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Resumo

A biodiversidade mundial tem enfrentado sérios riscos, que tem ocasionado a perda constante de
espécies diversas de insetos, aves e mamiferos, dentre outros. Nesse contexto, estudos com énfase na
caracterizagdo do espermatozoide sdo importantes, pois auxiliam na compreensao da fisiologia reprodutiva
bem como na determinacao da qualidade do sémen para seu posterior uso em biotécnicas reprodutivas. Um
dos principais desafios ao se trabalhar com essas espécies, no entanto, € que os principais métodos de coleta
e avaliacOes seminais foram desenvolvidos visando atender animais domésticos. Dessa forma, analises
especificas em animais selvagens tém mostrado que cada espécie apresenta caracteristicas proprias que
exigem ajustes metodoldgicos. A escolha do corante para avaliagdo morfoldgica, por exemplo, varia de
acordo com a capacidade de contraste e defini¢do das estruturas espermaticas — o rosa bengala tem se
mostrado eficiente em varias espécies. A motilidade espermatica também se apresenta de forma distinta
entre os animais, sendo influenciada por fatores como aglutina¢do celular ou viscosidade do plasma
seminal. Testes de funcionalidade de membrana com solugdes hipoosmoticas revelam diferentes respostas,
sendo necessario ajustar a concentra¢ao da solugdo conforme a espécie. Essa revisdo teve o objetivo de
explorar os desafios e avangos recentes nas técnicas de avaliagdo das caracteristicas do sémen de abelhas,
aves ¢ mamiferos selvagens.
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Abstract

Global biodiversity has faced serious risks, which have led to the constant loss of several species
of insects, birds and mammals, among others. In this context, studies that emphasize the detailed
characterization of sperm, addressing aspects such as morphology, motility, structural integrity and
functionality of the plasma membrane are important, as they help in the understanding of reproductive
physiology as well as in determining the quality of semen for its subsequent use in reproductive
biotechnologies. One of the main challenges when working with these species, however, is that the main
methods of semen collection and evaluation were developed with the aim of serving domestic animals. Thus,
specific analyses in wild animals have shown that each species has its own characteristics that require
methodological adjustments. The choice of dye for morphological evaluation, for example, varies
according to the capacity for contrast and definition of sperm structures — rose bengal has proven efficient
in several species. Sperm motility also presents itself differently among animals, being influenced by factors
such as cell agglutination or seminal plasma viscosity. Membrane functionality tests with hypoosmotic
solutions reveal different responses, and it is necessary to adjust the concentration of the solution according
to the species analyzed. This review aimed to explore the challenges and recent advances in techniques for
evaluating the characteristics of semen from bees, birds and wild mammals.
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Introducao
A extingdo de espécies faz parte do processo natural de evolugdo e é irreversivel, porém,
atualmente, estd ocorrendo em uma taxa muito maior do que a especiagao por causa de atividades humanas,

como destruicdo de habitat e caca excessiva (Comizzoli et al, 2000). Nesse contexto, a conservagao de
espécies ¢ fundamental, pois a extingdo de uma unica espécie pode afetar o equilibrio de ecossistemas
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inteiros (Comizzoli et al., 2009).

As biotecnologias reprodutivas sdo ferramentas que contribuem para salvar e manter espécies
ameacadas (Comizzoli et al., 2015). Alguns sucessos com o uso da inseminagao artificial em programas de
conservacao ja foram relatados, o rinoceronte branco do Sul (Ceratotherium simum simum) ¢ um exemplo
(Hermes et al., 2009). E valido ressaltar que neste caso, o filhote foi obtido apenas na segunda inseminagio
com uma amostra de s€émen criopreservado de melhor qualidade do que a primeira (Hermes et al., 2009).
Desse modo, a qualidade do sémen seja a fresco ou criopreservado ¢ imprescindivel para o sucesso da
inseminagao artificial. Sendo assim, fica clara a importancia de se determinar a qualidade do sémen por
meio das avaliagdes seminais nos programas de reproducao assistida (Tanga et al., 2021).

A avaliacdo do sémen mede varios pardmetros de qualidade dos espermatozoides como
indicadores de fertilidade (Tanga et al., 2021). No entanto, a avaliagdo do sémen tem limitagdes,
principalmente, em espécies selvagens pois nao had uma padronizagao das técnicas. Esta revisdo explora os
desafios e avangos recentes na avaliagdo das caracteristicas de qualidade do sémen de abelhas, aves ¢
mamiferos selvagens.

