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RESUMO

ALVES, Augusto Luiz Faino. Universidade Federal do Acre, Marco de 2018.
Meétodos de coleta, avaliacdo e preservacdo de sémen de pacas (Cuniculus paca
Linnaeus,1766) (Cuniculidae) em dois diferentes diluentes. Orientador:Vania
Maria Franca Ribeiro, Co-orientador: Fernando de Andrade Souza. O objetivo deste
estudo foi de avaliar a eficiéncia de dois métodos de coleta de sémen de pacas, bem
como, avaliar dois diluentes (ACP 123 e Botusemen special®) na conservagio de
espermatozoides desta espécie. Ao todo, sete animais foram submetidos a dois
métodos para recuperacdo espermdtica: a eletroejaculagdo e a recuperacdo de
espermatozoides diretamente da cauda do epididimo por flutuagdo. Este ultimo, com
diluicdo em dois meios: ACP123 e Botusemen special®. O protocolo anestésico foi
feito com acepromazina 1% (0,1 mg/kg/IM) e associacdo de quetamina (20mg/kg) e
xilazina (1,5mg/kg). As amostras coletadas pelo método de eletroejaculacdo obtiveram
volume médio de 0,43ml (+0,33DP), concentragdo média de 45,5x10°
espermatozoides/ml (+42,44DP) motilidade de 33,33% (+£32,14DP) e vigor médio de
2,6 (£1,15DP). As amostras obtidas diretamente da cauda do epididimo tiveram
volume médio de 1,5ml, concentracdo média de 197,1x10° espermatozoides/ml
(+84,9DP), sendo as medias da motilidade e vigor do diluente ACP 123, 63,8%
(x34,2DP) e 4,2 (x1,7DP) respectivamente. Por outro lado, as amostras diluidas em
Botusemen Special® apresentaram motilidade média de 29,8% (*34,2DP) e vigor
médio de 2,4 (£1,9DP). A integridade de membrana dos espermatozoides quando
diluidos com ACP 123 foi conservada em 84% (+0,07DP) e a viabilidade de membrana
mantida em 53,9% (+3,78DP), enquanto o diluente Botusemen special® manteve 73%
(x0,21DP) das celulas espermaticas integras e 39% (+17,9DP) de membranas viaveis.
Os resultados foram comparados pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney e descritos
por médias e desvio padrdo. Conclui-se, portanto que, a coleta epididimaria obteve
melhores resultados com relacdo aos pardmetros espermaticos em comparagdo ao
protocolo de eletroejaculagdo. As avaliagOes dos diferentes diluidores indicaram que
o0 diluente ACP-123 proporcionou melhor viabilidade espermatica em comparacao
com o diluente comercial Botusemen special®, porém, ambos os compostos ndo
conservaram as amostras espermaticas até o tempo de 24h.

Palavras-chave: Animais silvestres, Biotecnologia, Refrigeracdo, Eletroejaculagéo,
Espermatozoides epididimarios.



ABSTRACT

ALVES, Augusto Luiz Faino. Universidade Federal do Acre, March 2018. Methods
of collection, evaluation and preservation of paca(Cuniculus paca Linnaeus,1766)
(Cuniculidae) semen in two different diluents. Advisor: Vania Maria Franca
Ribeiro,Co-advisor: Fernando de Andrade Souza. The objective of this study was to
evaluate the efficiency of two methods of collecting semen from bales and to evaluate
two diluents (ACP 123 and Botusemen special®) in the conservation of spermatozoa
of this species. In all, seven animals were submitted to two methods of sperm retrieval:
the electroejaculation and the recovery of the spermatozoa directly from the tail of the
epididymis by flotation. The latter, with dilution in two media: ACP 123 and
Botusemen special®. The anesthetic protocol was performed with acepromazine 1%
(0.1mg/kg/IM) and combination of ketamine (20mg/kg) and xylazine (1.5 mg/kg). The
samples collected by the electroejaculation method obtained an average volume of
0.43ml (x0.33DP), mean concentration of 45.5x10° spermatozoa/ml (+4.44DP),
motility of 33.33% (+32.14DP) and mean vigor of 2.6 (£1.15DP). Samples obtained
directly from the tail of the epididymis had a mean volume of 1.5ml, mean
concentration of 197.1x10° spermatozoa/ml (+84.9DP). The mean motility and vigor
of the ACP 123 diluent, 63.8% (+34.2DP) and 4.2 (+1.7DP), respectively. On the other
hand, the samples diluted in Botusemen Special® presented mean motility of 29.8%
(x34.2DP) and mean vigor of 2.4 (£1.9DP). Sperm membrane integrity when diluted
with ACP 123 was conserved at 84% (+0.07DP) and membrane viability maintained
at 53.9% (+3.78DP), while Botusemen special® Diluent maintained 73% (%0.21DP)
of whole spermatozoa and 39% (£17.9DP) of viable membranes. The results were
compared by the Wilcoxon-Mann-Whitney test and described by means and standard
deviation. It was concluded, therefore, that the collection of the epididymis obtained
better results in relation to the sperm parameters compared to the protocol of electro-
ejaculation. The evaluations of the different diluents indicated that the ACP-123
diluent provided better sperm viability when compared to the commercial diluent
Botusemen special®, however, both compounds did not retain the sperm samples for
up to 24h.

Keywords: Wild animals, Biotechnology, Refrigeration, Electro-ejaculation,
epididymis spermatozoa.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a criacdo e comercializacdo de produtos e subprodutos da fauna
silvestre brasileira sdo regulamentadas pela IN IBAMA N° 7, de 30 de Abril de 2015.
A criacdo de pacas na forma de agricultura familiar pode ser importante
economicamente, considerando que ja existe o habito da populagdo em consumir carne
de animais silvestres e um mercado para carnes exoéticas.

Na América Latina, a paca esta entre as espécies mais cagadas, principalmente
por causa de sua carne, cotada como a mais apreciada entre todas as carnes de cacga
(SANTOQOS, 1984; DEUTSCH; PUGLIA, 1988).

Correntes conservacionistas atuais apontam a criagdo de animais silvestres com
finalidade comercial como um dos caminhos para a preservacdo de algumas espécies
da fauna brasileira (HOSKEN, 1999).

Entretanto, para que se obtenha sucesso com empreendimentos dessa natureza €
necessario que os padrdes de criacdo de animais silvestres se assemelhem aos da
criacdo de animais domésticos, 0 que se consegue apos sua domesticacdo (MASON,
1984; NOGUEIRA FILHO; NOGUEIRA, 1999)

Com relacdo a domesticacdo da paca, diversos autores, (NOGUEIRA FILHO;
NOGUEIRA, 1999; HOSKEN; SILVEIRA, 2001; LAMEIRA, 2002, RIBEIRO;
ZAMORA, 2008) relataram experiéncias exitosas na criacdo e domesticacdo desta
espécie em cativeiro.

Guimaraes et al. (2008), relatam que fémeas de pacas reproduzem bem em
cativeiro, indicando uma adaptacdo satisfatoria a esse sistema de criagdo. O
conhecimento sobre 0 manejo reprodutivo em cativeiro significa atender a crescente
demanda deste sistema alternativo de producdo animal existente no setor econémico.

De acordo com Lameira (2002), a implantacdo de técnicas de manejo adequadas
e da biotecnologia permitira a selegdo genética que resultard no aumento da eficiéncia

reprodutiva e produtiva deste animal.



A biotecnologia destinada ao sémen permite disseminar e preservar o material
genético de diferentes espécies. Atualmente a eletroejaculacdo é o método de eleicéo
para a coleta de sémen em animais silvestres (TEBET ET al. 2006). O uso de
espermatozoides epididimarios também apresenta resultados positivos em diversas
espécies, dentre elas os homens (BORGES et al., 1998), veados (MARTINEZ-
PASTOR et al., 2006), equinos (MONTEIRO, 2009), bovinos (BERTOL, 2012), cées
(ANGRIMANI et al., 2013), gatos (EMERECIANO et al., 2013) e cutias (CASTELO,
2015).

O uso de biotécnicas reprodutivas, como a criopreservagao de sémen, apresenta
relevante potencial como ferramenta para a conservagdo e permite a perspectiva para
a implantacdo de programas de inseminacéo artificial e difusdo de germoplasma dos
animais zootecnicamente superiores entre criatorios distantes (CASTELO, 2015).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de um protocolo de
eletroejaculacdo e a flutuacdo como método de recuperacdo epididiméaria de
espermatozoides de paca, bem como, avaliar dois diluentes (ACP 123 e Botusemen
special®) de refrigeracdo na conservagio de espermatozoides epididimarios desta
espécie a 5°C.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A paca

A paca (Cuniculus paca) é considerada um dos maiores roedores do Brasil.
Segundo Bonilla-Morales et al. (2013), possuem a seguinte escala zooldgica: Reino:
Animal; Filo: Chordata; Subfilo: Vertebrata; Classe: Mammalia; Ordem: Rodentia;
Subordem:Hystricomorpha; Superfamilia: Cavioidea; Familia: Cuniculidae; Género:
Cuniculus; Espécie: Cuniculus paca.

A distribuicdo geografica desta espécie compreende 0s seguintes paises:
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Costa Rica, Equador, Colémbia, El Salvador,
Guatemala, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México (leste e sul), Nicaragua,
Panamd, Paraguai, Peru, Suriname, Trindade e Tobago, Uruguai, Venezuela e a
Republica Boliviana; além destes paises, a paca foi incluida nas faunas de Algéria e
Cuba (EMMONS, 2016).

E uma espécie noturna e ocupa preferencialmente florestas imidas, contudo
ocorre em uma variedade de locais, podendo ser encontradas em manguezais, florestas
deciduas e semideciduas, usualmente procuram areas florestadas préximas a cursos de
agua (BORGES, 2004; ZUCARATTO et al., 2010).

