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RESUMO

Para implementar um sistema de criacad@gssu tajacu € necessario estudar sua biologia
reprodutiva, principalmente os aspectos refereasegnachos. O objetivo do trabalho foi testar
a eficiéncia da eletroejaculacdo para obtencaceners, descrever o perfil seminal e testar a
capacidade de conservacdo de gametas masculinagfsgeracao. Foram selecionados 11
machos adultos (76,8+37,8 meses, 19,5+2,7 kg) paraaliacdo da biometria testicular, e 8
deles foram submetidos a eletroejaculacdo (45+1ine®s, 12 volts, 3 segundos/pulso e
descanso de 3 segundos). As amostras colhidas toralladas quanto as caracteristicas fisicas
(aspecto, cor, volume total, concentracdo, pH,lidatle e vigor espermaticos) e caracteristicas
morfoldgicas (viabilidade e defeitos espermaticéds)amostras foram divididas e diluidas em
BTS (diluidor de curta duracdo) ou X-Cell® (longaragdo) e mantidas sob refrigeracéo a 17°
C. As amostras foram avaliadas imediatamente aplilsigdo (T0), apds 24 horas (T24) e 48
horas (T48) de resfriamento. Os animais apresenttsticulo esquerdo com comprimento de
3,8+0,4 cm, largura de 2,6+0,3 cm e consisténcia, 80,2, e testiculo direito com 3,8+0,5 cm
de comprimento, 2,7£0,3 cm de largura e 2,3+0,Zalesisténcia. A taxa de sucesso obtida
com a eletroejaculacdo foi de 75,21%. O sémen api@s volume 0,81+0,86 mL,
concentracdo 137,44+153 x ®18ptz/mL, pH 7,92+0,73motilidade 52,66+28,79%, vigor
2,2+0,8, viabilidade 55,84+28,55%, defeitos maior28,87+12,93%, defeitos menores
9,1145,88% e defeitos totais 31,52+13,81%. N&o botariaches expressivas na producao e
qualidade seminal ao longo dos meses do ano. Néwehdiferenca significativa entre os
diluidores testados, com relacdo a capacidade deterazdo dos parametros seminais durante
o periodo de estocagem, havendo influéncia sigifia do tempo de armazenamento
(P<0,05). Nos tempos TO, T24 e T48, o sémen dillddo BTS apresentou motilidade
espermatica média de 56,1+17,6 %, 17,9+23,3 % et¥9/6%, a viabilidade espermatica
média de 60,2+17,2%, 27,9+23,8% e 11,7+20,2%, eitosf totais médios de 28,1+10,8%,
37,5+12,1% e 41,28+11,4%., respectivamente. Am®@st@aminais diluidas em X-Cell®
apresentaram motilidade média de 54,2+22,1%, 28,092 e 14,0+24,2%, viabilidade média
de 57,8421,7%, 33,0£26,9% e 19,9+25,6% e defeitomis médios de 30,8+11,2%,
41,2+13,4% e 44,2+14,4% nos trés tempos avaliallesim, a eletroejaculacdo é eficiente e
segura para a obtencédo de ejaculados de caititsémen produzido possui potencial para
estocagem, e pode ser conservado sob 17°C atgdsl ho

PALAVRAS-CHAVE: Tayassu tajacu, eletroejaculacéo, perfil seminal, criopreservacao.



ABSTRACT

Studies concerning reproductive biology of collaptcary Tayassu tajacu) are worthy to
improve creation system. The aims of this researehe testing electroejaculation as safety
method to collect semen; describing the semindilpralong the year; and testing the capacity
for spermatozoa storage under refrigeration. Eleadits males (76.8+37.8 months, 19.5+2.7
kg) were selected for the measurements of testitetgth and width. Eight adults males were
used to semen collection (45+13 stimuli, 12 volse®onds; and resting pulse of 3 seconds).
Semen samples were evaluated for physic chardatsri@ppearance, color, volume, sperm
concentration, pH, sperm motility and vigor), andrphological characteristics (sperm
viability and sperm defects). Semen samples wdieasml diluted in two different extenders:
BTS (short-term storage) or X-Cell ® (long-term raige). Diluted semen samples were
maintained under refrigeration at 17°C. The sampla® evaluated immediately after dilution
(TO), after 24 hours (T24) and 48 hours (T48) adlcw. Animals presented 3.8+0.4 cm on left
testicles length, 2.6+£0.3 cm on left testicles Widhd left testicles consistency of 2.3+0.2; right
testicles presented 3.8+0.5 cm length, 2.7+£0.3 andthwand 2.3+0.2 for consistency. The
success rate obtained with electroejaculation VBa®1%6.The seminal features observed were:
volume 0.81+0.86 mL, concentration 137.44+153 ¥ &ptz/mL, pH 7.92+0.73, motility
52.66%28.79%, vigor 2.2+0.8, viability 55.84+28.55%imary abnormalities 22.87+12.93%,
secondary abnormalities 9.11+5.88% and total abalities 31.52+13.81%. There were no
significant changes in production and quality semleng the months of the year. There was no
significant difference between extenders testede&aoring to maintenance capacity of seminal
parameters during the storage period of storagegher, significant influence of storage time
was observed (P<0.05). Diluted semen in BTS preseat TO, T24 and T48, average sperm
motility of 56.1+17.6%, 17.9+23.3% and 7.7£19.6%e taverage sperm viability was
60.2£17.2%, 27.9£23.8% and 11.7+20.2%, and theameetotal defects were 28.1+10.8%,
37.5£12.1% and 41.28+11.4%, respectively. Semerpkediluted in X-Cell® presented at
TO, T24 and T48 average motility of 54.2+22.1%,0228.0% and 14.0+24.2%, average
viability of 57.8+21.7%, 33.0£26.9% and 19.9+25.62%d total defects were 30.8+11.2%,
41.2+13.4% and 44.2+14.4%. Thus, electroejaculas@n effective and safe method to obtain
seminal samples from collared peccary, the semeolEred peccary has potential for storage

and can be maintained under 17° C up to 24 hours.

KEY-WORDS: Tayassu tajacu, electroejaculation, seminal profile, cryopreséora
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1. INTRODUGCAO

O caititu (Tayassu tajacu), também chamado de catitu, taititu, tateto, oatedleira-
branca, pecari, porco-do-mato, entre outros (LOB@62) € um mamifero ungulado que
habita naturalmente desde o sul dos Estados Unidosmeérica até o norte da Argentina,
inclusive na Amazobnia. Pertence a ordeftiodactila, a subordemNonruminantia,
superfamiliaSuocidea e a familiaTayassuidae (NOWAK, 1991). A espécie separou-se da
familia Suidae ha dezenas de milhGes de anos. Portanto, apesanititn ser bastante
semelhante ao suino doméstico e ao javali, difesentesmos em alguns aspectos bioldgicos.
O caititu € capaz de viver nos mais diverbabitats, desde florestas tropicais Umidas até
savanas e desertos. E considerado onivoro, poairsenta de invertebrados, sementes,
raizes, alimentos fibrosos, sobras de legumespsfret insetos (DEUSTSCH e PUGLIA,
1988). Em cativeiro, esses animais também se adafseilmente a diferentes tipos de
alimentos, sendo normalmente ofertados os seguinti#iso, mandioca, abdbora, banana,
cana-de-agucar triturada, silagem de milho, silagenmsorgo e racdo comercial de suinos
(LIVA et al., 1989).

A espécie produz carne e couro de excelente gqdalidam alto valor agregado. A
carne é vendida nas casas comerciais sofisticanla®$40,00 o quilo. Luvas feitas com
couro de caititu sdo fabricadas no Peru a um aestdS$80,00 e comercializadas na Europa
por 145,00€, o que equivale a R$158,40 para a pémda R$401,65 na comercializacdo, em
cotacao atual (BANCO DO BRASIL, 2009). Além dissoespécie € considerada uma fonte
de proteina alimentar, assumindo papel de grangertédncia na alimentacao, principalmente
para a subsisténcia de populagdes rurais.

Na regido amazonica, atividades de caca indiscadaintanto de subsisténcia quanto
para atender o comércio ilegal, associadas a dgEgirdehabitats pelo avancgo da agricultura,
pecuaria e extracdo madeireira tém ocasionadowgdedde fauna. Redford (1992) estimou
em 14 milhdes o numero de mamiferos cacados parsisgéncia pela populacdo da
Amazonia em 1980. Ademais, a demanda pelo cour@mimais silvestres sempre foi
atendida através da caca predatoria em variosspsus@mericanos, especialmente no Brasil.
Um levantamento feito por Homma (1992) mostra queraercializacdo de pele de caititus
entre os anos de 1953 a 1970 chegou atingir 5@didadas de pele, nimero considerado
alarmante.

A criacdo de animais silvestres de interesse zomgcpode ser uma alternativa

racional para o aproveitamento econdmico da cardesesubprodutos, além de evitar o



16

desmatamento de grandes &reas e reduzir a prességal O caititu esta entre as espécies
gue apresentam maior potencial zootécnico em @atj@nto por sua capacidade produtiva
quanto pela existéncia de mercado para seus psodbBtra a introducdo da espécie em
cativeiro, seja para conservacdo ou comercializagd@onhecimento de sua biologia
reprodutiva é um dos fatores primordiais (MAYORaét 2006). Por isso, para que haja o
desenvolvimento de sistemas viaveis de producamaiitu em cativeiro, varios estudos que
abordem aspectos reprodutivos, etologicos, savsta® nutricionais necessitam ser
amplamente estudados.

Apesar de alguns resultados de pesquisa sobrepestas reprodutivos basicos das

fémeas de caititus terem sido recentemente pulblicé@UIMARAES et al., 2004; MAYOR,
2005; MAYOR et al 2006; MAYOR et al 2007a; MAYOR et aJ 2007b), a fisiologia
reprodutiva dos machos dessa espécie ainda é pEsiodada. Escassos trabalhos sobre
anatomia e fisiologia reprodutiva de machos seadast, como os de HELLGREN et al
(1989), COSTA; HENRY; PAULA (2004), SONNER et £004), COSTA e PAULA (2005)
e COSTA,; SILVA; SILVEIRA (2007). Assim, ha necessil® de estudos mais aprofundados
sobre machos, principalmente com relacdo a efidédos métodos de colheita, avaliagao
seminal, determinacdo de pardmetros seminais edo®tie conservacdo do sémen, visando
superar os obstaculos concernentes a sua obtepgdoessamento.

Com o dominio desses processos, sera possivelr lax@@ de biotecnologias que
possam contribuir para disseminar material genétleo animais de melhor converséo
alimentar, maximizando o desempenho zootécnico o2 em criagcbes comerciais.
Paralelamente, abrir-se-a caminho para o iniciordservacdo de gametas masculmostu,

0 que pode contribuir em muito para a conservagd&sgécie em momento futuro.

Neste contexto, sdo apresentadas como hipétesepesiguisa: o0 método de
eletroejaculacdo € adequado para a colheita densdenmachos adultos da espébiagassu
tajacu; machos adultos mantidos em cativeiro apresenéaiatieristicas seminais ao longo do
ano que os caracterizam como animais de reproch@@sazonal; o sémen de caititus pode
ser conservado sob refrigeracdo até 48 horas satarpgibstancialmente suas propriedades
originais; o sémen de caititus pode ser refrige@donservado com a mesma eficiéncia com
uso dos diluidores BTS ou X-Cell®.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver estudo que colabore para a aplicacabiatécnicas de reproducédo
artificial na espécielayassu tajacu, a fim de proporcionar a disseminacdo de material
genético dos melhores machos, possibilitar o mathento da produtividade da espécie em

cativeiro e a conservagéo futura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar a eficiéncia do método de colheita @men por eletroejaculacdo para
animais da espécikyassu tajacu, criados em cativeiro na Amazonia Oriental.
b) Avaliar a biometria testicular e os parametros@men obtido por eletroejaculacéo,
quais sejam: volume, pH, concentracdo, vigor, mdaile progressiva, viabilidade e
defeitos espermaticos.
c) Descrever o perfil seminal de animaayassu tajacu criados em cativeiro, durante
um periodo de 12 meses, e verificar a existéncisadenalidade com relacédo a producao e
qualidade do ejaculado.
d) Avaliar a possibilidade de conservagcao do sédeenaititus sob refrigeracdo, por
até 48 horas, em dois diferentes diluidores.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS REPRODUTIVOS DE MACHQOS

Lochmiller et al (1985) foram os primeiros pesquisadores que aaaliaa
espermatogénese, as caracteristicas seminais was de testosterona sérica em machos
adultos mantidos em cativeiro durante 3, 6 e 9 samaob restricdo alimentar. Os niveis
séricos de testosterona (pg/mL) apos as 3, 6 anaurses foram de 819+260, 558+182 e
4321160, respectivamente. A circunferéncia escfatat) obtida nos trés periodos foi 18416,
1806 e 17019 e os volumes (mL) em gel obtidosnfiode 0,3+0,1, 0,2+0,1 e 0,1+0,0. Os
valores médios das caracteristicas seminais olmseviaram: volume liquido 1,3+1,1 mL,
concentracdo espermatica de 354+173 ¥ Hptz/mL, motilidade de 49,5+15,8%,
espermatozoides normais 28,3+15,2%, anormalidadesaas 7,2+5,9%, anormalidades
secundarias 64,4+15,2% e quantidade total de espeztides no ejaculado de 7191786 x
10° sptz/mL. Os autores ndo encontraram variacdes amcteristicas seminais apés a
restricdo alimentar, havendo diferencas somentevalome em gel, que pode ter sido
ocasionado pela diminuicdo do peso das glandulessadas. A reducdo da circunferéncia
escrotal e dos niveis séricos de testosterona gepiemir a libido em condi¢des adversas e,
consequentemente, interferir na habilidade reprealaio macho.

Posteriormente, Hellgren et. d1989) observaram que o ejaculado dos caititus é
composto de trés fragdes: uma clara (constituidsedeecao das glandulas acessoérias e pobre
em células), uma rica (onde esta a maior parteéatas espermaticas) e uma fracao gel. No
entanto, essas fracbes ndo ocorrem em todos aslagjas. A média de volume liquido
ejaculado observada em seus estudos foi de 1,i,@fracdo clara mais a fracao rica em
células), o volume em gel foi de 0,9+0,1 mL e aunaé total foi de 2,0+0,2 mL. A motilidade
espermatica alcancou altos niveis na primaverax®daiveis no verdo, havendo variacao
individual nas amostras de 5 a 90%, com média d¢&59%. A concentracdo espermatica e a
quantidade de espermatozéides contidos na fracaofastam de 371+30 x 2Gptz/mL e
596+96 x 10 sptz/mL, respectivamente. A porcentagem de espendides normais, de gota
citoplasmatica e de anormalidades de cauda vaignifisativamente por colheita. No
entanto, a porcentagem de anormalidades de caBecaaniou significativamente. A média
para espermatozéides normais, anormalidades de¢caalgpta citoplasmatica distal e
patologias de caudas (enrolada e dobrada) foi d2%400,7%, 38,8% e 20,1%,

respectivamente. Os autores consideraram o0 sénegjuadb para fertilizacdo e afirmaram
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que a espermatogénese do caititu ocorre durant@ doalo, com pequenas mudangas na
motilidade espermatica.