As Abelhas

As abelhas desempenham um papel essencial na polinizacdo, além de serem responsaveis pela
produ¢do de mel e outros produtos apicolas. Mundialmente, sdo conhecidas mais de 20.000 espécies
descritas, que se diferenciam tanto morfologicamente quanto fisiologicamente (Ascher e Pickering, 2014).

Apesar da grande diversidade de espécies, a Fundacdo Heinrich Bo6ll, entre 2022 e 2023, estimou
que, no Brasil, mais de 300 milhdes de abelhas morreram devido a intoxicagdo por agrotoxicos (Stiftung,
2024). Assim, compreender as diferentes caracteristicas espermaticas dos zangdes ¢ fundamental para
futuros estudos sobre as espécies, bem como para a conservagao da biodiversidade.

Copula e coleta do sémen

As abelhas rainhas s3o altamente polidndricas e, em seu habitat natural, copulam com um grande
numero de zangdes. Em média, as rainhas virgens acasalam com 30 a 44 zangdes ao longo de até seis dias
consecutivos (Abrol, 2023).

Na inseminacdo instrumental, o primeiro passo ¢ a coleta de sémen do zangao, realizada por meio
da técnica de eversdo do endofalo. Essa etapa exige treinamento e o uso de equipamentos especializados
para coletar o sémen (Cobey et al., 2013). O estimulo para a eversao ¢ realizado manualmente, aplicando-
se uma suave pressdao no abdomen do zangao, expondo parcialmente o endofalo, seguido, naturalmente, de
sua eversao total. Dessa forma, o sémen se localiza na ponta do endofalo, ao lado de um muco branco. Cada
zangao produz aproximadamente 1L de sémen, uma quantidade considerada pequena em comparagdo com
outros animais (Mendes, 2008). Para a realizagdo da inseminagdo instrumental em uma rainha, sdo
necessarias coletas de varios zangdes, totalizando entre 8 a 12 pl de sémen (Cobey et al., 2013).

Morfologia espermatica

Os espermatozoides dos zangdes Apis sdo células longas (Tab. 1) e filamentosas, com
extremidades afiladas (Fig. 1 A). Apresentam dois derivados de mitocondrias, axonema e dois corpos
triangulares adicionais (Gulov e Bragina, 2022). Os espermatozoides do grupo Meliponini, conhecidas
como abelhas sem ferrdo, também se apresentam longos e delgados (Tab. 1). Na regido da cabega, observa-
se um acrossomo ¢ um nucleo, enquanto na regido da cauda possuem um axonema, composto por um
adjunto centriolar, um par de derivados mitocondriais e um par de corpos acessorios (Zama et al., 2004).
Ademais, fatores como a espécie, idade, estagdo do ano, genética, temperatura, nutricdo ¢ variagdes
sazonais, como as estagdes de seca e de chuva podem influenciar nas caracteristicas espermaticas (Morais
etal., 2022).

Motilidade espermatica

Diferentemente de outras espécies, os zangdes apresentam um padrao de movimento espermatico
predominantemente circular, com formato helicoidal (Murray et al., 2022). Devido as caracteristicas
morfoldgicas dos espermatozodides de zangdo, que possuem cabeca fina e estreita, suas andlises nao
conseguem ser realizadas no equipamento de Analise de S€men Assistida por Computador (CASA). Esse
método avalia a motilidade, a morfologia, os parametros cinéticos e outras caracteristicas dos
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espermatozoides com base em suas propriedades morfoldgicas, por meio das coordenadas X e Y precisas
do esperma, utilizando sua cabe¢a como ponto de referéncia (Lu et al., 2014). No entanto, como as cabegas
dos espermatozoides dos zangdes sdo indistinguiveis de suas caudas, essa analise torna-se inviavel. Dessa
forma, a avaliagdo da motilidade dos espermatozoides pelo sistema CASA ndo pode ser realizada apenas
com a microscopia de contraste de fase, a menos que seja combinada com microscopia fluorescente (Murray
et al., 2022). Com isso, foi desenvolvido o sistema CASABee, um software de codigo aberto projetado
especificamente para a analise automatica da motilidade e concentragdo de espermatozoides em zangoes.