Caracterizam-se pelo seu pelame duro e ericado, vermelho com manchas
brancas, apresentam peso de 7 a 10kg para ambos 0s sexos e comprimento médio de
60 a 70cm (CARRETA-JUNIOR, 2008; MONTEMEZZO, 2014; Figura 1). A paca é
considerada generalista quanto a dieta, e alimenta-se principalmente de frutos
disponiveis no decorrer das estacBes. Segunto Scotti (2010), a paca se alimenta de
frutas, verduras, raizes, tubérculos e cereais. Zucaratto et al. (2010) citam ainda a
importancia da paca como semeadora de sementes, fato que contribui para a

manutencdo e regeneracao das florestas tropicais.
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Figura 1. Paca fémea adulta criada em cativeiro.

2.2 Interesse comercial

A carne da paca vem sendo utilizada como fonte de proteina ha varias décadas
por populagdes indigenas e rurais. Segundo Hosken e Silveira (2001) e Ribeiro et al
(2016) a paca é considerada a espécie que possui a carne mais apreciada de todas as
espécies silvestres brasileiras.

Esse grande interesse tem causado impactos em populagdes de pacas, como
relatado por Montemezzo (2014) a agdo predatoria de cacadores e degradagdo de
florestas tem reduzido a populagdo em toda América do Sul.

Estas afirmagdes também foram observadas por Ribeiro et al. (2016), que por
meio de entrevistas a populares na cidade de Rio Branco/Acre, concluiu que a maioria
das pessoas adquirem carne de animais silvestres por meio de caga ilegal apesar de
conhecerem a legislagéo proibitiva.

Existe uma demanda ainda pouco explorada da carne de paca no mercado, sendo
quase que integralmente suprida por produtos ilegais. Assim criatérios legalizados tém
sido implantados para uso comercial da carne da paca (NOGUEIRA FILHO;
NOGUEIRA, 1999; MONTEMEZZO, 2014).



Em estudo sobre o mercado para silvestres no estado do Parand, Montenezzo
(2014) destaca esta atividade como sendo uma opc¢ao viavel para pequenos produtores
que tendem a diversificar as atividades na propriedade afim de minimizar a
concorréncia com grandes proprietarios de terras.

Para a escolha de animais silvestres que serdo criados comercialmente, deve-se
analisar seu potencial de producdo, adaptagcéo e rusticidade. Dentre elas a paca
(Cuniculus paca) mostra-se adaptavel ao cativeiro, com bons indices de produc¢éo, ndo
reduzindo seu rendimento de reproducdo em cativeiro (HOSKEN; SILVEIRA, 2001).

Os atrativos para novos criadores vém do baixo custo de alimentacdo,
necessidade de pouco espaco e de pouca mao de obra. Em sistemas intensivos a criagéo
ocorre em baias, variando de 12 a 24 metros quadrados, mantendo uma diviséo de cria,
recria e terminagdo. Galpdes de alvenaria sdo bastante viaveis, tendo facilidade de
instalacdo (MATHIAS, 2014).

Atualmente no Brasil, existem trés categorias de criacdo de pacas. A primeira
delas é de subsisténcia, pois o produtor consome toda a carne produzida, ou vende
alguns quilos eventualmente, nesta faixa de producdo encontram-se 90% dos
produtores atualmente. A segunda categoria € a intermediaria, na qual o criador tem
de 40 a 60 matrizes e abate animais duas ou trés vezes ao ano, ja tendo entdo inicio
comercial. A terceira fase € de grande porte, criatérios com mais de 60 matrizes e
abates regulares (HOSKEN, 2013).

2.3 Aspectos reprodutivos da paca

Os aspectos reprodutivos ainda ndo sdo completamente elucidados. Muitos
estudos descrevem apenas as caracteristicas morforldgicas do aparelho reprodutivo
desses animais (BORGES, 2004). Segundo Carretta-Junior (2008) a paca atinge a
maturidade sexual aos 10 meses. Ja em relatério SEMANART (2011), relata que a
paca atinge a maturidade sexual quando chegam a 6,5 e 7,5kg, valores médios para
fémeas e machos respectivamente. As fémeas aprensentam cio por todo o ano, assim
como a producdo de esperma dos machos é continua durante as estagdes do ano
(RIBEIRO; ZAMORA, 2008; SEMANART, 2011).

O dimorfismos sexual é discreto, os machos apresentam um tamanho cerca de
15% maior que as fémeas, o tamanho da mandibula também difere, onde os machos

possuem um arco zigomatico mais pronunciado que as fémeas, outra forma é a



exposicdo do pénis do macho através de uma simples compressdo na porcao inguinal
(SEMANART, 2011).

Em estudo realizado por Guimardes et al. (2008),com fémeas criadas em
cativeiro, cita que a duracdo média de 20 ciclos estrais foi de 32,5 dias (+3,69DP) com
variacdo de 24 a 42 dias. Bonilla-Morales et al. (2013) citam que o cio é de dificil
identificacdo, pois os machos vigiam as fémeas durante longos periodos e pelo
sincronismo do cio que ocorre em um grupo de fémeas.

O periodo de gestacdo é cerca de 150 dias (RIBEIRO et al., 2017), onde ao
final,ddo a luz a uma cria por vez, raramente ocorre parto de dois exemplares. A fémea
é capaz de gerar duas crias por ano (GUIMARAES et al. 2008; BONILLA-MORALES
et al., 2013).

2.4 Anatomia reprodutiva do macho

A paca macho apresenta: um pénis com prepucio, um par de testiculos envoltos
pelo escroto; um par de epididimos; compostos de cabeca, corpo e cauda; um par de
ducto deferente e uretra (BORGES, 2004; BORGES et al., 2013).

Borges et al. (2014), em estudo anatdmico, descreveram que pacas macho
apresentam quatro pares de glandulas genitais acessorias: vesicular, prostata,
coaguladora, bulbouretral.

O corpo do pénis possui forma cilindrica e é formado por dois tipos de tecidos
eréteis: 0 COrpo cavernoso € 0 Corpo esponjoso, sendo que, o corpo cavernoso localiza-
se dorsalmente e mostra-se revestido pela tunica albuginea desde a raiz do pénis
(BORGES et al., 2013). Além disso, observa-se que a glande apresenta uma dilata¢éo
arredondada, a qual denomina-se toro uretral ou flor peniana no momento da erecéo
(CARVALHO et al., 2008; MOLLINEAU et al., 2012).

As pacas e cutias possuem uma estrutura rigida com bordas serrilhadas e
cortantes na lateral do pénis (CARVALHO et al., 2008; BORGES et al., 2013). Ao
observar o aspecto dorsal de um corte longitudinal da glande, Borges et al. (2013)
observaram a presenca de uma estrutura sacular, no qual estavam alojados dois
espordes rigidos com extremidades livres pontiagudas.

Mollineau et al. (2006), em estudo, citam que tais estruturas provocam lesdo na
vagina durante a copula, isso impede que a fémea aceite novas copulas. Borges et al.
(2013), relatam que ndo existe informagéo na literatura especializada que indique a
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relacdo entre estas espiculas com a indugdo de ovulacdo nas fémeas, como visto em
outras espécies, dentre elas: coelhos, Inamas, alguns roedores e gatos.

Capivaras, pacas e cutias ndo apresentam um escroto propriamente definido. Os
testiculos localizam-se subcutaneamente na regido inguinal, ainda possuem uma tinica
cremastérica bem desenvolvida. Este fato, associado a um amplo canal inguinal
permite uma ampla movimentacgdo testicular para o interior da cavidade abdominal
(CARRETA- JUNIOR, 2008; BORGES et al., 2013; CASTELO, 2015). O testiculo
pode ser mais evidente na época de reproducdo, quando se relaxa e podem ser
observados na regido inguinal ao lado do pénis (MENEZES, 2003; COSTA, 2009;
BARROS et al., 2016).

O epididimo se estende ao longo de todo o testiculo, possui consisténcia firme,
é revestido por uma tunica albuginea, exceto a regido da cauda. A cauda do epididimo
apresenta-se globulosa, grande e o ducto epididimario se mostra enrolado (BORGES
et al., 2013). Entre o corpo do epididimo e a margem epididimaria do testiculo, existe
um espaco interposto, o seio do epididimo, no qual se observa uma membrana serosa
derivada do peritdnio, o mesérquio distal, que mantém o epididimo fixo a margem
epididimaria do testiculo (BORGES et al., 2013).

2.5 Espermatogénese

O processo espermatogénico ja € bem conhecido em vérias espécies, porém em
pacas as informacoes sdo escassas (CARRETA-JUNIOR, 2008). A espermatogénese
se baseia em complexas mudancas morfologicas e funcionais da chamada
espermatogonia-tronco. O processo se divide em trés fases: (1) Fase ploriferativa
(espernatogonial): nessa fase, as células sofrem divisbes mitéticas de forma rapida e
sucessiva; (2) Fase meidtica (espermatdcitos): ocorre nessa etapa duplicacdo do
material genético, recombinacdo e duas divisdes celulares sequenciais; (3) Fase de
diferenciacdo (espermiogénica): Intensas modificacdes nas espermatides, levando a
formacdo de espermatozoides (CARRETA-JUNIOR, 2008, COSTA, 20009;
MONTEIRO et al., 2009; CARRETA- JUNIOR, 2012).

O ciclo espermatico da paca é de 11,5 dias (+0,16DP), e a duracdo da
espermatogénese de 51,6 dias (x0,7DP) (COSTA, 2009).



