas ex sifu e quanto in situ a auséncia ou escassez de espiculas penianas
em animais adultos, mesmo havendo a producido de s€émen com boa qualidade. Assim, possivelmente a
auséncia ou escassez das espiculas penianas ndo inviabiliza a reprodugdo, pois a ovulacdo na onga-
pintada pode ser desencadeada por estimulos sensoriais (Jorge-Neto et al., 2020b) e pelo comportamento
copulatorio de multiplas copulas (Jorge-Neto et al., 2018).

Nos testiculos, a consisténcia, simetria ¢ presenga de lesdes sdo avaliadas e a biometria testicular
¢ realizada. O tamanho dos testiculos pode informar sobre presenga de processos inflamatérios agudos ou
cronicos e a produgdo espermatica dos animais (Amann and Schanbacher, 1983). Recentemente Jorge-
Neto et al. (2020b) publicaram o primeiro relato de onga-pintada com criptorquidismo, um disturbio
reprodutivo definido como a auséncia de um ou ambos os testiculos dentro do escroto, que pode estar na
cavidade abdominal ou no espaco subcutaneo da regido inguinal e tem causas multifatoriais, como
componentes genéticos epigenéticos e ambientais (Amann and Veeramachaneni, 2006). Ja o
monorquidismo, definido pela auséncia de um testiculo, € raro em gatos domésticos e nunca foi relatado
em felinos selvagens. Por esse motivo, felideos que apresentam apenas um testiculo escrotal podem ser
considerados criptorquideos até prova em contrario (Griffin et al., 2020). Essa alteracao foi encontrada
apenas em um macho de vida-livre monitorado por colar de GPS e capturado em duas ocasides distintas.
Embora o volume de sémen recuperado tenha sido consistente com machos de vida livre, a concentragéo
e quantidade de espermatozoides foram menores. Na ocasido da segunda captura, a concentragdo
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espermatica foi muito baixa, porém o macho esteve interagindo com uma fémea também monitorada nas
trés horas antes e por quatro dias apds a captura. Nao se sabe ainda se o criptorquidismo neste macho foi
causado por alta consanguinidade, uma vez que ainda esta aguardando os resultados do estudo genético,
porém a consanguinidade que populagdes isoladas de ongas-pintadas enfrentam nos biomas caatinga
(Morato et al., 2014) e mata atlantica (Paviolo et al., 2016) faz-se preocupante.

Em ongas-pardas, o criptorquidismo ja foi reportado com alta incidéncia na subespécie panteras-
da-Florida (Puma concolor coryi) (Barone et al., 1994; Mansfield & Land, 2002) e ¢ evidéncia fenotipica
da depressao por endogamia (Huffmeyer et al., 2021), que ¢ a redugdo da sobrevivéncia e da fertilidade
da prole de individuos aparentados (Charlesworth & Willis, 2009). Embora Mansfield & Land (2002)
relatem que os machos criptorquideos de panteras-da-Florida possam ter boa qualidade seminal e alcangar
0o mesmo sucesso reprodutivo que os machos normais, Huffmeyer et al. (2021) encontraram alta
teratospermia em espermatozoides colhidos do epididimo de animais mortos, porém os defeitos de maior
incidéncia podem estar relacionados a forma de colheita e ndo a consanguinidade.

Os relatos de patologias reprodutivas que podem ser transmitidas ao longo das geracdes
aumentam ainda mais a preocupagdo a respeito da conservagdo dessas espécies. Testiculos que
permanecem na cavidade abdominal tendem a evoluir para neoplasicos, colocando em risco a sobrevida
do espécime (Hayes et al., 1985). Pensando neste problema em uma escala populacional, ha potencial
impacto da incidéncia de criptorquidismo sobre a estabilidade populacional.

Avaliacao testicular por ultrassonografia

A ultrassonografia ¢ um exame de diagndstico por imagem, uma técnica ndo invasiva e
amplamente utilizado na medicina veterinaria, porém, a aplicagdo na avaliagdo testicular de animais
silvestres ¢ algo novo e tem sido realizado em ongas-pardas e pintadas pelo Instituto Reprocon, utilizando
equipamentos e software desenvolvidos para a pecuaria.