Estes mesmos autores avaliaram a concentracastdstéeona sérica e a biometria
testicular de caititus mantidos em cativeiro dural® meses (n=8) e de animaissitu no
inverno (n=22) e verédo (n=16). Os autores colhesémen durante um ano (fevereiro de
1983 a marco de 1984) somente dos caititus emegativNestes animais, as variagdes na
concentracdo sérica de testosterona e das medgtasitares foram de baixa amplitude, em
modelo circanual, com as maiores concentracoesstiesterona e maior volume testicular no
inverno, de outubro a marco (1150 a 1450 pg/mlgrB3 a 4 cm3 respectivamente) e minima
no verao, de agosto a setembro (500 a 700 pg/mkcnpba 30 cm3, respectivamente). As
variacbes sazonais foram mais pronunciadas emidudis considerados dominantes. Nos
animaisin situ, ndo houve variacao significativa nha concentragiaa de testosterona com
relacdo a idade e estacdo (P>0,05), embora osesainais elevados foram registrados no
inverno e em animais adultos. No inverno, a médiaahcentragdo sérica para os machos
adultos da natureza foi de 865+87 pg/mL e em sutmsdfoi de 666+205 pg/mL, enquanto
que no verao os adultos apresentaram concentragéa de 659+83 pg/mL e os subadultos
apresentaram a média de 368+67 pg/mL. Animais tiveg@ apresentaram niveis circulantes
de testosterona ligeiramente mais elevados queasimsitu durante o inverno, embora a
diferenca nao tenha sido significativa (1.164+1881 versus 865+87 pg/mL). Os autores
sugerem que o macho pode ser fértil 0 ano todo, andisninuicdo das concentracdes de
testosterona seérica durante o verdo pode reduiirda e a atividade reprodutiva, estando
esta diminui¢cdo relacionada ao aumento da temparatabiente. Outro fator a considerar
seria a hierarquia que existe no grupo, em queahondominante, mais pesado e com maior
concentracdo sérica de testosterona, pode ter maidimento reprodutivo (Hellgren et,al
1989).

Mais recentemente, Costa e Paula (2005) estudaaiditu€ mantidos em zoolégico,
com idade entre 10 e 18 anos, as amostras de Séottedas também apresentaram trés
fracOes por ejaculado. Os valores meédios obtidmsrfovolume do ejaculado 3,11+0,9 mL,
motilidade espermatica progressiva de 48,7+31,5%orvde 2,1+1,4 e concentracao
espermatica de 87,0+53,1 X1€ptz/mL. Houve alta incidéncia de patologias espéras,
com significativa variacdo entre os animais, eritfe5+2,4% a 55,5+16,1%. Dentre os
defeitos menores, a patologia mais frequente fodaadobrada ou enrolada, observada em
todos os animais experimentais, com variacdo dea43®,5%. Em relacdo aos defeitos

maiores, a alteracdo mais observada foi a presgmggota citoplasmética proximal, com
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variacdo de 8,0 a 26%. Segundo os autores, a baixzentragcdo espermatica encontrada,
associada a variacdo na motilidade entre os epasikaao elevado percentual de morfologias
espermaticas sugere um quadro degeneracao testemlatodos os animais estudados,
provavelmente em funcédo da idade elevada e dossstaeterminado pela sua manutencao
em cativeiro.

Sonner et a2004) avaliaram quanto aos aspectos morfométdedgsticulos de 20
caititus adultos, oriundos de diferentes criatgradgidos apds o abate dos animais. Os 6rgaos
foram colhidos e mensurados (comprimento, espessiargura) com auxilio de paquimetro.
Os testiculos dos caititus sdo ovalados, achatatie®-lateralmente, localizados na regido
pélvica, inclinados dorso-caudalmente e possuenicgmsintermediaria (entre a regido
perineal e inguinal), posicionados mais ventral@eaqie nos suinos. Este fato se deve a
grande curvatura dorsal que a coluna vertebraledeasimais apresenta, posicionando o
proprio anus em uma posicao mais ventral, perntgfiadsim, que o eixo maior do testiculo
incline-se. O mediastino testicular estd no cedtrdesticulo, ligeiramente desviado para a
margem epididimaria deste, e termina na extremidagiata. Os resultados médios para
comprimento, largura e espessura de testiculogadiroram 4,36+0,38 cm; 2,74+0,27 cm e
2,33+0,46 cm, respectivamente. Os testiculos edgsempresentaram 4,19+0,36 cm;
2,68+0,31 cm e 2,34+0,28 cm para comprimento, larguespessura, nao havendo assimetria
significativa quando comparado aos destros. Naisandlistologica, foram encontradas
espermatogonias, espermatides, espermatozéidetascée Sertoli e de Leydig, tipicas de
atividade reprodutiva. A rede testicular encontreglassemelha a dos suinos, caracterizando-
se pela presenca de uma complexa rede de canaseguaterconectam e confluem para a

extremidade cranial capitata do testiculo.

3.2 COLHEITA DE SEMEN PELO METODO DA ELETROEJACULARD

A técnica da eletroejaculacdo consiste na introolutsi uma sonda ou eletrodos no
reto do animal, no local onde 0s nervos que su®lrgaos reprodutores serdo estimulados.
A voltagem € gradativamente aumentada, e os pullgosestimulacdo sdo ritmicos e
repetitivos. E necessaria experiéncia para proveregdo seguida de ejaculacdo (HAFEZ,
2004). A eletroejaculacao foi usada como alteraatie colheita do sémen do cachaco,
entretanto, os resultados obtidos foram inconstamteconsiderados insuficientes para

utilizacdo pratica de colheita do sémen. Este noettalvez, seja indicado quando houver
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necessidade de amostras de sémen para efeito®stiage e ndo possa utilizar os métodos
de “méo enluvada’ e da vagina artificial (MIES FIOH1987). No entanto, Gould; Warner;
Martin (1978) afirmam que a eletroejaculacao € uéonho seguro e eficaz para a colheita de
sémen em animais silvestres. Para isso, € neaesséabelecer um protocolo especifico para
cada espécie, de acordo com as respostas do aeiosar anestésico apropriado.

Por isso, tentativas de colheitas de sémen paoejatulacdo tém sido realizadas em
diversas espécies de animais silvestres e exoasto et al. (1998) colheram sémen de 10
oncas pintadasP@nthera onca) por eletroejaculacdo, e obtiveram 54 ejacula@osolume
médio foi de 7,42+3,69 mL, a motilidade foi de G26%, o vigor de 2,71+0,52, a
concentracdo espermatica de 6,20+3,03 &spfiz/mL, e a porcentagem de espermatozéides
normais foi de 46,7+5,8%. Os autores concluiram guaétodo da eletroejaculacdo foi
eficiente para colheita de sémen na espécie estudad

Em chinchilas Chinchilla lanigera), Busso et al. (2004) avaliaram os efeitos da
anestesia na qualidade do sémen obtido por elatndagdo. Doze animais foram submetidos
aos estimulos, conscientes ou anestesiados cormngoata 40 mg/kg. Os resultados obtidos
para animais conscientes foram: volume total 45.(&1l, motilidade de 97,8+0,9%,
concentracdo espermatica de 175,8+76,2 X 4ptz/mL, viabilidade espermética de
95,8+1,2%, integridade do acrossoma de 81,1+4 28cpara animais anestesiados, 0s
resultados obtidos foram: volume total de 3,940,4notilidade de 84,7+9,4%, concentracao
espermatica de 204,1+107,4 x °16ptz/mL, viabilidade espermética de 86,7+5,1% e
integridade de acrossoma de 66,0+6,6%. Somente dstedoze animais anestesiados
ejacularam, entretanto todos os animais estimulagossentaram erecao peniana por agéo
parassimpatica, favorecida pela acdo da quetami@a.ocorreram diferencas significativas
para concentracdo espermatica, motilidade e iotegei de membrana, parecendo ndo haver
acdo da anestesia sobre esses parametros. Os saminestesiados necessitaram de 15
estimulos de 12 volts para que ejaculassem, ermugud animais conscientes foram
submetidos a cinco estimulos elétricos de sets.volt

Visando avaliar a eficiéncia do método, Valle et @004) colheram sémen de
primatas neotropicais da espédMouatta caraya e obtiveram sémen com volume de
0,09+0,05 mL; pH de 8,1+0,5; concentracdo especaméalie 649,5+926,7 x 1Gsptz/mL;
motilidade progressiva de 75,7+18,1%; vigor de B,8iporcentagem de espermatozoides
vivos de 68,3+15,0%; porcentagem de defeitos provade 9,6+4,5%; e porcentagem de

defeitos secundarios de 11,8+4,6%. Os autores demasam o método de eletroejaculacao
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eficaz e seguro, e recomendaram seu uso paraiaga@eato potencial reprodutivo de machos
primatas em cativeiro.

Em ensaio realizado para avaliar as caracteristidas sémen obtido por
eletroejaculacdo em queixaddsyfassu pecari), Moreira et al. (2005) utilizaram dois machos
adultos, com peso de 36 kg e 46kg, e mais de @noe de idade. Cada animal foi colocado
em colheita uma Unica vez. O protocolo de estimedosistiu de 30 estimulos no total, sendo
10 estimulos de dois volts, seguidos por 10 estisndé trés volts e outros 10 estimulos de
quatro volts. No final da primeira série de estwsubbteve-se a amostra, porém somente o
animal mais pesado ejaculou. O volume do ejacuiaidde 4,5 mL na primeira aliquota, que
apresentava coloragdo branco-leitosa, e de 27 mieganda aliquota, que possuia aspecto
seroso. A motilidade e o vigor espermatico encoiogana primeira aliquota foram de 70% e
3, respectivamente. A concentracdo foi de 235 % eMpermatozéides/mL, sendo que as
porcentagens de defeitos maiores e menores forad¥ @6 e 8,5%, respectivamente. A
segunda aligquota apresentou baixa concentracatos ts espermatozoides estavam mortos.
Com base nos dados obtidos, os autores concluiteméqpossivel realizar a avaliacdo
androldgica de queixadas com sémen obtido atravétettoejaculacéo.

Visando a obtencdo de sémen de caititus por ejatidacdo, Costa e Paula (2005)
testaram dois protocolos de eletroejaculacéo esnnsachos com idade entre 10 e 18 anos e
peso corporal em torno de 25 kg. O protocolo Idagaara colheita em suinos, constituiu de
trés sessbes de 15 estimulos elétricos, intenajaolatrés minutos de descanso. Na primeira
sesséo, foram cinco estimulos de 3 volts, cindonegis de 4 volts e cinco estimulos de 5
volts; na segunda, cinco de 5 volts, cinco de @&swolcinco de 7 volts; e na terceira sesséo
foram cinco estimulos de 7 volts, cinco estimules8dvolts e cinco estimulos de 9 volts.
Cada estimulo tinha duracédo de trés a quatro segumera seguido do mesmo periodo de
descanso. O protocolo Il constituiu de trés sesdéekb estimulos elétricos de 12 volts cada,
aguardando-se um periodo de trés minutos entresafes. A duragcdo e o intervalo entre os
estimulos elétricos foram os mesmo utilizados mbogolo |. As tentativas de colheita foram
realizadas a cada 15 a 20 dias, alternando-seotmcplos utilizados. Somente o protocolo Il
foi eficiente para colheita de sémen em caititospndcendo amostras suficientes para as
andlises utilizadas na rotina de um exame andi@dgim total de 24 colheitas).

Giuliano et al. (2007) avaliaram o efeito da elejaoulacdo e vagina artificial sobre as
caracteristicas seminais em seis machos adultdeadeas [(lama glama). O método da
eletroejaculacdo obteve sucesso em 100% dos anengisanto a vagina artificial obteve

sucesso em 83%, uma vez que a libido do animal est& método é fundamental. As
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caracteristicas seminais que apresentaram difesegg#icativa entre os métodos estudados
foram o volume total (2,78+1,51 versus 2,45+1,62 ;mR<0,05) e a porcentagem
espermatozoides viaveis (65,21+13,42% versus 53296%; P<0,05), com resultados
favoraveis a eletroejaculacéo.

Recentemente, Mollineau; Adogwa; Garcia (2007) cowvgram a eficacia da técnica
para obtencdo de sémen de cubasyprocta leporina) e a qualidade do sémen colhido. A
média de tempo para a ejaculacdo foi de 5,48+0,Biutos, a voltagem usada para a
ejaculacao foi de 9,33+0,69 V, o volume do ejacoléml de 0,47+0,12 mL, o pH foi de
8,3+0,09. A concentracdo espermatica, a motilidadeorcentagem de anormalidades foram
de 16,7+31,1 x 10 sptz/mL, 50,44+4,44% e 35,14+2,76%, respectivamefis autores
ressaltaram como resultado mais significativo dagpisa a relacéo inversa entre tempo para
a ejaculacéo e o volume do ejaculado, sugerindoogteanpo maximo de ejaculacéo para

cutias é de seis minutos.

3.3 MEIOS DE CONSERVACAO DO SEMEN

O espermatozoide apresenta grande sensibilidadédayque térmico e as etapas do
processo de criopreservacdo, dada a fragilidadesudamembrana plasmatica e de seu
acrossoma. Para que o sémen seja conservagiiro, € necessario reduzir a atividade
metabdlica dos espermatozoides pela diminuicAemg@dratura do sémen (WHITE, 1993),
que deve ser precedida da adicdo ao sémen deodé$guomhservadores, conhecidos como
diluidores.

Os diluidores sdao compostos por substancias conpripdades benéficas a
manutencdo da vida dos espermatozoides. De acom@matureza do sémen, os diluidores
tém propriedades essenciais, quais sejam as @& exaumento repentino da acidificacdo, dar
protecdo aos espermatozoides contra agentes noeives uma acao nutritiva celular. Os
diluidores devem estar presentes quando se pretmnd®rvar o sémen por refrigeragao.
Neste processo, busca-se diminuir a atividade esjtisa e promover o estado de hipobiose.
Ainda que o choque térmico deva ser evitado, o sédeve ser mantido em baixas
temperaturas de conservacgao, apos ter sido sulon@et&frigeracdo gradativa (MIES FILHO,
1987).

Os diluidores devem apresentar pressdo osmoéticallsante a do sémen para os quais

se destinam, devem conter elementos nutritivosf@uecam energia as células e ao mesmo
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tempo neutralizar os catabdlitos resultantes destalicdo. Ou seja, devem ampliar as

condi¢cdes naturais representadas pela frutose e gaglacidade tampéo das proteinas do
plasma seminal. Devem proteger as células espeasatontra o choque térmico, restituindo-

Ihes uma condicao presente no epididimo e que penessivelmente ao se misturarem com

eletrélitos das secre¢fes secundarias (MIES FILH87).

