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AVALIACAO DE PROTOCOLOS PARA CONTENCAO QUIMICA,
ELETROEJACULACAO E CARACTERIZACAO SEMINAL DE QUEIXADA
(Tayassu pecari)

RESUMO

Queixada (Tayassu pecari) € um mamifero silvestre que se encontra em declinio
populacional devido ao desflorestamento e caga excessiva. Uma estratégia para
reverter este quadro € estabelecer um programa de criagdo em cativeiro para
posterior soltura em areas onde tenha sido extinto. Neste sentido, objetivou-se por
meio deste estudo, comparar reacdes de queixadas submetidos a diferentes
protocolos anestésicos e de eletroejaculacdo, descrever as caracteristicas fisicas,
morfolégicas, morfometricas e funcionais dos espermatozoides de queixadas
mantidos em cativeiro e, por fim, utilizar a educacéo ambiental interligando pesquisa
e ensino para sensibilizacdo e conservacdo destes animais. Foram utilizados 16
queixadas machos adultos oriundos do criadouro cientifico da UESC, divididos em
grupos aleatérios, sendo avaliados dois protocolos anestésicos (cetamina associada
a xilazina ou acepromazina) e trés protocolos de eletroejaculagéo crescentes: (2 a
4V; 5 a 12V) e fixo (12V). O sémen coletado foi avaliado por meio de analise
computadorizada de sémen. O uso da associagdo acepromazina e cetamina
promoveu melhor grau de tranquilizacdo, qualidade e recuperacdo da anestesia, e
melhores indicadores comportamentais de bem-estar durante o periodo anestésico e
pos-anestésico. O protocolo de eletroejaculacdo crescente (5 - 12V) demonstrou
melhor eficiéncia na taxa de coleta de sémen. Quanto a avaliagdo macroscépica, 0s
ejaculados apresentaram valores meédios para aos parametros: volume
(0,53+0,63mL), consisténcia: leitoso (80%), aquoso (20%), coloracdo: amarelo
(40%), branco (26%), marfim (20%), marrom (6,67%), translacido (6,67%), odor: Sui
generis (100%), pH (7,23+0,26), e concentracdo espermatica (967,19+947,33 x 10°
sptz/mL). Observou-se que 0s parametros espermaticos de queixadas estdo dentro
dos padrdes desejaveis, permitindo considera-los com potencial para o
desenvolvimento de técnicas de reproducdo assistida. Os testes utilizados
possibilitaram uma analise detalhada das caracteristicas seminais da espécie,
aspectos estes ainda inéditos na literatura. Este estudo pode contribuir como base
para a aplicacdo de biotécnicas reprodutivas, promovendo a conservacdo desta
espécie classificada como vulneravel a extincao.

Palavras-chave: Animal silvestre, espécie ameacada, reproducdo animal,
espermatozoide.



VIII

ASSESSMENT OF PROTOCOLS FOR CHEMICAL CONTAINMENT,
ELECTROEJACULATION AND SEMINAL CHARACTERIZATION OF THE WHITE-
LIPPED PECCARY (Tayassu pecari)

ABSTRACT

White-lipped peccary (Tayassu pecari) is a wild mammal that is declining in
population due to deforestation and excessive hunting. A strategy to reverse this
situation is to establish a captive breeding program for later release in areas where
its extinction has occurred. In this sense, the objective of this study was to compare
reactions of jaws submitted to different anesthetic and electroejaculation protocols, to
describe the physical, morphological, morphometrics and functional characteristics of
sperm from jowls kept in captivity. Finally, use environmental education linking
research and education to raise awareness and conservation of these animals. In
total, 16 adult male peccaries from the UESC scientific breeding site were used. The
animals were divided into random groups, being evaluated two anesthetic protocols
(ketamine associated with xylazine or acepromazine) and three protocols for
electroejaculation, were evaluated: (2 to 4V; 5 to 12V) and fixed (12V). The collected
semen was evaluated by means of computerized semen analysis. The use of the
acepromazine and ketamine combination promoted a better degree of analgesia,
quality and recovery from anesthesia, and better behavioral indicators of well-being
during the anesthetic and post-anesthetic period. The protocol for increasing
electroejaculation (5 - 12V) demonstrated better efficiency in the semen collection
rate. As for the macroscopic evaluation, the ejaculates presented average values for
the parameters: volume (0.53 + 0.63mL), consistency: milky (80%), aqueous (20%),
color: yellow (40%), white (26%), ivory (20%), brown (6,67%), translucent (6,67%),
odor: Sui generis (100%), pH (7,23+0.26), and sperm concentration (967,19+947,33
x 108 sptz/mL). It was observed that the sperm parameters of white-lipped peccary
are within the desirable standards, allowing them to be considered as having
potential for the development of assisted reproduction techniques. The tests used
enabled a detailed analysis of the species' seminal characteristics, aspects that are
still unprecedented in the literature. This study can contribute as a basis for the
application of reproductive biotechniques, promoting the conservation of this species
classified as vulnerable to extinction.

Keywords: Wild animal, threatened species, animal reproduction, sperm.
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1 INTRODUCAO

O queixada (Tayassu pecari) € uma mamifero silvestre pertencente a familia
Tayassuidae (AGNARSSON; MAY-COLLADO, 2008). Além do queixada, a familia
inclui outras duas espécies, o0 caititu (Tayassu tajacu) e o tagua (Catagonus
wagneri). Esses animais sao popularmente conhecidos como pecaris ou ainda como
porcos do mato (SOWLS, 1997), contudo, ndo fazem parte da familia Suidae, na
qual estdo classificados o porco doméstico (Sus scrofa domesticus), o javali (Sus
scrofa scrofa), e o porco feral (Sus scrofa feral), animal hibrido resultante do
cruzamento das duas espécies anteriormente citadas (SILVA, 2006). O T. pecari € 0
maior dentre os pecaris, pode alcancar 1,10 m de comprimento e pesar até 54 kg em
cativeiro (LAVORENTI; NOGUEIRA-FILHO, 1997). E encontrado desde o sul do
México até o nordeste da Argentina (ALTRICHTER et al., 2012). Apesar de
classificado como onivoro (BODMER, 1989) consome, predominantemente, frutos,

raizes e folhas em florestas tropicais umidas (KILTIE, 1982).