Carreta-Junior (2012), afirma que a espermatogénese na paca adulta, possui um ciclo
de 8,57 dias, sendo a producio espermatica diaria por grama de testiculo de 33,9x 10°.

Ao final da fase espermiogénica, os espermatozoides imaturos séo liberados nos
tubulos seminifero e encaminhados ao epididimo, a medida que passam pelo epididimo
sofrem modificagOes para se tornarem aptos a fertilizagdo. Ao final do processo 0s

espermatozoides maduros sdo armazenados na cauda do epididimo (SHIVAJI, 1988).

2.6 Biotecnologias para processamento de sémen

Pacas em cativeiro sdo capazes de gerar em média duas crias por ano, porémem
estudo realizado por Oliveira et al. (2003), determinaram que existem 10% de
possibilidade de reabsor¢do embrionaria e 30% de possibilidade de aborto.

As biotecnologias sdo empregadas em espécies domésticas para aumentar 0s
indices reprodutivos. Mota filho e Silva (2012) citam que nos Gltimos anos tém surgido
técnicas vidveis para a conservacdo de esperma de animais silvestres, assim garantindo
a conservacéo da biodiversidade. No contexto da conservacdo e comercio de animais
silvestres, a implantacdo de biotecnologias de reproducéo tem ganhado forca nos
ultimos anos.

Costa (2009), em estudo da espermatogénese de pacas e cutias, garante que
ambos tém alta eficiéncia espermatogénica, devido a combinacgédo de alta densidade de
volume nos tubulos seminiferos, alto numero de células de sertoli e uma
espermatogénese curta. Por estas caracteristicas, o0 autor concluiu que essas espécies
sd0 aptas a programas que visem aumentar os indices reprodutivos em cativeiro.

Espécies silvestres tém sido submetidas a estudos relacionados a coleta e
conservacdo de esperma, dentre elas: Veados (MARTINEZ-PASTOR et al., 2006),
Cutias (MOLLINEAU et al,, 2006; COSTA, 2009; CASTELO, 2015), Catetos
(COSTA, 2009), Pacas (STRADIOTTI et al., 2015) e Capivaras (CARRETTA-
JUNIOR, 2012), destacam-se por seu potencial de mercado.

As principais técnicas aplicadas para a coleta de espermatozoides de animais
silvestres sdo a eletroejaculacdo e a recuperacdo de espermatozoides diretamente da

cauda do epididimo.



2.6.1 Eletroejaculacao

A técnica da eletroejaculacdo consiste na introducdo de uma sonda ou eletrodo
no reto do animal, no local onde 0s nervos que suprem o0s 6rgaos reprodutores sdo
estimulados, assim a voltagem € gradativamente aumentada e 0s estimulos s&o ritmicos
e repetitivos (KOAWAGEM, 2009). O principio desta técnica estd no controle do
reflexo ejaculatorio através do controle do grau de estimulacdo elétrica sobre 0s nervos
e a musculatura envolvida com o processo de ejaculacdo (CAZE, 2006). Os estimulos
desencadeiam uma contragdo da musculatura lisa da regido, em reacdo a estimulacéo
dos nervos simpaticos lombares que formam o nervo hipogastrico, ocasionando a
emissao e posterior liberagdo do sémen (BALL, 1986).

Atualmente a eletroejaculacdo é a técnica mais difundida na coleta de
espermatozoides de animais silvestres (TEBET et al., 2006). Severo (2017) cita que a
eletroejaculacdo é adequada para colher sémen de espécies em cativeiro, tanto em
animais silvestres quanto em animais selvagens, uma vez que 0s animais podem ser
sedados ou anestesiados, com boa resposta a estimulagéo.

Algumas espécies tém sido estudadas quanto aos protocolos adequados para a
coleta por eletroejaculagéo como: Cutias (MOLLINEAU et al., 2008; MOLLINEAU
et al., 2010; MARTINEZ et al., 2013; CASTELO, 2015), Paca (STRADIOTTI et al.,
2015), Catetos (KAHWAGE et al., 2010), Queixadas (BARROS et al., 2017), Tatu-
peba (SOUSA et al., 2013) , Puma (SOUZA, 2009), Capivara (RODRIGUEZ et al.,
2012) entre outras.

O aparelho utilizado para gerar os estimulos é semelhante ao utilizado para
animais domésticos, sendo que os eletrodos retais devem ser bipolares e com tiras
longitudinais em cobre, o didmetro do eletrodo vai variar de acordo com a espécie
animal (HOWARD, 1993; PAZ, 2013).

Castelo e Silva (2015) relatam que na técnica de eletroejaculacdo devem ser
considerados: as combinacdes anestésicas utilizadas nas diferentes espécies, 0s protocolos
de estimulos elétricos e a varia¢do individual como, por exemplo, o posicionamento e 0
tamanho da sonda, além da presenca de fezes, para se obter 0 éxito na coleta. Estes autores
ainda citam que os protocolos anestésicos devem promover uma boa analgesia, terem

baixo custo e viabilizar a coleta sem a contaminagéo por urina.



Os protocolos mais utilizados nas espécies mamiferas sdo: Xilazina associada
com a cetamina,um anestésico dissociativo, lidocaina administrada por via epidural
(SILVA, 2017).

Apesar de muito difundida em animais domésticos, no manejo reprodutivo de
silvestres a técnica de eletroejaculacdo apresenta alta variabilidade nos resultados
devido a inimeros fatores, como a variagdo individual, estresse, resposta a anestesia,
e resposta a estimulagdo (MARTINEZ et al., 2008).

2.6.2 Uso de espermatozoides epididimarios

A obtengdo de espermatozoides diretamente da cauda do epididimo e ducto
deferente consiste em uma técnica para os propdésitos de reproducgéo assistida (MOTA
FILHO; SILVA, 2012). Castelo (2015) relata que espermatozoides epididimarios estdo
sendo considerados como potencial fonte de recursos genéticos valiosos para 0s
bancos de germoplasma. A obtencdo de espermatozoides epididimérios varia
conforme a espécie, sendo dependente das dimensdes do epididimo e escolha do
manipulador (BERTOL et al., 2012).

A coleta epididimaria é vantajosa, pois 0s espermatozoides podem ser obtidos
apos o obito do animal e destinados a protocolos de inseminacéo artificial a fresco ou
criopreservacdo das amostras para posterior utilizagdo, servindo de alternativa para
animais de alto valor zootécnico (THOMASSEN; FARSTAD, 2009). A técnica
também pode ser empregada em animais inaptos a reproducéo, portadores de afec¢des
gue comprometam seu sucesso reprodutivo (AGRIMANI et al., 2013).

Estudos demonstraram que a recuperacdo de espermatozoides epididimérios
pode ser superior a quantidade obtida por vagina artificial (CARY et al., 2004).

Diversos autores tém comprovado a eficiéncia da recuperacéo de espermatozoides
epididimarios em protocolos de reproducéo assistida em diferentes espécies dentre elas:
cées (AGRIMANI et al., 2013; MOTA-FILHO et al., 2014), Gatos (EMERECIANO et
al., 2013), Cutias (CASTELO, 2015), Prea (SILVA et al., 2017), Catetos (SILVA et al.,
2017), Capivaras (BATALHA; OBA,2006), entre outras, demonstrando que a técnica se
mostra de grande valia para a conservagdo de gametas.

Muitas técnicas alternativas de recuperacdo dos espermatozoides epididiméarios
sdo descritas na literatura. Estas sdo variaveis de acordo com o autor e a espécie animal
(MOTA FILHO; SILVA, 2012).
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2.7 Métodos de obtencéo de espermatozoides da cauda o epididimo

Existem cinco métodos basicos para a recuperacdo de espermatozoides
diretamente da cauda do epididimo (GUERRERO, 2006). Alguns métodos tem a
necessidade da realizagdo de orquiectomia dos animais, por morte ou impossibilidade

de ejaculacdo natural, outros métodos néo.

2.7.1 Métodos com necessidade de orquiectomia

Estes métodos sdo aplicados a animais acometidos de morte subita ou ainda
podem ser empregados em animais inaptos a reproducéo, portadores de afec¢es que
comprometam seu sucesso reprodutivo (AGRIMANI et al., 2013).

2.7.1.1Técnica de fluxo retrogrado

Consiste em usar um meio liquido para gerar pressao nos vasos deferentes com
0 auxilio de uma seringa, fazendo com que 0s espermatozoides sejam carreados pela
diluicdo até o corte realizado entre o corpo e a cauda epididimal (GUERRERO, 2006;
MARTINEZ-PASTOR et al., 2006). Martinez-Pastor et al. (2006) consideram que
esse tipo de coleta é a técnica mais indicada, pois apresenta um menor nivel de
contaminagédo e sdo de melhor qualidade em relagdo aos outros métodos. Por outro
lado, essa técnica possui a limitacdo de ser usada comumente para animais de producéo
devido ao tamanho de epididimo, além de ser mais complexa que as outras técnicas
(MOTA FILHO; SILVA, 2012).

2.7.1.2 Método de flutuacao

O método consiste em cortar ou fatiar a cauda do epididimo longitudinalmente
em placas de Petri, onde sdo expostos em meio gelatinoso para que 0s espermatozoides
migrem para 0 meio, e posteriormente s&o recuperados por filtragdo (YU;LEIBO,
2002; GUERRERO, 2006). Em estudo realizado em gatos, Emereciano et al. (2013)
descreveram que a técnica permite que se recupere um bom volume de

espermatozoides, podendo ser utilizado em usos posteriores. Esta técnica se mostra
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como de eleicdo para animais pequenos, pois demonstra maior facilidade para a

recuperagao.