A temperatura de conservacao do sémen varia ddacom a espécie animal, com o
tempo em que o material devera ser conservadendgta, com os componentes do liquido
empregado na conservacao. A temperatura de cog@eraaonselhada para o sémen de suino
varia de modo amplo (5°C a 20-22°C), dependendéadca empregada. No entendimento
de certos autores, a temperatura de 5°C seriasafavairdvel, por impedir a proliferacdo de
microrganismos. Entretanto, a especial sensibiéiddd espermatozoide desta espécie as
modificacdes térmicas recomenda a utilizacdo dpeeaturas mais elevadas (15°C) (MIES
FILHO, 1987). Esse fator limita a capacidade deaaenamento das células espermaéticas,
pois a esta temperatura, 0 metabolismo celularpuile ser desacelerado completamente,
favorecendo as alteracbes morfofuncionais comunpraocesso de conservacao vitro,
interferindo na fertilidade e fecundidade do sémfenntensidade desse processo pode ser
influenciada pelas condi¢cées de armazenamento t@@lpo de estocagem ou até mesmo por
alguns componentes do meio diluidor, por interfeorgrau de desnaturacdo do DNA durante
a criopreservacédo, tendo efeito negativo na feaille (KARABINUS; EVENSON,;
KAPROTH, 1991).

Outro fator a ser considerado € a velocidade d@eeficdo do sémen, uma vez que, a
gueda brusca de temperatura provoca um estreas@aded algumas células. Esse estresse é
proporcional a taxa de refrigeracdo, a diferengaeeas temperaturas inicial e final, e ao
limite minimo de temperatura. Este processo € addbecomo choque frio, o qual afeta
variavelmente as espécies e interfere na sobresiv@&spermatica. O sémen submetido a
queda brusca de temperatura, sem a presenca oibisofre alteracdes irreversiveis tanto
na membrana plasmética quanto na acrossomal, sss#ocial a utilizacdo dos meios de
conservacao (BALL, 1998). Watson (2000) afirma quesmo a refrigeracéo lenta provoca
estresse na membrana plasmatica, ocasionanda;aksrestruturais e funcionais.

Ha uma variedade de diluentes disponiveis pardugdld e refrigeracdo de sémen
suino e estes sdo classificados de acordo com potdm estocagem, podendo ser de curta
(até trés dias de estocagem) ou longa duracado gadércinco dias de armazenamento). O
Beltsville Thawing Solution (BTS) € um dos diluidores de curta duracdo maligados para

sémen suino. Contém pequena quantidade de potéasioteristica que favorece a bomba de
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sbédio e potassio, por manter a concentracao ihitacedeste ion em niveis fisiologicos
durante a estocagem, favorecendo a motilidade reggiea (ALVAREZ e STOREY, 1982).
A composicao do diluidor BTS pode ser observad@uadro 1.

Componentes BTS (100 g)
Glicose anidra 76,69
Citrato de sédio diidratado 14,39
Bicarbonato de sodio 2,69
EDTA 3,69
Cloreto de potassio 2,59
Sulfato de gentamicina 0,49

Quadro 1- Composigéao quimica de 100 gramas daddillBTS Beltsville Thawing Solution
— IMV Technologies, L'Aigle, Franca).

Kommisrud et al. (2002) avaliaram a motilidade espgica e a integridade de
membrana do sémen suino diluido com BTS, estocd@e18°C. O sémen foi avaliado com
6, 30, 54, 78 e 102 horas ap0s a colheita. Osemutdrservaram que a motilidade apresentou
um pequeno declinio entre 6 e 102 horas de estocgde 79,8% para 78,4%). A
porcentagem de células espermaticas com acrossmmalrfoi sendo reduzida com o tempo
de estocagem (93,9% as 6 horas, 90,6% as 30 B&,8% as 54 horas, e 84,8% as 78 horas,
e 78,2% as 102 horas; P<0,001), indicando maigililade e possivel reacdo acrossémica.
Os autores concluiram que o tempo de estocagenfenitena motilidade e, principalmente,
na integridade acrossdmica. Foram relatadas vasargiividuais quanto a manutencéao da
motilidade espermatica durante o armazenamento.

Machaty; Takacs; Gathy (2003) observaram resultéalagaveis ao uso de BTS para
conservacdo de sémen suino, ao comparar a capadettitizante de sémen estocado sob
18°C por quatro dias, quando diluido em BTS ou éduente de Kiev Modificado. As doses
continham 2,5 x 1ou 5,0 x 18 espermatozéides para cada diluidor. As doses d&@ BT
contendo 5,0 x 10 espermatozdides apresentaram uma taxa de parigar mue a
apresentada por Kiev Modificado (74,5% versus 54,2%0,05). Além disso, as fémeas
inseminadas com BTS apresentaram um numero mail@itdes vivos por ninhada quando

comparadas as inseminadas com Kiev Modificadov&8us 8,9; P<0,05).
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De Ambrogi et al. (2006) avaliaram os efeitos daidores de longa duracdo (MR-
A® e X-Cell®) e de curta duracéo (BTS) duracdo sdd® caracteristicas seminais de suinos
quanto a motilidade espermatica, integridade de bmmma plasmatica e integridade da
cromatina. Apés 96 horas de estocagem, a motilidagermatica do sémen diluido em BTS
foi reduzida de 73% para 63%, enquanto que padilsiidor MR-A® a reduc¢ao foi de 70%
para 45% e em X-Cell® de 73% para 50%. A variagimtegridade de membrana do sémen
diluido em BTS foi de aproximadamente de 91% a 9% MR-A® foi de 90,5% a 93,5% e
em X-Cell® foi de 91% a 92%. Nao houve diferenggniicativa entre diluidores com
relacdo a integridade de cromatina. Portanto, dbheis de curta e longa duragdo nao
apresentaram diferencas para manutencdo da irdgdgridle cromatina e viabilidade
espermatica, porém a baixa motilidade observadacipalmente apds as 96 horas de
estocagem, pode afetar significativamente a capdeitertilizante dos espermatozoides.

Haugan et al. (2007) compararam a fertilidade aeets inseminadas com sémen
diluido com BTS (armazenados por 2 a 3 dias) oueM®C(estocagem por 4 a 5 dias). Das
747 fémeas inseminadas com sémen diluido em X-CéM8 pariram (86,1%) e das 713
fémeas inseminadas com BTS, 618 pariram (86,7%Média de tamanho da ninhada obtida
com sémen diluido em X-Cell® foi de 13,4+0,3 filast enquanto que para o sémen mantido
com BTS a média foi de 13,5+0,3 filhotes. Os reslds mostraram que ndo houve diferencas
significativa (P<0,005) entre a fertilidade de sé&niluido com ambos os diluidores. No
entanto, os autores afirmam que a manutencdo denBTrStina da central de inseminacao

traz vantagem econdmica pelo baixo custo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL, ANIMAIS E PERIODO EXPERIMENTAL

Foram selecionados 11 machos jovens da espEayasfu tajacu), com idade média
de 76,8+37,8 meses (27,4 a 137,6 meses), pesandwédia 19,5+2,7 kg, que foram usados
para avaliagbes de biometria testicular. Destes,arBmais foram submetidos a
eletroejaculacdo. Os animais eram mantidos nooddatientifico da Embrapa Amazoénia
Oriental, situado na Unidade de Pesquisa Animaa@anAlvaro Adolpho, em Belém-PA (1°
28 S e 48° 270).

Os animais foram alojados em baias coletivas den36com disponibilidade de
espaco de 4,1 por animal, e mantidos em grupos familiares de Idtéindividuos,
constituidos em uma relagdo macho:fémea de 1:23oe ilentificados com brincos plasticos
numerados (Foto 1). As colheitas e analises derséon@m realizadas na Embrapa Amazénia
Oriental.

v \-;5”;"5 S 5
Foto 1- Machos e fémeas de caititday@assu tajacu) mantidos em baias coletivas (Fonte:
GARCIA, 2007).

A alimentacao oferecida foi a base de ragdo pdresiycrescimento e engorda) com
suplemento energético de 2.500 Kcal/kg, com 14%pudeina. Adicionalmente, foram

fornecidos frutos, forrageiras e agaa libitum. O controle semestral de endoparasitas foi
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feito com adicdo de anti-helmintico oral para ssinde amplo espectro de acao
(mebendazole), na dosagem de 80 mg de vermifugocpdea 50 kg de ragéo.

Vinte e quatro horas antes do procedimento de itallie sémen, o animal a ser
estudado foi retirado da baia coletiva, apés cadterfisica feita por puca, confeccionado
com cordas de algoddo. O animal foi colocado em inglividual de 6 M onde permaneceu
em jejum hidrico e alimentar até 0 momento da dt@ltd sémen.

O experimento foi desenvolvido de outubro de 20@5vareiro de 2009. Os meses de
dezembro a maio foram considerados como periodes“amvoso”, com temperatura média
do ar entre 26,5°C e 27,3°C, umidade relativa deasando de 83% a 88% e precipitacéo
pluviométrica total mensal entre 450 mm e 600 mnpediodo de junho a novembro foi
considerado como “menos chuvoso”, com temperat@diando ar entre 27,0°C e 28,2°C,
umidade relativa do ar entre 75% e 81% e totaishd@as mensais entre 100 mm e 200 mm
(PACHECO e BASTOS, 2007).

4.2 AVALIACAO EXTERNA DE TESTICULOS

Previamente a colheita seminal, foi feita a avalagxterna dos testiculos por
inspecdo, palpacdo e biometria. Para que se preseede avaliacdo, os testiculos foram
levemente tracionados e posicionados paralelamBotante a inspec¢éo, foram observadas a
forma e a simetria testiculares, bem como a pdsgiresenca de ferimentos, cicatrizes,
abscessos, ectoparasitos, entre outras alterac@epuglessem acometer a bolsa escrotal,
conforme procedimentos andrologicos recomendados@megio Brasileiro de Reproducao
Animal (CBRA, 1998).

Pelo método da palpacgédo, foram avaliadas a mobtéidem condicdes fisiol6gicas os
testiculos sdo moveis em todas as direcdes), g§mosi consisténcia testicular (que pode
variar de flacida a firme). Posteriormente, ositesds direito e esquerdo de cada animal
foram individualmente mensurados, com auxilio de paguimetro manual graduado em
milimetro (Foto 2). Para aferir o comprimento, fareonsiderados somente os testiculos, sem
a cauda e a cabeca do epididimo, enquanto qugwaddioi medida a partir da porcdo media
até a porcéo livre de cada gbnada (JOHNSTON; ARMINE&; BROWN, 1994).



29

|

[

l \\\h‘

Foto 2- Mensuracao do comprimento (A) e larguradaiares (B).

4.3 COLHEITA DE SEMEN POR ELETROEJACULACAO

by

Previamente a colheita de sémen, os animais foredadss. A frequéncia das
tentativas de colheita por animal foi quinzenal. f@snacos foram aplicados com uso de
seringa plastica descartavel de 5 mL e agulha gre®5 x 7 mm, por via intramuscular.
Primeiramente, foi feita a aplicacdo da acepronaaticepran 0,2%®, Univet S.A., Sao
Paulo-SP, Brasil), como medicacdo pré-anestésicdpsagem de 0,2 mg/kg. Apés 5 minutos
foi aplicada a quetamina (Dopalen®, Vetbrands SaAdemal, Jacarei-SP, Brasil) na
dosagem de 5,0 mg/kg (KAHWAGE et al., 2008a). A&@djo dos farmacos foi monitorada de
forma que se observasse a sedacdo, analgesiaxanmel#o muscular desejaveis para a
colheita. Passados 15 minutos da aplicacado dosat@snquando o animal ja ndo apresentava
reflexos interdigitais e palpebrais, 0 mesmo fdocado em uma mesa de ago inox, para que
os procedimentos fossem realizados da melhor forma.

Antes da sessao de estimulos elétricos, foranzaels a remocao fecal e a limpeza
cautelosa do reto do animal, para que o eletrodsefointroduzido e se mantivesse
completamente em contato com a mucosa retal ecestao assoalho da pelve. Antes da
introducdo do eletrodo, foi realizada a prévia ifidacdo do mesmo com
carboximetilcelulose (Carbogel®, Carbogel IndusteaComeércio Ltda., Sdo Paulo-SP,
Brasil).

Previamente a colheita, foi feito o corte de pélass longos na regido do prepucio,
seguido de tricotomia com agua, sabdo neutro entamie barbear. A limpeza da regido
prepucial externa foi feita com solucéo fisiologiseé-aquecida (NaCl 0,9% a %®5. O

interior do prepucio foi lavado com solucéo fisgilka pré-aquecida, com auxilio de seringa
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de 20 mL e gaze cirlrgica. Foi feita a secagemriextdo prepucio com auxilio de papel
toalha descartavel.

O equipamento para a eletroestimulacdo foi semidhaa utilizado para bovinos
(Boijektor 2001®, Comercial Barbds Ltda., S&o PRy Brasil), contendo um eletrodo retal
desenvolvido especialmente pela equipe de pesggigando as caracteristicas anatémicas do
caititu, com 20 cm de comprimento e 1,9 cm de dione trés tiras longitudinais paralelas
em cobre. Os estimulos elétricos foram reguladosqustato e a intensidade de corrente foi

observada através do amperimetro (Foto 3).

Foto 3- Sesséo de estimulos elétricos para colldeitaémen em caitituldyassu tajacu)
(Fonte: GARCIA, 2007).

O animal foi colocado em decubito lateral e o ebhr foi inserido no reto e
posicionado paralelamente ao assoalho pélvico,@rl8e profundidade, de forma que a tira
de metal centralizada ficasse em contato com a saucgial para estimular a inervagcao das
estruturas envolvidas com ejaculacdo. O protocelelétroestimulacdo utilizado foi adaptado
de Costa e Paula (2005). Foram aplicados 45+1@esis seguidos. A voltagem adotada foi
de 12 volts e cada estimulo emitido teve dura¢&® skgundos, com intervalo de 3 segundos
entre os estimulos (KAHWAGE et.aR008b). A sessdo de estimulos s6 era interrompida
guando se iniciava a liberacéo da fracdo em gejalmulado ou quando o animal ndo reagia

aos estimulos emitidos.
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Apds os estimulos iniciais, o pénis do animal ikkado com gaze e direcionado para o
interior de um erlenmeyer de 50 mL, pré-aqueci@6°% e envolto em papel laminado, a fim
de evitar o choque pelo frio e a acdo da luz stileta sobre os espermatozoides. Apés o
recolhimento do sémen, o erlenmeyer foi colocadacepo térmico para evitar variacdes de
temperatura, e a amostra foi levada imediatamentakeratorio para analise. Para avaliar a
eficiéncia da eletroejaculagéo foram realizadast&fiativas de colheitas. A taxa de sucesso
foi determinada pela quantidade de amostras cont@sgpermatozoides, em relacdo ao

numero total de tentativas de colheita.