O Instituto Reprocon estd adaptando o uso do software Ecotext (Humeco, Espanha),
desenvolvido para animais de produgdo e capaz de avaliar o parénquima testicular por video-andlise
macro e microscopica das imagens ultrassonograficas e classificar os machos de acordo com sua
capacidade reprodutiva, para animais silvestres. Sao realizadas tomadas utilizado o equipamento Exapad
Mini (IMV Technologies) equipado com a sonda linear retal (7,5 MHz, Modelo LR760, IMV
Technologies). O software mensura seis parametros, sendo trés em resolucdo normal e trés a nivel
microscopico, ampliando a imagem em cerca de 1,4x (Fig.1), permitindo uma analise qualitativa e ndo
apenas quantitativa dos testiculos, e repetibilidade entre técnicos.
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Figura 1. Tela do software Ecotext avaliando testiculo de onga-pintada. Fonte: Dra. Arantxa Echegaray/Humeco.

Espermatogénese
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Para o desenvolvimento de protocolos de reprodugdo assistida ¢ fundamental estabelecer os
padrdes fisiologicos da espécie através do conhecimento da morfologia testicular e do processo de
espermatogénese (Costa et al., 2008; Leite et al., 2006). O primeiro trabalho abordando aspectos da
morfologia testicular da onga-pintada foi pulicado por Azevedo et al. (2006), em que verificaram que a
massa testicular correspondia a 0,034 % do peso dos animais avaliados (indice gonadossomatico), muito
semelhante ao observado na onga-parda (0,03 %; Guido Leite, 2002). Além disso, esses autores
observaram que o diametro médio dos tibulos seminiferos em onga-pintada era de 257mm, e a espessura
média do epitélio seminifero, de aproximadamente 90mm. Em seguida, Costa et al. (2008) caracterizaram
oito estagios da espermatogénese da onga-pintada de acordo com o sistema de morfologia tubular ¢ o
desenvolvimento de acrossomos e verificaram uma produgdo diaria de 16,9 + 1,2 x 10° espermatozoides
por grama de testiculo.

Colheita e avaliacao de sémen

A primeira etapa do desenvolvimento de biotecnologia reprodutiva é compreendida pela colheita
e analise de sémen (Barnabe et al., 2002), mas a obten¢do de amostras representativas ¢ a primeira
barreira encontrada porque as técnicas usadas rotineiramente em animais domésticos podem ndo ser
aplicaveis aos felideos selvagens (Jorge Neto et al., 2019), como o uso de vagina artificial.

Os métodos ja utilizados em ongas-pardas ¢ pintadas foram a eletroejaculagdo (EJ) e a colheita
farmacoldgica por cateterizagdo uretral para animais vivos, ¢ a colheita do epididimo post mortem ou pos-
castragdo. A EJ foi o método de escolha para a colheita de sémen felino, resultando em uma amostra de
maior volume e menor concentragdo e pode ter contaminagao urinaria e bacteriana (Zambelli et al., 2008).
A colheita farmacoldgica de sémen por cateterismo uretral com agonista a2-adrenérgico (02A) se tornou
um método divisor de aguas para a obteng@o de sémen de felinos, resultando em uma amostra de menor
volume e maior concentragao (Araujo et al., 2018; Silva et al., 2021; Zambelli et al., 2008).

As primeiras colheitas de sémen em ongas-pintadas foram realizadas com o uso de
eletroejaculador em animais contidos fisicamente nos zoologicos de Sdo Paulo e de Porto Alegre
(Carvalho, 1968; Mies Filho et al., 1974). Porém, o uso de eletroejaculador sem anestesia para a colheita
de sémen ¢ considerado um procedimento doloroso (Palmer, 2005) e consequentemente promove
experiéncias mentais negativas e ferindo o modelo de cinco dominios para avaliagdo e monitoramento do
bem-estar animal (Mellor et al., 2020). A EJ efetuada com animais sob anestesia ¢ segura e atende os
critérios de bem-estar animal (Silva et al., 2004). Ja a eficacia da técnica pode ser afetada pelo tipo de
corrente elétrica, pela sonda e pela taxa de estimulacdo, que pode ser continua ou em série, dependendo
da espécie (Merilan et al., 1982).

