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Tamandua diverso

Ha vida no ar!

De um ar tamanho,

Selvagem d'antanho,

Que sempre regeu o ser e o estar.

A vida ndo invade: controla, retoma,
Avoca, digere, renova, proclama,

Gere cromatinas, eclode as cruzas,
Brotando difusas... e 0 homem la esta.

E mais um, voraz em seu vico,

Mas tem compromisso, sob pena de arfar.
Atitude e ciéncia, em prosa ou verso,
enjaulam, libertam, dependem do tino.
Valha-se em luz do diverso, desde menino
E entendera:

Que beleza melhor representa a natureza,
Do que o estranho esplendor de um Tamandua?

Lucio Bulhdes
22/02/2010



RESUMO

MENDONCA, M. A. C. Analise descritiva do perfil espermatico do tamandua-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla Linnaeus, 1758) de cativeiro. [Spermatic
profile of captive Giant Anteater (Myrmecophaga tridactyla Linnaeus, 1758)]. 2010.
86 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootenia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

O objetivo do presente estudo é descrever as caracteristicas fisicas, quimicas,
morfologicas e funcionais do sémen do tamandua-bandeira (Myrmecophaga
tridactyla) em cativeiro. Estes resultados representam um dos primeiros requisitos
para o conhecimento das caracteristicas seminais da espécie, visando, em médio
prazo, a aplicagao de técnicas de reproducao assistida e a formacgao de bancos de
germoplasma. Treze animais foram submetidos a colheita de sémen em zooldgicos
no estado de Sao Paulo — Brasil. O método para colheita de sémen foi a
eletroejaculacdo, semelhante ao realizado em varias espécies silvestres e
domésticas, resultando em onze amostras colhidas de nove individuos (69,23%). Os
testes convencionais indicaram um volume meédio de 1,30 £ 0,58 ml, a motilidade
média de 33,18 £ 20,14%, o vigor médio de 2,30 £ 0,65, a concentragdo média de
129,41 +114,3 x 10° / cm®, o pH médio de 7,44 + 0,60. A avaliagdo morfoldgica
apresentou média de defeitos totais de 64,53 £ 19,97%, defeitos maiores 53,77 +
33,22% e defeitos menores 10,75 + 6,23%. Nos testes funcionais, a avaliacdo da
integridade da membrana acrossomal mostrou uma média de 16,3 + 9,3% de
danificadas. A avaliacdo da integridade da membrana plasmatica mostrou uma
média de 18,9 + 12,2% de danificadas. A avaliagao da atividade mitocondrial revelou
as seguintes médias: Classe | = 66,4 £ 19,0%; Classe Il = 18,7 £ 9,1%; Classe Ill =
8,0 £ 6,3%; Classe IV = 3,9 + 3,1% e Classe V = 3,0 £ 2,9%. A avaliacdo da
fragmentacdo de cromatina resultou em uma média de 13,21 £ 9,13%. Concluséo:
foi demonstrada a aplicabilidade da eletroejaculacdo na colheita de sémen de
tamanduas-bandeira. Os testes possibilitaram uma analise detalhada das
caracteristicas seminais da espécie, aspectos estes ainda inéditos na literatura
mundial. Houve grande variagdo nos resultados obtidos, refletindo diferengas das

condicbes de manejo e de idade entre os individuos e, possivelmente um baixo



numero amostral estudado. Novos estudos devem ser realizados em animais de vida

livre.

Palavras-chave: = Myrmecophaga tridactyla. @ Tamandua-bandeira.  Sémen.

Eletroejaculagcdo. Espermograma.



ABSTRACT

MENDONCA, M. A. C. Spermatic profile of captive Giant Anteater
(Myrmecophaga tridactyla Linnaeus, 1758). [Andlise descritiva do perfil
espermatico do tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla Linnaeus, 1758) de
cativeiro]. 2010. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootenia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2010.

The purpose of the present study was to describe the physical, chemical,
morphological, and functional features of semen collected from Giant Anteaters
(Myrmecophaga tridactyla) raised in captivity—a first step toward the feasibility of
assisted reproduction techniques and germplasm banks for this species in the mid-
term future. Electroejaculation, a method currently applied to a number of wild and
domestic species, was performed in 13 animals housed in zoos located in the state
of Sdo Paulo, Brazil, yielding 11 samples from 9 animals (69.23%). The following
mean values were obtained: volume, 1.30 + 0.58 mL; motility, 33.18 + 20.14%; vigor,
2.30 * 0.65; concentration, 129.41 + 114.3 x 10° cm‘3; pH, 7.44 + 0.60. Major and
minor defects accounted for 53.77 + 33.22% and 10.75 + 6.23% of the total,
respectively (mean total defect rate, 64.53 + 19.97%). Damage was found in 16.3
9.3% of acrosomal membranes and 189 + 12.2% of plasma membranes.
Mitochondrial activity, categorized as Classes | through V, was 66.4 £ 19.0%, 18.7
9.1%, 8.0 £ 6.3%, 3.9 £ 3.1%, and 3.0 £ 2.9%, respectively. Chromatin fragmentation
rate was 13.21 + 9.13%. Conclusion: The study demonstrated the feasibility of
applying electroejaculation to Giant Anteaters for semen collection, allowing for a
detailed description of semen features previously unreported for this species. The
large variation found in the results reflects differences in management conditions,
age range, and possibly the small number of sampled animals, thus warranting

further studies with free-ranging specimens.

Keywords: Myrmecophaga tridactyla. Giant anteater. Semen. Electroejaculation.

Spermogram.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

Identificagdo do animal com leitora de microchip.........ccccccceeeeeeeene. 52

Colheita do sémen de tamandua-bandeira

(Myrmecophaga tridactyla) ... 56

Colheita do sémen de tamandua-bandeira

(Myrmecophaga tridactyla) .............cooouviiiiieeeiieieeee e, 56

Sémen de tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) ............. 56

Aspecto geral do sémen de tamandua-bandeira (Myrmecophaga

tridactyla). Aumento de 100X ......ccooeeeiieieeeeee e 57

Sémen de tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla)

centrifugado com soro fisioldgico para lavagem..............ccccevvvunnnn... 57

Espermatozoide com acrossoma integro. Coloragéo simples de

Pope. AUMEeNto 3000X. .......ceieriiieiieeeecee e 66

Espermatozoide com acrossoma nao-integro. Coloragao simples de

Pope. AumMento 3000X. ......coovuuieeiiiiiieeeeeece e 66

Espermatozoide da direita com membrana plasmatica n&o-integra e

da esquerda integra. Coloragédo de E/N. Aumento 3000x. ............... 68



Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Espermatozoides com membrana plasmatica integra e nao-integra.

Coloracao de E/N. Aumento 1000X ......ccccceeeereiiiiiiiiieeeeeeeeeeeennean, 68

Classe I: espermatozdéide com alta atividade mitocondrial.

AUMENTO B000X. oo 70

Classe Il: espermatozoéide com predominio da atividade

mitocondrial. AUMENTO 000X, ....euiinieee e 70

Classe lll: espermatozéide com mediana atividade mitocondrial.

AUMENTO B000XK. et 70

Classe IV: espermatozoéide pouca atividade mitocondrial.

AUMENTO B000XK. et 70

Classe V: espermatozéide sem atividade mitocondrial.

AUMENTO S000X. e 71



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Protocolo anestésico utilizado na colheita de sémen dos tamanduas-

bandeira dos zooldgicos do Estado de Sao Paulo — 2009 ................. 45

Tabela 2 - Avaliagao fisica e quimica do sémen colhido dos tamanduas-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos zooldgicos do Estado de
S0 Paulo — 2009 .........oooeiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59

Tabela 3 - Avaliagdo morfologica resumida do sémen colhido dos tamanduas-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos zooldgicos do Estado de S&o
Paulo — 2009 ... 61

Tabela 4 - Avaliagdo morfologica detalhada do sémen colhido dos tamanduas-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos zooldgicos do Estado de
S80 Paulo — 2009 ........uiiiiiiiie s 62

Tabela 5 - Ocorréncia nas amostras e média das anormalidades espermaticas de
tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos zooldgicos do
Estado de S80 Paulo — 2009..........cooremiiiiiiiieeeeeeeeeee e 63

Tabela 6 - Avaliagédo da integridade do acrossoma com coloragao simples de
Pope (POPE et al., 1991) do sémen colhido dos tamanduas-bandeira

(Myrmecophaga tridactyla) dos zooldgicos do Estado de Sao Paulo -

Tabela 7 - Avaliagédo da integridade da membrana plasmatica com eosina-
nigrosina (Barth e Oko, 1989) do sémen colhido dos tamanduas-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos zooldgicos do Estado de
S80 Paulo — 2009 ......coooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67



Tabela 8 - Avaliagao da atividade mitocondrial através da técnica citoquimica de
oxidacao da DAB - 3,3’-diaminobenzidina (Hrudka,1987) do sémen
colhido dos tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos
zooldégicos do Estado de S&o Paulo — 2009 ...........coooeviiiiiciiiieeeeeeeee, 69

Tabela 9 - Percentual de fragmentacao de cromatina através da Analise de
Estrutura da Cromatina Espermatica - SCSA (BOE-HANSENA, 2005)

do sémen colhido dos tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla)
dos zooldgicos do Estado de Sao Paulo — 2009



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Zooldgicos e criadouro do Estado de Sédo Paulo e respectivos