Tabela 1. Valores médios (= EP) da morfometria dos espermatozoides de abelhas, aves e mamiferos

silvestres.
Cabega ComPpZII;lento Comprimento Comprimento
Espécie Comprimento Largura . s Cauda p Referéncia
(um) (um) intermediaria (um) Total (um)
(um)
~ . Peng et al., 1993,
Zangdo (Apis) 9,00-10,00 4,00-5,00 - 253,47 £1,20 - Morais et al., 2022
(Mz‘;‘f;‘;m) - - - - 80,00 2 300,00 Zama et al., 2004
Ema (Rhea 7545002 059+£000  2,12+004  31,00£009  408x0,11  Deromaetal,
americana) 2023a

Cateto (Pecari

. 6,34 +£ 0,02 420+0,02 13,29+0,03 32,25+0,07 50,7+ 0,12 Sousa et al, 2013a
tajacu)

Cutia (Dasyprocta
leporina)

Pred (Galea spixii) 4,61+ 0,10 3,04+ 0,00 5,13 +£0,00 44,26 + 0,10 48,9+0,10 Silva et al., 2017

4,89 +0,10 3,27+0,01 5,52+0,02 31,19+ 0,07 41,6 +0,07 Dantas et al., 2022a

Tatu de seis bandas
(Euphractus 10,90 +£3,20 13,00+ 3,80 - 64,70 £ 1,10 77,6 £1,20  Sousa et al., 2013b

sexcinctus)

Onca-pintada

4,90 + 0,02 3,60+ 0,03 9,70 £ 0,30 54,50 + 4,40 59,5+0,10 Silva et al., 2019
(Panthera onca)

Gato-do-mato-
pequeno
(Leopardus
tigrinus)

2,51 +£0,01 1,46 £ 0,01 4,39+0,01 22,60 + 0,10 29,5+0,10 Matos, 2023

No estudo de Divason et al. (2023), o software foi utilizado para comparar a analise manual e a
analise realizada pelo CASABee em relacdo aos valores de motilidade e concentracdo espermatica. Os
resultados obtidos foram, respectivamente, uma motilidade de 68,74 + 24,56 % na analise manual e de
68,82 + 24,81 % no CASABee. Ja os valores de concentracdo espermatica foram de 5,35 + 2,85 x10°
espermatozoides/mL na analise manual e de 4,85 = 2,57 x10° espermatozoides/ml no CASABee. Esses
resultados demonstram a eficiéncia do software, que permite realizar a analise de forma rapida e precisa,
reduzindo o tempo necessario para cerca de 10 a 20 segundos.

Integridade da membrana plasmatica

A integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides de zangdes pode ser avaliada
utilizando sondas fluorescentes (Morais et al., 2022), como o Hoechst 33342 ¢ o iodeto de propidio (IP).
No estudo de Nur et al. (2012), a viabilidade dos espermatozoides de zangdo foi avaliada por meio das
sondas fluorescentes, o SYBR-14 que marca os espermatozoéides vivos e com membranas intactas e o IP
que marca cé¢lulas mortas e com membranas danificadas. Além disso, foram realizados testes para avaliar
a integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides de zangdo, comparando agua
destilada (0 mOsm/L) e diferentes solucdes hiposméoticas (50, 100 e 150 mOsm/L) (Nur et al., 2012). Os
resultados indicaram que, no teste de inchaco hiposmotico, a dgua destilada (mOsm/L), foi a mais eficaz,
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permitindo uma melhor identificagdo dos espermatozoides funcionais com base no grau de enrolamento da
cauda.

20 ym ’ / 10 pm 10 pm
&
=

Figura 1. Variagdo morfologica dos espermatozoides de diferentes espécies corados com Rosa Bengala. (A) Zangio
Europeu Italiano (4pis mellifera ligustica); (B) Ema (Rhea americana); (C) Prea (Galea spixii); (D) Cateto (Pecari
tajacu); (E) Cutia (Dasyprocta leporina).

Atividade e potencial mitocondrial

Em zangdes Apis mellifera, ha poucos estudos que analisam a atividade mitocondrial, embora
alguns artigos tenham utilizado a sonda fluorescente Rhodamina 123 (Alcay et al., 2022). Esta sonda
fluorescente € especifica para a marcacao de mitocondrias em células vivas (Garner et al., 1997). Entretanto,
a ligagdo dessa sonda as mitocondrias ¢ dificil de ser calculada, devido a heterogeneidade dessas organelas
nas células, como, a variagdo no numero de mitocondrias maduras e imaturas (Angrimani et al., 2015).