A espécie T. pecari encontra-se em declinio ao longo da sua area de
ocorréncia devido a caca e destruicdo de seu habitat (KEUROGHLIAN et al., 2013),
gue levou a espécie a ser classificada como vulneravel pela Unido Internacional para
Conservacdo da Natureza (IUCN) (KEUROGHLIAN et al.,, 2013). Na natureza
desempenham um importante papel na recomposicao das florestas, por atuarem na
dispersdo de sementes e plantulas (PAINTER, 1998), portanto, sua auséncia afeta a
manutencdo das florestas. Diante de sua importdncia para a manutencdo dos
ecossistemas (DESBIEZ; KEUROGHLIAN, 2009) é preciso estabelecer praticas que

reduzam seu declinio populacional.

Alguns conservacionistas defendem que a criacdo desta espécie, assim como
outras espécies cinegéticas neotropicais, poderia ser uma alternativa a caca de
subsisténcia por resultar em menor impacto negativo ao meio ambiente, visto que a
implementagdo dessa atividade com tais espécies, naturalmente adaptadas as
condi¢gbes locais, ndo gerariam grandes alteragdes ambientais (SANTOS et al.,
2009), além de reduzir, a pressédo e dependéncia sobre as populacbes de animais
nativos (GARCIA et al., 2005; ROE, 2008). Por este motivo, varios autores sugerem
que a criacao de pecaris seria uma forma de fornecer alimento e geracao de renda

em é&reas onde as condi¢cbes locais limitam a producdo animal tradicional
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(NOGUEIRA-FILHO; NOGUEIRA, 2011), além de proporcionar a diversificacdo da
producdo em propriedades rurais (NOGUEIRA; NOGUEIRA-FILHO, 2011).

Apesar do desenvolvimento de técnicas para criagdo em cativeiro
(NOGUEIRA-FILHO, 1999), de avancos recentes sobre sua nutricdo (NOGUEIRA-
FILHO et al., 2014), formas de avaliar e melhorar o bem-estar em cativeiro
(NOGUEIRA et al., 2011) e producédo e comercializacdo (ALTRICHTER et al., 2012),
nem sempre a reproducéo de queixadas em cativeiro tem éxito (SOWLS, 1997).

Sowls (1997) sugere que a baixa fertilidade de machos pode ser responsavel
pelos baixos indices reprodutivos da espécie em cativeiro. Neste contexto, a
obtencdo de mais dados acerca de sua biologia € necessaria para o
desenvolvimento de tecnologias adequadas para sua producdo em cativeiro. E
preciso, por exemplo, obter informacdes sobre as funcdes reprodutivas normais dos
machos por meio do exame androldgico, técnica usada na selecéo dos reprodutores
por permitir identificar problemas de subfertilidade ou infertilidade que poderiam
comprometer os indices reprodutivos do rebanho (BARBOSA et al., 2005).

O exame androlégico completo baseia-se na avaliacdo de todos os fatores
envolvidos na funcao reprodutiva dos machos, o qual abrange a saude geral, genital,
capacidade de copular e de fecundar os odcitos. Tal exame possui indicacdo na
selecdo e comercializacdo de reprodutores, avaliagdo do potencial reprodutivo,
diagnéstico de sub ou infertiidade (BARBOSA et al., 2005), diagndstico de
ocorréncia da puberdade, preservacdo do sémen in vitro, dentre outros (Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal - CBRA, 2013). Desta forma, permite a aplicacao
de técnicas de reproducao assistida que possibilitam o fluxo génico a partir da troca
de sémen (material genético) de animais de criadouros diversos (SILVEIRA, 2007).
Essa técnica pode reduzir, portanto, os efeitos negativos da endogamia no rebanho,
tais como aumento de animais homozigotos para genes letais ou recessivos
deletérios (FRANKHAM et al., 2008). Ainda, pode reduzir a possibilidade de
reintroducdo de queixadas em locais onde ocorreu sua extingdo, e assim contribuir

para a conservacao in situ da espécie (GUIMARAES et al., 2013).

Adicionalmente, a descricdo do perfil espermético de queixadas configura o
primeiro requisito para o conhecimento das caracteristicas seminais da espécie,

informacOes estas que pode, em medio prazo, ser aplicadas em técnicas de
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reproducao assistida, como criopreservagcdo e inseminacao artificial. Por sua vez,
possibilitardo a formacdo de bancos de germoplasma e assim constituir um
importante recurso biotecnolédgico para a conservacéo da espécie. No entanto, sabe-
se que diferentes protocolos anestésicos e de eletroejaculagdo apresentam
eficiéncia variavel nas taxas de obtencdo de ejaculados (SILVA et al., 2004). Sendo
assim, para aplicacdo dessas técnicas, € imprescindivel o desenvolvimento de
metodologia segura para coleta seminal que garanta o bem-estar do animal e a
seguranca da equipe que realiza o procedimento (SILVA et al.,, 2004). Assim,
objetivou-se nesta pesquisa avaliar protocolos para contencdo quimica,
eletroejaculacdo e caracterizar o0 sémen de queixada, bem como, utilizar os

conhecimentos adquiridos para promocao da educacédo ambiental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificagdo e conservacao do Tayassu pecari

O gqueixada (Tayassu pecari) € um mamifero silvestre pertencente a familia
Tayassuidae (AGNARSSON; MAY-COLLADO, 2008). Além do queixada, a familia
inclui outras duas espécies, o caititu (Tayassu tajacu) e o tagua (Catagonus
wagneri). Esses animais sao popularmente conhecidos como pecaris ou ainda como
porcos do mato (SOWLS, 1997), contudo, ndo fazem parte da familia Suidae, na
qual estdo classificados o porco doméstico (Sus scrofa domesticus), o javali (Sus
scrofa scrofa), e o porco feral (Sus scrofa feral), animal hibrido resultante do

cruzamento das duas espécies anteriormente citadas (SILVA, 2006).