A EJ sob anestesia iniciou-se com a utilizacdo de associagdo de tiletamina com zolazepam em
oncas-pintadas (10 mg/kg, im; Azevedo et al., 2008; Costa et al., 2008; Morato et al., 1998) e em ongas-
pardas (1,5 mg/kg, im; Silva et al., 2014). Jorge-Neto reporta o insucesso na recuperagdo de sémen de
ongas-pardas jovens (em torno de 20 meses de idade) e um macho de onga-pintada adulto com o uso deste
protocolo, ¢ todos posteriormente colhidos com sucesso com a utilizagdo de medetomidina.

Visando aumentar a eficiéncia da técnica de EJ, iniciou-se protocolo anestésico com o uso de
sedativos agonistas dos receptores a2A, que promovem o relaxamento dos vasos deferentes e dos
musculos uretrais, resultando na liberacdo do ejaculado na uretra (Virtanen et al., 1988). A combinagéo
de 02A (xilazina e dexmedetomidina) associado a cetamina foi usada com sucesso para colher sémen de
ongas-pintadas (Gonzalez et al., 2017; Silva et al., 2019) e ongas-pardas (Araujo et al., 2020b; Deco-
Souza et al., 2013). Para evitar a contaminagdo do s€men com urina, a vesicula urinaria é esvaziada com
um cateter uretral e lavada com solucao salina 0,9% antes da EJ (Araujo et al., 2020a; Deco-Souza et al.,
2010).

Ainda que a EJ sob anestesia seja uma técnica aceita e habitualmente utilizada, ndo ¢ certo
que o procedimento de EJ cause dor, mas ha desconforto causado pelos estimulos elétricos (Silvatti
et al., 2020), além de frequentemente resultar em amostras contaminadas com urina. O 02A leva a
contracdo do musculo liso dos canais deferentes em felideos, promovendo a liberagdo de sémen na
uretra. Isso permite a recuperacdo do sémen por cateterismo uretral, sem contaminacdo da urina
(Zambelli et al., 2008). Desta forma ¢ em substituicio a EJ, tem havido implementagdo bem-
sucedida do uso de um a2A para colheita farmacoldgica de s€émen através da cateterizagdo uretral
(Araujo et al., 2018; Araujo et al., 2020b; Jorge-Neto et al., 2020c; Jorge Neto, 2019; Jorge Neto et
al., 2019), resultando em um maior numero de espermatozoides colhidos por ejaculado, sem afetar a
qualidade do sémen.
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E possivel a recuperacio de sémen epididimario de animais post mortem. Entre as diferentes
técnicas para obtencdo de espermatozoides do epididimo foram utilizadas a técnica de flushing, que
consiste na lavagem do epididimo com meio tampao (ex. Easibuffer B, IMV Technologies) ou diluente de
sémen em ongas-pardas e pintadas (Carelli et al., 2017; Gonzalez et al., 2017); pela técnica de slicing, em
que o epididimo ¢é fatiado em uma placa de Petri contendo meio para sémen (Cucho et al., 2016); ou por
squeezing, que com o auxilio de uma pinga ¢ realizada a compressdo do epididimo em sentido ao ducto
deferente (Bento et al., 2019) em ongas-pardas.

Analise seminal por sistema computadorizado (CASA - Computer Assisted Sperm Analysis)

A avaliagdo de amostras seminais por sistemas computadorizados teoricamente permite a
avaliacdo padronizada dos parametros espermaticos entre diferentes estudos e institui¢des. No entanto,
para isso faz-se necessario o desenvolvimento de uma configuragdo padrao para cada espécie estudada, ou
grupo de espécies que possuam morfometria espermatica similar. Ainda, ¢ fundamental a descricdo do
procedimento de preparo das amostras e da camera de andlise para permitir a repetibilidade e a
comparagdo entre os experimentos.