Outra forma de marcar a pega intermedidria, ¢ por meio do iodeto de 5,5, 6,6 tetracloro-1,1,3,3’
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1), um tipo especial de carbocianina capaz de identificar a
diferenga de potencial mitocondrial (Angrimani et al., 2015). Em seu estudo, Kaya e Uysal (2023)
utilizaram essa sonda para detectar o potencial de membrana mitocondrial em zangdes, observando que os
espermatozodides com alto potencial de membrana eram marcados em laranja, enquanto aqueles com baixo
potencial eram marcados em verde. Além disso, a utilizagdo do JC-1 pode ser associada a outras sondas
fluorescentes, como o Hoechst 33342 e o IP, permitindo a avaliagdo conjunta da integridade das membranas
plasmaticas e do potencial da membrana mitocondrial (Angrimani et al., 2015).

As aves

As aves desempenham um papel fundamental nos ecossistemas, contribuindo para o equilibrio da
natureza. Elas atuam como polinizadoras e como dispersoras de sementes, auxiliando na reproducdo das
plantas e participam de cadeias alimentares contribuindo para a manuteng¢do (Mahendiran e Azeez, 2018).
Embora sejam essenciais, mais de uma em cada oito aves estdo em risco de extingdo (Birdlife International,
2022).

Sabe-se que os seus espermatozoides possuem diferengas morfoldgicas e bioquimicas em relagao
aos de mamiferos, os quais foram a base para o desenvolvimento das avaliagdes espermaticas. Dessa forma,
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compreender as peculiaridades nas avaliagdes espermaticas de aves pode contribuir para resultados mais
fidedignos nas pesquisas.

Coleta de sémen e de espermatozoides do ducto deferente

A coleta de sémen em aves apresenta particularidades que sdo importantes destacar. Um exemplo
¢ que devido a proximidade das regides de coprodeu (recebe residuos do sistema digestivo), urodeu (recebe
residuos do sistema urinario) e proctodeu (responsavel pela copula) na cloaca das aves ha alta probabilidade
de obtencdo de sémen contaminado com fezes, uratos e bactérias prejudiciais ao sémen (Donoghue e
Wishart, 2000). Outro fator limitante é que a grande maioria das espécies selvagens apresenta reprodugao
sazonal, restringindo a coleta em periodos restritos (Blanco et al., 2009).

Para a coleta de sémen em aves domésticas e selvagens sdo relatadas trés técnicas principais:
massagem digital, coleta cooperativa ¢ eletroestimulagdo (Pereira ¢ Blank, 2017). A massagem digital foi
desenvolvida em galos domésticos, atualmente ¢ utilizada na reproducéo de perus em escala comercial, mas
também foi relatado em aves Gruiformes (Brown et al., 2018) e Psittaciformes (Stelzer et al., 2005). Nas
aves maiores como avestruzes (Struthio camelus) (Al-Daraji e Al- Shemmary, 2015) ¢ emas (Rhea
americana) (Goes et al., 2010) a massagem ¢ feita na papila do ducto seminifero no apéndice copulador
semelhante ao pénis, sendo a eficiéncia de coleta nas emas de 66%.

Na coleta cooperativa as aves ejaculam voluntariamente em dispositivos (chapéus, manequins,
poleiros, etc.) em resposta a estimulos comportamentais como vocalizagio (Blanco et al. 2009). E bastante
utilizada em falconiformes (Cardoso et al., 2020).

Como muitas aves selvagens, como psitacideos, sdo dificeis de manusear, a eletroestimulagdo tem
se mostrado uma técnica util, rapida e reduzir o estresse do manuseio. Frediani et al. (2019) realizaram
coletas por eletroejaculagdo em aves de diferentes ordens (Piciformes, Strigiformes, Accipitriformes,
Cathartiformes, Galiformes, Anseriformes e Psittaciformes) obtendo taxas de sucesso de coleta variaveis
(0-50%) dependendo da espécie.

Além disso, ¢ possivel coletar espermatozoides do epididimo e ducto deferente de aves valiosas
que morreram repentinamente, usando a técnica de flutuagdo. Neste método, os ductos deferentes e
epididimos sdo fatiados em uma placa de Petri contendo diluente, os espermatozoides nadam para fora das
estruturas e o diluente contendo os espermatozoides ¢ entdo recuperado com o auxilio de pipeta (Bezerra
et al,, 2023ab). Esta metodologia foi recentemente mencionada em emas apresentando resultados
satisfatorios para pesquisas de caracterizagdo do espermatozoide da espécie (Bezerra et al., 2023a).