2.7.1.3 Método de perfuragéo

Consiste em alocar o epididimo em uma placa de Petri, e com o auxilio de
agulhas sdo realizadas perfuracBes nos ductos epididimarios, posteriormente as
amostras séo filtradas e centrifugadas para diminuir detritos celulares (GUERRERO,
2006; MONTEIRO et al., 2011)

2.7.2 Métodos sem a necessidade de orquiectomia
Estas técnicas se diferenciam por ndo requerer a castracdo no individuo
submetido ao procedimento. S&o amplamente difundidas na reproducdo humana, visto

que se apresentam como op¢Oes para pacientes diagnosticados com azoospermia.

2.7.2.1 Técnica de aspiracdo microcirargica de espermatozoides do epididimo

A técnica de aspiracdo microcirirgica de espermatozoides do epididimo
(MESA), como descrita por Bernie et al. (2013), consiste em procedimento cirurgico
para exposicao do epididimo. Em seguida o tubulo epididimal é perfurado para a coleta
de espermatozoide. O volume coletado em humanos pode chegar a 20ml, a coleta é
armazenada em pipetas, e posteriormente diluida em meios adequados. Apoés a coleta,
0 epididimo é selado com auxilio de bisturi elétrico, garantindo a hemdstase.
Devidamente suturadas, todas as camadas do epididimo e testiculo, retornardo a sua
posi¢do normal. O paciente recebe cuidados pds-operatdrios, evitando dor e edema na
regido escrotal. Monteiro et al. (2009), afirmam que esta técnica € um grande avango
em combate com a infertilidade.

Silber et al. (2013) citam a técnica como solucdo para casos de homens
azoospermicos obstrutivos irreparaveis. O autor ainda relata que uma vantagem do
método é a possibilidade de conservacdo do sémen, evitando assim a necessidade de

novos procedimentos cirdrgicos.
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2.7.2.2 Aspiracdo percuténea de espermatozoides do epididimo

A técnica consiste em uma anestesia local, onde uma agulha de calibre 25G ou
30G (preconizado para humanos) é inserida na cauda do epididimo e com a realizacéo
de pressao negativa os espermatozoides séo sugados para a seringa. Este procedimento
deve ser repetido até se obter volume satisfatorio, com méximo de quatro repeticoes
(YAFI; ZINI, 2013). Os autores ainda relatam que a técnica de PESA se destaca por
ser menos invasiva que outras técnicas empregadas para a recuperacdo de
espermatozoides da cauda do epididimo.

Borges et al. (1998) também classificam a técnica como sendo uma boa
alternativa para a recuperacdo de espermatozoides, destacando que essa técnica € de
facil realizagdo, rapida e de baixo custo.

2.8 Resfriamento do sémen

A conservacdo de espermatozoides por longos periodos € uma importante
ferramenta na preservacdo da variabilidade genética de populacbes ameacadas
(CASTELO, 2015).

A reducéo da temperatura do sémen auxilia na sua conservagéo por diminuicao
do crescimento bacteriano, reducdo do metabolismo espermético e consequente
controle da acidificacdo do meio diluidor, além da diminuicdo da formacéao de espécies
reativas de oxigénio, principalmente quando associados a baixas temperaturas com
redugdo de oxigénio, favorecendo o metabolismo espermético anaerobico e ndo
aerobico (KATILA et al., 1997; SQUIRES et al., 1999).

O resfriamento do sémen tem como objetivo diminuir o metabolismo dos
espermatozoides durante sua conservagdo, prolongando a sua vida Gtil (ENGLAND;
PONZIO, 1996). Para que este procedimento alcance éxito deve-se levar em
consideracdo varios fatores como: a escolha dos diluidores, taxa de diluicdo adequada,
curva de resfriamento e manutengdo de uma temperatura especifica durante o
armazenamento (ALMEIDA, 1998).

Os principais diluentes utilizados consistem no Tris (tris-hidroximetil-
aminometano) e TES (&cido sulfonico N-tris-hidroximetil-metil-2-aminometano) (LI

et al., 2005). Comumente diluentes alternativos tém sido empregados, como diluentes
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a base de agua de coco em p6 (SILVA et al., 2011), a base de gema de ovo, a base de
leite e derivados ou in natura (CANISSO, 2008; OLIVEIRA et al., 2011).

A é&gua de coco em p6 (ACP) é um diluente natural, estéril e &cido, que tem sido
empregada no processamento de diluicdo do sémen de diversas espécies com
resultados satisfatorios, além de apresentar vantagens como: o facil preparo, baixo
custo e caracteristicas bioquimicas similares as da agua de coco in natura (BARROS;
TONIOLLI, 2011; MELO, 2015).

Salgueiro e Nunes (2012) relataram que a agua de coco tem sido aplicada
frequentemente na reproducéo animal conforme observado nos estudos de preservagéo
seminal em animais domésticos como suinos, caninos, equinos, coelhos, caprinos,
ovinos, bovinos, bufalinos, galos, felideos, peixes de dgua doce como tambaqui, carpa,
pirapitinga, além de animais silvestres como o0 macaco-prego. Em sémen de cutia, o
uso da agua de coco se mostrou eficaz no processamento e criopreservacao (SILVA et
al., 2011).

As biotecnologias em animais domésticos de grande importéncia reprodutiva
tém a vantagem de possuirem diluentes comerciais especificos para cada tipo de
situacdo pretendida pelo proprietério, seja, sémen resfriado, criopreservagdo ou
inseminacdo in natura. Dentre os diluidores comerciais, destacam-se os baseados em
proteinas do leite.

O leite é rico em lipoproteinas, e possui a fungdo de estabilizar elementos
proteicos da membrana da célula espermatica (OLIVEIRA et al., 2013). As principais
proteinas do leite sdo as caseinas (80% do total de proteinas do leite), elas aparecem
em grandes agregados coloidais denominados micelas. Outras proteinas do leite sdo
chamadas coletivamente proteinas de soro do leite (20% de proteinas totais do leite)
(CASTRO, 2014). As caseinas assim como os lipidios, ligam-se fortemente com ions
Célcio (Ca?"), o que impede acumulo intracelular de quantidades toxicas de Célcio,
gue causam danos nas membranas (HOCHACHKA, 1986).

Canisso (2008) destaca a inclusdo de antibidticos a fim de aumentar a vida Gtil
dos espermatozoides. Silva Filho (1994) destaca que o diluidor de escolha idealmente
deve proporcionar: pressao osmoética compativel com o espermatozoide; apropriado
equilibrio mineral e adequada combinacdo de nutrientes; sistema com capacidade de
neutralizar catabdlitos espermaticos; substancias com capacidade protetora para as
variagOes de temperatura, principalmente para o frio; capacidade de estabilizacdo de

membranas e sistemas enzimaticos; livre de microrganismos patogénicos; baixo custo;
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ndo oferecer toxicidade ao espermatozoide; baixa irritabilidade ao aparelho genital e
facil aquisicéo.

Em estudo com espermatozoides epididimarios de garanhdes, Monteiro et al.
(2009) concluiram que espermatozoides coletados da cauda do epididimo podem ser
utilizados com éxito em biotecnologias de reprodugdo, e que a criopreservagéo
possibilita a utilizacdo desse material futuramente.

Castelo (2015) em estudo comparativo sobre a criopreservacdo de
espermatozoides obtidos por eletroejaculagdo e recuperagdo epididimaria em cutias,
concluiu que ndo houve diferenca significativa entre os protocolos, mesmo apds o

descongelamento.

2.9 Avaliacdo da viabilidade

A integridade e funcionalidade da membrana espermatica sdo cruciais para a
avaliacdo da viabilidade e capacidade de fertilizagdo do espermatozoide (CHAPON,
2012; SNOECK et al., 2014). As membranas, plasmatica e acrossomal sdo essenciais
para 0s processos de capacitacdo, de reacdo acrossomal, ligacdo com a zona pelicida
e de fusdo dos gametas (NEILD et al., 2000 ).

2.9.1 Integridade da membrana

Arruda et al. (2011), destacam que as membranas espermaticas sdo estruturas
que exercem funcdes importantes na fecundagdo e a integridade destas pode ser
avaliada por diversas técnicas, entre estas , a dupla coloracdo Eosina (corante vital que
ndo penetra células intactas) e a Nigrosina (contraste mais escuro de fundo que permite
a visualizagdo de células vivas), é das mais utilizadas a campo, pois quando realizado
um esfregaco de sémen e submetidos a esta coloracdo, as células com membranas

lesionadas se coram em rosa ou roxo, enquanto as células viaveis ndo se coram.
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2.9.2 Funcionalidade da membrana

Em relacéo a funcionalidade da membrana, Mello (1999) considera que a avaliagéo da
integridade funcional da membrana plasmatica do espermatozoide, através do teste hiposmoatico,
é considerada um indicador de fertilidade por ser um requisito basico para a fertilizagéo.

Snoeck et al. (2014) citam que o teste se baseia no transporte de fluidos através
da membrana intacta sob condi¢6es hiposmoticas até que seja alcangado o equilibrio
osmético entre 0s meios interno e externo. Os autores ainda relatam que esse transporte
ocorre quando a integridade e a funcionalidade da membrana plasmatica estdo
presentes. Com o influxo da dgua para o interior da célula, ha um aumento do volume
celular (edema), com posterior dobramento da cauda, este dobramento de cauda €
facilmente visualizado pelo avaliador com auxilio de microscopio Optico
(JEYENDRAN et al., 1984, CHAPON,2012).

Estes métodos de avaliagdo tendem demonstrar a eficacia ou ndo de métodos de
coleta e conservacdo de espermatozoides de diversas espécies, sendo de grande
importancia para a aplicacdo de técnicas reprodutivas em animais domeésticos e

silvestres.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados sete pacas machos em idade reprodutiva, devidamente
identificados por chip (subcutaneo) provenientes do criatério de pacas do programa de
Criacéo e Pesquisa de Animais Silvestres — Caboclinho da Mata (registro no IBAMA,
namero 509309), localizado na BR364, km 30, no municipio de Senador Guiomard,
Acre (10°03°22,2’S, 67°36°03,1""W).