numeros de machos de tamandua-bandeira em 2009 ...................... 41

Quadro 2 — Pesagem, hematécrito e temperatura no momento da colheita de

sémen dos tamanduas-bandeira dos zoologicos do Estado de S&o

Quadro 3 — Histdrico reprodutivo dos animais submetidos a colheita de sémen dos

tamanduas-bandeira dos zooldgicos do Estado de Sao Paulo ......... 43

Quadro 4 - Peso, valores de hematdcrito e temperatura retal dos tamanduas-

bandeira dos zooldgicos do Estado de Sdo Paulo — 2009 ................. 53

Quadro 5 - Relagao dos animais submetidos a colheita de sémen com a

respectiva producgao - zooldgicos do Estado de Sao Paulo —



SUMARIO

T INTRODUGAO ...t te e e 24

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 27

2.1 SISTEMATICA ..ot 27

2.2 DISTRIBUICAOD ...ttt 28
2.3 ASPECTOS ANATOMICOS, FISIOLOGICOS,

REPRODUTIVOS E COMPORTAMENTAIS .....cccociiiieeieie 28

2.4 SITUACAO ATUAL DA ESPECIE.......c.coi oo, 31

2.5 AVALIACAO DE SEMEN ......coiiieieie e, 32

2.5.1 Avaliag8o convencional ........ccooooeiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeee e 32

2.5.2 Avaliacao funcional .........ccccooeiiiiiiiiiiii e 33

2.5.3 Avaliacao da integridade da membrana plasmaética........ 34

2.5.4 Avaliacdo da integridade do acrossoma ......ccccccceeeeeeeennee. 34

2.5.5 Avaliacéo da atividade mitocondrial............ccoovvviieeeeeen.e. 35

2.5.6 Analise de estrutura da cromatina espermatica.............. 36

2.5.7 Sintese da avaliag8o de SEMeN .........ccceeeevviviiiiiiiieeeeeeeeeees 38

S JUSTIFICATIV A et e e e e e e e e e aan e e aeees 39

4 OBIETIVO .. et e e et e e e e 40

5 MATERIAIS E METODOS ..o, 41

B ANIMALS .o 41

5.2 IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS ......ccoiiiiieeeeeeeeee e 42

5.3 CONTENCAO E ANESTESIA......oooieoeeeeeeeeeeeee e, 44

5.4 COLHEITA DE SEMEN .....ooiiiiiiieeceeeeeeee e 45

5.5 AVALIACAO DO SEMEN .......ooiiviiieceeeee e, 47

5.5.1 TeStesS CONVENCIONAIS ...uiiieeeeeeiieiiiiiae e e e ee e e e e e eeeeeees 47

5.5.2 Testes fUNCIONAIS .....cevvueiiiieeeeeeeeeeeee e 48

5.5.2.1 Preparo do sémen para coloragao...........ccceeeeevvvvneeeeeennnnn.. 48

5.5.2.2 Avaliagao da integridade acrossomal ..............ccccceeeeeeennnnn. 49

5.5.2.3 Avaliagéo da integridade da membrana plasmatica .......... 49

5.5.2.4 Avaliagao da atividade mitocondrial.................ccccoeeeeeennnnn. 50



5.5.2.5 Analise de Estrutura da Cromatina Espermatica............... 51

6. RESULTADOS E DISCUSSAO ... 52
8.1 ANIMAIS ... 52

6.2 COLHEITA DO SEMEN. ..o, 53

6.2.1 EletroejaculaC@o ..........uuuuiieeiieieeeeee e 53

6.3 TESTES CONVENCIONAIS ... 57

6.3.1 Avaliacéo fisica e quimica do Sémen.........ccccoeeeeieeiieecnnnnns 57

6.3.2 Avaliagdo morfolOgiCa .....coooueeiiiiiiieeeeeee e 59

6.3.2.1 Avaliagdo morfoldgica detalhada..............cccovvvveiiiiinennnns 62

6.4 TESTES FUNCIONAIS ......ooiiiiiiieiieeeee e 64

6.4.1 Avaliacdo da integridade do acrossoma.......ccccccceeeeeennee. 64

6.4.2 Avaliagcdo de membrana plasmatica..........ccccccceeeeeeennnneee. 66

6.4.3 Avaliacao da atividade mitocondrial............ccccvveeeeeennne. 67

6.4.4 Andlise de Estrutura da Cromatina Espermatica............. 70

6.4.5 ConsideracOes sobre os resultadoS .........coooeviiiiiiieeeeenne. 71

7 CONCLUSAOD ..ottt 72

REFERENCIAS . ...ttt e e e 73



24

1 INTRODUCAO

A crescente agéo antrdpica sobre as reservas verdes do planeta, justificada
pelo desenvolvimento econdmico, tem ameacado constantemente espécies a
extingdo, incluindo aquelas nem ainda identificadas. A perda da diversidade pode
ser analisada por meio de estudos dos efeitos da ocupacdo humana, promotora do
empobrecimento ambiental progressivo e provocando o desaparecimento de uma
variedade de espécies (MAZZOLLI, 2005). As causas mais freqluentes da
degradacdo ambiental sdo os desmatamentos, as construcbes de barragens, a
poluicdo quimica produzida pelas industrias, os acidentes como derramamentos de
Oleo, o crescimento urbano desordenado, assim como as atividades rurais. Como
resultado, ocorre a fragmentacao e redugao de diversos ecossistemas, interferindo
diretamente na extingdo de inUmeras espécies animais e vegetais (GUIMARAES,
2001).

De modo semelhante, as rodovias também desempenham papel relevante
como fator desenvolvimentista causador de impacto ambiental, pois nelas morrem
muitos animais atropelados todos os anos, constituindo esta uma importante causa
de mortalidade de fauna (RODRIGUES, 2002; SCOSS, 2002; ROSA, 2004; PRADA,
2004; BAGATINI, 2006; FEARNSIDE, 2006; CHEREM, 2007; MELO, 2007,
HENGEMUHLE, 2008). As taxas de mortalidade de animais silvestres por
atropelamento em rodovias brasileira variam de 2,39 a 3,35 animais/Km/ano. Este
valor superior foi verificado na rodovia federal BR-070, que liga Caceres a Cuiaba,
no Estado de Mato Grosso, observada entre novembro de 2000 a outubro de 2001
(MELO, 2007). Nas rodovias no nordeste do Estado de Sao Paulo, entre agosto de
2002 a agosto de 2003 ocorreu uma taxa de 2,49 animais/Km/ano (PRADA, 2004).
Nas rodovias da regido de Planaltina, Distrito Federal, que circundam a Estagao
Ecolégica de Aguas Emendadas — ESECAE foi encontrada uma taxa de
atropelamento de 2,392 animais/Km/ano entre 2004 e 2005 (BAGATINI, 2006).
Logo, considerando somente a malha rodoviaria federal, construida até 2008, que
perfaz uma distancia de 118.099 Km (DNIT, 2008), perceberemos que a mortalidade
de animais silvestres por atropelamento nas rodovias brasileiras pode ser em
numero assustador, constituindo uma séria ameacga para a fauna. O levantamento

sobre atropelamento de animais silvestres, realizado no Mato Grosso do Sul, ao
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longo de 140 Km da BR-262, que liga as cidades de Campo Grande e Aquidauana,
no periodo de maio de 2002 a agosto de 2004, revela que a ordem Xenarthra
aparece na segunda e terceira posicdes em ocorréncia de atropelamentos,
representada pelo tatu-peba (Euphractus sexcinctus) e tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) respectivamente, sendo o lobinho (Cerdocyon thous) o
animal silvestre mais atropelado (CASELLA, 2006).

Os incéndios naturais e provocados nos campos e nas matas sdo também
causas de mortes, a exemplo do que ocorreu em 1994 no Parque Nacional das
Emas no Estado de Goias, que atingiu 100% daquela area e que provocou

incalculaveis prejuizos a fauna e flora brasileiras (SILVEIRA, 1999).

Entre as 41.415 espécies listadas na International Union for Conservation of
Nature and Natural Resources (IUCN, 2007a), 16.306 foram consideradas
ameacadas em 2007, numero superior em relagdo as 16.118 espécies do ano
anterior, o que demonstra um aumento maior que 1% neste periodo. O numero total
ja representa 785 espécies extintas na natureza. A proporgao de 1 em 4 mamiferos,
1 em 8 aves, um terco de todos os anfibios e 70% das plantas avaliadas, do planeta,
que constam da Lista Vermelha de 2007 da IUCN, encontram-se ameacgadas (IUCN,
2007b). Portanto, os cativeiros, representados principalmente pelos zooldgicos,
desempenham um papel fundamental na manutencdo de espécies silvestres
ameacadas de extingcdo. Entretanto, € importante ressaltar que todos os esforgos
pela manutencdo e reproducdo de espécies em cativeiros deveriam ser
acompanhados da reducédo da degradagao ambiental, fato este que teria um efetivo
resultado na conservagdo (GUIMARAES, 2001). A ciéncia da biodiversidade
aumenta em quantidade e em qualidade, enquanto que a destruicdo de habitats nos

grandes biomas brasileiros se mantém em taxas alarmantes (SCARANO, 2007).

O Brasil é considerado o quinto maior pais em extensao territorial do planeta
e o primeiro dentre os paises megadiversos, que representa aproximadamente 14%
da biota mundial, e que abriga a maior diversidade de mamiferos, com cerca de 530
espécies descritas e muitas ainda sem serem catalogadas (COSTA, 2005). Fonseca
et al. (1999) ressaltam que a destruicdo do ambiente vem sendo, portanto, uma das
principais causas do declinio populacional do tamandua-bandeira. A baixa
reproducdo em cativeiro desta espécie é outro fator limitante para sua conservacao
(MIRANDA, 2004b).
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Com a redugao dos habitats e a fragmentagdao dos ecossistemas, ocorreu o
isolamento de populagdes silvestres, ocasionando um decréscimo da reproducgao e,
portanto, diminuicdo do numero de individuos. Com um numero reduzido de
individuos reproduzindo, aumenta a chance de ocorrer endogamia nessas
populagdes, e consequentemente, redugao da variabilidade genética, conduzindo a
uma perca de adaptacao. Nesse contexto, percebe-se a importancia da reproducéo,
tanto in situ, quanto ex situ para a manutencdo de uma dada populacao,
evidenciando a relevancia da aplicacao de técnicas de reproducgao assistida aplicada
as espécies silvestres ameacgadas de extingdo, objetivando favorecer o desempenho

reprodutivo e promovendo a sobrevivéncia (GUIMARAES, 2008).

As biotécnicas reprodutivas, como exemplo a inseminagao artificial (IA), a
transferéncia de embrides (TE) e a clonagem necessitam de recursos para que
possam ser utilizadas de forma consistente e produtiva. Isto requer o
desenvolvimento de pesquisas basicas visando ao conhecimento dos mecanismos e
estruturas envolvidas na reproducdo da espécie para a obtencdo de resultados
confidveis e consistentes da aplicacdo das técnicas de reproducdo assistida.
(HOWARD, 1993; GUIMARAES, 2008).

Em vista disso, a aplicagcdo de técnicas que podem incrementar o
desempenho reprodutivo, torna-se de vital importancia para a conservagido do
tamandua-bandeira. Portanto, a biotecnologia é uma ferramenta importante para a
manutencdo da diversidade genética que, aliada a consciéncia ambiental, pode

mitigar os prejuizos na fauna.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SISTEMATICA

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Mammalia
Ordem: Xenarthra
Familia: Myrmecophagidae
Género: Myrmecophaga

Espécie: Myrmecophaga tridactyla

O tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla Linnaeus, 1758), pertencente
a ordem Xenarthra (Xenon = estranho e Arthros = articulagdo), recentemente
desmembrada em duas ordens: Cingulata representada pelos tatus e Pilosa pelos
tamanduas e preguicas. O Myrmecophaga tridactyla pertence a subordem
Vemilingua e familia Myrmecophagidae, representada por trés géneros e quatro
espécies de tamanduas. No Brasil ocorrem, além do tamandua-bandeira, outras
duas espécies representantes da familia Myrmecophagidae: o tamandua-mirim
(Tamandué tetradactyla) e o Tamanduai (Cyclopes didactylus), sendo este ultimo, o
menor representante dessa familia, podendo atingir 200g de massa corporal na
idade adulta. Anteriormente, as varias espécies de tamanduas, preguicas e tatus,
pertenciam a ordem Edentata, o que significa “sem dentes”, porém, somente os
tamanduas s&o totalmente desprovidos de dentes (MEDRI, 2006; MIRANDA, 2006).
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2.2 DISTRIBUICAO

O tamandua-bandeira é um animal terrestre, de habito solitario e esta
presente na América Latina, desde a regido sul de Belize e Guatemala até o norte
da Argentina. No Brasil, esta espécie habita todos os biomas: Amazobnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Campos Sulinos (FONSECA et al., 1996).

2.3 ASPECTOS ANATOMICOS, FISIOLOGICOS, REPRODUTIVOS E
COMPORTAMENTAIS

Em um levantamento biométrico, realizado no Parque Nacional das Emas, em
18 machos e 7 fémeas, todos adultos, constatou-se uma diferenga significativa no
comprimento rostro-anal entre machos e fémeas, apresentando, no macho as
medidas de 1.279,44 mm e na fémea 1.204,57 mm, respectivamente. O
comprimento da cauda dos machos foi de 630,22 mm, enquanto que as fémeas
apresentaram 672,14 mm, ndo havendo diferenga significativa entre as médias no
teste-t (MIRANDA, 2003). O peso pode atingir 45 Kg na fase adulta (SILVEIRA,
1969).

Possuem articulagdes adicionais entre as vértebras lombares que possibilitam
a este integrante da mastofauna latino-americana, assumir uma postura ereta sobre
um tripé, formado pelos membros posteriores e a cauda, viabilizando sua resposta
defensiva. Outra diferengca anatdbmica € a veia cava posterior dupla, niumero de
vértebras cervicais variando de seis a nove, dependendo da espécie, enquanto que
a maioria dos outros mamiferos apresenta um numero de sete vértebras cervicais.
As fémeas possuem um ducto comum para o trato urinario e genital e os machos
apresentam testiculos ovalados internos, intra-abdominais ao longo da vida
(BARTMANN, 1991; NOWAK, 1999; DICKMAN, 2001). Os testiculos sao revestidos
pela tunica albuginea e estao relacionados cranialmente com os rins, dorso medial
com o reto e caudal com a bexiga e apresentam temperatura variando de 32° a 34°

centigrados, em conformidade com a temperatura corporal desta espécie. A artéria
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testicular ramifica os testiculos de forma que o sangue de retorno flui por uma veia
que faz parte do plexo pampiniforme e forma a veia renal. Apesar de ter um amplo
plexo pampiniforme, este ndo atua na termorregulagédo testicular, provavelmente
pelo fato de ser interno ao corpo. Apresenta cabeca, corpo e cauda do epididimo por
onde passa o sémen produzido pelos testiculos. As glandulas sexuais acessorias
sao representadas pela prostata, glandula vesicular e glandula bulbouretral e estao
diretamente envolvidas com o transporte da secrecdo espermatica. Apresenta um
volume ejaculado relativamente elevado, provavelmente para compensar a pequena
penetragao vaginal. Existe a formacédo do tampao ejaculatério na vagina da fémea.
O pénis pequeno e chato é situado ventralmente ao anus e fica coberto por uma
vagina masculina, resquicio do ducto de Mdller. A saida uretral termina em uma
posicdo dorso ventral. A uretra é envolta por um par de corpos cavernosos
(BARTMANN, 1991).