4.4 AVALIACAO DO SEMEN

As andlises laboratoriais e 0 processamento dastearode sémen colhido foram
realizados no Laboratdrio de Apoio a Reproducadanahida Embrapa Amazoénia Oriental,
localizado na Unidade de Pesquisa Animal SenadardlAdolpho, em Belém-PA.

O sémen levado para o laboratério foi mantido emhbanaria a 35°C, até a
finalizacdo das andlises. Todo material utilizadoapmanipular amostras, como tubos,
ponteiras, laminas e laminulas, foi previamenteeeaigio a 35°C (VASCONCELOS et.al
2001). Para avaliar o perfil androldgico e evensizaonalidade na producéo de ejaculado, as
amostras (61 ejaculados) foram agrupadas de acordgeriodo mais chuvoso (dezembro a
maio, 26 amostras) e periodo menos chuvoso dgamuo(a novembro, 35 amostras).

4.4.1 Exames Imediatos

Primeiramente, foi realizada a avaliagao visuahsipecto do ejaculado, representada
por aparéncia e cor, que dao indicativos da coregi de espermatozoides e da presenca de
sangue, pus, urina, detritos, entre outros. Emidago ejaculado foi retirado do frasco de
colheita por pipeta Pasteur (ponta fina) e colocamotubo plastico de 15 mL previamente
aquecido a 35°C, para a determinacao do volumé drpesso em mL. Caso houvesse a
presenca de gel, 0 mesmo era retirado com pipeai@Paponta grossa) e transferido para
tubo microtubo plastico de 2 mL, sendo pesado danba analitica (miligramas). Foi, entéo,
aferido o volume ejaculado livre de gel.

Foram avaliados a motilidade e o vigor espermaticpartir de uma aliquota de @D
de sémen fresco, que foi depositada sobre lamingdie para microscopia, coberta com

laminula de 22 x 22 mm, ambas previamente aqueedas°C. A amostra foi levada ao
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microscopio 6ptico binocular (Eclipse E200®, Nik@orporation, Téquio, Japao), sobre
platina aquecida a 35°C. A motilidade espermaticavaliada em escala de 0 a 100% e o
vigor em escala de 0 a 5, sob aumento de 100 vezes.

Para a afericdo do pH, unidade de medida da caagéwot hidrogenibnica do sémen,
uma amostra do material obtido foi separada e adaliem tira de papel indicador
colorimétrico, podendo variar de 0 a 14 (pH Testg®rck KGaA, Darmstadt, Alemanha).

4.4.2 Exames de Concentracdo Espermatica

Para a obtencdo da concentracdo espermética limadéd uma amostra de 10 de
sémen diluido em 990 de solucdo de formalina tamponada (diluicdo d®Q), seguida da
homogeneizacdo cautelosa da mistura. Uma pequénaotal foi colocada na camara de
Fuchs-Rosenthal até o completo preenchimento damme#\ camara foi levada ao
microscépio Optico para que o reticulo com 16 qadols de linhas triplas fosse localizado em
objetiva de 40 vezes (cada quadrado possuia arémue e profundidade de 0,2mm). Em
seguida, foi feita a contagem de todas as céldaasdas em 4 quadrados de linhas triplas. O
namero total de células obtido foi multiplicado pprpermitindo o ajuste aos 16 quadrados
grandes. Posteriormente foi feita a multiplicacéo 300, o que corresponde a diluicdo 1:100
realizada previamente a contagem. O valor obtidalifadido pelo fator de correcdo 3,2
(ROTHSCHILD e CLELAND, 1952)0 resultado obtido apds as conversdes descritasac
indicou o nimero de células por mnPara obter o resultado em tou mL), foi feita a

multiplicacdo por 18 Assim, a concentracéo foi obtida em sptz/mL.

4.4.3 Avaliacao de Viabilidade e Morfologia Espermticas

Para a determinacdo da viabilidade espermatica, aligaota de 1@ de sémen foi
depositada em lamina pré-aquecida a 35°C juntancamtea aliquota de 10 de eosina-
nigrosina, uma coloracéo do tipo supravital (GALLAW 1974). As duas aliquotas foram
gentilmente homogeneizadas para posterior confedgd@sfregaco. Apos a secagem, a
lamina foi levada ao microscépio 6ptico binocuksb aumento de 400 vezes, onde foram
contadas 200 células por amostra. As células fatassificadas como viaveis ou inviaveis e
o resultado da contagem foi apresentado em pogeEmta

Células cujas membranas plasmaticas ndo possuegridiaide perdem a seletividade

e permitem a entrada do corante eosina para oonteelular. As células coradas sao
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consideradas mortas (inviaveis) e adquirem umaragdo rosada, enquanto as células vivas
(Foto 4), com membrana plasmatica integra, ndes@alas e permanecem brancas.

Foto 4- Avaliacdo da viabilidade espermatica dditoai (Tayassu tajacu) por coloracdo
supravital com eosina-nigrosina. Aumento de 40@s€Eonte: GARCIA, 2007).

Logo apOs a contagem de células vivas, foi reaizadavaliacdo de morfologia
espermética, em que a lamina corada com eosinasimgr foi levada ao microscopio, sob
aumento de 1000 vezes, para detectar células qaseapassem anormalidades de cabeca,
peca intermediaria e cauda. Foi feita a contagem2@@ células por amostra, com
classificacao individual das anormalidades, quenforagrupadas em defeitos maiores e
menores, sendo os resultados apresentados em tfage®) conforme descrito por Blom
(1950).

4.5 CONSERVACAO DO SEMEN

O ejaculado sem gel de 8 machos foi divido em diligsiotas de igual volume. Cada
aliquota foi diluida em diluidor de curta durac&3 &) ou em diluidor de longa duragéo (X-
Cell®), pré-aquecidos a 35. A diluicdo usada foi de 1:1, para manutengdséioen. Foram
feitas as avaliacbes de motilidade, vigor espeomatnorfologia espermatica e viabilidade



34

espermatica (vivos e mortos), a fim de verificaefeito dos diluidores e do tempo de
estocagem sobre os parametros seminais. O sémavafi@Edo imediatamente apos a diluicao
(tempo zero= T0), apos 24 horas (T24) e 48 horasidm da refrigeracéo (T48).

Apos a diluicdo do sémen, cada aliquota diluidacédocada em recipiente contendo
agua aquecida a 35°C, de forma que toda a alifosda coberta, para que se procedesse a
refrigeragcdo. As amostras foram conservadas dudéfhtkeoras sob temperatura controlada
(17°C) em refrigerador equipado com termostatoua ¢pi aberto apenas no momento da
retirada das amostras para analise.

As amostras foram homogeneizadas antes de cadacéalseminal, para que o0s
espermatozoides que se encontrassem no fundo desodr pudessem emergir e serem
misturados ao diluente, dispersando os fatorescdéxresultantes do metabolismo dos
mesmos (VASCONCELOS et al.,, 2001). Uma aliquotasé@men diluido e refrigerado foi
retirada, colocada em tubete plastico e levadaaddsmaria, onde permaneceu em pré-
aquecimento a 39°C por 5 minutos antes das avaiaedfim de que as células em hipobiose
retomassem o seu metabolismo (ESTIENNE; HARPER; PZ007).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A biometria testicular e as caracteristicas semim@ volume, pH, concentragéo,
motilidade, vigor, viabilidade celular, defeitos ioras e defeitos menores e foram analisadas
estatisticamente de modo descritivo, com auxilipmgrama Microsoft Excel 2007.

Para verificar o grau de associacao entre as \agiale peso, idade, biometria e
caracteristicas seminais, foi aplicado o testeadeslacédo de Pearson, sendo considerados 0s
valores do coeficiente de correlacdo acima de Ogstatisticamente significativa quando
P<0,01. A comparacdo de médias dos parametros aisnawvaliados foi feita por analise de
variancia e para avaliar o efeito do periodo déeitd sob as caracteristicas foi utilizado o
testet de Sudent, com nivel de 5% de probabilidade. Para o voldoigytilizado o teste ndo
paramétrico deMann-Whitney, pois esta caracteristica seminal ndo apresengitbdi¢cao
normal dos dados.

As caracteristicas do sémen diluido e resfriadanforsubmetidas a analise de
variancia, através do método de minimos quadradesdo adotado o delineamento
experimental de parcela subdividida. Foram conaatles como parcelas os diluidores BTS e

X-Cell® e como sub-parcelas o tempo de imediataenapidos a diluicdo e o periodo de
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armazenamento (TO, T24 e T48), respectivamenta. dgerminar a significancia dos efeitos
dos fatores estudados, foi realizado o teste Freéaias foram comparadas através do teste
de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Os t@&do$é foram analisados com o0 uso do
programa NTIA, versao 4.2.1 (EMBRAPA, 1997).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BIOMETRIA TESTICULAR

Os resultados para comprimento, largura e consistéesticular estdo sumariados na
Tabela 1. Péde-se observar que ndo houve assireetria as gbnadas esquerda e direita,
corroborando os dados de Garcia e Barbosa (1994)n&o encontraram assimetria evidente
ao avaliarem comprimento e largura testicular derdes da raca PiauS{s scrofa
domesticus). Durante todo o periodo experimental ndo foraseokadas alteragcbes quanto a
forma, posicdo e mobilidade dos testiculos.

Os dados morfométricos obtidos neste estudo foigeirdmente menores do que 0s
observados por Sonner et €004), que encontraram média de 4,27 cm de comeptd e
2,71 cm de largura para testiculos de caitituslosaem cativeiro. Os valores também foram
menores que 0s observados em caititus por Caryvalbaynoto; Daniel (2000), que
encontraram 4,5 cm de comprimento e 2,85 cm deidarg por Hellgren et al. (1989), que
verificaram 4,9 cm de comprimento e 2,8 cm de laxg&ilgueira et al. (2005) avaliaram
testiculos de caititus com mais de dez anos e &acam média de comprimento de 5,5 cm e
5,3 cm para os testiculos esquerdo e direito, céispeente. Possivelmente, a diferenca entre
0 comprimento testicular dos animais deste trabalbs informados acima tenha ocorrido em
funcdo do método de mensuragdo adotado, pois sergeeestudo foram desconsideradas a

cabeca e a cauda do epididimo, possibilitandoenghb de valores menores.

Tabela 1- Médias (xDP) dos parametros testiculdeelsl machos adultos da espéagassu
tajacu criados em cativeiro. Belém-PA, 2009.

Parametros Testiculares Testiculo Esquerdo TestiauDireito
Comprimento (cm) 3,810,4 3,840,5
Largura (cm) 2,6x0,3 2,610,3
Consisténcia (0-5) 2,3+0,2 2,310,2

As correlagbes entre os parametros avaliados patgnobservadas na Tabela 2.
Verificou-se alta correlagdo entre os comprimerdos testiculos direito e esquerdo (r=
0,9527, P<0,0001), entre as larguras dos testiclitedo e esquerdo (r=0,7960, P<0,0001) e

a consisténcia dos testiculos direito e esquere® 9439, P<0,0001). O grau de associacéo
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entre o comprimento dos testiculos direito e eshuer de suas larguras podem ser
visualizados no Grafico 1.

Tabela 2- Correlagbes entre peso, idade e as paodntesticulares de machos adultos da
espécielayassu tajacu criados em cativeiro. Belém-PA, 2009.

Peso Idade Comp Larg Cons Comp Larg Cons

(kg) (meses) TE(cm) TE(cm) TE(-5) TD(cm) TD(cm) TD (1-5)

Peso 1

Idade 0,4009 1

Comp TE 0,6769* 0,1732 1

Larg TE 0,6474* 0,3550 0,6098* 1

Cons TE 0,3499 0,2487 0,2874 0,1688 1

Comp TD 0,6816* 0,1793 0,9527* 0,5500 0,3023 1

Larg TD 0,6302* 0,2947 0,6375* 0,7960* 0,1105 0,7005* 1

Cons TD 0,3822 0,2534 0,3044 0,1985 0,9439* 0,3367 0,1630 1
* P<0,001

Esses resultados estdo de acordo com os obserpaddsigueira et a{2005) que
constataram alta correlacdo entre comprimento {#€@) e circunferéncia (r=0,9097) de
testiculo direito e esquerdo em caititus, enquedtmner et al. (2004) encontraram a
correlacdo de média intensidade entre o comprimeo® testiculos direito e esquerdo
(r=0,66) de caititus jovens e adultos oriundosrifd@rios extensivos.
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Grafico 1- Correlacdo entre comprimentos e largu@s testiculos esquerdo e direito, em
animais adultos da espédiayassu tajacu mantidos em cativeiro.
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A correlagao positiva entre comprimento, largucmesisténcia era esperada, uma vez
que os testiculos sdo érgaos pares e, normalmedwehd grandes diferencas encontradas
entre eles, caso a organogénese tenha se procestkfi@adamente (SONNER et al., 2004).
Além disso, o desenvolvimento normal das gbnadasr@ae forma equivalente nos dois
eixos do 6rgdo, de maneira que sejam estabelecddfm@mato e a simetria testicular
fisiologica, que interferem positivamente na athd espermatogénica, fator considerado
imprescindivel para reprodutores. (FILGUEIRA et, &005). Além disso, o volume
testicular, considerado medida representativa ddugéo espermatica, € influenciado pelo
formato testicular, sendo este determinado peladidag de comprimento e largura, que
podem variar em func¢éo da estag¢édo do ano, do esliaitm e da nutricdo dos animais, tendo
como principais consequéncias variacdes quantites qualitativas na producdo seminal
(MARTIN et al., 1994).

As correlacdes entre peso e comprimento dos tésgidireito e esquerdo (r= 0,6816 e
r= 0,6769; P<0,0001 respectivamente), peso e largios testiculos direito e esquerdo
(r=0,6302 e r= 0,6474P<0,0001respectivamente)apesar de altamente significativas,
apresentaram média intensidade, conforme demonst@lGréaficos 2 e 3. Louvandini et al
(2008) encontraram correlagdo de alta intensidatte peso corporal e comprimento (r=0,7)
e largura testicular (r=0,8) em ovinos da raca &arés sob efeito de suplementacédo protéica
e diferentes cargas parasitarias, concluindo gimeaas suplementados e com reduzida carga

parasitaria ttm maior ganho de peso e maior tamisktioular.
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Gréfico 2- Correlacdo entre peso e comprimentosegigulos direito e esquerdo de machos
da espécidayassu tajacu.
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Grafico 3- Correlacdo entre peso e larguras dagcitdss direito e esquerdo de machos da
espécieTayassu tajacul.