Algumas caracteristicas anatdmicas presentes nos pecaris os diferenciam dos
porcos, como por exemplo, a glandula de cheiro préxima ao anus e o estdbmago
dividido em quatro compartimentos (SOWLS, 1997). A distribuicdo dos pecaris
restringe-se as Américas (DESBIEZ et al., 2012; IUCN, 2015), e os queixadas
apresentam distribuicdo mais restrita que os caititus, que abrange o sul do México
ao nordeste da Argentina (KEUROGHLIAN et al., 2012; VECCHIA, 2011).

Os queixadas necessitam de grandes areas continuas de mata para sua
sobrevivéncia, sendo bastante susceptiveis ao processo de antropizacdo. Portanto,
ambientes degradados representam ameaca aos queixadas, 0 que explica o seu
declinio populacional e, consequentemente, extincdes locais (AZEVEDO,;
CONFORTI, 2008; FRAGOSO, 1998; KEUROGHLIAN et al, 2012). Caititus
possuem ampla distribuicdo geografica justamente por serem mais tolerantes a
ambientes degradados, ndo sendo esta uma qualidade dos queixadas (DESBIEZ et
al., 2012). Os queixadas, ao contrario dos caititus, que possuem menor exigéncia
ecolégica, o que reflete na diferenca de status de conservacdo entre essas duas

espécies.

Além dos prejuizos decorrentes da degradagcdo dos habitats, ao longo dos
anos, ambas as espécies sofrem com os efeitos da pressdo da caca excessiva
(DESBIEZ et al., 2012; KEUROGHLIAN et al.,, 2012). Estes fatores tornaram o

queixada vulneravel a extincdo de acordo com a Lista Vermelha da Unido
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Internacional para Conservagdo da Natureza (IUCN, 2015). No bioma Mata
Atlantica, que possui apenas 12,5% de floresta nativa conforme o levantamento SOS
Mata Atlantica (2013-2014), a situacdo € ainda mais critica, no qual a espécie foi
classificada como “criticamente em perigo”, segundo a Avaliacdo do Risco do
Queixada no Brasil (2012).

O T. pecari € o maior dentre os pecaris, pode alcancar 1,10 m de
comprimento e pesar até 54 Kg em cativeiro (LAVORENTI; NOGUEIRA-FILHO,
1997). Animais adultos possuem pelagem que variam em tons de castanho escuro a
negro, que contrastam com a faixa de pelos esbranquicados abaixo da mandibula
(SOWLS, 1997). A espécie também possui 0 habito de bater violentamente o queixo,
exibindo um forte estalar dos dentes, que resultou em sua denominagcdo como

queixada ou pecari do labio branco (OLIVER, 1993).

Estes animais possuem habito alimentar onivoro, assim, uma ampla
variedade de itens compde sua dieta, tais como raizes, folhas, insetos, frutos,
pequenos vertebrados, tubérculos, caules e sementes (OLIVER, 1993). Devido seu
habito alimentar, a espécie assume o importante papel na dispersao de sementes, e
influenciam de maneira positiva a composicdo das florestas (EATON;
KEUROGHLIAN, 2008), sendo portanto, considerados como “engenheiros do
ambiente” (VILLAR et al., 2019). Estes animais possuem um olfato muito apurado
gue contribui para a localizacdo de alimentos no solo, facilitado pelo habito de fucar
(EATON; KEUROGHLIAN, 2008; OLIVER,1993).

2.2 Criacdo de Tayassu pecari em cativeiro

A espécie possui importante papel econdmico e cultural para as populacdes
gue habitam as florestas tropicais e dependem dos recursos naturais para sua
subsisténcia, contudo, tal atividade podera ndo mais existir em virtude do declinio
populacional sofrido pela espécie, devido sua sensibilidade a fragmentacdo
ambiental e a pressao exercida pela caca excessiva (DESBIEZ et al.,, 2012;
KEUROGHLIAN et al., 2012). Por isso, a criagdo dessa espécie em cativeiro pode
ser uma solucéo interessante para diminuir a captura de animais em seu ambiente
natural, além de fornecer uma fonte alternativa de proteina para a populacdo que

habita no entorno de areas com fragmento de mata (GARCIA et al., 2005;
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NOGUEIRA-FILHO; NOGUEIRA, 2004). Estes beneficios tém impulsionado a
criacao legalizada de animais silvestres, a qual tem ganhado destaque e notoriedade
(IBAMA, 1997).

Os queixadas destacam-se por viverem em grupos sociais, reproduzirem-se o
ano todo e, ainda, por possuirem alto potencial zootécnico. Dessa forma, sua
criacdo em cativeiro € uma alternativa em termos de producéo de carne com grande
aceitacdo devido a sua alta palatabilidade e baixos niveis de colesterol (NOGUEIRA
FILHO et al.,, 1999). Tal criacdo permite ainda a producdo de peles de excelente
qualidade, com grande demanda no mercado internacional para confeccao de luvas,
calcados, casacos entre outros artigos de luxo, apreciados no comércio exterior
(DEUTSCH; BODMER et al., 1997; PUGLIA, 1988). A criacdo de queixadas
possibilita ainda a promocdo do gerenciamento racional e a conservagdo da
biodiversidade local (ALBUQUERQUE, 2007).