Uma caracteristica marcante da fisiologia do tamandua-bandeira € a baixa
temperatura corporal associada a baixa taxa metabdlica, quando comparado aos
demais mamiferos. Provavelmente, isto se deve a sua alimentacdo de baixo teor
caldrico, composta, predominantemente, por formigas (familia Formicidae) e térmites
(familias Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae) (DICKMAN,
2001). Isto parece limitar a distribuicdo da espécie, que ocorre nas regides mais
quentes. Em monitoramento com GPS (Global Position System) modificado,
realizado no Pantanal, o Myrmecophaga tridactyla apresentou maior atividade nas
horas em que as temperaturas eram amenas e, geralmente, valendo-se dos
fragmentos de mata para abrigo, nos periodos mais quentes do dia. Esse
comportamento sugere ser uma tentativa de realizar a regulacdo da temperatura
corporal, podendo ter uma estreita faixa de conforto térmico, se comparado aos
demais animais homeotermos (MEDRI, 2002).

Os tamanduas-bandeira possuem gléndulas anais odoriferas favorecendo a
comunicagao e marcagao de trajetos. Apresentam o olfato apurado, o que compensa
a pouca visao e audicdo desta espécie. Possuem adaptagdes anatdmicas com
finalidade de favorecer a busca e apreensao de alimentos tais como garras
dianteiras grandes e afiadas, com finalidade de abrir formigueiros e cupinzeiros,
focinho alongado, saliva pegajosa e lingua vermiforme e extensivel, com até 60 cm

de comprimento, podendo coloca-la para fora da cavidade bucal até 160 vezes por
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minuto. Cada individuo adulto pode consumir até 35.000 formigas e/ou cupins por
dia (NOWAK, 1999; DICKMAN, 2001). Nos zoolégicos do Estado de Sao Paulo é
oferecida uma papa que pode conter banana, mamao, macga, beterraba, cenoura,
ovo cozido, oleo de figado de bacalhau, coalhada, ragdo canina, carne moida, leite
de soja, leite em pod, Farinha Lactea®, Sustagen®, Karo®, vitamina K (10mg),
complexo vitaminico e terra de cupinzeiro. Periodicamente é oferecido o monticulo
de um cupinzeiro para o animal realizar um repasto mais apropriado, favorecendo a

reducéo do estresse de cativeiro (Informacao verbal)'.

Os tamanduas nao sao territorialistas e tém um comportamento solitario,
exceto as fémeas paridas e casais durante o curto periodo de reproducgao.
Eventualmente ocorrem encontros agonisticos, cuja motivagao € pouco conhecida. A
gestacdo da fémea dura em torno de 190 dias e produz um filhote por pari¢do, com
cerca de 1,3 kg e o carrega no dorso por 6 a 9 meses, demonstrando um intenso
cuidado parental desta espécie (EISENBERG, 1999). A fémea mantida em cativeiro
nao apresenta mudanga comportamental no periodo do estro e em vida livre. Foi
observado corrimento vaginal associado a este periodo. Durante o estro, quando
cortejada pelo macho, levanta a cauda, sendo por ele seguida de perto e
eventualmente, cheirada (SHAW et al., 1987). A copula se da com a fémea em
decubito lateral, ocorrendo diversas vezes ao dia, durante trés dias, mas o sucesso
reprodutivo € excepcional (BARTMANN, 1983).

Os tamanduas tém apenas um periodo de atividade por dia, cuja duragao €&
reduzida em fungcdo da diminuicdo da temperatura ambiente média diaria. No
Pantanal, geralmente com clima quente, os tamanduas-bandeira s&o noturnos, mas
na medida em que a temperatura média diminui, a sua atividade inicia e termina

progressivamente mais cedo.

Informacao fornecida pelos médicos veterinarios responsaveis nos zooldgicos onde

este trabalho foi realizado.
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Portanto, com a progressiva redugao da temperatura, tamanduas-bandeira
vao se tornando cada vez mais ativos durante o dia e menos ativos durante a noite,
aumentando assim a sua exposi¢ao a radiagao solar, com finalidade de evitar perda
excessiva de calor corporal durante a noite (ALVES, 2006). A velocidade maxima
registrada por um animal desta espécie foi de 6,6 km/h com uma mediana de 0,2
km/h, podendo percorrer uma média de 5,8 km/dia (MEDRI, 2002). A area de vida
de 4 machos rastreados com radio-colar e unidade de GPS, programada para
registrar o posicionamento a cada 10 minutos, realizado no Pantanal da
Nhecolandia, nas Fazendas Nhumirim e Porto Alegre no municipio de Corumba —
MS, varioude 4,0a 7,5 Km? com média de 5,7 £ 1,7, enquanto uma fémea teve area
de vida de 11,9 Km?, com a ocorréncia de sobreposicdes (MEDRI, 2002). A espécie
de carrapato encontrada com maior frequéncia foi o Amblyomma cajennense,
coletada em 11 animais e Amblyomma parvum, coletada em 4 tamanduas-bandeira.
O forrageamento ocorre nos campos em bordas de lagoas, onde ha grande

concentragédo de formigueiros, embora possa também ocorrer na mata fechada. No
més de junho, os tamanduas-bandeira sdo encontrados com maior frequéncia nos

campos de capim carona (Elyonurus muticus), onde ocorrem cupinzeiros em maior
quantidade. No Pantanal, a espécie de cupim mais forrageada foi Nasutitermes
coxipoensis, sendo a segunda a Armitermes sp. As espécies de formigas
consumidas foram: Solenopsis interrupta (36%), Solenopsis saevissima (36%),
Solenopsis pusillignis (5%), Camponotus crassus (7%), Camponotus renggeri (5%),
Solenopsis invicta (5%), Ectatomma planidens (2%), Labidus spininodis (2%) e
Odontomahcus minutus (2%) (MEDRI, 2002).

2.4 SITUAGAO ATUAL DA ESPECIE

O tamandua-bandeira esta incluido na lista de fauna brasileira ameagada de
extingdo do Ministério do Meio Ambiente (IBAMA, 2003) como espécie vulneravel
em todos os biomas brasileiros. E também considerado “vulneravel” por instituices
internacionais (CITES, 1999; IUCN, 2007a).
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No Parque Nacional das Emas, foram encontradas evidéncias de baixo nivel
de polimorfismo em uma populacdo de Myrmecophaga tridactyla, quando
comparada aos dados de Garcia et al. (2005). Estes resultados indicam que o
numero de animais vem decrescendo ao longo dos anos e que o0s cruzamentos
endogamicos na espécie aumentaram, sendo isto corroborado pela baixa
variabilidade genética. (COLLEVATTI, 2007).

2.5 AVALIAGAO DE SEMEN

2.5.1 Avaliagéo convencional

A predigdo da fertilidade no macho € um tema amplamente discutido pela
comunidade cientifica. Para determinar se um teste laboratorial tem correlagdo com
fertilidade, é essencial que as avaliagdes sejam especificas e precisas para serem
comparadas com os resultados de prenhés (AMANN, 1989). O diagnéstico de
fertiidade masculina, no que se refere a potentia generandi, apresenta resultados
dindmicos e depende de uma criteriosa avaliacdo do ejaculado. Os parametros
tradicionalmente usados para se avaliar um ejaculado sado: o volume, o aspecto, o
movimento de massa ou turbilhdo, a motilidade, o vigor, a concentragao de células e
avaliacdo da morfolégica (CBRA, 1998). Além de disturbios na espermatogénese,
fatores como a técnica e frequéncia da colheita contribuem para a variacdo de
qualidade da amostra colhida (MALMGREN, 1997). Portanto, o exame androlégico
deve ser realizado com cuidado e o resultado precisa ser interpretado de forma
conservadora. Geralmente a fertilidade é considerada satisfatoria, quando todos os
critérios da avaliagdo apresentam resultados considerados normais para a espécie.
Se um dos critérios utilizados para avaliar o sémen apresentou resultado
insatisfatorio, a amostra deve ser classificada como inapta ou questionavel.
Ocasionalmente, um critério de qualidade do sémen, avaliado como pobre, pode ser
compensado por um outro critério avaliado como satisfatorio; por exemplo, boa

motilidade e baixa concentragc&do, geralmente resultam em boas taxas de concepgéao
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(ROBERTS, 1971). Para que a fertilidade seja plena, € necessario o acasalamento
de machos e fémeas funcionais e capazes de realizar todas as fases da reproducéo.
O macho deve produzir um sémen normal e a fémea, capaz de armazenar e ovular
estruturas férteis. Concomitante a isso, o sistema reprodutivo da fémea precisa
favorecer o transporte dos espermatozoides e sua capacitagao, a fecundacado do
ovulo, desenvolvimento embrionario e fetal e, finalmente, ser capaz de parir um
filhote saudavel (FOOTE, 2003). O principio da fertilidade pode ser definido como
um limiar minimo de concentracdo espermatica, da motilidade e alteracbes
morfologicas, que devem ser ultrapassados para alcangar a concepgao (AITKEN,
2006).

2.5.2 Avaliacao funcional

Ha pouca duvida de que as medidas de movimento de espermatozodides,
status acrossomal e outras caracteristicas, sdo significativamente correlacionados
com a fertilidade (AMANN, 1989). Embora as avaliagdes do sémen fornegam muitas
informagdes, suas correlagdes com a fertilidade sdo, algumas vezes, contraditorias.
Todavia, parece possivel que a previsdo de fertilidade no macho pode ser
melhorada se parametros adicionais, com base nas caracteristicas funcionais dos
espermatozoides, fossem utilizados. Atualmente, € sugerida a realizacdo de uma
bateria de provas laboratoriais que avaliam a funcado celular, na tentativa de se
predizer a provavel capacidade fecundante, tais como o uso de testes hiposmatico,
citoquimico e sondas fluorescentes como marcador de integridade da membrana
plasmatica e acrossomal, fungdo mitocondrial e de fragmentacdo de cromatina
(HAFEZ, 1995; MALMGREN, 1997; COLENBRANDER, 2003; AITKEN, 2006;
ANDRADE, 2007; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007; CELEGHINI, 2008).
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2.5.3 Avaliacdo da integridade da membrana plasmética

A viabilidade espermatica esta intimamente relacionada a integridade da
membrana plasmatica (IMP), cuja avaliacdo pode ser por meio de coloragdes vitais.
A literatura também nomeia como vivos e mortos, o levantamento da IMP. Os
corantes utilizados sdo a eosina-nigrosina, azul de tripan e azul de bromofenol
(DERIVAUX, 1980; MIES FILHO, 1987b; OLIVEIRA, 2009). A comparagao entre
testes avaliadores da IMP demonstrou, em sémen congelado de cinco touros da
raca nelore, a existéncia de correlagdo entre a coloragao com eosina/nigrosina e o
teste hiposmotico (r = 0,55; p<0,01), e entre eosina/nigrosina e sondas fluorescentes
(r = 0,92; p<0,01). Na coloragdo com eosina/nigrosina, € encontrada uma proporgao
maior de células com membrana plasmatica integra, se comparada com a
fluorescéncia e teste hiposmodtico (p<0,0001); entretanto, o teste ainda ¢é
considerado eficaz. (BRITO et al., 2003; ZUCCARI, 2009).