Morfologia espermatica

De maneira geral a avaliagdo de espermatozoides em esfregacos corados é a mais utilizada, pois é
rapida, de facil visualizacdo e de custo acessivel. Um exemplo de corante que tem sido utilizado na
avaliagdo morfologica de espermatozoides de aves é a eosina-nigrosina. Este corante ja foi amplamente
utilizado na avaliagdo morfologica de esperma fresco e criopreservado de grous (Grus vipio ¢ Grus
americana) (Brown et al. 2018). Esfregacos usando azul de anilina foram relatados na avaliagdo
morfologica de espermatozoides de aguia-real (Aquila chrysaetus) (Villaverde-Morcillo et al., 2015).

O rosa de bengala também ¢ um corante utilizado em espermatozoides (Fig. 1 B), seu uso foi
relatado para caracterizagdo dos espermatozoides obtidos dos epididimos e ductos deferentes de emas
(Bezerraetal., 2023a). Assim, foi observado nos espermatozoides dos ductos deferentes uma média de 75,6
+ 1,8% de normalidade e os defeitos mais comuns foram macrocefalias (9,5 + 9,0%) seguido de caudas
dobradas (8,3 + 1,3%). Além disso, foi descrita a morfometria (Tab. 1).

Motilidade e parametros cinéticos dos espermatozoides

Em aves, o uso dos sistemas de avaliagdes computadorizadas de sémen (CASAs) para avaliar os
paradmetros cinematicos dos espermatozoides ja foi relatado no sémen fresco e criopreservado de espécies
como a aguia-real (Aquila chrysaetus) (Villaverde-Morcillo et al. 2015), avestruz (Smith et al. 2016), grous
(Brown et al. 2018) e falcdo peregrino (Falco peregrinus) (Cardoso et al. 2020).

Embora os sistemas CASAs sejam ferramentas formidaveis, ainda existem alguns desafios quanto
ao seu uso em espécies selvagens. Para que o sistema possa avaliar os espermatozoides ¢ necessario fornecer
um set up, com informagdes prévias da célula espermatica da espécie que sera avaliada. Para animais
domésticos esses set ups sao bem estabelecidos podendo até vir configurados no proprio software, porém
para espécies selvagens € necessario, primeiramente, estabelecer essas configuragdes. Recentemente nossa
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equipe estabeleceu as caracteristicas para a avaliacao dos espermatozoides de emas (Bezerra et al., 2023).
O set up das emas foi configurado a partir do set up dos emus (Sood et al., 2012), outra ave ratita o qual ja
se havia um relato.

Integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica

A avaliacdo da integridade estrutural da membrana pode ser realizada por meio de corantes vitais,
esses corantes tornam a avaliagdo rapida, facil e permitem o uso em campo. Recentemente, os corantes
eosina-negrosina ¢ o azul de bromofenol foram comparados para a avaliagdo da membrana dos
espermatozoides de emas, sendo observados 64,6 = 5,2% de espermatozoides com membrana intacta
quando avaliados com o corante azul de bromofenol, 72,1 + 2,5% com o corante eosina-nigrosina (Bezerra
et al., 2023b).

Adicionalmente, algumas sondas fluorescentes tém sido relatadas na avaliacdo da integridade da
membrana plasmatica dos espermatozoides de aves, dentre as quais se destacam IP, SYBR-14, Hoechst
33342. Estudos ja foram relatados utilizando a associa¢do de sondas fluorescentes SYBR-14 ¢ IP para
avaliar a integridade da membrana plasmatica de espermatozoides de aguias (Aquila chrysaetos, Hieraaetus
fasciatus e Aquila adalberti), falcio (Falco peregrinus) e grou (Canadian grus), obtendo bons resultados
de viabilidade em sémen fresco (Blanco et al., 2000). Recentemente nossa equipe validou o uso dos
marcadores IP e Hoechst 33342 para as avalia¢des dos espermatozoides de emas, sendo observado 65,3 +
2,6% de espermatozoides com membranas integras nas amostras frescas (Bezerra et al., 2023b).