Estes animais consomem grande diversidade de alimentos e sdo bem
adaptados a racao comercial fornecida para suinos. Como complementacdo de sua
dieta, variedades de frutos podem ser ofertados, a exemplo de: goiaba, manga,
banana, mamao, abacate, pitanga, e assim possibilitar redu¢cdo dos custos com
racdo, que além de estimular o habito de forrageamento, reduz o 6cio que por sua
vez poderia levar a disturbios comportamentais (NOGUEIRA et al., 2014).

O confinamento é uma técnica que tem por objetivo aumentar os indices de
produtividade e ainda melhorar a qualidade do produto final (MORATO et al., 1998).
Dessa forma, permite disponibilizar ao mercado consumidor um animal mais jovem e
com caracteristicas de carcaca desejaveis, caracteristicas indispensaveis que
podem contribuir com a expansao do consumo e favorecer a cadeia produtiva como
um todo (ALVES et al., 2003). Para implementacdo dessa técnica, no entanto, séo
necessarios conhecimentos sobre a biologia da espécie, bem como de sua fisiologia
reprodutiva, aspectos sanitarios, nutricionais e comportamentais (MORATO et al.,
1998). Portanto, o conhecimento da biologia dessa espécie se torna um recurso

essencial para sua conservacado (BANHOS, 2009).

Para o estabelecimento de um sistema de criagcéo, o produtor precisara dispor
de pigquetes com éarea que varia de 400 a 1.500 m? cercada com telas de

alambrados e sustentada por mourdes de madeira. Para evitar que os animais fujam
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por baixo da cerca, deve-se construir um baldrame de concreto com cerca de 40 cm,
em areas com baixa declividade e boa drenagem a fim de se evitar erosdes em
funcdo da intensa movimentacdo dos animais, habito caracteristico da espécie
(FRAGOSO, 1998). Assim o produtor poderd iniciar sua atividade com um grupo de
animais composto por dois machos e oito fémeas, as quais, prioritariamente devem
ser provenientes de um mesmo bando, com o intuito de reduzir comportamentos
agonisticos entre eles e as taxas de infanticidios. Para evitar a endogamia 0s
machos podem ser adquiridos de diferentes grupos de queixadas (NOGUEIRA-
FILHO; NOGUEIRA; SATO, 1999).

Em cativeiro, experiéncias demonstram que gqueixadas machos iniciam sua
vida reprodutiva a partir de um ano de idade, j4 as fémeas entre 10 a 12 meses, com
taxa de natalidade de dois filhotes por parto com intervalo entre partos de 220 dias.
Apos um periodo de aproximadamente 158 dias de gestacédo, os filhotes nascem
com peso médio de 700g, ativos e, imediatamente passam a seguir a mae, e
recebem cuidado e prote¢cdo (LAVORENTI; NOGUEIRA-FILHO, 1997). Com 30 dias
apos o parto, as fémeas ja podem exibir um novo estro, no entanto vale ressaltar
gue para atingir tais indices reprodutivos € necessario que 0s animais sejam criados
em condicdbes ambientais mais proximas possiveis do seu ambiente natural
(NOGUEIRA-FILHO, 1999).

Em ambiente natural, queixadas vivem em grandes grupos, com registros de
até 400 individuos, o que permite maior rotatividade de machos dominantes que por
sua vez configura maior variabilidade genética para o rebanho, o que nem sempre é
possivel em cativeiro, em funcdo do numero reduzido de animais (FRAGOSO,
1998). O cruzamento entre poucos individuos por sua vez favorece o aumento da
endogamia no rebanho. Tal evento tende a comprometer a sobrevivéncia e a
reproducdo desses animais em decorréncia do aumento de animais homozigéticos
para genes letais ou recessivos deletérios, além de favorecer a reducdo da
variabilidade genética (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008), que
consequentemente levaria a populagdo a depressdo endogamica (FRANKHAM;
BALLOU; BRISCOE, 2008).

Neste caso a reproducdo assistida possibilitaria um fluxo génico a partir do

transporte de sémen de animais de outros criadouros e, portanto, maior variabilidade
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genética dentre essas popula¢gdes. Por isso, estudos que abordem a fisiologia
reprodutiva dos machos sdo importantes, pois geram conhecimento necessario para
a aplicacdo de biotécnicas que possibilitem maior disseminacdo do material genético
(SILVEIRA, 2007).

2.3 Anestésicos e aplicacOes para estudos de reproducdo em animais
silvestres

A preocupacao do meio cientifico com o sofrimento animal exige estudo de
técnicas anestésicas cada vez mais elaboradas, na tentativa de proporcionar
conforto e bem-estar ao animal (MASSONE, 2002).

A dor foi conceituada pela Associacdo Internacional para o Estudo da dor,
como experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a lesbes reais.
Fisiologicamente, a dor € como sinal de alerta que desencadeia reacfes de defesa e
preservacao (KLAUMAN et al., 2008). O componente fisiolégico da dor é chamado
nocicepcao, que € determinado pela ativacdo de vias neurais aferentes induzidas
por estimulos mecanicos, quimicos ou térmicos. O termo nocicepcdo esta
relacionado com o reconhecimento de sinais dolorosos pelo sistema nervoso, 0s
impulsos elétricos que deflagram a dor estimulam os nociceptores, o qual segue até
o sistema nervoso onde serdo formuladas informacdes relacionadas a lesdo (MUIR
111, 2009).