2.5.4 Avaliacao da integridade do acrossoma

O acrossoma possui fungdo importante na fecundacido. Sua estrutura tem
sido dificil de descrever, devido as alteragdes que sofre durante o envelhecimento
celular, ou apos a morte celular (HANCOCK, 1953), bem como sua natureza instavel
na presenca de agentes quimicos ou fisicos envolvidos na preparagcédo do material
para a avaliagao laboratorial (BISHOP, 1957). Os espermatozoéides de mamiferos
sdo previamente submetidos a capacitacdo no aparelho reprodutor feminino para
que ocorra a fecundacdo. Evidéncias indicam um periodo minimo de seis horas
antes da ovulagdo, sendo provavelmente este, o tempo necessario para uma
resposta fisiolégica das alteragdes nos espermatozéides, que lhes permitam atingir o
pleno potencial fecundante. O transporte dos espermatozéides, do local de
deposigao até a parte superior do oviduto, pode variar de alguns minutos a 6 horas,
com um numero muito pequeno de células presentes no local da fecundagao. O
tempo de espera do évulo pode variar de 6 horas para coelho, 24 horas para furdo e
de 20 a 30 horas para suino, ovino e bovino (CHANG, 1951).
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As alteragdes subcelulares envolvidas na capacitagdo parecem permitir a
entrada de Ca?' necessarios para o inicio da reagdo acrossdmica, contribuindo
também para a hiperativagdo da motilidade. A reagédo acrossémica (RA) é um evento
que faz parte da capacitacdo, necessario para o espermatozéide penetrar na zona
pelucida e fundir com o odcito. A RA inicia com a fusdo da membrana plasmatica
com a membrana externa do acrossoma, acompanhada de uma extensa vesiculagao
de sua parte anterior, sendo pré-requisito para a uniao da membrana plasmatica do
ovulo com a do espermatozoide e penetragdo da zona pelucida (BEDFORD, 1983).
A RA ocorre in vivo, na fase final do transporte do espermatozdide ao local de
fecundacdo, durante a sua passagem através das camadas de células que
envolvem o odcito ou apos o apego a zona pelucida (TESARIK, 1985). A RA de
mamiferos pode ser examinada com microscopio de luz por varias técnicas.
Microscopia com contraste de interferéncia diferencial, tem sido utilizada para
estudar mudangas no acrossoma em espermatozéide bovino, fixados e a fresco
(SAACKE, 1968). Varios métodos de coloragdo, tanto citoquimico e fluorescentes,
tém sido desenvolvidos para avaliar o estado acrossomal e sdo amplamente
utilizados em uma variedade de espécies (CROSS, 1989; POPE, 1991).

2.5.5 Avaliacéo da atividade mitocondrial

A avaliagdo do potencial de mitocondria pode ser realizada com a técnica
citoquimica fundamentada na oxidacdo do 3,3'-diaminobenzidina (DAB) pelo
citocromo ¢ e complexo citocromo ¢ oxidase. E uma reacdo em cadeia, onde o
reagente é polimerizado e depositado nos locais de reacéao e identificado por sua cor
marrom sob microscépio de luz ou por osmiofilia sob microscopio eletrénico. A
reacado ocorre em subcompartimentos mitocondriais, mais exatamente na face
externa da membrana mitocondrial interna. A técnica foi validada em animais
domésticos e de laboratdério. O complexo citocromo ¢ oxidase desempenha um papel
fundamental na respiragéo celular e metabolismo energético, que é um pré-requisito
para a funcdo osmoética, de sintese, da motilidade e da manutencao da estrutura
celular (HRUDKA, 1987).
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2.5.6 Analise de estrutura da cromatina espermatica

A fungdo defeituosa do gameta masculino € a causa mais comum de
infertilidade e, até recentemente, era dificil de ser avaliada e tratada. As membranas
dos espermatozoéides de mamiferos sao ricas em acidos graxos poli-insaturados e
sdo sensiveis ao oxigénio indutor de danos mediado por peroxidacao lipidica. A
geragao excessiva de espécies reativas de oxigénio por espermatozéides anormais
e leucécitos seminais tem sido identificada como uma das poucas etiologias
definidas, constituindo um poderoso mecanismo que podem danificar o
espermatozoide, conduzindo a infertilidade. Em condigbes normais, o plasma
seminal contém substancias antioxidantes que podem proteger contra eventuais
danos aos espermatozoides (SHEWEITA, 2005). Admite-se que o estresse oxidativo
€ um resultado do desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e de
antioxidantes, presente nas células. Participam deste sistema enzimatico a
superoéxido dismutase, glutationa peroxidase (GPx), catalase, vitamina C, vitamina E
e outras substancias como a albumina, glutationa, taurina, hipotaurina, as quais
desempenham papel significativo na protegdo celular contra danos oxidativos
(CARVALHO, 2002; ALVAREZ, 2006; MAKKER, 2009). Os testes para avaliar a
acao do estresse oxidativo sobre a integridade do DNA nuclear e mitocondrial
fornecem informacdes sobre a capacidade de fecundacao dos espermatozoides e de

suporte do desenvolvimento embrionario (AITKEN, 2006).

Estresse fisiologico e ambiental, bem como as mutagbes genéticas e
anomalias cromossémicas, podem perturbar os eventos bioquimicos, altamente
refinados, que ocorrem durante a espermatogénese. Estas perturbagdes podem
modificar a estrutura da cromatina, tornando a célula incompativel com a fertilidade,
desencadeando a apoptose ou necrose (DARZYNKIEWICZ et al, 1997).
As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) contribuem para as fun¢des espermaticas
fisiolégicas em niveis baixos e fungdes patoldégicas em niveis elevados (BECKMAN,
1997). Em niveis fisiologicos, EROs modula as atividades de genes e proteinas,
vitais para a gametogénese e fungdo espermatica. No entanto, niveis elevados de
EROs estao relacionados a estrutura anormal da cromatina, apoptose e necrose

celular (BIZE et al., 1991). Excesso de producdo de EROs por espermatozéides
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também esta relacionada com a retengcdo de citoplasma residual na peca
intermediaria (GOMEZ et al., 1996) e alteragcbes funcionais (AITKEN et al., 1995;
AGARWAL et al., 1996). Sémen criopreservado de mamiferos €& geralmente
reconhecido por ter uma fertilidade mais baixa, se comparado com o sémen fresco.
Perturbagcdes na membrana plasmatica, acrossomal e mitocondrial podem ocorrer
durante os processos de criopreservagao de sémen por influéncia da refrigeracao,
congelagdo, composicdo do diluente, estresse osmotico e descongelamento
(PARKS, 1992; WATSON, 2000). Os fatores que influenciam no estado funcional
das células recuperadas da criopreservagao sdo a estabilidade da membrana, o
dano oxidativo, a integridade do receptor de membrana e a estrutura nuclear
(WATSON, 2000). A maioria das membranas apresenta componentes lipidicos
heterogéneos e sofrem transigdes da fase de lamela para fase gel quando expostas
a variagao térmica (QUINN, 1985).

Nos homens férteis, a geragdo de EROs é devidamente controlado pelos
antioxidantes. Sob essas condigdes, EROs desempenham um papel fundamental na
manutencdo das funcdes cinética e de fecundacdo do espermatozéide. Um dos
EROs envolvidos nesta fungdo € o perdxido de hidrogénio - H,O, - associado ao
movimento de hiperatividade, necessario para o deslocamento dos espermatozoides
no trato genital feminino até as células do cumulus (BIZE et al, 1991). Os radicais
livres e H,O, estdo envolvidos na inducédo da morte de células germinativas por
apoptose e necrose (BARROSO, 2000). Modificagdes na estrutura da cromatina
podem surgir durante a espermiogénese se o DNA fragmentado, atividades de
ligacdo da nuclease endogena e DNA topoisomerase Il (topo Il) sdo anormais. Altos
niveis de ambas, topo Il e DNA fragmentado, estdo presentes nas espermatides
alongadas (ROCA, 1989; MC-PHERSON, 1993). Danos ao DNA em células da
linhagem seminal tém sido associados a uma variedade de achados clinicos
adversos, incluindo a fertilidade, um aumento da incidéncia de aborto e um risco
aumentado de doencga na prole (AITKEN, 2010). Espermatozéides com apoptose
programada podem ter atividade mitocondrial, motilidade e caracteristicas
morfolégicas normais, mas com o potencial fecundante baixo, o que pode ser
definido pelo grau de atividade endonuclear e consequente fragmentacdo do DNA
(BARROSO et al., 2000; HOST et al., 2000a,b). Sao recentes os ensaios utilizados
em laboratério de pesquisa para avaliacdo de cromatina destacando-se o Cometa,

Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA), Tunel, In Situ Nick Translation Assay
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(NT) e a coloragcdo com Acridine Orange. Evenson (2002) acredita que SCSA
prestara uma solida contribuicao para a analise do perfil espermatico, tanto para fins

de diagndstico, como de prognostico.

2.5.7 Sintese da avaliacdo de sémen

Diante do exposto, é possivel afirmar que a qualidade do espermatozdide é
multifatorial e de dificil definicdo entre os diferentes fatores que variam em grau de

importancia nas diferentes espécies (MORRELL, 2008).

A reproducao assistida aplicada na conservagao de espécies silvestres requer
investigacdo basica para cada espécie. O estudo de mecanismos reprodutivos
basicos €& fundamental para o conhecimento dos processos fisioldgicos que
eventualmente permitam a utilizacgdo de técnicas de reproducdo assistida
(HOWARD, 1993). Até a presente data, nenhum estudo referente a técnica de
colheita de sémen ou das caracteristicas seminais do Myrmecophaga tridactyla foi

encontrado na literatura, o que sugere ser este um experimento inédito.
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3 JUSTIFICATIVA

A descrigdo do perfil espermatico do tamandua-bandeira (Myrmecophaga
tridactyla Linnaeus, 1758) configura o primeiro requisito para o conhecimento das
caracteristicas seminais da espécie, visando, em meédio prazo, a aplicagdao de
técnicas de reproducio assistida como a criopreservagao e inseminacao artificial. Os
resultados deste estudo poderao ser uteis para experimentos futuros que tem como
objetivo a formagao de bancos de germoplasma, e constituir um importante recurso

tecnologico para a conservagao dessa especie.
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4 OBJETIVO

O objetivo deste estudo €& descrever as caracteristicas fisicas, quimicas,
morfolégicas e funcionais do sémen de exemplares mantidos em cativeiro do

tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla Linnaeus, 1758).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

A populagéo do estudo é constituida de treze exemplares machos, adultos da
espécie Myrmecophaga tridactyla, que foram submetidos a colheita de sémen pelo
método de eletroejaculagdo. Os individuos sdo mantidos em zoolégicos no Estado

de Sao Paulo, conforme mostra o quadro 1.

Zoolégico Municipio N° de animais
Parque Zoolégico Municipal Quinzinho de Barros Sorocaba 3
Parque Zooldgico Municipal de Bauru Bauru 2
Jardim Zoolégico Municipal de Guarulhos Guarulhos 1
Zooparque ltatiba Itatiba 4
Instituto Bosque Municipal Dr. Fabio de Sa Barreto | Ribeirdo Preto 2
Criadouro Conservacionista Alphavillage Itu 1
TOTAL 13

Quadro 1 — Zooldgicos e criadouro do Estado de Sao Paulo e respectivos
numeros de machos de tamandua-bandeira em 2009
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5.2 IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS

Os animais foram identificados segundo o método utilizado nas instituicoes
onde o trabalho foi realizado. Todas as instituicdes, com exceg¢ao do Criadouro
Conservacionista Alphavillage, que possui apenas um exemplar, utilizam o microchip
com coédigo exclusivo e inalteravel, implantado no tecido subcutaneo, na regido
dorsal, inter-escapular e a identificagdo se da com o uso de uma leitora que o
decodifica. O método permitiu uma identificagao inequivoca dos animais submetidos

a colheita de sémen. As amostras colhidas foram numeradas conforme consta no

quadro 2.
Data da Nome Micro Chip Tamandua| Origem Data de Idade | Amostras
Colheita nascimento Anos
16/03/09 - 963002000003608 | Mt So1 Sorocaba | Sem registro >2 1
16/03/09 - 238322 Mt Bu2 Bauru 28/01/96 13 -
17/03/09 Aderbal 95900000016083 | Mt Bu3 Bauru 28/01/96 13 2
17/03/09 | Pascoal Neto 000131E38F Mt So4 Sorocaba 05/04/02 7 3
17/03/09 Grandéao 0001 DA53 B1 Mt So5 Sorocaba | Sem registro | Adulto -
18/03/09 Tomé 00-0629-7A52 Mt GI6 | Guarulhos | 01/05/07 ? 2 -
14/07/09 - 963002000003608 | Mt So1 Sorocaba | Sem registro >2 4
14/07/09 Grandéo 0001 DA53 B1 Mt So5 Sorocaba | Sem registro | Adulto -
14/07/09 | Pascoal Neto| 000131E38F Mt So4 Sorocaba 05/04/02 7 5
14/07/09 - Criadouro Mt lu7 Itu Sem registro | Adulto -
Conservacionista
Alphavillage
15/07/09 Duduzdo [963002000002650 | Mt Ri8 Ribeirdo P| Sem registro | Adulto 6
15/07/09 Tata 963002000002162 | Mt Ri9 Ribeirdao P| Sem registro | Adulto 7
16/07/09 Tobias 963003000023231 | Mt 1t10 Itatiba Sem registro | Adulto 8
16/07/09 Tiaguinho [963003000024174 | Mt It11 Itatiba Sem registro | Adulto 9
16/07/09 Teodoro  |963000000062549 | Mt 1t12 Itatiba Sem registro | Adulto 10
16/07/09 Teobaldo |963000000062421 | Mt It13 Itatiba Sem registro | Adulto 11

Quadro 2 — Pesagem, hematécrito e temperatura no momento da colheita de sémen
dos tamanduas-bandeira dos zooldgicos do Estado de Sdo Paulo
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O quadro 3 mostra o histérico reprodutivo dos animais, colhido junto ao

zoologico. Dos treze animais que participaram do levantamento, cinco nao tinham

historico reprodutivo; um, nunca foi exposto a fémea; quatro, tiveram contato ou

copularam, mas sem sucesso; e trés, tiveram progénie.