A configuragdo para a CASA foi pela primeira vez padronizado por Jorge-Neto et al. (2020a)
para ongas-pintadas, sendo tal configuragdo eficiente também para ongas-pardas. A CASA pode ser
realizada com a dilui¢do de uma aliquota do ejaculado em solugdo tampdo (EasiBuffer B; IMV
Technologies) ou diluente de sémen (OptiXcell; IMV Technologies). O fator de dilui¢do a ser utilizado
deve almejar a concentragio espermatica de ~20 x 10° espermatozoides por mL, que resultara em uma
quantidade aproximada de 80 células — nimero considerado ideal — por campo de andlise no CASA.
Em seguida, 3uL do sémen diluido devem ser carregados em uma camera de analise modelo LEJA (4
pocos, 20um, IMV Technologies) e analisada em sistema de andlise computadorizado da
movimentacdo espermatica. Para definir a configuragdo em ongas-pintadas, Jorge-Neto et al. (2020a)
usaram o sistema [VOS II pelo software Animal Breeders II (Hamilton Thorne) (Tabela 1).

Criopreservacio de sémen em oncas

O meio TRIS-gema-glicerol ¢ o mais usado na criopreservacdo dos grandes felinos, com
concentragdes de glicerol que variam de 4 a 7,5% (Tabela 2). A tinica alternativa testada até o momento
para criopreservacao de s€émen de ongas-pintadas foi um meio a base de dgua de coco em p6 (ACP-117¢),
no entanto o meio TRIS se mostrou superior, mantendo sua recomendagdo para a espécie (Silva et al.,
2020).

A gema de ovo é o componente base de muito meios de criopreservagdo de sémen por
conferir prote¢do a membrana espermatica. Apesar de todos os trabalhos nos grandes felinos
neotropicais terem usado a gema de ovo, sua instabilidade e limitagdo para exportagdes justificam a
necessidade de investigar alternativas que vem sendo usadas em outras espécies, como a lecitina de
soja e as lipoproteinas de baixa densidade (Bencharif et al., 2008; Lambo et al., 2012). Em se tratando
da criopreservagdo de s€émen em animais de vida livre, a substituicdo da gema de ovo ¢ fundamental,
pois pela nossa experiéncia ela ndo se adequa as necessidades logisticas para os trabalhos a campo.
Além do mais em algumas espécies as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) tem se mostrado
superiores a gema de ovo na congelabilidade espermatica (Silva, 2020). Sabe-se também que a
toxicidade do crioprotetor varia entre as espécies, logo mesmo que em diversas espécies de felinos o
glicerol seja o de escolha, faz-se necessario investigar se em ongas-pardas e oncas-pintadas ele ¢é
realmente a melhor alternativa. Para exemplificar, dentro os canideos, lobos-guara toleram melhor o
DMSO enquanto o lobo vermelho tem melhores resultados com o glicerol (Franklin et al., 2018;
Lueders et al., 2013).

Os poucos trabalhos com criopreservacdo de sémen nos grandes felinos neotropicais
(aproximadamente sete — Tabela 2) nos alerta para a necessidade de mais esforgos nesta linha de
pesquisa, investigacdes sobre substitutos a gema de ovo e o crioprotetor que melhor se adequa a cada
espécie sao fundamentais para melhorar a qualidade do s€émen descongelado, possibilitando seu uso para
as diversas tecnologias reprodutivas disponiveis.
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Tabela 1.Configuragdo para analise computadorizada de espermatozoides de ongas-pintadas