Os sete animais possuiam eficiéncia reprodutiva comprovada por cépulas
anteriores ao inicio da pesquisa. Os animais selecionados foram vermifugados,
avaliados quanto a saude fisica e isolados em baias de chdo batido, com area medindo
12m2. A alimentagdo diéria era composta por frutas, folhas, raizes e gréos, aléem da
oferta de sal mineral.

Todos foram submetidos a dois métodos para recuperacdo espermatica, o
primeiro sendo a eletroejaculacdo, baseada no protocolo de Stradiotti et al. (2015) e
posteriormente a recuperacéo de espermatozoides diretamente da cauda do epididimo,

tendo como método de eleicdo a flutuagéo.

3.1 Anestesia

Para o procedimento de eletroejaculacéo, foi necessario o uso de procedimento
anestésico. Este foi baseado no protocolo descrito por Stradiotti et al. (2015), onde 0s
autores também realizaram eletroestimulagdo para coleta de espermatozoides em
pacas.

Inicialmente, os animais eram contidos com auxilio de pucé (rede de captura),
ap6s uma breve avaliacdo fisica e pesagem era dado inicio ao protocolo anestésico que
consistia em uma pré-anestesia feita com acepromazina 1% na dose de 0,1mg/kg. Apds
5min era feita a indugdo com quetamina na dose de 20mg/kg e xilazina na dose de
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1,5mg/kg. Os animais eram avaliados quanto aos parametros vitais, miorelaxamento e

capacidade de reflexo motor.

3.2 Eletroejaculac¢io

A aplicagdo deste método foi realizada em dois momentos em cada animal,
sendo o intervalo entre os procedimentos de sete dias.

O protocolo de estimulos eletroejaculatorios foi baseado no trabalho de Stradiotti
et al. (2015). O aparelho utilizado foi fabricado seguindo as especificagdes dos autores
supracitados - eletroejaculador SA - 200 (Eletrogen AS 200, Champion Co.) com
capacidade de voltagem de 0 a 10V, regulagem manual e banana longitudinal de 13cm
de comprimento e dois eletrodos longitudinais de 6¢cm.

Apds a completa sedagdo dos animais, os mesmos eram transportados para o
centro cirurgico do projeto. Na sala previamente preparada, era feita a leitura do chip
de identificagdo dos animais. Em seguida, passavam por limpeza da regido inguinal,
incluindo a lavagem do pénis, com soro fisiologico quando eram retiradas todas as
impurezas da regido. Se necessario era realizada de forma manual o esvaziamento da
vesicula urindria e a retirada de fezes diretamente do reto, necessaria para diminuir os
riscos de contaminag¢do de amostras e facilitar o procedimento (Figura 2). O uso de

lubrificantes para a inser¢do da banana de estimulacdo foi sempre empregado.

Figura 2. A- Remogio de fezes. B- Limpeza da regido inguinal de pacas macho.
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Ao final do procedimento inicial de preparo do animal 0s mesmos eram
submetidos ao protocolo de estimulo, com trés séries: série 1, 10 estimulos com 1 e
2V; série 1, 10 estimulos com 3 e 4V; série 111, 10 estimulos com 5V e intervalo entre
as séries de dois segundos de acordo com Stradiotti et al. (2015). Ao passo que era
realizado o procedimento, também era feita a avaliagdo fisica do animal quanto aos
parametros fisiologicos (batimentos cardiacos, frequéncia respiratoria, reflexos e
estado de sedagdo) e respostas aos estimulos (arrepiar das papilas corneas, abertura do
diverticulo, mudanca da coloracdo da glande e cruzamento de patas posteriores).

O material ejaculado foi recuperado com auxilio de seringa de insulina (sem
agulha) esterilizada, e posteriormente armazenado em tubos Eppendorf identificados
com o numero do chip de cada animal. As caracteristicas eram imediatamente
observadas, fazendo uso de microscopio éptico. Foram realizadas observacbes
macroscopicas (cor e volume) e microscopicas, motilidade (%) e vigor (0-5). Os
valores e caracteristicas foram anotados e devidamente tabulados.

A concentragéo foi feita utilizando-se camera de Neubauer onde era disposto,
10ul de sémen e 1ml de formol salino.

ApoOs os procedimentos os animais eram acompanhados durante o retorno da

sedacdo e devolvidos as baias de origem.

3.3 Flutuagéo

A técnica de recuperagdo epididimaria foi realizada ap6s 30 dias das coletas por
eletroejaculacéo. Dois tipos de diluentes foram utilizados: Agua de coco em p6 (ACP
123: pH-8,2; 300mOsm/kg H.O; PL=2,88g) diluido em 50ml de agua destilada e
Botusemen special® (BOTUPHARMA) a base de leite, diluido em 100ml na solugio
pré-definida pelo fabricante.

Os animais foram sacrificados e os testiculos imediatamente retirados com
auxilio de bisturi e tesouras previamente desinfetadas. Por ser um criatorio comercial
legalizado, as carcacas foram destinadas para o evento de degustagdo realizado na
Semana Académica de Engenharia Agronémica da Universidade Federal do Acre.

Os testiculos retirados eram dispostos em Solucdo salina 0,9% pré-aquecida a
39°C, sendo mantidos nessa temperatura até a chegada no Laboratério de Apoio a Vida
Silvestre da Unidade de Ensino e Pesquisa em Medicina Veterinaria, Mario Alves
Ribeiro.
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No Laboratorio os epididimos foram dissecados do testiculo e identificados
quanto ao tipo de diluente com o qual seriam lavados, sempre respeitando a premissa
que o testiculo esquerdo era lavado com o diluente Botusemen special®, e o direito
com diluente a base de agua de coco (ACP 123). Ambas as solu¢des eram previamente
aquecidas até temperatura ambiente. Todos os procedimentos foram realizados ao
mesmo tempo em ambos os testiculos com seus respectivos diluentes.

Jé& dissecados, os epididimos eram novamente seccionados retirando-se a por¢ao
da cabeca do epididimo, visando recuperar o maximo possivel de espermatozoides
maduros da porg¢ao final do corpo e cauda do epididimo.

Ap0s os preparativos dos epididimos, 1ml das solugdes de elei¢do era disposto
em placa de Petri. Com o auxilio de bisturis e tesouras, foram realizados cortes
transversais ao longo de toda a peca, afim de que os espermatozoides migrassem para
a solucdo (Figura 3). Apos Smin de descanso eram retirados 10ul da solugdo com uso
de uma micropipeta e postos em lamina de vidro para avaliacdo de motilidade inicial

e vigor da amostra.

Figura 3. a- Testiculos retirados imersos em solugdo salina; b- Temperatura de 39°C
para transporte do material até o laboratorio; c¢- Epididimo dissecado,
disposto em placa de Petri; d- Corpo e cauda do epididimo imersos em 1ml
de diluente e recebendo cortes transversais.
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Para a obtencdo da concentracdo obtida, 10ul de volume dos lavados eram
retirados e fixados em 1ml de formol salino, a contagem era realizada com o auxilio

de cdmara de Neubauer e microscépio 6ptico.

3.4 Testes de viabilidade

3.4.1 Teste da resposta osmotica (teste hiposmotico)

Das amostras obtidas, também eram retirados 10ul, este era diluido em 50ul de
formol salino em tubos Eppendorf identificados. Desta amostra era feita lamina lendo-
se 100 células espermaticas para 0 conhecimento da porcentagem de espermatozoides
com a cauda enrolada de cada individuo antes da realizacdo do teste hiposmotico.

Para a realizacdo do Teste Hiposmotico, era retirada de cada lavado o volume de
10ul, este volume era diluido em 90ul de agua destilada (OmOsm/L) em tubos
Eppendorf identificados, seguindo a técnica realizada por Castelo (2015) em cutias.

As amostras foram para banho-maria a 39°C e avaliadas até o periodo total de
45min. A cada 5min, 10ul eram retirados de cada amostra e fixados em 501 de formol
salino para posterior contagem. Este procedimento foi realizado para avaliar o tempo
necessario requerido para os testes hiposméticos em sémen resfriado de pacas. O
restante era imediatamente posto em banho-maria novamente.

Apos a fixagdo, uma lamina de cada amostra era feita e contava-se 100 células
espermaticas, observando a quantidade de células com a cauda enrolada.

MELO (1999) descreve o célculo para a obtencdo do resultado do teste
hiposmético (HO) como:

HO% = (% de alteracBes na regido da cauda apos teste HOST) —

(% de alteracGes na regido da cauda antes do teste HOST).

3.4.2 Teste de integridade de membrana

O uso da eosina e nigrosina busca avaliar a integridade da membrana do
espermatozoide, sendo assim, Com o auxilio de uma micropipeta era retirado 10ul do
lavado epididimario, e adicionado a I&mina de vidro juntamente com 10ul de eosina e

nigrosina. Realizava-se o0 esfregaco simples e as laminas foram postas para secar por
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10min, apos esse periodo foram contadas 200 células, observando-se quantas delas

haviam sido coradas.

3.5 Resfriamento

Apos a retirada de volume para as avaliagdes iniciais, os epididimos eram
novamente lavados com 1ml das solug6es pré-definidas adicionando. O volume obtido
em média era de 1,5ml, o volume final foi alocado em recipiente plastico de 10ml
identificado com o tipo de diluente e data da amostra. Ao final, eram postas em caixas
de transporte (Botuflex) na temperatura de 5°C.