Os objetivos fundamentais do procedimento anestésico envolvem a promocao
de um estado de inconsciéncia, analgesia, protecdo neurovegetativa, rapida
recuperacdo das constancias fisiolégicas ao término do procedimento e a
normalidade das capacidades motoras sem excitacdo e sequelas (GARCIA et al.,
2003).

Anestesia é definida como a perda temporaria da sensacéo de dor, que pode
ser decorrente da depressao reversivel local ou geral das atividades do tecido
nervoso (MUIR; HUBBELL, 1995). O procedimento anestésico tem por objetivo
anular a sensacao dolorosa, e assim, possibilitar a realizagdo de intervencoes
cirdrgicas sem o sofrimento do paciente (SILVA, 1997). Sabe-se que avaliacdo da

dor € uma medida subjetiva e os animais ndo podem relatar sua intensidade, para
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tanto deve-se, portanto, atentar aos sinais comportamentais e fisioldgicos. Os sinais
mais comuns incluem alteracdo da postura e da expressdo facial, alteracdes
comportamentais, resposta aversiva a manipulacdo da ferida e mudancas nas
variaveis fisiologicas (McKELVEY; HOLLINGSHEAD, 1998).

Em animais selvagens mantidos em cativeiro, a contencédo farmacoldgica se
faz necessaria para uma grande diversidade de procedimentos (CALLE; MORRIS,
1999). Em contrapartida, esta mesma contencdo € um dos fatores limitantes mais
importantes no manejo dos animais selvagens, devido a caréncia de informacdes
sobre as técnicas anestésicas que podem ser utilizadas para muitas espécies, como
por exemplo, para 0 uso na eletroejaculacdo em queixadas com o intuito de
obtencao de sémen (VIEIRA et al., 2021).

A acepromazina € um derivado fenotiazinico, e tem sido largamente utilizada
de modo eficiente e seguro para tranquilizacdo e medicagcdo pré-anestésica em
diversas espécies (EURIDES; RAISER; FIALHO, 1987). Acepromazina atua
seletivamente em determinadas regiées, como nucleo talamico, hipotalamo, sistema
motor, estruturas limbicas e vias aferentes sensitivas (FRANCO et al., 2002), ao
produzir efeitos através do bloqueio dos receptores pds-sinapticos da dopamina e da
serotonina no sistema nervoso central, e desta forma, deprime o sistema reticular
(SMITH; YU; BJORLING, 2001). A acepromazina exerce poucos efeitos sobre a
respiracdo desde que ndo seja administrada em altas concentracdes ou utilizada
juntamente com outros depressores do sistema nervoso central (FANTONI,
CORTOPASSI; 2002 PADDLEFORD, 2001). Apresenta também propriedades
antiespasmadica, anti-histaminica, anti-sialagoga, porém ndo possui efeitos
analgésicos (SMITH; YU; BJORLING, 2001). Este farmaco tem a desvantagem de
causar vasodilatacdo, que promove reducdo da temperatura corporal e bloqueio
parcial dos mecanismos de termorregulagcdo (MUIR; MASON, 1993; SPINOSA;
GORNIAK; BERNARDI, 2002).

As caracteristicas da cetamina por sua vez, ja foram descritas em diversos
estudos terapéuticos com atencdo para a poténcia anestésica, extensdo da
analgesia e prolongado periodo de recuperacdo (HEMPELMANN et al., 1996). A
cetamina é capaz de estimular o sistema limbico, causar alucinacfes, disforia e

contragdes musculares. E muito utilizado como indutor anestésico em animais de
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grande porte, pois ndo promove alteracdes cardiorrespiratérias significativas
(HUBBELL, 2007; RIEBOLD, 2007). A cetamina induz a analgesia, mas nao o
relaxamento muscular adequado, desta forma promove recuperacdo prolongada e
conturbada, por isso, este agente € normalmente utilizado juntamente com outros
farmacos, comumente associado a xilazina ou acepromazina (SANTOS et al., 2010).
Além disso, a cetamina pode agir indiretamente ao inibir a capacitacdo neuronal de
catecolaminas e noradrenalina ou diretamente estimulando centros adrenérgicos
centrais, possuindo propriedades estimulantes cardiacas, e assim, promove
aumento do débito cardiaco, na pressao venosa central, presséo arterial pulmonar e
frequéncia cardiaca, tais propriedades fazem da cetamina um importante farmaco de
baixo risco (BRANSON, 2003).

J4 a xilazina é um farmaco com propriedades sedativa, analgésica e
miorrelaxante de acdo central, possui atuagcdo como agonista nos a2-
adrenorreceptores centrais e periféricos (MUIR Ill et al., 2001; SPINOSA et al.,
1996). A xilazina apresenta-se na forma de cloridrato composta por cristais incolores
de sabor amargo e solluveis em agua (CORTOPASSI; FANTONI, 2002). Os efeitos
cardiovasculares promovidos pela xilazina incluem vasoconstriccdo inicial com
aumento transitério da pressao arterial, seguidos de hipotensao arterial e diminui¢éao
da frequéncia cardiaca bem como do débito cardiaco, produz também bloqueio
atrioventricular e sensibiliza o miocéardio a acdo das catecolaminas (KLIDE et al.,
1975; MUIR III, 1998). Os efeitos da acdo da xilazina no sistema nervoso central
(SNC) incluem hipnose, sedacdo, relaxamento muscular, analgesia e ataxia
(GEISER, 1990). A xilazina promove relaxamento muscular e sedacdo mais
pronunciados que outros tranquilizantes ou sedativos utilizados na medicacao pré-
anestésica, sendo este farmaco amplamente utilizado associado a cetamina, para a
realizacdo de diversos procedimentos cirdrgicos (CORTOPASSI; FANTONI, 2002).