A correlacdo estabelecida entre as variaveis de pesomprimento, peso e largura,
indicam que apesar desses parametros estarenongldos, a variagcdo de peso corporeo pode
nao ter sido capaz de influenciar bruscamente masnddes gonadais dos animais avaliados
durante o periodo experimental, pois as correlagfiiesnédia intensidade ocorreram em
funcdo dos animais estarem na fase adulta e apmesen estabilidade com relagdo ao
desenvolvimento ponderal (Gréafico 4). Além disse,canstantes praticas de manejo néo
permitiram que ocorressem bruscas variacdes dequepéreo, capazes de alterar, de forma

evidente, o comprimento e a largura dos testiculos.
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Gréfico 4- Distribuicdo da frequiéncia do peso coep@®bservado e variacdo de comprimento
e largura testiculares de caititus mantidos enveiati, ao longo do ano.

5.2 EFICIENCIA DO METODO DE ELETROEJACULACAO

Das 117 tentativas de colheita de sémen por ejatdacdo, 88 amostras
apresentaram espermatozoides. Ou seja, houve sut@s®lheita em 75,21% das tentativas
(88/117) e insucesso em 24,79% delas (29/117) nFoansideradas tentativas sem sucesso
aguelas em que os animais ndo ejacularam (24 aspstaquelas em que somente a fracédo
gel (4 amostras) ou liquido seminal (1 amostragrfoobtidos.

Em 9,4% das amostras colhidas houve contaminacéaunoma (11 amostras) e,
portanto, foram desconsideradas para a avaliaggigpal@metros andrologicos. Morato et al.
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(1998), ao avaliarem sémen obtido por eletroejgémlaam oncas, observaram que 3,7% das
amostras eram contaminadas com urina. Okano, Muwa3esubota, (2004) observaram
contaminacgao por urina em 100% das amostras senmobédas de ursodJ(sus thibetanus
japonicus). No entanto, Busso et al. (2003) ao utilizarereletroejaculacdo em chinchilas
(Chinchilla lanigera), obtiveram amostras seminais totalmente livreudea, tanto em
animais anestesiados, quanto em animais conscighteausa da contaminagéo por urina
pode estar relacionada ao posicionamento maisati@dmieletrodo do eletroejaculador, ja que
a inervacao controladora da miccdo esta muito praxda inervacdo controladora da
ejaculacao, e o aprofundamento do eletrodo no mmmem ejaculacdo pode ocasionar a
miccdo (MARTIN, 1978).

Outro importante aspecto a ser considerado pacdhaita de sémen é a anatomia da
genitalia externa do caititu, pois a porcao finalpdepucio forma uma espécie de diverticulo
com pequeno orificio que, associado ao formato spira da glande peniana, ocasiona o
enrolamento da mesma e a contencdo do pénis, tamate a ejaculacdo dentro da bainha
prepucial. No presente estudo, 10,25% das tensatBsultaram em ejaculados que ficaram
retidos no prepucio (12 amostras), impedindo aiag@b destas amostras, mesmo quando
retiradas manualmente apés massagem prepucial. @lieroativa, Fischman et al. (2003)
exteriorizaram os pénis de javalis, previamentelheita, com auxilio de pinga cirdrgica,
favorecendo a obtencéo e avaliacéo do ejaculado.

Em 20,52% das tentativas de colheita (24 amostmss)animais ndo ejacularam,
estando de acordo com os achados de Moreira @085), que ao testarem este método em
gueixadasTayassu peccari), obtiveram amostra seminal somente em animalroaior peso.
Esse resultado pode estar associado a resistédoiaual & estimulacao por corrente elétrica
(HARON et al., 2000), a insuficiente estimulacaétita aos 6rgaos do aparelho reprodutor
(RODGER e POLLITT, 1981) ou ao indevido posicionainedo eletrodo no assoalho
pélvico. A sintese sobre a eficiéncia da eletragggéo como técnica para obtencdo de
ejaculados enfayassu tajacu pode ser observada no Grafico 5.
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W Contaminados com urina
W Retidos no prepucio
M Apenas fracdo gel
M N3o ejacularam
Liguido seminal

m Amostras com células

0,85%

Gréfico 5- Eficiéncia na obtencdo de ejaculadosamirpdo protocolo de eletroejaculacdo
testado em machos da espéagassu tajacu (117 amostras).

A analise das amostras colhidas com células (65@as) demonstrou que o sémen
de caititus pode apresentar trés fracdes: uma pebrestituida de secrecdo das glandulas
acessorias e pobre em células), uma rica (ondeagstfior parte das células espermaticas) e
uma fracéo gel. Esses resultados estédo de acomles@chados de Lochmiller et @é1985),
Hellgren et al. (1989) e Costa e Paula (2005).

O peso médio em gel emitido pelos animais foi 881,33 g, sendo que a fracdo gel
foi obtida em apenas 3,42% das tentativas de ¢ath@ amostras). Ao colher sémen de 10
caititus adultos, Souza et al. (2009) s6 observamafracdo gel em apenas dois animais,
sugerindo ejaculacdo incompleta. A baixa porcemad@ fracdo gel nas amostras ocorreu em
funcéo da colheita ter sido direcionada somenta phatencédo das fragbes com células, pois
na metodologia adotada a sessao de estimulogdaidmpida ao serem emitidas as primeiras
gotas de gel. Isso foi realizado porque o gel dlifeca avaliacdo dos parametros celulares, por
promover a aglutinacdo das cabecas dos espernde@OCHMILLER et al., 1985).

Em apenas uma amostra (0,85%) houve colheita serderlifquido seminal, fator que
pode estar associado a estimulo somente das gi@nedakssoérias do animal, visto que a
maioria das amostras obtidas do animal apresemt&uias moéveis. Giuliano et al. (2007)
observaram azoospermia em 1,8% das amostras serabtalas através da eletroejaculacéo
em Ihamasl(ama glama).
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5.3 CARACTERISTICAS SEMINAIS DE CAITITUS MANTIDOS B CATIVEIRO NA
AMAZONIA ORIENTAL

5.3.1 Exames Imediatos (aspecto, cor, volume total, motilidade e vigor espermaticos)

Das 65 amostras com células, em 50 (76,93%) o tasplecsémen foi ralo, de cor
esbranquicada, caracterizando baixa concentragdernestica. No entanto, um pequeno
namero de amostras (15 amostras = 23,07%) apresespecto leitoso e cor branca, o que
esta associado com alta celularidade. As caratitedsseminais observadas durante o periodo

experimental estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3- Caracteristicas seminais de machos addétespécidayassu tajacu obtidas por
eletroejaculacdo (65 amostras). Belém-PA, 2009.
Vol. Conc. Mot. Vig. Viab. Def. Def. Def.
(mL)  (x10°sptz/mL) (%) (0-5) (%) Maior Menor Totais
(%) (%) (%)

MédiaxtDP  0,8+0,8 138,1+154,0 52,8+29,1 2,1+0,8 55,4+28,6 62P3,1 9,6+7,2 31,9+13,5

Minimo 0,1 2,3 0 0 0 4,5 1 10,5
Maximo 5,0 647,5 90,0 3,0 94,0 57,0 30,0 70,5
Amplitude 4.9 645,2 90,0 3,0 94,0 52,5 29,0 60,0

O volume médio encontrado foi de 0,8+0,8mL, mengr gs volumes de 1,3+1,1 mL
verificados por Lochmiller et al. (1985), de 1,1*0nL (fracdo clara mais a fracao rica em
células) observado por Hellgren et al. (1989), dd 80,9 mL detectado por Costa e Paula
(2005) e de 2,5+2,8 encontrado por Souza e{28l09), sob acdo anestésica com uso do
propofol.

O pequeno volume ejaculado obtido neste estudo gperddecorrente da permanéncia
dos machos estudados junto as fémeas em atividadedutiva, havendo a possibilidade de
copula previamente a colheita, associada a fredgiémganzenal de colheitas. Volumes
maiores obtidos por Lochmiller et al. (1985), Hedig et al. (1989) e Souza et al. (2009)
podem ter ocorrido por manterem seus animais @rpetais isolados, tendo apenas contato
visual ou olfatério com fémeas em atividade reptivdy e sendo submetidos mensalmente a
eletroejaculacdo. Além disso, as semelhancasdgimds e anatbmicas do trato reprodutivo
de caititus com o0s dos suinos sugerem que capibgem produzir maior quantidade de
volume seminal do que o observado no presenteltiabama vez que Solws (1984) afirma
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gue uma grande quantidade de sémen pode ser atseajenitalia externa de fémeas apos
a coOpula. Outra possibilidade seria decorrente dodo de colheita usado, uma vez que,
igualmente ao observado no presente trabalho,lefaside suinos domésticos colhidos com
auxilio de eletroejaculadores séo caracterizadosupopequeno volume de gel (menos que
5,0 mL/ejaculado) e um baixo volume de liquido seth(VERA CRUZ, 1959). Fischman et
al. (2003), ao realizarem colheita de sémen pdrogjaculacdo em javalis, encontraram
volume médio de 15,5+8,8 mL, considerado pequencoatparar com o volume produzido
por suinos, espécie de porte semelhante. De acomioCosta e Paula (2005), o volume
reduzido nao interfere na motilidade e na morf@agpermatica, assegurando a eficiéncia do
método na obtencdo de amostras para avaliacdesd@gidas.

O pH médio seminal obtido foi de 7,92+0,73, send@lor minimo observado de 7,0
e o0 valor maximo de 9,0, com a amplitude de 2jeréntemente, Costa e Paula (2005)
observaram que o pH do sémen de caititus com idatte 10 a 18 anos pode variar de
6,2+0,2 a 7,6+0,1, enquanto que Souza et al. (208%caram pH entre 7,7+0,5 a 8,1+0,4
em caititus adultos. Barros et al. (2008a) ao cad@éenen de quatisNésua nasua) verificou
pH de 7,9+0,6. Austin; Hupp; Murphree (1961) encarsim pH médio de 7,3 em sémen de
touros colhidos por eletroejaculacéo, valor conside elevado para espécie.

A obtencdo de valores elevados para pH, atravéeletaoejaculacdo, pode ser
atribuida a maior quantidade de liquido seminavgm@ntes das glandulas bulbouretrais, que
produzem pouca quantidade de frutose (AUSTIN; HURBRPHREE, 1961). Martinez et
al. (2008), ao comparar amostras do epididimoetrogljaculadas em cerv@drvus alophus),
observaram valores de pH mais elevados para amastadas por eletroejaculagéo (7,63
versus 6,28), e atribuiram essa diferenca as maddes na producdo do plasma seminal,
relacionadas ao aumento da idade do macho estuBatho pode também ocorrer devido a
variacdo individual concernentes a composicao quirdo ejaculado (KOMMISRUD et.al
2002).

A motilidade esperméatica média observada no presestiudo foi de 52,8+29,1%,
sendo mais elevada que os achados de Lochmil&r @985), que encontraram 49,5+15,8%
e Costa e Paula (2005), que detectaram motilidadé8¢7+31,5% em caititus. No entanto,
Hellgren et al. (1989) observaram motilidade métliec7+15%, com variacao individual de
5% a 90%, sendo esta ultima similar a variagcéol gei@ontrada neste estudo, que foi de 0 a
90%. Ja Souza et al. (2009) verificaram motilidedslia de 55+31,1% em caititus sob acao
da tiletamina-zolazepam e 85+8,0% com uso de pobphib presente trabalho, em 24,61%

dos ejaculados, a motilidade espermatica foi maigr 70%. O vigor médio observado no
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presente estudo foi de 2,1+0,8, sendo este vatoifasiao encontrado por Costa e Paula
(2005) que verificaram vigor de 2,1+1,4 para aastitriados em cativeiro.

5.3.2 Avaliacdo da Concentracdo Espermatica

A concentracdo espermatica média encontrada fal3®e1+154,1 x 19 sptz/mL,
valor inferior aos observados por Lochmiller et(4P85), que detectaram concentracdo de
354+173 x 10 sptz/mL . J4 Costa e Paula (2005) observaram ntagéo de 87,0+53,1 x
10° sptz/mL, em caititus idosos e com quadro de degeés testicular, enquanto Souza et al
(2009) encontraram concentracdo de 13,8+5,7 a BB341x 16 sptz/mL. Hellgren et al
(1989) observaram variacdo mensal de 132+ 2gpfr/mL a 828+204 xPosptz/mL ao
avaliarem sémen de caititus. A variacdo de conaediir encontrada, no presente estudo, foi
de 2,38 a 647,5 x2@&ptz/mL.

A concentracdo média encontrada foi relativameratixah pois em 32 amostras
(49,23%) a concentracdo foi menor que 100 % 4ftz/mL, o que pode também estar
relacionado com o método de colheita utilizados pmieletroejaculacdo possibilita maior
estimulacdo das glandulas acessorias e obtenc@&o voaime e menor concentracdo, além da
freqiéncia de colheita, possiveis copulas pregsessatatus social do animal estudado -
dominante ou subordinado (Hellgren et1£89).

Também houve ejaculados que apresentaram celdaridaito maior a média obtida.
Portanto, presume-se que a concentracao semim@bdica de caititus adultos, em idade
reprodutiva, pode apresentar valores variaveisua Qoderia ser melhor avaliada com
método de colheita manual. Costa e Paula (2005)nérazam variagcdo neste parametro de
11,8+2,5 x 1& sptz/mL a 144,3+19,8 x $@ptz/mL, mas os animais experimentais sofriam a
influéncia da idade e constante estresse, pois emamais mantidos em cativeiro de

zooldgico.

5.3.3 Avaliacdade Viabilidade e Morfologia Espermaticas

A viabilidade espermatica média encontrada foi 5ld£8,6%, sendo este menor que
os achados de Evans e Ko (1990), que observaramagas de porcos miniaturas com 93%
de células viaveis, e dos relatos de Fischman.dgR@03), que avaliaram ejaculados com
84+10% de células vivas em javalis. Barros e{20108b) observaram 54,9+25,4% de células

vivas em sémen de tatu-peltaughractus sexcinctus). Ja Souza et al. (2009) encontraram
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viabilidade espermatica variando de 74,3+35 a 836 em caititus, mais elevada que o
encontrado no presente estudo.

A média de defeitos maiores encontrada foi de 2B8a*6, mais elevada que 0s
achados de Lochmiller et al. (1985), que detectaapenas 7,27,2+5,9% em caititus. No
entanto, esses autores detectaram elevado nimedefai®ms menores (64,4+15,2%), estando
em desacordo com a média encontrada no presentioegue foi de 9,11+5,88%. A média
de defeitos totais encontrada foi de 31,9+13,5%1anque a meédia encontrada por Mollinea;
Adogwa; Garcia (2007) ao avaliar sémen de culesyprocta leporina), que verificaram
35,14+2,76% de anormalidades totais. JA& Costa éa H2005) observaram variacdo de
defeitos totais entre 15,5+2,4% e 55,5%£16,1% entitesi adultos. Segundo Mies Filho
(1987), animais silvestres mantidos em cativeirdepo apresentar elevadas porcentagens de
células morfologicamente anormais, se comparadaspgsies domeésticas. Essa taxa elevada
pode estar associada ao regime de cativeiro eardaséstresse aos quais 0s animais sao
submetidos. Morato et al. (1998) detectou em madhaosspéci®anthera onca mantidos em
cativeiro alto percentual de anormalidades esp&rasatque poderiam estar associado a
fatores genéticos, nutricionais e ambientais. Ofeitds espermaticos maiores mais
observados foram em média 9,9+12,0 % de caudanfertee dobrada ou enrolada, 5,1+5,7%
de acrossoma e 4,2+4,2% de gota protoplasmaticainpmb Os defeitos menores mais
observados foram 5,5+6,8% de gota protoplasmaiital @ 1,4+1,9% de insercdo abaxial.