As amostras eram retiradas 24h apos o resfriamento. Cerca de 50ul era retirado
da amostra resfriada e posto em banho-maria por 3min, o restante da amostra era
imediatamente acomodado em caixa de transporte para resfriamento. Retirava-se 10ul
de cada amostra e avaliava-se a motilidade, vigor, resposta hiposmotica e integridade
de membrana. O gelo das caixas era trocado a cada 24h para que a temperatura se
mantivesse. Estes procedimentos foram repetidos até que ambas as amostras

demonstrassem motilidade <5% e vigor <1.
3.6 Analise estatistica
As médias das variaveis, ndo paramétricas, foram comparadas pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney, com significancia de 5%. Os dados dos tipos de coleta,
eletroejaculacdo ou flutuacdo séo apresentados como média seguida do desvio padréo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Eletroejaculacéo

Os parametros espermaticos encontrados na coleta de sémen de pacas com o uso
de eletroejaculacdo demonstraram um volume médio de 0,43ml (£0,33DP),
concentragdo de 45,5x10° espermatozoides/ml (+42,44DP), motilidade de 33,33%
(x32,14DP) e vigor médio de 2,6 (£1,15DP) (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios (+DP) do volume, concentragdo, motilidade e vigor
observados em dois momentos utilizando a técnica de eletroejaculacéo

em pacas.

Parametros Médias
Volume (ml) 0,43+ 0,33
Concentracio (10%spermatozoides/ml) 45,5+42,44
Motilidade (%) 33,33+32,14
Vigor (0-5) 26+115

Os resultados observados durante a primeira e segunda semana de estimulos
podem ser observados nas tabelas 2 e 3.

Neste estudo o protocolo anestésico ja utilizado por outros autores ndo
demonstrou boa sedacdo e miorelaxamento, tendo resultados satisfatorios apenas 30%
(N=7) dos animais utilizados, uma vez que estes animais com cerca de 5min de inicio
dos procedimentos passavam a vocalizar e se mostrarem inquietos.

O protocolo anestésico seguido neste estudo diferiu dos resultados obtidos por
Stradiotti et al. (2015), na eletroejaculagéo em pacas, obtendo estes autores 100% de
sucesso com os animais trabalhados.

Castelo et al. (2015) apontaram os protocolos anestésicos como um dos

principais responsaveis para o sucesso das coletas de sémen em animais silvestres. No
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presente estudo, foi utilizada a combinagdo de quetamina e xilazina como meio de

inducgdo, sendo a acepromazina dada previamente como pré-anestésico.

Tabela 2 - Tabulacdo de volume, cor, motilidade, vigor e concentracdo dos ejaculados
obtidos na primeira semana de eletroestimulacdo de pacas macho em

cativeiro.
N° Animal Baia Vol Cor Moti  Vigor Concentracdo Resultado
(ml) (%) (05  (milhdes/ml)

1 15258 08 0,5 Clara de - - - Plasma
ovo seminal

2 15259 06 0,1 Clara de - - - Plasma
ovo seminal

3 79906 06 0,1 Amarelada 10 2 48,75x10° Sémen

4 79911 05 0,2 Clara de 0 0 18,75x10° Sémen
ovo

5 27093 01 0,1 Clara de 0 0 26,25x10° Sémen
ovo

6 152405 07 1,1 Clara de - - - Plasma
ovo seminal

7 88455 04 0,5 Clara de - - - Plasma
ovo seminal

Tabela 3 - Tabulacdo de volume, cor, motilidade, vigor e concentracdo dos ejaculados
obtidos na segunda semana de eletroestimulagcdo de pacas macho em

cativeiro.
N°  Animal Baia Vol Cor Moti Vigor Concentracdo Resultado
(ml) (%) (0-5)  (milhdes/ml)

1 15258 08 0,5 Clara de - - - Plasma
ovo seminal

2 15259 06 0,8 Clara de - - - Plasma
ovo seminal

3 79906 06 0,1 Amarelada 70 4 127x10° Sémen

6 52405 07 0,8 Clara de - - - Plasma
ovo seminal

7 88455 04 0,4 Amarelada 20 2 10 x10° Sémen

A associagdo de quetamina e xilazina tem sido amplamente utilizada em cées e
gatos (MINTER; DELIBERTO, 2005). Espécies silvestres também foram submetidas
a protocolos anestésicos com essa associagdo, alguns exemplos podem ser citados
como os leopardos indianos (JAYAPRAKASH et al., 2001), Ihamas (GIULIANO et
al., 2008), veados vermelhos-ibéricos (MARTINEZ et al., 2008), e quatis (BARROS
et al., 2009). Mollineau et al. (2008) ainda relataram o uso isolado de xilazina em
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cutias, também nessa espécie outros autores tém utilizado esta associagdo para o
procedimento de eletroejaculacdo, como Mollineau (2011) e Castelo et al (2015).

Mollineau et al. (2017), em estudo sobre protocolos anestésicos na
eletroejaculacdo em cutias, observaram que com a associacao de xilazina e quetamina,
0 sucesso de coletas subiu para 66,6%. Entretanto, a melhor taxa de sucesso em cutias
foi relatada por Martinez et al. (2013) onde os autores utilizaram como pré-anestésico
0 azaperone (4mg/kg) associado a meperidina (4mg) e apos transcorridos 10min foram
anestesiados com uma associacao de cloridrato de xilazina (0,4mg/kg) e cloridrato de
quetamina (20mg/kg) IM, apds 5min, foi realizada uma aplicagdo lombossacra de
lidocaina (5mg/kg), onde os autores conseguiram sucesso em 100% dos animais
submetidos ao procedimento.

Tecirlioglu et al. (2002) trabalhando com ratos e Busso et al. (2004) com
chinchilas, realizaram experimentos visando observar a influéncia da anestesia sobre
os resultados da eletroejaculacdo e perceberam que animais quando conscientes
apresentaram resultados superiores a quando submetidos a anestesia o0 que nao foi
observado neste experimento uma vez que, quando 0s animais comegavam a vocalizar
diminuia a excitacdo e ndo ocorria ejaculado.

No presente estudo todos os animais apresentaram caracteristicas de excitacao
durante o procedimento de coleta, como arrepiar das papilas corneas, abertura do
diverticulo, mudanga da coloracdo da glande e cruzamento de patas posteriores, tais
caracteristicas foram observadas também no experimento de Stradiotti et al. (2015).
Porém, destoando destes autores, onde 0s animais apresentavam as primeiras
caracteristicas de excitacdo ainda em 1 ou 2V, os animais aqui estudados s6 iniciavam
a abertura do diverticulo e ericamento das espiculas entre 4 e 5V, nessa mesma faixa
de estimulo ocorria a ejaculacdo. Molineau et al. (2008), relataram que em cutias a
resposta ejaculatoria ocorria por volta de 9V. Porém, Martinez et al. (2013)
conseguiram ejaculados de cutias ao chegar aos 6V, resultado este proximo ao
encontrado em pacas neste estudo.

Apos o inicio das respostas era notavel que ao fim da dltima série os animais
mantinham-se excitados, continuando com as respostas caracteristicas agora também
podendo ser notadas a partir dos estimulos da nova série com 1V. Em média os animais
apresentavam plasma seminal ap6s 10min do inicio dos estimulos.

Apesar das mesmas condicfes de anestesia e estimulos os animais apresentaram

grande variagcdo na resposta a eletroejaculacdo, sendo possivel observar que dos sete
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animais estimulados, somente quatro apresentaram ejaculados com presenca de células
espermaticas durante o procedimento. Estes resultados se mostram superiores a
Mollineau et al. (2008) que realizaram o primeiro protocolo de eletetroejaculacdo em
cutias, obtendo sucesso em apenas 30% dos animais, e tambeém Costa et al. (2014),
onde 0s autores realizaram 0s estimulos em cutias e observaram que apenas 3 dos 10
animais estimulados apresentaram ejaculados com células espermaticas. No entanto,
foram inferiores aos encontrados por Stradiotti et al. (2015).

No presente estudo, na primeira semana (primeiro momento), dentre os que
apresentaram resultados positivos, um animal apresentou ejaculado com volume de
0,1ml com 10% de motilidade e vigor grau 2, a concentracdo foi de 48,75x10°
(espermatozoides/ml). Dois animais apesar de liberarem ejaculados com a presenca de
espermatozoides, as amostras ndo apresentavam nenhuma motilidade ou vigor, sendo
que as concentragdes foram de 18,75x10° e 26,25x10° (espermatozoides/ml),
respectivamente. Os demais animais apenas liberaram uma fragdo seminal sem a
presenca de espermatozoides, apesar de apresentarem todas as caracteristicas de
excitagdo supracitadas.

Na segunda semana 0s animais passaram novamente pela eletroestimulagéo,
sendo que dois animais, 0s quais apresentaram espermatozoides imdveis
anteriormente, vieram a ébito. O primeiro sofreu uma parada cardiorrespiratéria no
retorno da anestesia, enquanto 0 outro morreu de causas inespecificas. Apesar dos
imprevistos todos 0s outros animais do experimento ndo apresentaram problemas no
retorno anestésico e nem em relacdo ao procedimento. Assim, os dois casos foram
considerados como acidentais.