A anestesia dissociativa empregando a cetamina e a xilazina tem como
caracteristica proporcionar amnésia profunda, analgesia e catalepsia, no entanto os
reflexos ocular, oral e de degluticio permanecem inalterados e o tbnus muscular
aumenta (LIN, 2007). Doses elevadas, contudo, podem provocar tremores,
convulsdes, espasticidade tonica e rotacdo ocular (MUIR IIl, 2001). Anestésicos

dissociativos parecem ser mais U(teis para anestesiar animais para cirurgia
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musculoesquelética superficial e analgesia pos-operatéria, além de serem efetivos

na hiperalgesia apos o trauma de tecidos (LIN, 2007).

Para estudo em reproducao de espécies silvestres, sobretudo, em funcdo do
seu comportamento agressivo, € necessario a utilizacdo de protocolo anestésico que
viabilize a coleta de sémen, mantenha a qualidade seminal, além de garantir a
seguranca do animal e da equipe que acompanha o procedimento (SILVA et al.,
2004). No entanto, alguns fatores devem ser levados em consideracdo para a
escolha da droga, pois os protocolos anestésicos além de promover boa analgesia,
devem ser seguros para o animal, ter baixo custo, viabilizar a coleta com baixos
indices de contaminacdo por urina sem, no entanto, interferir nos mecanismos
neuromusculares que controlam a ere¢cdo e a ejaculacdo e nem propiciar a
ejaculacédo retrograda (MELTZER et al., 1988).

Diferentes protocolos anestésicos vém sendo testados nas espécies
mamiferas, a exemplo da xilazina que, em associacdo com a cetamina, um
anestésico dissociativo, foi amplamente utilizada em cédes e gatos (MINTER;
DELIBERTO, 2005). Essa mesma associacdo foi descrita com sucesso para
eletroejaculacdo em leopardos indianos (Panthera pardus) (JAYAPRAKASH et al.,
2001), Ihamas (Lama glama) (GIULIANO et al., 2008), veados-vermelhos-ibéricos
(Cervus elaphus hispanicus) (MARTINEZ et al., 2008) e quatis (Nasua nasua)
(Barros et al., 2009). Em adic&o, o uso isolado de xilazina tem sido também descrito

com sucesso em cutias (Dasyprocta leporina) (MOLLINEAU et al., 2008).

Em ensaio realizado por Moreira et al. (2005) em uma tentativa de obter
ejaculados de dois queixadas (Tayassu pecari) adultos com peso médio de 41,05
kg, para anestesia dos animais, 0s autores utilizaram a associacdo de azaperone,
romifidina, tiletamina/zolazepam e atropina, em doses calculadas por extrapolagéao
alométrica interespecifica, usando como referéncia as doses utilizadas em suinos,
equinos e canideos domésticos, respectivamente. A partir do protocolo utilizado, os
autores concluiram que os animais apresentaram boa contenc¢do anestésica, sendo

possivel a obtencdo de sémen em um animal por meio de eletroejaculacao.

Kahwage et al. (2008) obtiveram experimentalmente ejaculados em caititus
(Tayassu tajacu) através da associacdo acepromazina/cetamina. Primeiramente a

acepromazina (0,2 mg/kg) foi administrada como medicagao pré-anestésica. Apos 5
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minutos administrou-se a cetamina (5,0 mg/kg). Foram observados resultados
favoraveis e conclui-se que este protocolo anestésico proporcionou analgesia e
relaxamento muscular desejaveis para a coleta de sémen por eletroejaculacdo em

caititus.

Por sua vez, Souza et al. (2008) avaliaram a eficiéncia de trés diferentes
protocolos anestésicos em caititus. Os animais do grupo | e Il receberam
acepromazina na dose de 0,2 mg/Kg por via intramuscular (IM), enquanto o grupo I,
xilazina 1,0 mg/kg por via intramuscular (IM). Apds quinze minutos, o grupo |
recebeu a associacdo de diazepam (0,5 mg/kg) e cetamina (2,5 mg/Kg), por via
intravenosa (1V), enquanto os grupos Il e Ill receberam a associacdo de diazepam
(0,5 mg/kg) e cetamina (5 mg/kg) também por IV. Os autores concluiram que a
xilazina empregada de forma isolada, foi insuficiente para obtencéo da sedacao dos
animais. Afirmaram ainda que a tranquilizacdo com acepromazina apresentou-se
melhor do que a obtida com xilazina, bem como a associacao
acepromazinal/cetamina/diazepan demonstrou melhor qualidade quando comparado
aos demais protocolos testados.

2.4 Agentes e protocolos adotados para inducéo de ejaculacdo em animais
domésticos e silvestres
Algumas estratégias e métodos quimicos e fiscos tem sido adotadas como

indutores de ejaculacdo em animais domeésticos, silvestres e selvagens a exemplo

de horménios e inducéo por estimulo elétrico, isolados ou em associacéo.

A ocitocina € um hormdnio peptideo composto por nove aminoacidos (Cys,
Tyr, lle, GIn, Asn, Cys, Pro, Leu, GlyNH2), em estrutura na conformacao de anel
(YAMAGUCHI; CARDOSO; TORRES, 2007). Este horménio é liberado pela neuro
hipdfise relacionado a uma ampla variedade de efeitos fisiologicos (EBSTEIN et al.,
2012), dentre eles a contracdo de musculos lisos, como os tubulos seminiferos e
epididimos, e por fim, culminar na liberagdo do sémen (FILIPPI et al. 2002). Por este
motivo, tem sido utilizada em estudos que visam a obtencdo de ejaculados em

espécies selvagens.