Tamandua Micro Chip Origem Historico reprodutivo
Mt So1 963002000003608 Vida livre Nunca foi exposto a fémea.
Mt Bu2 238322 - Sem histérico.
Mt Bu3 95900000016083 - Cruzou em 2002 e nasceu um filhote.
Mt So4 000131E38F Nasceu em Convive com fémeas, mas nao produz.
Sorocaba
Mt So5 0001 DA53 B1 Vida livre Convive com fémeas. Produziu o SB 606.
Mt GI6 00-0629-7A52 - Sem histérico.
Mt lu7 Criadouro Conser. Nasceu em Copulou sem sucesso.
Alphavillage Sorocaba
Mt Ri8 963002000002650 Vida livre Reproduziu por duas vezes, em 2006.
Mt Ri9 963002000002162 - Copulou sem sucesso.
Mt It10 963003000023231 Vida livre Copulou sem sucesso.
Mt It11 963003000024174 - Sem historico.
Mt 1t12 963000000062549 - Sem historico.
Mt 1t13 963000000062421 Vida livre Sem historico.

Quadro 3 — Histdrico reprodutivo dos animais submetidos a colheita de sémen dos

tamanduas-bandeira dos zooldgicos do Estado de S&do Paulo
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5.3 CONTENGAO E ANESTESIA

No presente levantamento, todos os animais submetidos a colheita de sémen

realizaram jejum prévio minimo de 12 horas. Antes da anestesia, foi realizada
contencgao fisica, ainda no recinto. A contencdo dos animais foi realizada de acordo
com os procedimentos rotineiros de cada instituicdo, geralmente utilizando puca e
escudo protetor. Na maioria dos animais, foi administrada a associacédo de cloridrato
de cetamina e midazolam (Ketalar®, Pfizer, Brasil e Dormonid injetavel®, Roche,
Brasil, respectivamente) por via IM (Tabela 1), com base no peso estimado do animal.
Nos primeiros procedimentos anestésicos, no zoolégico de Sorocaba, essa
associacao foi utilizada como pré-anestésico e a manutengao foi com 6xido nitroso.
O protocolo anestésico foi também modificado no zoolégico de Guarulhos, onde o
midazolam foi substituido por Diazepam. A complementagdo da dose deu-se logo
apos a pesagem, com finalidade de atingir um plano anestésico mais profundo,
monitorado através dos sinais vitais e reflexos. Os animais foram conduzidos com
auxilio de padiola e/ou veiculo, do recinto onde se encontravam, até a sala de
intervengdes. Ali, eram pesados e colocados em macas de inox. Apos o término do
procedimento, o animal voltava ao recinto de origem e era acompanhado até o
completo retorno da anestesia. A contengdo quimica para realizacdo do procedimento
de colheita de sémen, pelo método de eletroejaculagdo, vem sendo utilizada em
espécies domésticas e silvestres (MIES FILHO, 1974; PLATZ et al., 1978; HOWARD,
1993).

Antes de se iniciar os procedimentos de colheita de sémen, foi medida a
temperatura retal e colhido sangue com anticoagulante, para realizagdao de
hematdcrito, cujo objetivo foi avaliar minimamente o estado de saude dos animais
submetidos a avaliagdo do quadro espermatico. O hematdcrito ou volume globular
(VG) representa um importante exame da série vermelha, de facil execugéo,
reprodutibilidade e sensibilidade (SILVEIRA, 1988; STROBER, 1993). As
enfermidades sdo responsaveis, em maior ou menor grau, pela transformacao do
quadro espermatico (DERIVAUX, 1980).



Tabela 1 — Protocolo anestésico utilizado na colheita de sémen dos tamanduas-
bandeira dos zooldgicos do Estado de Sdo Paulo - 2009
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ANESTESIA
Tamandua Peso Ketamina  Midazolam Observagéao
Kg Mg/Kg Mg/Kg

Mt So1 36,6 5,0 0,5 Manutengao com 6xido nitroso
Mt Bu2 30,0 5,0 0,5

Mt Bu3 33,1 5,0 0,5

3,0 0,15 1° Complemento
0,45 2° Complemento
Mt So4 38,0 5,0 0,5 Manutencao com 6xido nitroso
Mt So5 54,2 5,0 0,5 Manutencado com 6xido nitroso
Mt GI6 29,8 5,0 2,0* * Diazepam — dose total
3,37 0,16* Complemento

Mt So1 40,6 7,0 0,6

Mt So5 54,2 7,0 0,6

Mt So4 39,4 7,0 0,6

Mt lu7 52,0 7,0 0,6

Mt Ri8 46,0 7,0 0,6

Mt Ri9 45,0 7,0 0,6

Mt It10 30,5 7,0 0,6

Mt 1t11 37,0 7,0 0,6

Mt It12 34,5 7,0 0,6

Mt 1t13 40,0 7,0 0,6

5.4 COLHEITA DE SEMEN

O método para a colheita de sémen foi a eletroejaculacédo, utilizado em varias

espécies silvestres e domésticas (MIES FILHO, 1974; PLATZ et al.,

1978;

HOWARD, 1993). O aparelho para eletroejaculagdo (Duboi® - Brasil) utilizado na

colheita de sémen ¢é alimentado com bateria de 12 Volts na frequiéncia de 60 Hz e

corrente maxima de 500 mA, equipado com um miliamperimetro. O eletrodo,

instalado na sonda, tem saida maxima de 11 Volts, que circula através dos tecidos
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adjacentes ao reto e sobre as glandulas anexas, caracterizando uma acgao local,
controlada por potencidmetro. A sonda construida para este trabalho apresenta 20
cm de comprimento total, com 11 cm para cada eletrodo (positivo e negativo). O
diametro é de 1,3 cm. Essa medida é suficiente para abranger a regido das
glandulas anexas do tamandua-bandeira. A distancia entre a glandula bulbouretral e
a prostata €, aproximadamente, de 11 cm no animal adulto, com cinco anos de idade
(BARTMANN, 1991). Para a realizacdo desse procedimento, o animal foi colocado
sobre uma mesa de exame clinico, na posicdo de decubito lateral. A regido genital
foi tricotomizada com tesoura, para facilitar o acesso. Em seguida, foi feita a limpeza
da regido genital com soro fisiologico estéril. A sonda foi lubrificada com
carboximetil celulose, para facilitar a introdu¢do no reto e melhorar a condutibilidade.
Os eletrodos foram posicionados voltados para a regido ventral, buscando um
melhor contato com as glandulas anexas, e os estimulos elétricos foram iniciados
com baixa amperagem/voltagem, monitorando-se os sinais externos de contragcao
muscular (MIES FILHO, 1987b).

O procedimento foi iniciado com uma sequéncia de cinco estimulos com
intensidade de 25 mA, elevando para 50, 100, 150, 200, 250 chegando a 300 mA.
Procurou-se manter o mesmo numero de estimulos para cada intensidade com
duragcédo de 2 a 3 segundos e periodos de descanso semelhantes (MIES FILHO,
1987b). A intensidade dos estimulos era mantida assim que fosse observada
secregao de cor branca. O procedimento era interrompido quando a fracdo branca
parava de fluir. Aos animais que chegavam ao final da sequéncia sem haver
ejaculado, foi dado um descanso de cinco minutos para, em seguida, retomar a
eletroejaculagcdo com 50 mA. A colheita do ejaculado foi realizada diretamente em
tubo de polipropileno (Falcon®) e, em seguida, a manipulagéo foi efetuada com o

auxilio de pipeta automatica de volume variavel.
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5.5 AVALIACAO DO SEMEN

5.5.1 Testes convencionais

A avaliacdo dos aspectos fisicos, quimicos e morfolégicos dos ejaculados
colhidos, seguiram basicamente os critérios usados em testes convencionais para
outras espécies, com a avaliagdo de volume, motilidade, vigor, concentracéo,
morfologia e pH.

O volume do ejaculado foi medido com o auxilio de pipeta automatica de
volume variavel.

As avaliagdes da motilidade e vigor foram realizadas de forma subjetiva, com
o auxilio de microscépio de luz (Carl Zeiss® — mod. Axiostar - Alemanha), com
aumento de 100 vezes, utilizando técnica de preparagcdo umida, com lamina e
laminula pré-aquecidas em platina aquecedora (Duboi® - Brasil). Na avaliacdo da
motilidade, foi considerado como 0% amostras sem movimentagdo espermatica e
100% todas as células com movimentagéo. O vigor, representando a qualidade do
movimento celular, foi classificado de zero a cinco, onde zero a célula esta parada e
cinco, expressando sua intensidade maxima. O critério adotado para estimar o vigor
foi o mesmo utilizado para a espécie bovina. Nas amostras de sémen mais
concentradas, foi utilizada solugdo de citrato de sédio (Merck®) 2,94% (CBRA, 1998)
com finalidade de clareamento para uma melhor visualizacdo do campo
microscopico.

Uma amostra com 5 pL de sémen foi diluida em 245 yL de formol salina
tamponada, contida em microtubo tipo eppendorf®, formando, portanto, uma diluicéo
de 1:50. A averiguagao da concentragcao espermatica no ejaculado foi realizada em
camara hematimétrica de Neubauer “improved”, em microscopio de luz, com
aumento de 100 vezes, conforme realizado em outras espécies.

As amostras destinadas a analise morfolégica foram fixadas em solugao de
formol salina tamponada com pH 7,2 (solugdo de Hancock), utilizada
frequentemente para citologia espermatica. A contagem diferencial das
anormalidades espermaticas foi em microscopio com interferéncia diferencial de fase

(Olympus modelo BX 50), do Laboratério de Andrologia, do Departamento de
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Reprodugdo Animal, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo. A contagem e a classificagcdo das alteracdes
morfologicas foram realizadas de acordo com o critério de separagado dos defeitos
em maiores e menores, proposto por Howard (1993) para carnivoros silvestres.

O pH do ejaculado foi verificado com tiras indicadoras da Merck® (MIES
FILHO, 1987b).

5.5.2 Testes funcionais

A avaliagdo funcional do sémen foi efetuada pelo uso dos testes de
integridade da membrana acrossomal e membrana plasmatica, avaliacdo da
atividade mitocondrial e analise de estrutura da cromatina espermatica, descritos a

seqguir.

5.5.2.1 Preparo do sémen para coloragao

Foi realizada a lavagem de uma amostra do ejaculado, com a finalidade de
remocgao do plasma seminal viscoso e de uma substancia arranjada em granulos e
nao identificada com formato préximo do arredondado. O volume retirado do
ejaculado foi em torno de 40 uL de sémen em 1000 pL de solugéo fisiologica estéril.