Apesar da impossibilidade de repeticdo em dois animais, 0S cinco restantes
foram avaliados novamente, sendo que dentre eles apenas dois apresentaram
ejaculados com a presenca de espermatozoides. O primeiro animal, ja havia
apresentado resultados positivos na primeira semana, embora com baixa motilidade e
vigor, porém, na segunda semana o ejaculado apresentou excelentes caracteristicas
sendo avaliado em 70% de motilidade e grau 4 de vigor, o volume do ejaculado foi de
0,1ml com concentragdo de 127x10° (espermatozoides/ml). O outro animal ndo havia
apresentado resultados positivos na primeira semana onde liberou boa quantidade de
plasma sem a presenca de espermatozoides. Ja na segunda semana o animal apresentou

células espermaticas no ejaculado, ainda que em baixa concentragdo 10x10°
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(espermatozoides/ml), com motilidade de 20% e vigor grau 2. Os outros animais
apresentaram ejaculados sem a presenca de espermatozoides.

As coletas efetuadas neste experimento com a presenca de espermatozoides se
mostravam com média de 0,43ml (£0,33DP). Castelo et al. (2015), relataram que a
técnica de eletroejaculacdo pode resultar em um pequeno volume de ejaculado em
roedores silvestres. Os resultados aqui obtidos foram superiores a Stradiotti et al.
(2015), onde observaram um volume médio de 0,2ml (£0,17DP) em pacas, e Costa et
al. (2014), onde o volume médio foi de 0,37ml (x0,1DP), em cutias.

Todos 0s animais apresentaram respostas aos estimulos, sendo que mesmo nos
casos em que ndo houve um ejaculado com a presencga de espermatozoides 0s animais
liberavam plasma seminal, o qual se mostrava translicido e viscoso. O plasma seminal
era liberado gradativamente apOs a completa abertura do diverticulo uretral e
ericamento das papilas corneas. Era possivel ainda observar a mudanca da cor da
glande para tons mais escuros sempre que o estimulo era acionado. Castelo et al.
(2015), em estudo sobre diferentes estimulos para a eletroejaculacdo de Cutias,
descreveu que 68,8% das coletas resultavam em ejaculados sem a presenca de
espermatozoides, o autor justifica que na literatura existem grande variacdo de
resultados quanto a utilizag&o de eletroestimulacéo em roedores silvestres.

Contrapondo os resultados encontrados por Stradiotti et al. (2015), que obteve
ejaculados com a presenca de espermatozoides em 100% dos animais trabalhados,
apenas 57% dos animais apresentaram espermatozoides no ejaculados. Stradiotti et al.
(2015), criadores da probe e protocolo de eletroestimulagdo utilizado neste
experimento, ndo descreveram sobre a motilidade, vigor ou concentracéo dos achados.
No presente estudo apesar das respostas fisicas caracteristicas de excitacdo apds os
estimulos, os ejaculados apresentaram baixa motilidade, vigor e concentragcdo na
maioria das coletas. A diferenca observada entre os dois estudos, apesar do mesmo
protocolo de estimulos, pode ser explicada por uma variacao individual dos animais,
ou mesmo uma melhor adaptacdo dos animais utilizados no trabalho de Stradiotti et
al. (2015) ao protocolo utilizado.
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4.2 Espermatozoides epididimarios

Os resultados deste estudo sdo pioneiros na coleta epididimaria em pacas, assim,
comparagdo direta com a mesma espécie ndo é possivel, porém, espécies similares
podem ser usadas como parametro.

A técnica de flutuacdo foi realizada para a recuperagdo dos espermatozoides
epididimarios de cinco pacas adultas em fase reprodutiva. A técnica apresentou bons
resultados, sendo que a média de volume obtida foi de 1,5ml e a concentracdo de
197,1x10° espermatozoides/ml (+84,9DP), médias comuns para os dois tipos de
diluentes estudados. Em relacdo a motilidade e vigor, o diluente comercial Botusemen
special apresentou em média 29,8% (+34,2DP) e 2,4 (x1,9DP) respectivamente. Ja o
diluente ACP 123 apresentou valores espermaticos com motilidade de 63,8%
(x34,2DP) e vigor de 4,2 (x1,7DP).

A média da concentracdo espermatica foi de 197,1x10° espermatozoides/ml
(+84,9DP), os valores variaram entre 120 & 338x10° (espermatozoides/ml). Este estudo
tem carater pioneiro na avaliacdo de espermatozoides epididimarios de pacas, assim
as observacdes feitas aqui ndo podem ser comparadas com a mesma espécie, porém,
quando comparadas com espécies semelhantes observou-se que a média encontrada €
menor que a encontrada por Castelo (2015), que em coleta epididimaria em cutias
encontrou 822,5x10° espermatozoides/ml (+85,0DP), ainda em cutias, Ferraz (2011)
através da recuperacdo por fluxo retrogrado, relata que a média de recuperacéo foi de
748x10° (espermatozoides/ml). Silva et al. (2017) realizaram flutuagio em preas e
encontraram a concentracdo espermatica de 207,3x10° espermatozoides/ml
(x44,9DP). A diferenga de concentracdo encontrada entre cutias e pacas pode ser
explicada pela capacidade individual de cada espécie na produgdo espermatica.
Segundo Carreta-Junior (2012), a reserva espermatica por grama de testiculo em cutias
é de 674 milhdes, enquanto na paca é em torno de 290 milhdes.

Observou-se que sem a presenca de diluidores os espermatozoides epididimarios
da paca séo capazes de ter motilidade progressiva com excelente vigor, sendo inclusive
avistada a formacdo de turbilhonamentos, muito comum em bovinos.

Neste estudo foi comparada a eficiéncia de dois tipos de diluentes, o primeiro a
base de agua de coco (ACP- 123) e um diluente comercial ja consolidado para a espécie
equina a base de leite, Botusemen special®. O uso de ACP em espécies silvestres tem

28



sido relatado com boas taxas de sucesso. Sousa (2013) relata o uso em tatus peba, Silva
(2011) e Castelo (2015) relataram em trabalhos com espermatozoides epididimarios
de cutias. Ja o diluente comercial a base de leite, Botusemen special® é amplamente
utilizado na reproducdo equina, Castro et al. (2014) citam ainda que a formula do
Botusemen special® é superior a outras composicdes comerciais a base de leite, no
quesito de conservar o sémen viavel resfriado por até 48h.

A comparacdo entre a motilidade, vigor, integridade de membrana e resposta
osmética apos o uso dos dois tipos diferentes de diluentes utilizados pode ser vista na
tabela 4.

Tabela 4 — Valores médios (xDP) da motilidade, vigor, integridade de membrana e
resposta osmética dos espermatozoides epididimarios da paca diluidos em
agua de coco (ACP123) e um diluente & base de leite (Botusemen special®).

Diluentes Motilidade Vigor Intergr. da Resposta
(%) (0-5) membrana (%0) osmética (%)

ACP 123 63,8 £34,2a  4,2+1,7a 84+0,07a 53,9+3,78a

Botusemen special® 29,8+34,2b 2,441 9a 73+0,21a 39+17,9b

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa a 5% comparadas pelo teste
Mann-Witney.

Houve diferenca significativa, segundo o teste Mann-Witney, entre a motilidade
e viabilidade de membrana dos dois tipos de diluentes. Ja o vigor e integridade de
membrana ndo apresentaram diferenca significativa.

O uso de ACP foi relatado por Silva et al. (2011) como sendo um de diluentes
de eleigdo para a conservacao de espermatozoides epidimarios em cutias, apresentando
médias de motilidade e vigor de 91,5% (£5,0DP) e 4,7 (x0,2DP), respectivamente.
Estes valores sdo superiores ao encontrado neste estudo em pacas, apesar da
integridade de membrana deste estudo ter sido de 84% (+0,07DP), valor superior ao
trabalho com cutias supracitado que teve em média 71,4% (+4,8DP). Essa diferencga
pode ser explicada pela variagdo natural entre as espécies. Castelo (2015), também
trabalhando com cutias teve melhor taxa de sucesso, com média de motilidade de
96,2% (+2,4DP) e vigor 5,0 (£0,0DP), ainda, obteve melhor média de integridade de
membrana, sendo de 90,5% (+2,1DP).

Em comparacdo com espécies domésticas que foram submetidas a recuperagéo
de espermatozoides epididimarios, os resultados aqui obtidos foram superiores a
algumas espécies como no estudo de Emericiano et al. (2013) em gatos, onde a média
de motilidade foi de 44,7% (£8,9DP) e vigor de 3 (x0,4DP) e Gomes et al. (2014)
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utilizando o diluente a base de agua de coco, teve média de motilidade de 58,0%
(x10,95DP) e vigor 2,6 (x0,41DP), ambos os autores ndo relataram a taxa de
integridade de membrana.

Diluentes & base de leite ja foi utilizado em roedores como coelhos por Andrade
et al. (2008), onde observaram uma motilidade e vigor médio de 65,9% (+5,31DP) e
2,72 (£0,45DP) respectivamente, os autores concluem que sdo médias aceitaveis para
protocolos de reproducéo.

Castro (2014) avaliando a eficiéncia do leite desnatado em comparagéo com duas
formulacdes comerciais (Botusemen® e Botusemen special®) observou que o diluente
comercial Botusemen special®, utilizado no presente estudo, teve maior média de
sucesso em conservar sémen equino resfriado por até 48h. O autor supracitado relata
que observou a média de 67,6% de motilidade nas amostras estudadas. Valor superior
ao encontrado neste estudo, Castro (2014) ainda descreve que o vigor médio nos
equinos foi de 2,9, média estd proxima a encontrada em pacas ( X =2,4+1,9DP) neste
estudo. Ainda avaliando a viabilidade das amostras diluidas em Botusemen special®,
0s autores encontraram uma media de integridade de membrana de 70,1% e Resposta
osmética de 46,1%, estes resultados sdo préximos aos encontrados em pacas.

Os dois diluentes (ACP-123 e Botusemen special®) nido mantiveram os
parametros de motilidade e vigor satisfatorios por mais que 24h, sendo feito assim
somente uma repeticdo das avaliacGes de motilidade, vigor, integridade da membrana
e resposta osmotica (Tabela 5).