Portanto, acredita-se que a ocitocina inicie o processo de ejaculacéo, ao agir

em receptores presentes de maneira diferenciada nas regides do epididimo e
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compartimentos celulares, facilitando o transporte de espermatozoides na
ejaculacdo (WHITTINGTON et al., 2001). Apesar de pouco estudada nos machos,
foi descrito que em ratos (Rattus norvegicus) este hormonio influéncia na
contratilidade das células mioepiteliais ao redor dos tdbulos seminiferos e
epididimos, e, portanto, atua na propulsdo de espermatozoides da cauda do
epididimo para o canal deferente e ejaculacdo (GUPTA et al., 2008). Em estudo
realizado por Ungerfeld et al. (2016), o uso da ocitocina em ovinos selvagens (Ovis
musimon), contribuiu de maneira significativa na coleta de sémen por
eletroejacul¢cdo, maximizando a obtencdo de ejaculados em menor tempo, além de
diminuir o nimero de estimulos elétricos necessarios para induzir a ejaculacao.

E sabido que em carneiros domésticos (Ovis aries), 0 uso da ocitocina
estimula o transporte de espermatozoides para os ductos deferentes, e induz a
ejaculacdo (BOZKURT et al., 2007). O mesmo ja foi comprovado em touros (Bos
taurus taurus) (BERNDTSON; IGBOELI, 1988). Estes achados reforcam os efeitos
positivos da ocitocina nas células musculares lisas do epididimo, ductos deferentes
e glandulas acessoérias, ao permitir a movimentacdo dos espermatozoides atraves
do trato reprodutivo durante a ejaculacédo (WHITTINGTON et al., 2001). Os efeitos
da ocitocina podem representar um potencial avango em programas de reproducao
assistida em animais silvestres. Os estudos sugerem que animais com oligospermia
podem ser beneficiados com a administracdo da ocitocina, além de contribuir na
erecdo peniana (FILIPPI et al., 2002; THACKARE et al., 2006).

No entanto, tendo em vista 0 comportamento aversivo de espécies selvagens,
e sua relacdo direta com o estresse (LEE et al., 2009) o qual exerce efeito
antagbnico sobre a ejaculacdo, além de induzir a supressdo na secrecao de
testosterona, na espermatogénese e libido, o uso da ocitocina nao tem tido sucesso
nas coletas de sémen em espécies selvagens (JOHNSTON et al., 1992).

Uma das formas de obtencdo de sémen se da por eletroejaculacdo (EEJ)
(CBRA, 2013). Animais com temperamento agressivo e/ou indécil podem gerar risco
para pessoas responsaveis pela coleta, sendo assim a grande maioria dos animais
silvestres, tem seu sémen coletado por meio de EEJ (SILVA et al., 2004). A técnica
da EEJ baseia-se na introducdo de uma sonda transretal lubrificada no reto do
animal, eventualmente ap0s a evacuacdo do conteudo retal ou a retirada manual

das fezes (CBRA, 2013). A sonda € conectada a um estimulador elétrico que ira
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emitir estimulos de forma controlada no assoalho da ampola retal, o qual
desencadeia a contracdo da musculatura lisa em reacdo a estimulacdo dos nervos
simpaticos lombares, a fim de induzir reflexos ejaculatorios e posterior liberacdo do

sémen, esteja o0 animal anestesiado ou nédo (SILVA et al., 2004).

A EJJ tem sido empregada na avaliacdo androlégica de animais de producao
mediante a dificuldade de coépula destes ou até mesmo devido ao néo
condicionamento do reprodutor a coleta de sémen por meio da vagina artificial
(CBRA, 2013). Também, a EEJ tem sido método de escolha para coleta de sémen
em animais silvestres, em decorréncia do comportamento agressivo, sendo
necessaria, neste caso, a adocdo de protocolo anestésico que viabilize a sua
realizacdo mantendo a qualidade seminal, além de garantir a seguranca do animal e

da equipe que acompanha o procedimento (SILVA et al., 2004).

Martin (1978) afirma que a EEJ é um método seguro e eficaz para a coleta de
sémen de animais silvestres, no entanto € fundamental estabelecer um protocolo
especifico para cada espécie, para isto, deve-se levar em consideracdo a resposta
do animal. A eletroejaculacao foi utilizada como alternativa de coleta de sémen em
suinos, embora os resultados obtidos tenham sido considerados insuficientes para a
pratica da utilizacdo da técnica nessa espécie, sendo a coleta com a vagina artificial
ou a técnica da “méao enluvada” as formas mais apropriadas de obtencido de
ejaculado nos suinos (MIES FILHO, 1987).

Costa e Paula (2005) avaliaram dois diferentes protocolos de coleta de sémen
de caititus (Tayassu tajacu) com emprego de eletroejaculador. O protocolo |
consistiu de trés sessfes de 15 estimulos elétricos, com trés minutos de descanso
entre uma sessao e outra. Na primeira sessdo foram aplicados cinco estimulos de
3V, cinco estimulos de 4V e cinco estimulos 5V; Na segunda sessdo apos trés
minutos de descanso foram aplicados cinco estimulos de 5V, cinco estimulos de 6V
e cinco estimulos de 7V; ap6s trés minutos de descanso deu-se inicio a terceira e
Gltima sesséo, a qual consistiu em cinco estimulos de 7V, cinco estimulos de 8V e
cinco estimulos de 9V. Cada estimulo tinha duracéo de trés a quatro segundos e
posteriormente era seguido pelo mesmo periodo de descanso. O protocolo I
consistiu em trés sessdes de 15 estimulos elétricos de 12V cada, e aguardou-se um

periodo de trés minutos entre as sessfes. Os autores adotaram a mesma
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intensidade e duracéo dos estimulos elétricos empregados no protocolo | e puderam
concluir que o protocolo Il mostrou-se mais eficiente para a coleta de sémen em

caititus.