A centrifugacao realizada por cinco minutos a 800 g (Centrifuga de Bancada
Excelsa® - Modelo 206 BL - Fanem) foi suficiente para a formagao do pellet

composto de células no fundo do tubo de centrifuga. O sobrenadante foi removido
com o auxilio de pipeta automatica e o sedimento ressuspenso com 40 uL de

solucao fisioldgica.
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5.5.2.2 Avaliagao da integridade acrossomal

A integridade da membrana acrossomal foi avaliada com a técnica da
Coloracao Simples de Pope (POPE et al., 1991).

No preparo da lamina para o exame do sémen, misturou-se 5 pyL do corante
com um volume igual do sémen lavado, sobre uma lédmina desengordurada,
permanecendo por 70 segundos sobre a platina aquecedora a 37° C. Em seguida,

foi feito um esfregaco e secado a temperatura ambiente.

Na interpretagdo do resultado, as células que apresentaram a regido
acrossomal com coloragdo lilas, levemente mais escura que a regido pos-
acrossomal foram consideradas estruturas integras. O inverso, portanto, acrossoma
nao-integro, apresentava a regido acrossomal com coloragao rosa, levemente mais

clara que a regiao pés-acrossoma.

5.5.2.3 Avaliagao da integridade da membrana plasmatica

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi realizada a
coloracédo com Eosina-Nigrisina (E/N), conforme descrito por Barth e Oko em 1989.
Na interpretacdo dos resultados, as células que apresentarem membranas né&o-
integras, tornar-se-&o rosa, demonstrando a permissividade a passagem da eosina
para o seu interior. Os espermatozodides que apresentarem membranas integras nao
serdo corados e apresentar-se-ao claros, contrastando com o fundo escurecido pela

nigrosina.
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5.5.2.4 Avaliagao da atividade mitocondrial

O potencial de mitocdndria da célula espermatica foi avaliado através da
técnica citoquimica desenvolvida por Hrudka (1987), baseada na oxidagao da 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) pela enzima citocromo C oxidase. O teste baseia-se em
uma reacdo em cadeia, na qual o DAB ¢é polimerizado e depositado nos sitios da
reacdo. Ao microscopio de luz, a célula espermatica apresenta peca intermediaria
com coloragdo marrom, indicando atividade mitocondrial, que pode ser classificada

em cinco classes, a saber:
e C(Classe I: Alta atividade mitocondrial.

Peca intermediaria totalmente corada;

e Classe Il: Predominio da atividade mitocondrial.
Peca intermediaria com mais segmentos corados (ativos) e menos

nao-corados (inativos);

e Classe lll: Mediana atividade mitocondrial.
Peca intermediaria com menos segmentos corados (ativos) e mais

nao-corados (inativos);

e Classe IV:Pouca atividade mitocondrial.
Peca intermediaria com poucos segmentos corados (ativos) e mais

nao-corados (inativos);

e C(Classe V: Sem atividade mitocondrial.

Peca intermediaria totalmente descorada (inativos).
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5.5.2.5 Analise de Estrutura da Cromatina Espermatica

A avaliagdo da integridade do DNA espermatico foi realizada pela técnica de
Analise de Estrutura da Cromatina Espermatica (Sperm Chromatin Structure Assay -
SCSA) descrita por Boe-Hansen (2005). Este ensaio € baseado nas propriedades
metacromatica do corante laranja de acridina (LA) para distinguir o DNA integro do
fragmentado. A amostra de sémen foi diluida em 500 yL de PBS e lavado duas
vezes por centrifugagcdo a 200 g por 5 minutos para remogado do plasma seminal.
Apds essa lavagem, amostra de sémen diluida em 900 pL de PBS com a
concentragdo ajustada para 550 células/puL. Para a avaliacdo da fragmentagcédo de
DNA espermatico, a amostra foi diluida em 100 pL do tampao TNE (0,01 M Tris-Cl,
0,15 M NaCl, 1 mM EDTA dissddico, pH 7,4) e 0,40 mL de solugéo detergente acido
(HCI 0,08 M, 0,15 M NaCl, 0,1% de Triton X-100, pH 1,2). Ap6és 30 segundos
adicionou-se 1,2 mL de solugdo contendo 6 ug/ml de LA (0,037 M de acido citrico
0,126 M Na2HPO4, 1,1 mM EDTA dissddico, 0,15 M NaCl, pH 6.0) e avaliado por
citometria de fluxo (Guava EasyCyte®, Guava Technologies, Hayward, CA, E.U.A),

com exitacdo de 488 nm e 15 mW.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANIMAIS

Os animais submetidos a colheita de sémen foram identificados com o auxilio
da leitora de microchip (Figura 1). A seguir, foram pesados, aferida a temperatura
corporal, colhido o sangue para hematdcrito e classificados quanto a idade (Quadro
4). O peso variou entre 29,8 a 54,2 Kg, apresentando uma média de 40 + 7,93 Kg
com intervalo de confianga  (ICgs%) 35,77 - 44,35 Kg.

A temperatura média encontrada nos animais de cativeiro foi de 34 + 0,93°C,
havendo uma baixa dispersdo deste dado demonstrado pelo coeficiente de variagao
de 2,73%, um ICgs9 variando de 33,70 - 34,70° C.

O hematdcrito médio encontrado foi de 40,14%, com |Cgs¢, variando de 37,71
-42,57 + 4,50%.

O periodo de indugao anestésica durou em torno de 7 minutos e o periodo de

sedacéo, que possibilitou o procedimento, durou entre 30 e 45 minutos.

Figura 1 — Identificagdo do animal com leitora

de microchip



Data da Amostra Tamandua Idade Peso Temp. Hematécrito
colheita | Colhida anos Kg °C %
16/03/09 1 Mt So1 >2 36,6 32,5 39,0
16/03/09 - Mt Bu2 Adulto 30,0 34,7 30,0
17/03/09 2 Mt Bu3 Adulto 33,1 34,7 -
17/03/09 3 Mt So4 Adulto 38,0 34,2 -
17/03/09 - Mt So5 Adulto 54,2 34,2 -
18/03/09 - Mt GI6 >2 29,8 34,0 42,0
14/07/09 4 Mt So1 >2 40,6 32,5 38,9
14/07/09 - Mt So5 Adulto 54,2 <320 46,0
14/07/09 5 Mt So4 Adulto 39,4 <320 42,3
14/07/09 - Mt lu7 Adulto 52,0 <320 41,5
15/07/09 6 Mt Ri8 Adulto 46,0 34,5 42,0
15/07/09 7 Mt Ri9 Adulto 45,0 33,2 43,0
16/07/09 8 Mt It10 Adulto 30,5 35,0 41,0
16/07/09 9 Mt It11 Adulto 37,0 34,2 -
16/07/09 10 Mt It12 Adulto 34,5 35,2 32,0
16/07/09 11 Mt 1t13 Adulto 40,0 35,7 44,0
Minimo 29,8 <32,0 30,0
Maximo 54,2 35,7 46,0
Média 40,06 34,2 40,14
Desvio padrao +7,93 +0,93 + 4,50
Coeficiente de variagédo 19,79 2,73 11,22
Intervalo de confianga (95%) 35,77 - 33,70 - 37,71 -
44,35 34,70 42,57

Quadro 4 - Peso, valores de hematdcrito e temperatura retal dos tamanduas-

bandeira dos zooldgicos do Estado de Sao Paulo - 2009

6.2 COLHEITA DO SEMEN

6.2.1 Eletroejaculagéo

As ejaculagdes foram obtidas com estimulos elétricos entre 200 e 300 mA
(Figuras 2 e 3) e apresentaram duas fragbes. A duracdo da colheita do sémen

variou em torno de 15 minutos.
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A primeira fragdo do ejaculado mostrou uma secregao translucida, com
aspecto viscoso, provavelmente com origem nas glandulas anexas e sem a
presenca de ceélulas espermaticas. A segunda, uma secregdo cremosa, de cor
variando entre o branco e o marrom claro, rica em células espermaticas, constitui o
ejaculado (Figuras 3 e 4). Todos os ejaculados, incluindo duas colheitas onde se
obteve somente a primeira fragdo, continham uma substancia nao identificada, em
grande quantidade, com aspecto granuloso e formato semicircular (Figura 5). Apos
centrifugagdo com soro fisioldgico ocorreu a separagcdo desta substancia
permanecendo na parte superior do tubo (Figura 6).

Do total de treze animais, somente nove ejacularam, havendo a repeticao da
colheita de dois, no zooldgico de Sorocaba, identificados como Mt So1 e Mt So4,
obtendo-se, portanto, onze amostras de sémen no total (Quadro 5). Admitindo que
todos os animais submetidos a colheita de sémen sejam livres de afecgdes
reprodutivas que impegam a ejaculagédo, podemos aceitar que o método de colheita
de sémen foi eficiente para 69% dos individuos expostos ao procedimento.

O tamandua-bandeira de Guarulhos, Mt GI6, produziu somente liquido
seminal, podendo ser este, um caso de imaturidade sexual, por se tratar de um
individuo com pouco mais de dois anos e com peso de 29,8 Kg, o menor encontrado
nos animais examinados em cativeiro, considerando que para esta espécie, a
maturidade sexual ocorre entre 2,5 a quatro anos (NOWAK, 1999).

Os animais identificados como Mt GI6, Mt Bu2, Mt Iu7 e Mt So5, néo
ejacularam (Quadro 5) e foram os que apresentaram as maiores variagbes de peso
e nos exames de hematocrito. Seus pesos foram 29,8 - 30,0- 52,0 e 54,2 Kg
respectivamente. Esses valores de pesos sao os limites minimo e maximo
encontrados neste trabalho. O peso médio dos tamanduas-bandeira nos zooldgicos
do Estado de Sao Paulo foi de 40 Kg (ICgs9 = 35,77 - 44,35), em concordancia com o
peso maximo de 45 Kg na fase adulta, em animal de vida livre, citado por Silveira
(1969). Os animais pesando 29,8 - 30,0 ficaram abaixo da média encontrada em até
10,2 Kg (Quadro 4). A condigao corporal pode ser justificada pela alimentacéo e
manejo em cativeiro.

Os animais identificados como Mt Bu2 e Mt So5, também apresentaram hematdcrito
de 30,0 e 46,0% respectivamente, enquanto a média foi de 40,14 (ICgs¢, = 37,71 -
42,57 - Quadro 4). Os resultados sugerem que estes individuos nao estejam em

perfeita higidez. Um levantamento retrospectivo de 1964 a 2003, realizado por
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Miranda (2004a), no zooldgico da cidade de Sao Paulo, mostrou que 23% de 74
tamanduas-bandeira morreram por caquexia e 77% por doengas. Esta situagao vem
se transformando favoravelmente, tendo em vista a melhoria do manejo nutricional,
que favoreceu a condi¢cao de saude e reproducao da espécie. No quadro 3 foram
apontados os machos em cativeiros do Estado de Sdo Paulo, que produziram prole,

demonstrando boa adaptacgao ao cativeiro, o que ndo ocorria outrora.