Tabela 5 — Valores médios (+DP) da motilidade, vigor, integridade de membrana e
resposta osmotica das amostras de espermatozoides resfriados a 5°C em
dois tipos de diluentes ap6s 24h de armazenamento.

Diluentes Motilidade  Vigor (0-5) Intregr.da Resposta
(%) membrana (%) osmética (%)

ACP- 123 4,4 +0,8a 0,6+0,54a 71+0,04a 34,9+18,1a

Botusemen special® 4,4+0,54a 1,6+1,34a 67+0,12a 41,8+15,25a

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa a 5% comparadas pelo teste
Mann-Witney.

Outros autores descreveram a queda de viabilidade espermatica quando em uso
do diluente ACP, como Gomes et al. (2014), que avaliando sémen de cées resfriados
observaram que apos 24h a motilidade de 58,0% (+10,95DP) e vigor 2,6 (+0,41DP)
apresentaram médias de 3% (+2,73DP) e 0,4 (£0,54DP), respectivamente. Mota filho

et al. (2014) também em estudo com espermatozoides caninos diluidos com ACP,
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concluiram que apds 12h de resfriamento a 4°C, as taxas de motilidade e vigor
comegam a decair, tornando-se inviaveis a partir das 18h de incubagé&o.

Entre os trabalhos com diluentes a base de leite, Melo (2015) observou que
dentro de 24h, diferentes tipos de diluentes a base de leite tem eficiéncia parecida,
porém, a partir de 24h, comecam a decair o0s valores aceitaveis para o sémen de equinos
resfriados. Segundo Bispo (2005) em estudos com caprinos, os diluentes a base de leite
s&o um dos principais nos protocolos caprinos, porém com eficiéncia comprovada de
12 a 24h. O uso destes diluentes no resfriamento de sémen de pacas foi realizada em
carater pioneiro, assim a comparagdo com outros protocolos ainda ndo é possivel,

diante disto é necessario se observar a diferenca entre as espécies pesquisadas.
4.3 Testes de viabilidade
4.3.1 Viabilidade espermatica

O procedimento para avaliagdo do melhor tempo de incubacgéo para avaliagcéo do
teste de viabilidade espermatica (HOST) de espermatozoides epididimarios de paca
demonstrou que a partir dos 10min era possivel observar a presenca de elevado

percentual de cabecas isoladas e a partir dos 15min ocorria uma aglutinagdo dos
espermatozoides em grumos que dificultavam a contagem de caudas (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Cabecas isoladas (setas) observadas no HOST a partir de 10min de incubagao
a 39°C.

Figura 5. Aglomeragdo de células espermaticas observadas no HOST apds 15min de
incubacao a 39°C.

Assim, para a avaliacdo dos resultados expressos neste estudo foi levado em
conta o tempo de Smin de incubagdo das amostras em banho-maria. Chapon (2012)
cita que mesmo em bovinos ndo existe um tempo completamente definido, onde

autores tem tido éxito em variadas faixas de tempo: Smin (CORREA et al., 1997),
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30min (MOCE; GRAHAM, 2008) e 60min (VERA-MUNOZ et al., 2009). Castelo
(2015) avaliando a viabilidade espermaética em cutias relata bons resultados utilizando
o tempo de 45min.

Cortés et al. (1993) afirmam que nos primeiros 20min é que ocorre a maior
proporc¢do de reacOes espermaticas ao teste hiposmotico.

4.3.2 Integridade da membrana

Neste estudo as avaliagbes da integridade da membrana dos espermatozoides
foram realizadas com emprego da eosina e nigrosina. Este método ja é consagrado para
este fim em espécies domésticas e tem sido utilizado em roedores silvestres como
observado em Rodriguez et al. (2012) trabalhando com sémen de capivaras e Silva et
al. (2014) em estudo com espermatozoides epididimarios de preas.

A média de integridade de membrana foi de 84% (+£0,07DP) no diluente ACP
123 e de 73% (+0,21DP) quando utilizado o diluente comercial Botusemen Special®.
Os resultados dos dois diluentes estudados foram superiores aos encontrados por Silva
et al. (2014) em preés utilizando o diluente TES, onde obteve uma integridade de
52,7% (+7,3DP).

Lopez (2017), avaliando diferentes tipos de diluentes no processamento de
sémen de coelhos (Oryctolagus cuniculus), observou a integridade de membrana de
78% quando utilizando diluente a base de agua de coco, resultado abaixo do
encontrado nas amostras com ACP 123 neste estudo. Porém, a autora cita que teve
integridade conservada em 84% dos espermatozoides quando utilizando diluentes a
base de leite, enquanto neste estudo o diluente a base de leite teve sucesso de 73%
(+0,21DP).

Neste estudo as amostras conservadas em ACP 123 ao tempo de 24h a 5°C
demonstraram uma queda de integridade de membrana de 13%, valor maior que o
observado nas amostras diluidas com Botusemen Special, que demonstraram queda de
6% na integridade dos espermatozoides. Outros estudos ja destacaram a fungdo dos
diluentes a base de leite em conservar a membrana dos espermatozoides contra lesdes
causadas pelo resfriamento.

Tsuneda Junior et al. (2016) concluiram que a técnica de coloragdo através da
eosina e nigrosina que foi desenvolvida para animais domésticos pode ser adaptada a

espécies silvestres.

33



4.4 Comparagcao entre duas técnicas de coleta de sémen em pacas

Os parametros espermaticos encontrados com a dilui¢do a base de 4gua de coco
(ACP-123) foram superiores aos encontrados nas coletas de eletroejaculacéo, este
achado corrobora Castelo (2015) em estudo em cutias que observou através da coleta
epidimaria, que o diluente ACP conseguiu melhores indices em todos os fatores de
avaliagdo que comparado com as coletas por eletroejaculacdo na mesma espécie
(Tabela 6).

Tabela 6 - Comparacdo entre volume, concentracdo, motilidade e vigor das amostras
coletadas atraves da eletroejaculagdo e recuperacao epididiméaria com
agua de coco e diluente comercial a base de leite.

Valores Eletroejaculagio ~ ACP-123  Botusemen Special ®
Volume (ml) 0,43+ 0,33 1,5* 1,5*
Concentragéo 45,5+ 42,44 197,1+84,9 197,1+84,9*

(10°espermatozoides/ml) *
Motilidade (%) 33,33+32,14 63,8 £34,2 29,8+34,2
Vigor (0-5) 26+115 4,2+1,7 2,4+1,9

*Meédia das amostras oriundas da cauda do epididimo.

A diferenca da concentracdo pode ser explicada pela capacidade de
armazenamento de espermatozoides na cauda do epididimo, o que permite a
recuperacdo de um maior nimero de células espermaticas, em comparacdo a outros
métodos de colheita (MARTINEZ-PASTOR et al., 2006; MONTEIRO et al., 2011).

A técnica de eletroejaculagdo apresenta alta variabilidade nos resultados devido
a inimeros fatores, como a variagdo individual, estresse, resposta a anestesia, e
resposta a estimulacdo (MARTINEZ et al., 2008; CASTELO; SILVA, 2014)

Castelo (2015) em estudo com coletas de espermatozoides em cutias, relata a
eletroejaculacdo como um método de dificil execucdo e de resultados varidveis devido
a diversos fatores como estresse, protocolos inadequados entre outros, 0 autor ainda
cita que os baixos volumes e concentracdes espermaticas obtidos no processo
dificultam o aperfeicoamento das técnicas de coleta e conservacao.

Alguns autores tém relatado que amostras obtidas por eletroejaculacdo, quando
comparadas com amostras de coletas epididimarias, apresentam menor resisténcia
quando submetidos a estresse criobiolégico, como refrigeracéo e adicdo e remogéo de
criopreservadores (VARISLI et al., 2009) Monteiro et al. (2011) citam que devido ao
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contato dos espermatozoides com o plasma seminal, os mesmos sofrem mudancas
(composigdo de lipideos na membrana, aquisicdo de proteinas e mudangas de
conteldo), estes fatores fazem com que haja uma menor resisténcia ao choque do frio.

Os efeitos da aplicacdo de estimulos elétricos ainda precisam ser elucidados em
pequenos roedores, pois o fator de estresse nestas espécies € visivel. A aplicacdo da
eletroejaculacdo tem a capacidade de modificar as caracteristicas seminais, como
descrito no estudo de Tercilioglu et al. (2002), onde as amostras colhidas por métodos
de eletroejaculagéo tinham menor motilidade e menor capacidade de fertilizacéo.

A busca por aperfeicoar as biotecnologias na reproducdo tem sido amplamente
difundida em animais domésticos de interesse, visto isto, sd0 necessarias novas
pesquisas para que técnicas de reproducgdo sejam desenvolvidas em animais silvestres

levando em conta suas caracteristicas fisicas e fisiologicas.
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5 CONCLUSOES

O protocolo anestésico ndo demonstrou resultados satisfatorios para a utilizagdo
na coleta por eletroejaculagdo em pacas macho neste estudo.

As amostras epididimarias diluidas em ACP 123 obtiveram melhores médias de
parametros espermaticos, diferindo estatisticamente em relagdo a motilidade e resposta
osmotica a 5% de probabilidade, em comparacdo com o diluente comercial Botusemen
special®, porém ambos os compostos ndo conservaram as amostras espermaticas com
parametros satisfatorios até o tempo de 24h.

A coleta epididiméria apresentou maior volume e concentragdo em comparagao
ao protocolo de eletroejaculacdo, sendo a motilidade e vigor das amostras diluidas em
ACP 123 superiores aos indices alcancados pelas coletadas com uso da
eletroejaculagéo.
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