No que se refere a avalia¢ao da integridade funcional da membrana plasmaética do espermatozoide
aviarios deve-se atentar para o uso da solugao hiposmotica ideal. Pois essa solucao deve exercer um estresse
osmotico grande o suficiente para causar um aumento observavel no volume, mas pequeno o suficiente para
impedir a lise da membrana do espermatozoide. Nas emas, nosso grupo testou as osmolaridades de 0,
50,100, 150 e 200 mOsm/L sendo observado que 77,6 + 4,8% dos espermatozoides reagiram ao teste de
funcionalidade da membrana com agua destilada a 0 mOsm/L (Bezerra et al., 2023b).

Os mamiferos selvagens

Dentre os mamiferos sul-americanos, destacam-se o cateto (Pecari tajacu) (Santos et al., 2024), a
cutia (Dasyprocta leporina) (Castelo et al., 2023), o pred (Galea spixii) (Silva et al., 2017), o tatu de seis
bandas ou tatu-peba (Euphractus sexcinctus) (Serafim et al., 2010), a onga-pintada (Panthera onca) (Silva
etal., 2019) e o gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) (Matos, 2023), todos eles mamiferos terrestres
amplamente distribuidos pelos biomas brasileiros e ocupando uma diversidade de nichos ecologicos. Nestes
biomas, algumas dessas espécies apresentam atuacdes diversas como engenheiros ecologicos, realizando a
dispersdo de sementes, a aera¢ao do solo (Rodrigues et al., 2019) e o controle de presas (Cavalcanti ¢ Gese,
2019).

Em razdo de pressdes antropicas, como a perda de habitat, a fragmentagdo populacional e a caga
ilegal essas especies sofrem diminui¢do de sua populagdo (IUCN, 2025). Desse modo, compreender as
peculiaridades na avaliagdo do s€émen dessas espécies ¢ fundamental para o desenvolvimento de técnicas
de conservacgao e reproducao assistida.

Coleta de sémen e espermatozoides epididimarios

Entre os métodos de coleta de sémen relatados para mamiferos silvestres, destaca-se a
eletroejaculacdo (EEE). Esse método ja foi utilizado para coleta do ejaculado de catetos (Santos et al.,
2024), gato-do-mato-pequeno (Matos, 2023), tatu de seis bandas (Serafim et al., 2010), dentre outros. No
entanto, em cutias (Dasyprocta leporina), esse método nao obteve sucesso na coleta de ejaculados, tendo
apenas a ejaculagdo de plasma seminal de forma aspérmica (Castelo et al., 2023). Além disso, para coleta
de ejaculados também pode ser utilizada a coleta farmacoldgica que consiste na administragdo de farmacos
que induzem a liberagdo de espermatozoides na uretra e na coleta por meio de sondagem uretral, esse
método ja foi utilizado para coleta de espermatozoides ejaculados de ongas-pardas com sucesso (Araujo et
al., 2020).

Em animais recentemente mortos a recuperagao de espermatozoides epididimarios ¢ realizada por
meio da lavagem retrégrada ou flutuacdo. A lavagem ja foi utilizada para recuperagdo de espermatozdides
de preas (Moreira et al., 2021), cutias (Castelo et al., 2023), catetos (Silva et al., 2023) com sucesso. A
flutuagdo foi descrita em catetos, cutias, preas com sucesso (Silva et al., 2023).
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Morfologia espermatica

Em preas, Silva et al. (2017), estabeleceram o uso do corante rosa bengala para coloragdo e analise
da morfometria (Tab. 1) e da morfologia das regides dos espermatozoides de preas. Na Fig. 1 C um
espermatozoide de prea é representado.

Nos catetos, Sousa et al. (2013a), testaram diferentes métodos de coloragdo, como, o azul de
bromofenol, a eosina-nigrosina e o rosa bengala, onde o corante rosa bengala foi o mais adequado. Além
disso, foi relatada a morfometria (Tab. 1) e a morfologia dos espermatozoides dos catetos. Na Fig. 1 D um
espermatozoide de cateto ¢é representado.

Nos tatus de seis bandas, Sousa et al. (2010), testaram diferentes métodos de coloragdo, como o
azul de bromofenol, o pandtico rapido®, e o rosa de bengala, onde este Ultimo apresentou melhores
resultados na porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais encontrados. Ademais, foi
relatada a morfometria (Tab. 1) e a morfologia dos espermatozoides de tatus de seis bandas, sendo
observado um acrossoma em formato de capa ou véu sobre a cabega do espermatozoide, tendo o segmento
equatorial proporcional em comprimento, ao segmento principal do acrossoma e tendo a regido pos-
acrossomica fina e densa, que esta interposta entre a membrana plasmatica e o nucleo da célula. Uma cabega
arredondada de grandes dimensdes de base mais estreita, uma pega intermediaria relativamente atrofiada e
cauda de estrutura conica e delgada na extremidade. Além disso, os espermatozoides se apresentam em
forma de roleaux espermatico, que consiste em um agrupamento de dois ou mais espermatozoides em uma
pilha (Sousa et al., 2013D).