Datada| Tamandua Nome Origem Microchip Amostra
colheita
16/03/09| Mt Sof1 - Sorocaba [963002000003608 1
16/03/09 Mt Bu2 - Bauru 238322 Sem produgao
17/03/09| Mt Bu3 Aderbal Bauru 95900000016083 2
17/03/09 Mt So4 Pascoal Neto Sorocaba 000131E38F 3
17/03/09 Mt So5 Grandao Sorocaba 0001 DAS53 B1 Liquido seminal
18/03/09 Mt GI6 Tomé Guarulhos 00-0629-7252 Liquido seminal
14/07/09| Mt Sof1 - Sorocaba [963002000003608 4
14/07/09 Mt So5 Grandao Sorocaba 0001DA53B1 Liquido seminal
14/07/09 Mt So4 Pascoal Neto Sorocaba 000131E38F 5
14/07/09 Mt lu7 - Itu Criadouro Sem produgao
Alphavillage
15/07/09 Mt Ri8 Duduzéo Ribeirdo Preto|963002000002650 6
15/07/09 Mt Ri9 Tata Ribeirdo Preto|963002000002162 7
16/07/09 Mt It10 Tobias Itatiba 963003000023231 8
16/07/09 Mt It11 Tiaguinho Itatiba 963003000024174 9
16/07/09 Mt [t12 Teodoro Itatiba 963000000062549 10
16/07/09 Mt 1t13 Teobaldo Itatiba 963000000062421 11

Quadro 5 - Relagéao dos animais submetidos a colheita de sémen com a
respectiva produgao - zooldgicos do Estado de Sao Paulo - 2009
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Figura 2 — Colheita do sémen de tamandua-

- h Figura 3 — Colheita do sémen de tamandua-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla)

bandeira (Myrmecophaga tridactyla)

Figura 4 — Sémen de tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla)
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Figura 5 — Aspecto geral do sémen de Figura 6 — Sémen de tamandua-bandeira
tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla)
(Myrmecophaga centrifugado com soro fisiologico
tridactyla). Aumento de 100x para lavagem

6.3 TESTES CONVENCIONAIS

6.3.1 Avaliacéo fisica e quimica do sémen

Alguns dados da avaliagdo fisica dos ejaculados de tamandua-bandeira
apresentaram dispersdo, demonstrado pelo coeficiente de variagéo (Tabela 2). A
maior dispersao encontrada foi da concentracao, que apresentou média de 129,41 +
114,27 x 10%mm® com ICesy, de 67,54 — 191,30 acompanhada do volume e
motilidade, que apresentaram médias de 1.3 + 0,86 mL e 33,18 + 20,14% e 1Cgs¢, de
0,81 — 1,74 mL e ICgs¢, 22,27 - 44,09%, respectivamente. Esta dispersao dos dados
provavelmente esta relacionada a variabilidade da condigdo reprodutiva entre os
animais, justificada pelas condi¢des anteriormente discutidas e, possivelmente, pelo
método de colheita, que exige a anestesia do animal, ou pelo baixo numero
amostral. A menor variagao de dados foi do vigor que apresentou média de 2,27 +
0,65 com um ICgse, de 1,92 - 2,62%.

O pH médio foi de 7,44 £ 0,6 com ICgys¢, de 7,12 - 7,76% e um coeficiente de

variagdo comparativamente baixo com 8,04% (Tabela 2).
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As amostras 3, 5 (Sorocaba), 6 (Ribeirdo Preto) e 9 (ltatiba), apresentaram
os piores desempenhos em motilidade com 15, 10, 15 e 10, respectivamente. A
avaliagdo de vigor ndo passou da nota 2 para as amostras 1, 3 e 4 (Sorocaba), e as
6 e 9 de Ribeirdo Preto e Itatiba, respectivamente. As demais amostras atingiram a
nota 3, chegando a nota 4 somente a amostra 11 de Itatiba. O vigor médio foi de
2,27 (ICgs% 1,92 - 2,62), variando de 1 a 4. Este parametro apresentou um
coeficiente de variagdo com 28,71%. O vigor espermatico do tamandua-bandeira
pode ser julgado como baixo, se comparado a outras espécies. Isto poderia ser
justificado pela alta viscosidade que tem o sémen, impedindo o deslocamento com
velocidade da célula espermatica através do fluido seminal.

A concentracdo espermatica média encontrada foi de 129,41 x 10%mm?
(ICgs% 67,54 — 191,30), com resultados minimo e maximo variando entre 0,50 e
302,50 x 10%/mm?®, apresentando uma dispersdo grande, com um coeficiente de
variacdo de 88,30%. Alguns fatores, intrinsecos ao animal, podem estar
relacionados a variagdo da concentragao, entre os quais, a idade e condigao
nutricional (MIES FILHO, 1987a). Entre os fatores extrinsecos, podemos citar a

ejaculagao incompleta e a mistura das duas fragdes seminais.
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Tabela 2 — Avaliagao fisica e quimica do sémen colhido dos tamanduas-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos zooldgicos do Estado de
Sao Paulo - 2009

Data da Amostra Volume Motilidade Vigor Concentragao Ph
colheita mL % (0-5) x 10°/mm?
16/03/09 1 1,656 40 1-2 259,312 -
17/03/09 2 1,20 25 2-3 68,062 7,0
17/03/09 3 0,446 15 1-2 281,250 -
14/07/09 4 0,07 20 2 0,50 7,0
14/07/09 5 1,011 10 1-2 25,625 7,5
15/07/09 6 2,30 15 2 2,250 8,0
15/07/09 7 2,45 60 2-3 117,812 8,0
16/07/09 8 1,09 60 3 135,00 6,5
16/07/09 9 2,60 10 2 1,875 7,0
16/07/09 10 0,04 50 3 302,50 8,5
16/07/09 11 1,20 60 3-4 229,375 7,5
Minimo 0,04 10 1-2 0,50 7,0
Maximo 2,60 60 3-4 302,50 8,5
Média 1,30 33,18 2,27 129,414 7,44
Desvio padréo + 0,86 + 20,14 + 0,65 * 114,270 + 0,60
Coeficiente de variagéo 67,17 60,71 28,71 88,30 8,04
Intervalo de confianga 0,81 - 22,27 - 1,92 - 67,535 - 712 -
(95%) 1,74 44,09 2,62 191,294 7,76

6.3.2 Avaliacdo morfoldgica

A tabela 3 é uma sintese da morfologia espermatica apresentada na tabela 4,
onde constam os percentuais das anormalidades encontradas nas onze amostras

colhidas.

O total de anormalidades espermaticas encontrado no Tamandua-bandeira
em cativeiro foi de 64,53 + 19,97% na média, com um ICgs¢, de 53,73 - 75,33%. Os
defeitos maiores apresentaram maior incidéncia que os menores, com 53,77 *
18,4% e 10,75 * 6,23%, respectivamente (Tabela 3).
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A diversidade de anormalidades morfolégicas encontradas e classificadas
como defeitos maiores, foi em numero de vinte e as classificadas como defeitos
menores, foram em numero de nove. Os trés defeitos maiores mais encontrado nas
amostras examinadas foram a cauda fortemente dobrada, defeito peca intermediaria
e cauda dobrada com gota em 10, 10 e 9 amostras, respectivamente. A
anormalidade que mais incidiu em um mesmo animal foi a cauda dobrada com gota
com 29,5% (Tabela 5).

Os defeitos maiores, de percentual mais elevado, que ocorreram entre as
onze amostras examinadas, forate m os de cauda fortemente enrolada (50,4%),
cauda fortemente dobrada (51,3%), defeito de peca intermediaria (58,4%) e cauda
dobrada com gota (86,6%), com o percentual médio por amostra de 7,2%, 5,1%,
5,8% e 9,6% respectivamente. Estas anormalidades espermaticas podem ser um
indicativo de disfungdo no transito epididimario e na espermatogénese (MIES
FILHO, 1987b; BARTH, 1989). Entretanto, a comparagdo com os animais de vida
livre € importante para se verificar se estas caracteristicas morfologicas estédo
presentes naquela categoria.

A maior contagem de células anormais foi a de um animal do Zooldgico de
Sorocaba, identificado como Mt So1, com 97,5% e 95,3% nas amostras 1 e 4,
colhidas nos dias 16/03/09 e 14/07/09 (Tabela 4). Estas amostras apresentaram
motilidade e vigor na primeira e segunda colheita de 40% 1-2 e 20% 2,
respectivamente. A concentragdo de células espermaticas no ejaculado foi de
259.312,5 x 10°/mm? na primeira e 500 x 10°/mm?® na segunda colheita. No histérico
apresentado pelo zooldgico, o individuo Mt So1, ainda sem nome, chegou debilitado
e estava se recuperando, o que pode ser confirmado pelas pesagens que foram de
36,6 Kg no dia 16/03/09 e 40,6 Kg no dia 14/07/09, mostrando um ganho de peso

de 10,9% em quase quatro meses (Quadro 4).
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Tabela 3 - Avaliagdo morfolégica resumida do sémen colhido dos
tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos zoolégicos do
Estado de Sao Paulo - 2009
MORFOLOGIA

Tamandua Amostra Defeito Maior Defeito Menor Total
% % %

Mt So1 1 91 6,5 97,5
Mt Bu3 2 78 12 90
Mt So4 3 44 4 48

Mt So1 4 72,5 22,8 95,3
Mt So4 5 52 6 58
Mt Ri8 6 44 4 48
Mt Ri9 7 59 10 69
Mt It10 8 29 8 37
Mt 1t11 9 40 8 48
Mt It12 10 36 21 57
Mt It13 11 46 16 62

Média 53,77 10,75 64,53

Desvio padrao + 18,4 + 6,23 + 19,97
Coeficiente de variagéao 33,22 57,92 30,94

Intervalo de confianga 43,82 - 63,72 7,38-1412 53,73 - 75,33




6.3.2.1 Avaliagao morfolégica detalhada

Tabela 4 - Avaliagdo morfolégica detalhada do sémen colhido dos tamanduas-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) dos zoolégicos do Estado de S&o Paulo — 2009

Amostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DEF. MAIORES
Acrossoma 3 3 7 3 8 3 1 2
Contorno anormal 4,5 1 2 2,8 3 2 1 5 2
Defeito pega intermediaria 10 11 10 1,4 10 4 1 8 1
Cauda fortemente enrolada 7 22 2 14 4 2 2
Cauda fortemente dobrada 13 3 8 4,3 5 4 2 8 1
Piriforme 1,5 8,5 2 12 2 2 1 4
Estreito na base 4 1 1,4 3 2 4 13
Largo na base 1 2 9 5
Pouch formation 2,5 1 1 1
Cauda enrolada na cabeca 6 3 7.1 5 2 10 1 1
Cauda dobrada com gota 29,5 3 8§ 171 8 5 3 1
Cabeca isolada anormal 2 11 171 2 2 2 10
Cabeca pequena anormal 1,5 3 1 4 4 5 2
Cabeca grande anormal 1 7 1 1
Gota citoplasmatica proximal 2 3 3 1,4 3 9 10
Subdesenvolvido 2 4 4 4
Teratolégico 2,5 3 3
Acrossoma destacado 2 1
Crista nuclear
Knobbed sperm
Subdesenvolvido 1 5 4
Fraturada de cauda
Auséncia de cauda 1 1 2

Total de Defeitos Maiores % 91 78 44 72,5 52 44 59 29 40 36

DEFEITOS MENORES

Cauda dobrada 1 4 1 6 6
Cabeca isolada normal 45 M 20 3 1 4 2
Cabeca grande normal 0,5 1 1

Cabeca delgada normal 1

Cabeca pequena normal

Abaxial 0,5 1 1 1 9
Retroaxial 1 1.4 2
Paraxial 1 1,4

Cauda enrolada terminal 1 1

Gota citoplasmatica distal 1 2 S 2 4

(o0]
o

Total de Defeitos Menores % 6,5 12 4 228 6 4 10 21

Total de Defeitos % 975 90 48 953 58 48 69 37 48 57




Tabela 5 — Ocorréncia nas amostras e média das anormalidades espermaticas de
tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos zooldgicos do Estado de