5.3.4 Correlacbes entre Caracteristicas SeminaiBgometria Testicular

O grau de associagdo entre os parametros tesiisuans caracteristicas fisicas do
ejaculado podem ser observados na Tabela 4. Fobaservadas correlacbes negativas, de
baixa intensidade e nado significativas entre pespmametros testiculares e caracteristicas
seminais, resultados semelhantes aos achados poretvial. (2006), que encontraram
correlacdes baixas, negativas e sem significanuiee diometria testicular e caracteristicas
seminais de touros da raca NeldBeqtaurus indicus). Diferentemente, Minter e De Liberto
(2008) observaram correlacdes positivas e sigtif@s entre volume testicular e volume do
ejaculado (r=0,679, P<0,001), volume testicular @ncentracdo (r=0,499, P<0,001)
motilidade e viabilidade esperméticas (r=0,589, ,B80) e volume testicular e defeitos
(r=0,469 P<0,001) de sémen de coiotean(s latrans).
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Tabela 4- Correlacdes entre peso corpoOreo, parasisticulares e caracteristicas seminais
de machos adultos da espéEayassu tajacu criados em cativeiro. Belém-PA, 20009.

Vol Conc Mot Vig Viab Def. Totais
(mL) (x10°sptz/mL) (%) (0-5) (%) (%)
Peso -0,2485 0,1700 -0,1648 -0,0636 -0,1360 -0,0411
Comp TE -0,2087 0,1398 -0,0541 -0,0954 -0,0349 -0,1277
Larg TE -0,3264 0,3866 -0,1829 -0,0248 -0,1573 -0,0731
Cons TE 0,0431 0,0558 -0,0361 -0,0896 -0,0352 -0,2421
Comp TD -0,1593 0,1483 -0,0651 -0,0900 -0,0512 -0,1298
Larg. TD -0,3000 0,3760 -0,2610 -0,0738 -0,2463 -0,0814
Cons TD 0,0272 0,0909 -0,0107 -0,0566 -0,0071 -0,2495
* P<0,001

As correlacbes observadas entre as caracteriseoaimais estdo indicadas na Tabela

5. Foram identificadas rela¢des altamente sigtifiaa entre motilidade espermatica e vigor
(r= 0,820, P<0,0001), motilidade e células vivas@y983, P<0,0001) e entre vigor e células

vivas (r=0,802, P<0,001). A intima relacdo entrematilidade progressiva, vigor e

porcentagem de células vivas estabelece maior@aura julgamento da viabilidade seminal

e efetiva aplicabilidade do ejaculado. Esses paramsao fortes indicadores que denotam a

capacidade de movimentacdo celular, integridadeneimbrana e atividade metabdlica, os

quais estéo relacionados a fertilidade, uma vezbairas motilidades espermaticas refletem

negativamente na fertilizacédo e taxa de conce@aoT (T
ALMOND; FLOWERS, 1999).
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Tabela 5- Correlacdes entre as caracteristicasnaende machos adultos da espdegassu
tajacu criados em cativeiro. Belém-PA, 2009.

Vol Conc pH Mot Vig Viab Def Def Def
(mL)  (x10°sptz/mL) (%) (0-5) (%) Maiores Menores Totais
(%) (%) (%)
Vol 1
Conc -0,279 1
pH 0,216 -0,086 1
Mot -0,167 0,226 -0,292 1
Vig -0,167 0,391 -0,322 0,820* 1
Viab -0,182 0,203 -0,295 0,983*  0,802* 1
Def 0,280 -0,013 0,280  -0,644*  -0,538  -0,652* 1
Maiores
Def -0,036 0,226 0,023 0,294 0,289 0,275 -0,196 1
Menores
Def Totais  -0.254 0,097 0,273 -0,484  -0,832*  -0,501 0,877+ 90,2 1
* P<0,001

Vale ressaltar a correlagdo negativa significabivaervada entre motilidade e defeitos
maiores (r=-0,644, P<0,0001), a qual pode serndicativo de que os defeitos maiores mais
freqientes no sémen de caititus, levando em coas@le as condicbes de colheita e
processamento das amostras, sejam as patologiasiongldas a cauda e/ou a peca
intermediaria, que interferem diretamente na calpald de movimentacdo celular e,

consequentemente, reduzem a motilidade espermatica.

5.4 PERFIL SEMINAL AO LONGO DO ANO

Ao analisar o comportamento de motilidade e céluidseis (Grafico 6), defeitos
maiores, menores e totais (Gréafico 7) ao longomdeses do ano, observou-se que ocorreram
menores valores nos parametros seminais, princgraémentre os meses de marco a maio,
com reducdo da motilidade e viabilidade, e concambét aumento no total de defeitos
espermaticos. No periodo de margo a maio, a madiéicespermatica média foi de 40,1+4,0%,
o vigor médio foi de 2,0+0,0, a viabilidade méda fle 41,9+3,3%, a média de defeitos
maiores foi de 27,4+7,7%, a média de defeito menfwede 11,2+1,7% e de defeitos totais

foi de 38,5+9%. A menor qualidade seminal obsenetee marco e maio pode ter ocorrido
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em funcdo do periodo pés-parto das fémeas, quandegVayor et al. (2007b), se estende
por 60 dias aproximadamente, e coincide com o gersnupracitado. A queda na qualidade
seminal foi observada em todos os individuos, enag;o a maio, porém, com intensidades
diferentes. Por outro lado, entre setembro e oaiuwuve aumento da qualidade seminal,
com maiores niveis de motilidade, vigor e viabilida

A variagdo nos parametros seminais pode ocorrefuagfo de fatores ambientais
(temperatura, umidade relativa do ar, luminosidas#resse, precipitacdo pluviométrica),
nutricional e fatores intrinsecos ao individuo ¢(negp sexual, enfermidades, estresse pelo
manejo, entre outros), os quais podem interferiathadade reprodutiva. No entanto, com
base nos resultados observados, ndo é possivabeafijue as mudancas ambientais tiveram
magnitude suficiente a ponto de indicar sazonalidad producdo seminal de caititus
mantidos em cativeiro. Durante o ano, as medianatéidade variaram de 35,5% a 63,3%, 0
vigor variou de 1,7 a 2,6, a viabilidade variou3%5% a 68,6%. A variacdo para defeitos
maiores, menores e totais foi de 18,7% a 34,5%%5% 15,6% e 27,0% a 47,5%,
respectivamente. Esses resultados corroboram esl@slde Hellgren et al. (1989), que ao
avaliarem sazonalidade em animais de cativeirogcladam que o macho adulto pode ser
fértil o ano todo, mesmo que haja diminuicdo daxentracbes de testosterona sérica durante

0 verao.
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Grafico 6- Variacdo mensal da motilidade e viabilid espermaticas em sémenTdgassu
tajacu, para machos em idade reprodutiva mantidos emwedati
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Um dos indicadores de fertilidade de rebanhosaxa &anual de paricdo. No mesmo
criatério cientifico onde foi desenvolvido o preeastudo, Mayor et al. (2007b) observaram
gue a concentracao dos partos de caititus ocotre es meses de janeiro e mar¢co. Uma vez
gue, segundo Mayor et al. (2007b), a gestacdo d@itusadem duracdo média de 138 dias
(aproximadamente 5 meses), maior numero de gestagdeicia entre os meses de setembro
e outubro, periodo que coincide com os meses deomeglialidade seminal observados neste
experimento. Entre os meses de setembro e outabmuptilidade média verificada foi de
63,0+0,3%, o vigor médio foi de 2,0+0,0, a médiacétulas viaveis foi de 67,1+2,0%, a
média de defeitos maiores foi de 20,6+0,5%, a méeidefeitos menores foi de 9,6+4,7% e

os defeitos totais médios foram de 29,4+5,02%.

W Cefeitos Maiores (%) @ Defeitos Menores (%)  m Defeitos Totais (%)

Grafico 7- Variagdo mensal de defeitos maioresittef menores e defeitos totais em sémen
deTayassu tajacu, para machos em idade reprodutiva mantidos ewedati

Considerando a influéncia das condi¢Bes climatiwasproducdo e qualidade de
ejaculados, as caracteristicas seminais obserfadas agrupadas e observadas levando em
consideracao o periodo mais chuvoso e menos chulmoano, observadas na Tabela 6 e na
Tabela 7. Nao foram observadas diferencas sigtiifasentre concentracéo, pH, motilidade,
vigor, vivos e defeitos espermaticos avaliados persodos mais chuvoso e menos chuvoso
(Grafico 8). Somente o volume apresentou diferaigaificativa (P= 0,008); no entanto, essa

caracteristica é variavel em funcdo do método dkeita adotado que pode ocasionar
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variacdo de respostas aos estimulos elétricose adrindividuos e entre as colheitas
(AUSTIN; HUPP; MURPHREE, 1961).

Tabela 6- Caracteristicas fisicas (mé@iR) do sémen de machos adultos da esféyissu
tajacu observadas no periodo mais chuvoso e menos chugelsm-PA, 2009.

Caracteristicas Seminais Periodo Mais Chuvoso Periodo Menos Chuvoso P
(dezembro a maio) (junho a novembro)

Volume (mL) 0,75+0,5° 0,3+0,6° 0,008

Concentragio 109,8+95,7 167,2+185,G 0,154
(x10°sptz/mL)

pH 7,8+0,6 7,80, 7 1,000

Motilidade (%) 55,1+28,9° 53,5+28,5' 0,828

Vigor 2,3+0,9° 2,00, 7 0,130

Viabilidade (%) 56,1+28,8 56,6+28,8 0,940

Letras diferentes na mesma linha indicam diferesiguaificativa (P<0,05).

Temperatura e umidade elevadas, caracteristicairda amazonico, podem levar o
animal ao estresse térmico, especialmente se aobeg@s por uma ampla flutuagdo da
temperatura, resultando em diminuicdo na ingeséalienento e transferéncia da energia
para manutencdo da homeostase, acarretando iétenifer na espermatogénese
(KUNAVONGKRIT et al., 2005).

Tabela 7- Defeitos espermaticos (medli®) observados em sémen de machos adultos da
espécielayassu tajacu no periodo mais chuvoso e menos chuvoso. BelénRedy.

Defeitos Espermaticos Periodo Mais Chuvoso Periodo Menos Chuvoso P
(dezembro a maio) (junho a novembro)
Defeitos Maiores (%) 23,7+14,0° 21,712, F 0,569
Defeitos Menores (%) 9,67, 7% 8,615,7 0,567
Defeitos Totais (%) 33,3+13,5 30,313, 7 0,407

Letras diferentes na mesma linha indicam diferesigraificativa (P<0,05).

Apesar dos rigores inerentes ao clima amazoniqeegaena variacdo na qualidade
seminal pode ser explicada pela adaptacdo da esp@clima, uma vez que o caititu € capaz
de viver nos mais diversdmbitats, desde florestas tropicais Umidas até savanasertds

(SOLWS, 1984). Essa peculiaridade da espécie, iaslso@s condicbes controladas de
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manejo nutricional e sanitario realizadas em catygossibilitam a producéo relativamente
homogénea de sémen, garantindo a capacidade répeodos individuos durante o ano todo.
Os resultados do presente trabalho divergem dasdashSuriyasomboon et al. (2005), que
verificaram que a estacdo do ano e elevadas tetupeae umidade influenciam

negativamente na morfologia espermatica, elevandtidéncia de gotas citoplasmaticas

proximais, em virtude da alteracdo do epitélio séf@io, em suinos da ra¢ca Duroc.
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B Periodo mais chuvoso O Periodo menos chuvoso

Grafico 8- Caracteristicas seminais de machos péacesTayassu tajacu, observadas nos
periodos mais chuvoso e menos chuvoso do ano.

Durante as avaliagbes seminais, foram identificadamcdes entre individuos com
relacdo a producdo e a qualidade do ejaculado, gmde ser observado nas Tabela 8 e
Tabela 9. Essas diferencas poderiam ser utilizada® critério para a selecdo de machos
férteis, que apresentem maior potencial, tanto pandopreservacao quanto para a producdo
de embrides, uma vez que 0 sucesso do desenvotaneesobrevivéncia dos embrides
depende também de contribuicbes genéticas e epiggnélos machos (DURANTHON e
RENARD, 2001). Foram observadas caracteristicasnsgsnindicativas de baixa fertilidade
apenas para o individuo D, que apresentou mot#icaédia de 18,2+20,5%, vigor médio de
1,1+0,6, viabilidade média de 20,6+23,2%, defeitm@ores medios de 43,1+12,6%, defeitos
menores medios de 7,7+4,1% e defeitos totais d&58,3%. Semelhantemente, Castro et al.
(1996) identificaram variacdes entre os suinos ala rDuroc avaliados, destacando um

individuo com baixa motilidade (31,2+0,2%) e elavatimero de defeitos espermaticos
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(60,6+10,0%). Visando maior fertilidade e prolifleide, animais nessas condi¢cdes deveriam

ser desconsiderados como doadores em programaseseinacao artificial.

Tabela 8- Caracteristicas fisicas seminais (g de machos adultos da espéagassu
tajacu mantidos em cativeiro na Amazoénia OrienBadlém-PA, 20009.

Animais Volume Concentracdo pH Motilidade Vigor Viabilidade
(mL) (x1Psptz/mL) (%) (%)

A 1,0+1,0 160,1+169,3 7,7+1,1 45,0+27,8 2,1+0,9 4307
B 0,2+0,2 187,4+86,6 7,3£0,5 61,6+10,4 3,0+0,0 663BF1
C 0,9+1,3 296,3+210,2 8,0+0,7 53,7+25,4 2,440,7 585/t
D 1,3+0,5 80,9+81,6 8,2+0,8 18,2+20,5 1,1+0,6 20,6223
E 0,4+0,1 128,6+£143,4 7,7+0,4 62,1+24 .4 2,2+0,7 6433
F 0,3+0,3 109,2+132,4 7,3+0,5 48,8+35,8 2,1+0,8 53Rt
G 1,3+0,9 46,9+33,4 8,2+0,5 82,215,6 2,7+0,4 83,1+5,8
H 0,4+0,2 89,2+74,0 8,2+0,5 62,1+24,1 2,0+0,5 66,0323

Por outro lado, foi possivel observar que o ani@apresentou elevada qualidade
seminal, caracteristica que o tornaria apto papaodeicdo e doador em potencial para
programas de reproducdo assistida, baseado emepadedninais definidos para animais
domeésticos, como o suino (CBRA, 1998). Esse anapatsentou motilidade espermatica
média de 82:45,6% vigor médio de 2,7+0,4, viabilidade média de 83,8%s defeitos
maiores médios de 13,3+4,0%, defeitos menores mé#i®,1+3,7% e defeitos totais meédios
de 22,5+4,9%, caracteristicas que o tornariam \&égiclusive para um programa tentativo

de congelacéao seminal.
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Tabela 9- Defeitos espermaticos (medli®) observados em sémen de machos adultos da
espécielayassu tajacu mantidos em cativeiro na Amazoénia Oriental. Beléi-F009.