Setup Nome Configuragoes
Min motility Percent 0

Analysis limits Min progressive Percent 0
Min total Count 200

Objective

1:Zeiss 10x NH 160nm

Calibration Objective Magnification X 1.21
Objective Magnification Y 1.21
Exposure (Ms) 4
Camera Gain 300
Integrate Enabled FALSE
Integrate Time (Ms) 500
Elongation Max (%) 100
Elongation Min (%) 1
Enable Advenced Tail Detection FALSE
Head Brightness Min 190
. Head size Max (um?) 85
Cell Detection Head size min (p“rnz) 4
Static Tail Filter TRUE
Tail Brightness Min 96
Tail Min Brightness Auto Offset 8
Tail Min Brightness Mode AUTO FIRST FRAME
Capillary Correction 1.3
Chamber Chamber Depth (um) 20
Chamber type CAPILLARY
Contains Auto illum Calibration FALSE
Histogram Smooth Width 0
Ilumination [lumination Primary LED — Red
Max Photometer 70
Min Photometer 60
Cell Travel Max (um) 15
Enable Motile Static Collision Avoidance FALSE
Motile cells require a tail FALSE
Motile require Tails Max VSL (um/s) 0
Progressive STR (%) 80
. . Progressive VAP (pm/s) 45
Kinematics Slow VAP (um/s) 20
Slow VSL (um/s) 5
Static Algorithm Length
Static VAP (pum/s) 4
Static VSL (um/s) 1
Static Width Multiplier 0.5
DMR Confidence (%) 20
DMR Droplet to tail end Max (num) 4
DMR Tail Length Max (um) 15
Droplet Confidence (%) 30
Droplet Distal Distance Min (pm) 4
Droplet Proximal Head Length (pm) 6.5
Min Tail Length (um 4
Morph Morph Normfl I\/Eipr‘lirzlum Percentage 0
Tail Bend Angle Averaging Length (pm) 5
Tail Bending Angle Rate Min (°/pm) 20
Tail Bent Confidence (%) 60
Tail Coiled Angle Min (°) 180
Tail Coiled Confidence (%) 80
Tail Confidence (%) 75
Stage Stage Temp 37
Viadent Viadent Fluo Sperm NON VIABLE
Video Capture Frame Capture Speed (Hz) 60
Frame count 30

Fonte: (Jorge-Neto et al., 2020a)
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Tabela 2. Meios usados para a criopreservacdo de s€émen de ongas-pintadas (Panthera onca) ¢ ongas-
pardas (Puma concolor).

Espécie Meio Concentracao Referéncia
espermatica

P. onca TRIS gema (20%) glicerol (6%) 50 x 10° spz/mL (Araujo et al., 2020a)

P. onca TRIS gema (20%) glicerol (4%) NC (Paz et al., 2000)

P. onca TRIS gema (20%) glicerol (4%) NC (daPaz et al., 2007)

P. onca ACP-117c¢, gema (20%) glicerol (6%)  NC .

P. onca TRIS gema (20%) glicerol (6%) NC (Silva etal., 2020)

P. onca 11% lactose, 4% glicerol, 20% gema NC (Swanson et al., 1996)

P. concolor TRIS gema (20%) glicerol (5%) NC

P. concolor  TRIS gema (20%) glicerol (7,5%) NC (Deco-souza et al., 2013)

P. concolor TRIS gema (20%) glicerol (6%) 50 x 10° spz/mL (Araujo et al., 2020b)

NC — ndo consta no artigo
ACP-117¢ — agua de coco em po

Consideracdes finais

Apesar dos avangos na andrologia dos grandes felinos neotropicais, mais informagdes a respeito
da sua fisiologia reprodutiva assim como o refinamento da colheita farmacologica e criopreservacdo de
sémen sdo necessarios. Além disso, informagdes estruturais, fisiologicas e metabolicas do espermatozoide
sdo extremamente escassas € pouco exploradas, sendo de grande importancia para o aprimoramento das
tecnologias reprodutivas A colheita farmacoldgica mostra-se como um importante divisor de dguas para a
colheita de s€émen em animais de vida livre, porém ainda sim ha de se aprimorar as doses minimas
necessarias para obter o efeito desejado, priorizando a seguranca anestésica. No que se refere a
criopreservacdo de sémen o desafio se refere a aprimorar meios sem gema de ovo, visto que a mesma nao
¢ estavel suficiente para trabalhar com animais e vida livre além disso, a baixa qualidade e
congelabilidade do sémen dessas espécies demanda o refinamento dos crioprotetores a fim de se
descongelar amostras mais viaveis possiveis. O aprimoramento de técnicas como a FIV e a ICSI devem
caminhar em paralelo a melhora dos protocolos de criopreservagao, objetivando aproveitar as amostras de
qualidade inferior.
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