Nas cutias, Dantas et al. (2022a), estabeleceram o uso do corante rosa bengala para coloragdo e
analise da morfometria (Tab. 1) e da morfologia das regides dos espermatozoides de cutias. Na Fig. 1E, um
espermatozoide de cutia é representado.

Na onga pintada, Silva et al. (2019), estabeleceu o uso do corante rosa bengala para coloracao e
analise da morfometria (Tab. 1) ¢ da morfologia das regides dos espermatozoides, assim, constatando que
o0s gametas apresentam uma cabeca com formato levemente oval, uma pega intermediaria espessa conectada
a cabeca pela fossa de implantagdo e uma cauda filamentar.

Em gato do mato pequeno (Leopardus tigrinus), Matos (2023), estabeleceu o uso do corante rosa
bengala para coloragio e analise da morfometria (Tab. 1) ¢ da morfologia das regides dos espermatozoides.
Demonstrou-se que os gametas apresentam acrossoma nao proeminente com as regides equatorial e apical
bem definidas, uma cabeca de formato oval ligeiramente alongado, uma peca intermedidria estreita e bem
delimitada que se conecta ao colo espermatico e a cauda de formato filamentar.

Parametros cinéticos espermdticos

Assim como nas aves, nos mamiferos selvagens a calibragdo dos sistemas CASAs ¢ um entrave
nas avaliacdes dos parametros cinematicos dos espermatozoides. Além disso, observamos que para os tatus-
peba e o tatu-de-rabo-mole (Cabassous unicinctus), a elevada viscosidade do sémen e o roleaux dificultam
a movimentacdo individual, resultando na auséncia de motilidade progressiva (Sousa et al., 2014).

Diversos estudos tém reportado valores de motilidade espermatica em mamiferos silvestres,
evidenciando variagdes entre as espécies. No caso do cateto, observou-se motilidade total de 90,2 + 2,4%
e motilidade progressiva de 66,2 + 5,2% (Santos et al., 2024). Para a cutia, os valores registrados foram
73,3 £ 6,4% de motilidade total e 13,3 + 2,4% de motilidade progressiva (Dantas et al., 2022a). Quanto ao
pred, a motilidade total atingiu 88 + 3,61%, com motilidade progressiva de 15,33 = 2,49% (Bezerra, 2024).
No caso do tatu de seis bandas ou tatu-peba, foi observada uma motilidade total de 61 + 7%, sem dados
disponiveis para a motilidade progressiva (Serafim et al., 2010). Para a onga-pintada, os valores foram de
93 + 1,5% para a motilidade total (Silva et al., 2019). Por fim, para o gato-do-mato-pequeno, foram
reportados 55,0 + 15,41% de motilidade total (Matos, 2023). E importante ressaltar que os resultados
obtidos para os pardmetros seminais podem sofrer alteracdes por variagdo individual, técnica de coleta
utilizada, protocolo anestésico e variaveis ambientais (Matos, 2023).

Integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica

Para a analise da integridade da membrana plasmatica de espermatozoides de mamiferos selvagens
os relatos apontam o uso de corantes vitais ou sondas fluorescentes.

O corante azul de bromofenol foi utilizado para realizar a analise da integridade de membranas
plasmaticas em espermatozoides de diferentes espécies, como, em tatus de seis bandas, no qual foi
observado 71,2% de espermatozoides com membranas estruturalmente integras (Sousa et al., 2014).
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A associagdo de sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e IP, foi utilizada
e estabelecida para avaliagdo da integridade de membrana plasmatica em espermatozoides de diferentes
espécies. Nos catetos, foi relatado 92,3 % de espermatozoides com membrana integrais utilizando o CFDA+
IP (Silva et al., 2012).

Outra associagdo de sondas fluorescentes, o Hoechst 33342 e o IP, também foi utilizada na
avaliagdo da integridade de membrana plasmatica de espermatozoides de mamiferos selvagens. Nos catetos,
83,0 % dos espermatozoides apresentaram-se integros (Santos et al., 2024) e nos preas, foi obtido 40,37%
de espermatozoides viaveis (Silva et al., 2013).