Animais Defeitos Maiores (%) Defeitos Menores (%) Defeito$otais (%)
A 20,2+10,3 7,7£4,8 28,0+11,6
B 23,3121 4,612,4 28,0+11,3
C 28,5+12,1 12,54¢7,5 41,0+8,7
D 43,1+12,6 7,7¢4,1 50,9+14,3
E 13,245,4 13,9+12,3 27,2+10,2
F 19,646,8 4,743,2 24,3+7,4
G 13,3+4,0 9,1+3,7 22,5+4,9
H 15,749,9 7,241 23,0+9,7

Caracteristicas seminais como motilidade, morfalogspermatica, integridade de
acrossoma, viabilidade, quantidade de ATP e remistéao estresse osmoético podem
influenciar nas taxas de penetracdo de Oocitos, taras de fertilizacdo e clivagem
embrionaria (COUROT e COLAS, 1986; GADEAL e MATAX)00). Flowers (2002) afirma
que diferencas individuais em suinos relacionadasoducdo de doses inseminantes podem
interferir no tamanho da ninhada. Em humanos, aalmades estruturais cromossomicas
estdo relacionadas aos abortos espontaneos, reforcae o efeito do macho se estende a
eventos subsequientes a fertilizacdo, como desemasito embrionario e sobrevivéncia fetal
(MATEI, 1984), reforcando assim, a grande contghaide machos na eficiéncia reprodutiva
e produtiva dos rebanhos. Caracteristicas fisicammiologicas de ejaculados associadas a
fatores genéticos e a sanidade do animal sdo evadak critério para a selecdo de machos
com aptidao reprodutiva (CBRA, 1998) e poderiam uggizadas também para selecdo de
caititus em futuros programas de melhoramentoexgel

Considerando gue o caititu € uma espécie silvestree a qual ha escassos estudos de
fisiologia reprodutiva do macho, os resultados wedie motilidade (52,8+29,1), viabilidade
espermatica (55,4+28,6%) e defeitos totais (31,%63 obtidos por eletroejaculacdo, em
protocolo de colheita de sémen ainda em aperfeigpton podem ser considerados
indicadores favoraveis a uma potencial estocageséaen da espécie. Assim, os resultados
obtidos no presente trabalho para sémen a fresenpoepresentar o primeiro passo nao sé



55

para a conservacdo, mas também para o melhorardentebanhos que podem vir a ser

inseminados artificialmente com sémen criopreservad

5.5 CONSERVACAO DO SEMEN

5.5.1Efeito do Diluidor na Manutencéo da Sobrevivéncia Epermatica

Para verificar a resisténcia espermatica ao frimoetempo de estocagem, foram
avaliados os parametros seminais em sémen dilwicoos diluidores BTS ou X-Cell®. Os
dois diluidores testados foram de facil preparoossibilitaram adequada visualizacdo dos
espermatozoides. Na Tabela 10 e na Tabela 11 peeenvisualizadas as modificacdes

ocorridas durante o tempo de estocagem em ejacuthlddédos com BTS ou X-Cell®.

Tabela 10- Caracteristicas de ejaculados (m€da valor minimo-valor maximo) de
Tayassu tajacu diluidos em BTS, nos momento da diluicdo (T0),sapd horas (T24) e 48
horas (T48) de conservacao sob refrigeracdo. BEIANR009.

Tempo de Motilidade  Vigor Viab Defeitos Defeitos Defeitos pH
Armazenamento (%) (%) Maiores Menores Totais
(%) (%) (%)
TO 56,1+17,6 2,310,4 60,217,2 18,5:10,2 10,0t4,4 28,1+10,8 8,0+0,0

(30,080,0)  (23) (32,0825) (5554,0) (3,018,0) (14,062,0)  (8,0-8,0)

T24 17,9233 0,909 27,%238 282115 9,2+4 4 37,5:12,1 8,2+0,4
(0-70,0) (0-3) (0-695) (7,566,0) (7,519,0) (19,5-70,5)  (8,09,0)

T48 7,7419,6  0,3:0,6 11,720,2 31,511,82  9,744,0 4128114  8310,47
(0-70,0) (0-2) (0-69,0) (13,569,0)  (3,518) (25,5-74)  (8,09,0)

O sémen diluido nos dois meios avaliados apreseaidotéscimo significativo dos
parametros de qualidade no decorrer dos dias d®o@téo, o que pdde ser observado pela
reducdo da motilidade em aproximadamente 86% oddarwo tempo zero para sémen
diluido em BTS e 74% para sémen diluido em X-Ce#®umento em aproximadamente
53% nos defeitos totais para BTS e 43% para X-Céll& houve mudanca significativa de
pH durante o periodo de conservacao. Esses ressiltiscordam dos achados de Estienne;
Harper; Day, (2007) que observaram em sémen desyequena reducdo na motilidade
espermatica, de 93,2% para 88, 9% para BTS e @8098ara 90% para X-Cell®, somente

apoés sete dias de estocagem sd18



56

Tabela 11- Caracteristicas de ejaculados (m€&da valor minimo-valor maximo) de
Tayassu tajacu diluidos em X-Cell®, nos momento da diluicdo (T&)ds 24 horas (T24) e 48
horas (T48) de conservacao sob refrigeracdo. BEIANR009.

Tempo de Motilidade Vigor Viab Defeitos  Defeitos  Defeitos pH
Armazenamento (%) (%) Maiores  Menores Totais
(%) (%) (%)
TO 54,2¢22,1 2,30,6 57,821, 7 21,1+10,2 9,6+4,57 30,8t11,2 7,0£0,0
(0-80,0) (1-3) (15,085,0) (6,050,5) (3,021,5) (13,563,0) (7,0-7,0)
T24 27,0£28,0 1,3t1,06 33,:26,9 30,8124 10,3t5,7 41,2t13,4 7,0:0,1
(0-80,0) (0-3) (0-80,0) (14,061,0) (2,0-23,5) (23,574,0) (7,07.5)
T48 14,0:24,2 0,61+0,8 19,9256 33,0:13,5 11,1+6,5 44,2¢14,4 7,0:0,1
(0-70,0) (0-2) (0-71,0)  (9,565,0) (2,5-27,0) (22,077,0) (7,07,5)

Os resultados demonstraram a sensibilidade dosrnesfmzdides de caititus ao
estresse provocado pela diluicdo, pelo processefdgeracdo e por possivel limitacdo dos
diluidores escolhidos para sua manutencdo, umaquez a conservacdo da capacidade
fertilizante de espermatozéides depende da protmgdtoa o choque promovida pelo diluidor
(WATSON e PLUMMER, 1985). Contudo, com base noailtados das caracteristicas
seminais, € possivel afirmar que até 24 horas dseceacido sob 2C, o sémen de caititus
pode apresentar potencial capacidade fertilizéddeentanto, ha necessidade de estudos mais
aprofundados que tenham como enfoque principal mar os efeitos prejudiciais da
diluicdo, as injurias provocadas pelo choque fale@m de estudos que elucidem aspectos
importantes para escolha do melhor diluidor papg@&s.

As comparacOes entre as médias das variaveis dasigi@ra cada diluidor testado
estdo sumarizadas na Tabela 12. PGde-se congtataéq houve diferenca significativa entre
os diluidores testados com relacdo a manutencapatésnetros seminais durante o periodo
de estocagem, muito embora o diluidor X-Cell® teapsesentado os maiores valores médios
para motilidade e viabilidade, enquanto o sémerseaado com BTS apresentou menores
porcentagens de defeitos (Gréafico 9). Estes ramstaorroboram os achados de Estienne;
Harper; Day, (2007), que nao encontraram diferesgaificativa entre BTS (88,9%) e X-
Cell® (90,7%) na manutencdo da motilidade especaam ejaculados de varrdes durante
setes dias de estocagem. Sao concordantes, tarobdmgs resultados de Vyt et al. (2004),
que ndo observaram grandes diferencas na manuteteawmotilidade esperméatica, na
porcentagem de células vivas e no vigor, para sénatido em BTS e Kobidil (diluidores

de curta duracao), e Mulberry, Androhep e Acronthixiidores de longa duracao).
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Tabela 12- Comparacao entre médias de caractasistit sEmen d€ayassu tajacu diluido

com BTS ou X-Cell®, durante 48 horas de conservaBéem-PA, 2009.

Caracteristicas Seminais BTS X-Cell®
Motilidade (%) 27,2 31,8
Vigor (0-5) 1,2 1.4
Viabilidade (%) 33,3 36,9
Defeitos Maiores (%) 26,% 28,3
Defeitos Menores (%) 9,6 10,4
Defeitos Totais (%) 35,6' 38,7

Letras diferentes na mesma linha indicam diferesigraificativa (P<0,05).

Caracteristicas do diluidor podem estar relaciopadtam a taxa de sobrevivéncia
celular. Dentre elas, sédo citadas como importatassomposicdo quimica, presenca de ions,
pH, osmolaridade, taxa e velocidade de diluicisé&toen e, principalmente, a temperatura no
momento da diluicdo, que deve ser a mesma do sé&fseas caracteristicas, associadas aos
procedimentos laboratoriais de diluicdo, podem rlema choque térmico e a lesbes
irreversiveis na membrana, mitocondrias e DNA (KARUS; EVENSON; KAPROTH,
1991).
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Gréafico 9- Caracteristicas do sémen Tayassu tajacu diluido em BTS ou X-Cell®
observadas durante 48 horas de conservacao.
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Outro fator a ser considerado é o efeito diluigéisto que a diluicAo excessiva
principalmente em meio eletrolitico, pode ocasiooansideraveis perdas na viabilidade
celular (JOHNSON et al2000). A resposta inicial do espermatozéide aigib € aumento
da atividade, seguido da reducdo da motilidadeneslde membrana, eventos que podem
estar associados a perda de componentes celular@diluicdo das substancias protetoras
presentes no fluido seminal (WATSON, 1995). Ortm@anRodriguez-Martinez (1994)
observaram que os procedimentos de diluicdo reatuzaer motilidade de 70 a 85% do sémen

fresco para 30 a 40% logo apos a diluicdo com Bpf&ea incubacao a 37°C.

5.5.2 Efeito do Periodo de Armazenamento na Manutedo da Sobrevivéncia

Espermatica

A andlise de variancia mostrou que o tempo de ceas@&o foi o Unico fator que,
efetivamente, influenciou na sobrevivéncia espaonaafitravés da comparacdo das médias,
foi possivel observar brusca reducdo na motilidespermatica, vigor e percentual de células
viaveis (Tabela 13), bem como o aumento de defespermaticos ao longo do periodo de
conservacdo. Esse resultado indica que os esperdigge deTayassu tajacu apresentam
maior sensibilidade ao choque pelo frio, muito dbame ao que ocorre com espermatozéide
suino, considerados os mais sensiveis, quando cadgsacom outras espécies domésticas
(WATSON, 1995).

A resisténcia dos espermatozoides ao choque térdifece entre as espécies, em
funcdo da composicdo quimica e molecular das merabralasméticas e mitocondrial,
especialmente os acidos graxos e fosfolipideognaibilidade de espermatozdides de suinos
pode estar relacionada com a baixa relacdo ensfelifideos e colesterol presentes na
membrana plasmatica (0,12) considerada inferioe dalinos (0,38) e de ovinos (0,36), e
essa caracteristica pode conferir a camada intermaembrana plasmatica vulnerabilidade ao
choque pelo frio. Além disso, o espermatozdide wimos possui baixa porcentagem de
fosfatidilcolina e alta porcentagem de fosfatiditeilamina e esfingomielina (DE LEEUW,
COLENBRANDER; VERKLEIJ, 1990). Até o presente montemao existem relatos sobre a
composicao quimica e molecular da membrana plasandé espermatozoides de caititus, que
apesar da semelhanca com suinos, pode apreseqaraataracteristica que a diferencie e
permita o esclarecimento da vulnerabilidade dosresgtozoides ao frio, observada no

presente estudo.
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Tabela 13- Médias (+DP) de motilidade, vigor e ilidhde espermatica no sémenTadgassu
tajacu diluido com BTS ou X-Cell®, observadas durante dga® de conservagdo. Belém-
PA, 2009.

Tempo de Armazenamento Motilidade (%) Vigor Viabilidade (%)
TO 55,2+19,8° 2,3+0,5% 59,0+19,4°
(10,0-80,0) (1-3) (15,0-85,0)
T24 22,5:25,9° 1,1¢1,0° 30,4t25,2°

(0-80,0) (0-3) (0-80,0)
T48 10,922,0° 0,5+0,7°¢ 15,8+:23,1°

(0-70,0) (0-2) (0-71,0)

Letras diferentes na mesma coluna indicam difersiggaficativa (P<0,05).

Durante o periodo de conservagdo ocorrem mudangsgatugais e funcionais
decorrentes do processo de envelhecimento celuéapode sofrer influéncia das condi¢cles e
do tempo de armazenamento. As mudancas funciostis eelacionadas a alteracdes em
mitocondrias, flagelo, acrossoma e membrana plasm@OHNSON et al., 2000). Quando
efetuado de modo inadequado, a refrigeracdo progbogue térmico, que induz a danos
normalmente irreversiveis aos espermatozéides,ctaiso lesdes no acrossoma, danos na
membrana plasmatica, com queda da motilidade, mentagdo anormal das células, reducao
da atividade metabdlica e perda dos componentegacet (JOHNSON et al., 2000) O
choque pelo frio ocorre quando o sémen fresco rigeeddo rapidamente da temperatura
corpoérea a temperaturas abaixo déCl9endo como conseqiéncia a redugdo do numero de
células com viabilidade. A rapida refrigeracdo d&C3 para 18C resulta reducdo da
motilidade espermatica (WEBER, 1989) e pode s¢a@wicom uso de incubacdo 2Q2m
caixa isotérmica (KATZER et al., 2005) ou com ugocdlunas de liquido para protecdo do
material a ser refrigerado (NASCIMENTO et al., 1p98

A reducdo da motilidade e da viabilidade observadasstudo, durante 48 horas de
conservacgao (Grafico10) sob°C7pode ter sido provocada pelo choque térmico otendo
consequéncia alteracdes fisicas e estruturais ngbraea plasmatica que levaram a brusca
reducao da motilidade . A motilidade foi reduziéa5b,2% para 10,9%, enquanto que o vigor
reduziu de 2,3 a 0,5. A severidade do efeito olagkrwas 48 horas de conservacdo pode estar
relacionada com a velocidade de refrigeracdo enaigsée temperatura de incubacgao previa,
uma vez que a refrigeracdo muito rapida leva aguihdérmico e este, por sua vez, causa

danos severos aos espermatozoéides (WATSON e PLUMMESS). Os dados encontrados
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corroboram os achados de Kommisrud et al. (2008),apservaram queda na motilidade e
reducédo da integridade acrossdémica pos-refrigergcévocadas pelo tempo de estocagem do

sémen.
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Gréfico 10- Motilidade e viabilidade espermaticas ®men ddayassu tajacu diluido com
BTS ou X-Cell®, durante 48 horas de conservacao.