Sao Paulo - 2009
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DEFEITOS MAIORES TOTAL Numero de amostra: Média Limite Limite
% onde ocorreu superior inferior
Acrossoma 32,0 9 3,56 8 1
Contorno anormal 23,3 9 2,59 45 1
Defeito peca intermediaria 58,4 10 5,84 11 1
Cauda fortemente enrolada 50,4 7 7,20 22 2
Cauda fortemente dobrada 51,3 10 5,13 13 1
Piriforme 33,0 8 413 12 1
Estreito na base 31,4 8 3,93 13 1
Largo na base 17,0 4 4,25 9 1
Pouch formation 5,5 4 1,38 2,5 1
Cauda enrolada na cabeca 35,1 8 4,39 10 1
Cauda dobrada com gota 86,6 9 9,62 29,5 1
Cabeca isolada anormal 48,1 8 6,01 171 2
Cabeca pequena anormal 23,5 8 2,94 5 1
Cabeca grande anormal 10,0 4 2,50 7 1
Gota citoplasmatica proximal 354 8 443 10 1,4
Subdesenvolvido 14,0 4 3,50 4 2
Teratoldégico 13,5 4 3,38 5 2,5
Acrossoma destacado 3,0 2 1,50 2 1
Crista nuclear 0 - - - -
Knobbed sperm 0 - - - -
Subdesenvolvido 16,0 4 4,00 6 1
Fraturada de cauda 0 - - - -
Auséncia de cauda 4 3 1,33 2 1
Total de Defeitos Maiores % 591,5 53,77 91 29
DEFEITOS MENORES
Cauda dobrada 19 6 3,17 6 1
Cabeca isolada normal 46,5 8 5,81 20 1
Cabeca grande normal 2,5 3 0,83 1 0,5
Cabeca delgada normal 1 1 1,00 1 1
Cabeca pequena normal 0 - - - -
Abaxial 12,5 5 2,50 0,5
Retroaxial 4.4 3 1,47 2 1
Paraxial 2,4 2 1,20 1,4 1
Cauda enrolada terminal 2 2 1,00 1 1
Gota citoplasmatica distal 28 6 4,67 14 1
Total de Defeitos Menores % 118,3 10,75
Total de Defeitos % 709,8 64,53
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6.4 TESTES FUNCIONAIS

6.4.1 Avaliacdo da integridade do acrossoma

A avaliagdo da integridade de acrossoma apresentou média para acrossoma
intacto (Figura 7) de 83,7 £ 9,3% (ICos9 78,67 - 88,73) e para acrossoma danificado
(Figura 8) de 16,3 £ 9,3% (ICos¢, 11,27 - 21,33). Avaliando isoladamente os
resultados veremos que apenas a amostra 9 do animal Mt It11 apresentou uma
condigdo inferior, com 43% de acrossoma danificado, longe da segunda pior
amostra com 19% (Tabela 6). A amostra 9 também apresentou a motilidade de 10%
com vigor 2, sugestivo de baixa qualidade de sémen para este individuo. Nao foi

encontrada justificativa para este achado.
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Tabela 6 - Avaliagdo da integridade do acrossoma com colorag&o simples de
Pope (POPE et al., 1991) do sémen colhido dos tamanduas-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) dos zoolégicos do Estado de Sao Paulo -

2009
Data da Amostra Tamandua Acrossoma Acrossoma
colheita Intacto danificado

16/03/09 1 Mt So1 85,5 14,5
17/03/09 2 Mt Bu3 85 15

17/03/09 3 Mt So4 83,5 16,5
14/07/09 4 Mt So1 83 17
14/07/09 5 Mt So4 82 18
15/07/09 6 Mt Ri8 81 19
15/07/09 7 Mt Ri9 85 15
16/07/09 8 Mt 1t10 97 3
16/07/09 9 Mt 1t11 57 43
16/07/09 10 Mt 1t12 95 5
16/07/09 11 Mt 1t13 87 13
Minimo 57 3
Maximo 97 43

Média 83,7 16,3

Desvio padrao +93 +93

Coeficiente de variagéo 11,1 57,4

Intervalo de confianga (95%) 78,67 - 88,73 11,27 - 21,33

Figura 7 -  Espermatozéide com acrossoma Figura 8 - Espermatozdide com acrossoma
integro. Coloragéo simples de nao-integro. Coloragdo simples de
Pope. Aumento 3000x Pope. Aumento 3000x
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6.4.2 Avaliacdo de membrana plasmatica

A avaliagdo de membrana plasmatica intacta obteve média de 81,1 + 12,2%
(ICgs% 74,50 - 87,70) e para a danificada foi de 18,9 + 12,2% (ICgs% 12,30 - 25,50),
(Figura 9 e 10). Os piores resultados foram das amostras 1,2 e 3 com 34%, 34,5% e
41,5%, respectivamente, para membrana plasmatica danificada. As amostras 1 e 3
sdo originarias de Sorocaba e a 2, de Bauru. O animal da amostras 1 foi repetido na
amostra 4 e apresentou 27% de danos na membrana plasmatica, semelhante ao

primeiro exame e consideravelmente acima da média de 18,9% (Tabela 7).

Tabela 7 — Avaliagao da integridade da membrana plasmatica com eosina-
nigrosina (Barth e Oko, 1989) do sémen colhido dos tamanduas-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos zooldgicos do Estado de
Sao Paulo — 2009

Data da Amostra Tamandua Membrana Membrana
colheita intacta danificada
16/03/09 1 Mt So1 66 34
17/03/09 2 Mt Bu3 65,5 34,5
17/03/09 3 Mt So4 58,5 41,5
14/07/09 4 Mt So1 73 27
14/07/09 5 Mt So4 82 18
15/07/09 6 Mt Ri8 82 18
15/07/09 7 Mt Ri9 90 10
16/07/09 8 Mt It10 97 3
16/07/09 9 Mt It11 93 7
16/07/09 10 Mt I1t12 93 7
16/07/09 11 Mt 1t13 92 8
Minimo 58.5 3
Maximo 97 41,5
Média 81,1 18,9
Desvio padrao +12,2 +12,2
Coeficiente de variagao 15,0 64,5

Intervalo de confianca (95%) 74,50 - 87,70 12,30 - 25,50
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Figura 9 - Espermatozoide da direita com Figura 10 - Espermatozoides com membrana
membrana plasmatica nio-integra e da plasmatica integra e ndo-integra.
esquerda integra. Coloragao de E/N. Coloragao de E/N. Aumento 1000x

Aumento 3000x

6.4.3 Avaliacdo da atividade mitocondrial

Na avaliagcdo da atividade mitocondrial, a soma das classes | com 66,4 +
19,0% (ICgs9% 56,12 - 76,68) e Il com 18,7 £+ 9,1% (ICgs9 13,78 - 23,62),
consideradas as melhores classificacbes, resulta em 85,1% de atividade nas
amostras avaliadas, sugerindo que as células espermaticas desta espécie
apresentam um bom potencial de mitocondria (Figuras 11, 12, 13, 14 e 15). O pior
resultado foi o da amostra 9, Mt 1t11, apresentando somente 58% na somatéria das
duas melhores classes. O segundo pior resultado apresentou 73% de atividade
mitocondrial. Os melhores resultados para esta caracteristica funcional variou de
86% a 99% (Tabela 8).



Tabela 8 — Avaliagao da atividade mitocondrial através da técnica citoquimica de
oxidacao da DAB - 3,3’-diaminobenzidina (Hrudka,1987) do sémen
colhido dos tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) dos
zooloégicos do Estado de S&o Paulo - 2009

Datada Amostra Tamandua Classe Classe Classe Classe Classe
colheita I Il Il v V
16/03/09 1 Mt So1 80.5 15.5 3 0 1
17/03/09 2 Mt Bu3 54 32 7 2 5
17/03/09 3 Mt So4 71 17 6 4 2
14/07/09 4 Mt So1 62 24 7 3 4
14/07/09 5 Mt So4 53 26 9 6 6
15/07/09 6 Mt Ri8 72 14 5 7 2
15/07/09 7 Mt Ri9 97 1 2 0 0
16/07/09 8 Mt 1t10 93 6 0 1 0
16/07/09 9 Mt 1t11 30 28 22 10 10
16/07/09 10 Mt 1112 71 16 9 3 1
16/07/09 11 Mt It13 47 26 18 7 2
Minimo 30 1 0 0 0
Maximo 97 32 22 10 10
Média 66,4 18,7 8,0 3,9 3,0
Desvio padrao +19,0 + 91 + 6,3 + 3,1 +29
Coeficiente de variacao 28,6 48,8 78,9 79 96,4
Intervalo de confianca (95%) 56,12 - 13,78 - 4,59 - 2,22 - 1,43 -

76,68 23,62 11,41 5,58 4,57

68
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Figura 11 — Classe |: espermatozéide com alta Figura 12 — Classe |l: espermatozéide com
atividade mitocondrial. predominio da atividade mitocondrial.
Aumento 3000x Aumento 3000x

Figura 13 — Classe Ill: espermatozoide com Figura 14 — Classe IV: espermatozoide

mediana atividade mitocondrial. pouca atividade mitocondrial.
Aumento 3000x. Aumento 3000x.

Figura 15 - Classe V: espermatozoide sem
atividade mitocondrial.
Aumento 3000x.
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6.4.4 Analise de Estrutura da Cromatina Espermatica

A analise de estrutura de cromatina espermatica foi realizada em sete
amostras. As amostras 1, 2 e 10 apresentaram os maiores indices de fragmentagao
espermatica com 18,28%, 29,78% e 20,88%, respectivamente.

Nado foi possivel examinar a estrutura de cromatina espermatica das
amostras 3,4,5 e 11 por questdes técnicas, relativas aos citbmetro de fluxo ou de
concentracdo espermatica na amostra. As analises das amostras 1, 2 e 10,
apresentaram os maiores indices de fragmentacdo com 18,28%, 29,78% e 20,88%,
respectivamente, se comparadas com as demais amostras com variacdo entre
4,40% e 7,96%. As amostras sao originarias de Sorocaba, Bauru e lItatiba,
respectivamente. Estes resultados apresentaram uma média de 13,21 + 9,13%
(ICgs9 8,27 - 18,15), com dispersao calculada pelo coeficiente de variacdo de
69,13% (Tabela 9).

Tabela 9 — Percentual de fragmentagao de cromatina através da Analise de
Estrutura da Cromatina Espermatica - SCSA (BOE-HANSENA, 2005)
do sémen colhido dos tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla)
dos zooldgicos do Estado de Sdo Paulo - 2009

Data da Amostra Tamandua Fragmentagéao
colheita %
16/03/09 1 Mt So1 18,28
17/03/09 2 Mt Bu3 29,78
17/03/09 3 Mt So4 -
14/07/09 4 Mt So1 -
14/07/09 5 Mt So4 -
15/07/09 6 Mt Ri8 7,96
15/07/09 7 Mt Ri9 4,48
16/07/09 8 Mt 1110 6,66
16/07/09 9 Mt 111 4,40
16/07/09 10 Mt 1t12 20,88
16/07/09 11 Mt 1113 -
Minimo 4,4
Maximo 29,78
Média 13,21
Desvio padrao +9,13
Coeficiente de variagao 69,13
Intervalo de confianga (95%) 8,27 - 18,15
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6.4.5 Consideracdes sobre os resultados

Os melhores resultados de motilidade e vigor foram atribuidos as amostras 7
(Ribeirdo Preto), 8 e 11 (ltatiba). E possivel que estas caracteristicas estejam
ligadas aos aspectos peculiares do manejo, como grandes recintos e riqueza de
vegetacdo, o que pode sugerir o controle do estresse de cativeiro.

O tamandua-bandeira, doador da amostra 6 reproduziu por duas vezes no
ano de 2006 e nao apresentou alteragdes funcionais nos exames. O animal da
amostra 2 também reproduziu em 2002, mas atualmente apresenta duas alteracdes
de ordem funcional. O animal de Sorocaba, conhecido como Grandao e identificado
como Mt Sob5, foi submetido ao procedimento, mas sem sucesso na colheita de
sémen; convive com fémea e ja produziu um filhote.

A colheita e avaliagdo do sémen do tamandua-bandeira de cativeiro foi
importante para o inicio da construcao do perfil espermatico desta espécie. Os
resultados mostraram uma variabilidade entre os animais que poderiam ser
justificadas pela idade do individuo, estresse de cativeiro, manejo nutricional e
sanitario. Outro importante fator a ser considerado é o tamanho reduzido da amostra

e o fato de ter sido realizada somente uma analise na maioria dos animais.
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7 CONCLUSAO

Foi demonstrada a aplicabilidade e a eficiéncia da eletroejaculagdo na
colheita de sémen de tamanduas-bandeira.

Os testes utilizados possibilitaram uma analise mais detalhada das
caracteristicas seminais da espécie, aspectos estes ainda inéditos na literatura
mundial.

Houve grande variagdo individual nos resultados obtidos, refletindo as
diferencas das condigdes de manejo, de idade e, possivelmente, de um baixo
numero amostral estudado.

Serao necessarios outros levantamentos, para aumentar o nimero amostral
e, futuramente, comparar os resultados encontrados em cativeiro com obtidos em

individuos de vida livre.
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