A funcionalidade da membrana plasmatica ¢ avaliada através do teste hiposmotico. Em catetos
(Pecari tajacu), Santos et al. (2013) realizaram testes de diferentes concentracdes de solug¢des hipo-
osmoéticas (0 mOsm, 50 mOsm, 100 mOsm, 150 mOsm e 200 mOsm), demonstrando que a solugao de 0
mOsm apresentou uma maior porcentagem de espermatozoides reativos. Em tatus de seis bandas
(Euphractus sexcinctus), Santos et al. (2011) também realizaram a mesma analise, testando as diferentes
solugdes hipo-osmético (0 mOsm, 50 mOsm, 100 mOsm e 150 mOsm) e concluindo que a solugdo de 50
mOsm apresentou maior propor¢ao de espermatozoides reativos, quando comparados as outras solugdes,
sugerindo-a para uso na espécie. Em cutias (Dasyprocta leporina), Dantas et al. em 2022b testaram
diferentes concentragdes de solugdes hipo-osmoticas (0 mOsm, 50 mOsm e 200 mOsm), também sugerindo
que a solucdo de 50 mOsm apresentou melhores resultados de espermatozoides reativos quando
comparados as outras solug¢des. Nos preds (Galea spixii), Silva et al. (2017) utilizaram a solugdo de 100
mOsm de concentragdo, como solugdo para realizagdo do teste de funcionalidade da membrana.

Nos gatos do mato pequeno (Leopardus tigrinus), Matos em 2023 utilizou a solu¢@o hipo-osmética
de 0 mOsm de concentragdo, como solucao para realizacdo do teste de funcionalidade da membrana. J4,
em ongas pintadas, Silva et al. (2019) utilizou a solu¢ao hipo-osmética de 0 mOsm/L para realizacao do
teste de funcionalidade de membrana, onde obteve 47,1 % de espermatozoides funcionais.

Consideracdes finais

Em resumo, a analise espermatica de zangdes enfrenta desafios devido a morfologia especifica de
seus espermatozoides, exigindo adaptagcdes metodologicas ¢ desenvolvimento de softwares especializados.
Ademais, sdo necessarios estudos sobre a fisiologia reprodutiva desses animais, a fim de garantir a
conservacao e a escolha de caracteristicas relevantes para a preservacdo genética e a manutencdo da
biodiversidade das colonias. Nesse contexto, sdo essenciais o desenvolvimento de pesquisas, especialmente
em relagdo as abelhas sem ferrdo, visando aprimorar protocolos de conservacdo e a realizagdo de
inseminagao instrumental para preservar e garantir a reproducao dessas espécies.

Diante da grande diversidade no grupo das aves, é de extrema importancia elevar o conhecimento
sobre a reprodugdo dessas espécies. Adaptagdes nos protocolos de coleta e avaliagdo do sémen tém sido
desenvolvidas e aplicadas em sua grande maioria nas aves comerciais como galos e perus, devido a maior
disponibilidade e interesse econdmico, porém, ainda precisamos extrapolar e tentar aprimorar as
biotecnologias reprodutivas em aves selvagens e principalmente aquelas ameacadas de extingdo. Essas
técnicas beneficiardo ndo so6 reprodugdo para fins comerciais mas também a conservagdo de espécies
ameagadas de extingao.

Para os mamiferos, observou-se que o uso de biotecnologias reprodutivas tem se desenvolvido de
forma consistente, favorecendo iniciativas voltadas a conservacao das espécies e a criagao de bancos de
germoplasma. Métodos de coleta diversos vém sendo empregados com diferentes graus de eficécia,
dependendo da espécie. Paralelamente, os procedimentos de avaliagdo da qualidade espermética, como a
analise morfoldgica, a motilidade e os testes de integridade e funcionalidade de membrana, permitem
caracterizar com maior precisao o potencial de uso dos gametas em técnicas de reproducao assistida.

A principal consideracdo diante da vastiddo de metodologias aplicadas na analise espermatica, no
entanto, ¢ que o profundo conhecimento da espécie ou grupo de espécies a qual se deseja investigar é
essencial. Haja vista a grande biodiversidade nacional, agdes mais concretas para se conhecer nossa falta
s80 necessarias para o desenvolvimento de estratégias palpaveis ¢ efetivas para sua conservagao.
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