A membrana plasmatica é composta por camada méstigdolipideos e, ao ser
submetida ao frio induzido, a mesma sofre a reazgaéo estrutural de seus componentes, de
forma que as proteinas ficam alojadas em ambigpitiido né&o fisioldgico, ou seja, ficam
agrupadas e excluidas dos arranjos hexagonaigpdbesols gelificados, sendo depositadas em
locais onde ha lipideos em estado fluidos. Esserarga interfere negativamente na
integridade estrutural, na fluidificacdo da memhbrana disponibilidade de ATP e AMP
ciclico e no funcionamento das bombas de ions,ooando o desequilibrio iénico, que
acarreta aumento da permeabilidade celular, pafognte da regido da cauda, além dos
danos nos elementos do axonema, tendo como comeggi@ queda da motilidade
espermatica (WATSON, 1995).

No choque térmico ocorre acumulo intracelular de s, Zn e perda de ions K, e
Mg, desprendimento e perda de conteudo do acrosspemda de enzimas, proteinas e
lipideos, perdas na membrana plasmatica na regifech intermediaria e cauda e mudanca
na estrutura interna das mitocéndrias, caractedzatanos incompativeis com a fertilidade
espermatica. Outro fator que pode interferir ngpastw espermatica ao frio induzido é a

variacao entre individuos e entre ejaculados damoemnimal, concernente a manutencao da
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capacidade fertilizante do sémen durante a estogageomposi¢do quimica do ejaculado e a
producdo de plasma seminal, importante para madiédespermatica (WATSON, 2000). No
presente estudo, foi possivel observar que algutisiduos tiveram pequena reducdo na
motilidade espermatica durante 48 horas de cons@pya@&nquanto que outros apresentaram
brusca reducdo nas primeiras 24 horas de estoc&pgundo Thurston et al. (2001), suinos
podem ser classificados de acordo com a capacidedmngelamento espermatico, como
bons, moderados ou maus congeladores, de acordo acamotilidade e morfologia
espermatica relacionada com a qualidade seminal.

Segundo Pursel; Johnson; Schulman (1973), os eafmdides de suinos adquirem
resisténcia ao frio ao serem incubados a 15°Crasgm, elevam as taxas de sobrevivéncia ao
serem submetidos a conservacdo. No presente eshasdeglulas apresentaram grande
sensibilidade durante todo o periodo de estocagera,vez que nas primeiras 24 horas houve
reducdo de 40% na motilidade e 47% no vigor. Addhdras de estocagem, a motilidade
caiu 80% e o vigor em 78%, sugerindo que o tempa pguisicdo de resisténcia ao frio
supera 48 horas de estocagem ou, ainda, refletreana sensibilidade de espermatozoéides
de caititus ao frio induzido, de forma que muitékilas tenham sofrido lesdes irreversiveis.
Esses achados estdo em desacordo com os resulealaszer et al. (2005), que compararam
a manutencgdo da motilidade e integridade de aaressie sémen de suinos a 17°C e a 5°C,
constatando que a 17°C os indices de motilidadeegridade de acrossoma permaneceram
superiores a 60% em 48 horas de estocagem, havetdgio somente a partir de 120 horas;
ja a 5°C, a motilidade e integridade de acrossarart pouco superiores a 60%, em 48
horas.

Nao foi verificada diferenca significativa em rélaca manutencdo da motilidade
espermatica relacionada aos diluidores testadosmmejue numericamente a motilidade
obtida com X-Cell® tenha se mantido mais elevadatotem T24 quanto em T48. Havia a
expectativa de que a motilidade, para ambos og&ldiles, fosse mantida em niveis proximos
a 40% durante 48 horas, como ocorre para o sémeo.sD diluidor BTS poderia ter
apresentado melhores resultados, por manter os miggotassio e de sédio adequados para
o funcionamento da bomba de sédio e potassio, édaeodo a motilidade (ALVAREZ e
STOREY, 1982). Por outro lado, a presenca de ocerto na sua formulacdo pode ter sido
responsavel pela modificacdo da arquitetura lipidia membrana plasmética, favorecendo o
inicio da capacitacédo espermatica (HARRISON, 1996).

Haugan et al. (2007), ao compararem a fertilidaglédheas suinas inseminadas com

sémen diluido com BTS ou X-Cell®, ndo observarafereingas significativas (P<0,005). De
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Ambrogi et al. (2006) avaliaram a motilidade, imtdgde de membrana e da cromatina de
espermatozoides suinos, e concluiram que nao é@uigfa significativa entre BTS e X-Cell®
em relacdo a capacidade de preservacado da vialdlidantegridade de cromatina, e que a
reduzida motilidade apos estocagem pode afetaifisgfivamente a capacidade fertilizante
de espermatozoides.

Os resultados de comparacdo de médias para vadslidlescreveram um perfil
semelhante ao encontrado para motilidade e o \igtaxa de declinio da viabilidade apos 48
horas de estocagem, girou em torno de 73%, indicgue a preservacao atraves do frio
induzido acarretou muitas alteracbes estruturaie gomprometeram a integridade de
membrana, confirmando a sensibilidade espermatidaca Esses resultados encontrados sao
divergentes dos achados de De Ambrogi et al. (2@Q@) observaram aproximadamente 90%
de espermatozoides viaveis durante 96 horas deagetm a 17°C para sémen suino, diluido
em BTS ou X-Cell®, ndo havendo diferenca significatentre diluidores; no entanto, os
autores observaram a influéncia da variagao indalid

No presente trabalho, ndo houve diferenca sigtieaentre diluidores, e estes se
mostraram igualmente Uteis para a conservacao akmiio entanto, ao analisar os valores de
motilidade espermatica, vigor e viabilidade obtigasa sémen diluido com X-Cell® durante
48 horas de armazenamento, foi possivel detedairdi superioridade deste diluente na
manutencdo da sobrevivéncia espermatica, uma ez nas 24 horas de estocagem, este foi
capaz de manter motilidade média de 27% e viabiidsspermatica de 33%, que apesar de
serem considerados valores baixos em animais dicogspodem ser representativos para
obtencao de fertilidade em espécies silvestresp@mcaso de caititus.

As comparacdes entre médias de defeitos maiorfestademenores e totais em funcéo
do tempo de estocagem podem ser observadas nda TlabeForam detectadas diferencas
significativas durante tempo de estocagem somemi@ plefeitos maiores e totais,
independentemente do diluidor usado. N&o foi olaskr\diferenca entre defeitos menores
entre TO, T24 e T48 (F=0,56).
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Tabela 14- Médias de defeitos maiores, menoregaes tonédiaDP) encontrados no sémen
de Tayassu tajacu diluido com BTS ou X-Cell®, durante o periodo deservacdo. Belém-
PA, 2009.

Tempo de Armazenamento Defeitos Maiores (%)Defeitos Menores (%) Defeitos Totais (%)
TO 19,8+10,1% 9,8+4,4 29,4+10,9°
(5,5-54,0) (3,0-21,5) (13,5-63,0)
T24 29,5:11,9° 9,745,1% 39,3t12,7°
(7,5-66,0) (2,0-23,5) (19,5-74,0)
T48 32,2¢12,5° 10,4t5,3° 42,7#12,9°
(9,5-69,0) (2,5-27,0) (22,0-77,0)

Letras diferentes na mesma coluna indicam difersiggaficativa (P<0,05).

Durante o periodo de estocagem foi observado unemieonde 38,6% de defeitos
maiores e de 31,2% de defeitos totais. No Graficpdde-se observar o aumento de defeitos
maiores e de defeitos totais, indicando importaraksracdes estruturais ocorridas nos
espermatozoides. Os procedimentos relacionadosuggédi e a refrigeracdo também sao
responsaveis pela ocorréncia de patologias, pahugnte relacionadas as estruturas da cauda
e acrossoma, induzindo a mudancas na capacitagi@negica e reacdo acrossOmica

(WATSON, 2000).
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Grafico 11-Ocorréncia de defeitos maiores, menores e totaisénten deTayassu tajacu
diluido com BTS ou X-Cell®, no decorrer de 48 hatasonservacgao.
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Células esperméticas sob refrigeracdo a 17°C nésupm 0 metabolismo celular
totalmente reduzido, fazendo com que haja maiorcepibilidade as alteracbes
morfofuncionais (WATSON, 1995). No presente estuams 48 horas de armazenamento 0s
defeitos maiores de maior ocorréncia foram caudeerfeente dobrada, acrossoma e gota

protoplasmatica proximal, sendo estes resultadossados na Tabela 15.

Tabela 15- Defeitos maiores (métizP) observados no sémen dayassu tajacu diluido
com BTS ou X-Cell® observados durante o periodoahservacao. Belém-PA, 20009.

Tempo de CFDE (%) Acrossoma (%) GPP (%)
Armazenamento

TO 8,2+8,4 6,345,7 3,3+4,2

T24 13,5+9 9" 8,7+6,2 4,6+4,8

T48 15,1+10,0° 10,246, 4,5+4 4

Letras diferentes na mesma coluna indicam difersiggaficativa (P<0,05).
CFDE- Cauda fortemente dobrada ou enrolada
GPP- Gota protoplasmatica proximal

O defeito maior mais frequentemente observado &aida fortemente dobrada,
independente do diluidor utilizado. Esses resukaeéforcam a ocorréncia de choque térmico
em funcdo do aumento da patologia em 39 %, prilmograte apds 24 horas de estocagem, ja
que nao houve diferenca significativa entre T24 48.TA ocorréncia dessa patologia
estabelece o padrdo anormal do movimento celutem, gerda da motilidade progressiva,
inviabilizando o ejaculado, uma vez que, os espemdaes perdem a capacidade de
percorrer a o trato reprodutor feminino e alcarga@ona pellcida para que se proceda a
fecundacéo. Alteracdes no acrossoma foram sigtifesa durante todo o periodo de
armazenamento, havendo aumento de aproximadameéh89 3de alteracbes entre o
momento da diluicdo e 48 horas de estocagem. Esserndo pode estar relacionado com as
injarias ocasionadas pelo frio ou pelo rapido agmento, levando ao destacamento na
membrana acrossémica entre outras alteracfes (BAMBMRAN, 1985). A incidéncia de
gota protoplasmatica proximal pode estar asso@aéspermatogénese anormal em machos
adultos, ndo havendo efeito do processo de refgger sobre essa patologia (BARTH e
OKO, 1989).

Os defeitos menores encontrados nos ejaculadoflaslue estocados podem ser
observados na Tabela 16. Nao foi observada difarsmgnificativa para cauda dobrada e
insercado abaxial, tanto para o fator armazenamguémto para os diluidores testados. A
incidéncia de gota protoplasmatica sofreu redug@figativa entre TO e T48. Waberski et
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al. (1994) indicam haver correlagdo negativa eatproporcédo de gota distal e fertilidade,
para suinos.

Tabela 16- Defeitos menores (médid) observados no sémen dayassu tajacu diluido
com BTS ou X-Cell® observadas durante o periodoothservacao. Belem-PA, 2009.

Tempo de GPD (%) IAB (%) CD (%)
Armazenamento

TO 5,754 2,542 6% 1,242 4°

T24 4,6+5,0° 2,6+2,9 2,0¢4,3

T48 4,1+4,7° 2,5+3,2 2,34, 7

Letras diferentes na mesma coluna indicam difersiggaficativa (P<0,05).
GPD- Gota citoplasmatica distal

IAB- insercéo abaxial

CD- Cauda dobrada

A insercdo abaxial foi identificada, porém com laiseqiiéncia nos espermatozéides
de caititus. A cabeca do espermatozodide de cajtibgsui base mais larga que as células das
outras espeécies e pode favorecer a implantacacertesiizada da peca intermediaria. A
cauda dobrada também ocorreu em baixos niveis ehodee diferenca significativa nos
tempos investigados durante o armazenamento.

O sémen de caititus provavelmente apresenta algseraslhancas com sémen de
suinos (HELLGREN et al., 1989). No presente esttmlmbservada semelhanca com relacao
a baixa resisténcia dos espermatozoéides a mangauéag¢racorporea e a sensibilidade ao frio,
provavelmente pela vulnerabilidade da membrana ndiisa a refrigeracdo e ao
reaquecimento (BAMBA e CRAN, 1985). Isso gera detlagoor mais estudos concernentes a
composicao quimica, molecular e ultra-estrutraésipermatozoide de caititus, sobre o uso de
diferentes diluidores seminais e métodos de crggpwacao de mais longa duracéo, a fim de
possibilitar o uso da inseminacgao artificial comonblogia para conservacéo e melhoramento
genético de caititus.
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6. CONCLUSOES

A eletroejaculacdo, apos uso de protocolo parac8ed@nalgesia dos animais, pode
ser considerada como método eficiente e segurcapalnéencao de sémen de caititus.

Machos adultos apresentam testiculos esquerd@ikodiimétricos e de consisténcia
intermediéria.

O sémen dos animais da espétayassu tajacu criados em cativeiro apresenta as
seguintes caracteristicas médias: volume 0,81+f86 concentracdo 137,44+153 x °10
sptz/mL, pH 7,92+0,73motilidade 52,66+28,79%, vigor 2,2+0,8, viabili@ad5,84+28,55%,
defeitos maiores 22,87+12,93%, defeitos menoresl+9,88% e defeitos totais
31,52+13,81%.

As caracteristicas seminais dos animais experinseafaesentam varia¢cdes durante
0S meses do ano, mas os caititus machos podemrsederados animais de reproducéo nao-
sazonal.

O sémen de caititus pode ser resfriado e armazeadd®C por periodo de até 24
horas, apesar dos espermatozoides se mostrarenealeasensiveis ao estresse pelo frio.

Os diluidores BTS (curta duragao) e X-Cell® (loryaacéo) apresentaram a mesma
eficiéncia para o armazenamento do sémen resfdadmte 24 e 48 horas.
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