Moreira et al. (2005) na tentativa de coletar sémen de queixadas (Tayassu
pecari) por meio de eletroejaculacdo, utilizou apenas dois queixadas machos
adultos, com peso médio de 41,0 £ 5 kg. Para isto realizou-se uma Unica tentativa de
coleta por animal e o protocolo de EEJ consistiu em 30 estimulos elétricos, com 10
estimulos de 2V, seguidos por 10 estimulos de 3V e por fim 10 estimulos de 4V.
Com este protocolo os autores obtiveram ejaculado de apenas um animal. O volume
ejaculado na primeira fracdo foi de 4,5 mL com coloracdo branca e consisténcia
leitosa, a segunda fracdo por sua vez apresentou aspecto seroso e volume de
27 mL. Os espermatozoides apresentaram-se viaveis, com vigor e motilidade 3 e

70%, respectivamente.

Em onca pintada (Panthera onca), Morato et al. (1998) avaliaram a EEJ para
coleta de sémen em 10 exemplares em cativeiro. O protocolo adotado consistiu na
aplicacao de 80 estimulos divididos em trés séries. Na primeira série foram aplicados
10 estimulos em 2, 3 e 4V, na segunda série foram aplicados 10 estimulos 3, 4 e 5V
e a ultima série foram 10 estimulos em 5 e 6V. Os autores obtiveram total de 54
ejaculados com valores médios para volume, vigor e motilidade de 7,42 + 3,69, 2,71
+ 0,52 e 62,60 = 11,00 respectivamente e, puderam concluir que a técnica utilizada é

eficiente para a obtencédo de ejaculados em onca pintada.

2.5 Parametros de avaliagcdo seminal

O gameta masculino é produzido nos tubulos seminiferos dos testiculos por
meio de um longo processo conhecido como espermatogénese (CHENG et al.,
2004). Este processo envolve sucessivas divisbes e transformacdes onde células
germinativas primordiais dardo origem aos espermatozoides, tal processo pode ser
dividido em espermatocitogénese e espermiogénese (GARNER; HAFEZ, 2004). Na
espermatocitogénese, as ceélulas basais denominadas espermatogbnias darao
origem aos espermatocitos primarios diploides (2n), os quais entrardo em meiose e

sofrerdo duas divisées consecutivas resultando em espermatécito secundario e
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espermatide, respectivamente (CHENG et al., 2004). A espermatide, célula haploide
que ira se diferenciar em espermatozoides, sofrera remodelacdo em sua morfologia,
na qual ira adquirir a cauda, além disso, essa diferenciacdo envolve outras quatro
fases, que séo as fases golgi, capuchao, acrossoma e maturagcdo (JOHNSON et al.,
2000).

O espermatozoide € uma célula altamente especializada formada por trés
regides: a cabeca, qual armazena material genético, estrutura vital durante a
interacdo espermatozoide-odcito, a pega intermediaria, onde estdo localizadas as
mitocondrias, organelas responsaveis pela producéo de energia, sendo grande parte
dessa energia requisitada para o deslocamento da célula e, por fim o flagelo,
estrutura responsavel pela motilidade espermatica (EDDY; O’'BRIEN, 1994). Todas
as trés por¢cbes sdo recobertas por membrana plasmatica (AMMAN; GRAHAN,
1993). Esta compartimentalizacéo estrutural e especializada do espermatozoide tem
por finalidade alcancar o seu objetivo Unico, que € a fertilizacdo do gameta feminino
e liberacdo do DNA, o qual esta contido no nucleo da célula espermética (CHENG et
al., 2004). No interior do od6cito ocorrera a unido de ambos pro-nucleos masculino e
feminino e sucessivamente a formacao do zigoto (EDDY; O’'BRIEN, 1994). Durante
tal processo a cabeca do espermatozoide além da penetracdo do odcito tem a
funcdo principal de liberar cromossomos haploides para o gameta feminino,
enquanto a funcdo do flagelo € promover a motilidade da célula, para que esta
consiga percorrer o trato reprodutor feminino além do suporte necessario para que

ocorra a penetracdo através da zona pellcida do o6cito (MORTIMER, 1997).

Para que um macho seja admitido com reprodutor ele precisa possuir boa
aptidao reprodutiva e varios atributos sdo avaliados durante o exame andrologico
(CBRA, 2013). Apos avaliacdo androldgica, € possivel o diagnostico preciso sobre
problemas fisicos, anormalidades nos 6rgdos genitais, bem como determinar a
qualidade espermatica para averiguar se o reprodutor é fértil, subfértil ou infértil
(GUIMARAES, 1999; MARTINEZ-GARCIA; REGADERA, 1998). Entende-se que 0
conhecimento a respeito da baixa fertilidade em machos é até mesmo mais
importante do que da esterilidade, devido ao comprometimento em longo prazo que
essa condicdo pode acarretar no sistema de producdo quando identificada
tardiamente, e assim se tornar uma fonte de prejuizo em um sistema de producdo
animal (HORN et al., 2003).
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A avaliacdo da qualidade do sémen tem sido realizada de acordo com as
normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013),
considerando-se critérios como: aspecto e consisténcia do ejaculado, a avaliacdo do
vigor espermatico, motilidade total e progressiva, morfologia, concentracdo
espermética e comportamento sexual. Assim o exame andrologico é uma ferramenta
essencial para selecdo de reprodutores, bem como a avaliacdo da maturidade
sexual, do potencial reprodutivo, diagnostico de infertilidade ou sub fertilidade além

de contribuir com as biotécnicas reprodutivas (FRANCO et al., 2006).

De acordo com Derivaux (1980), a avaliacdo da motilidade espermatica é
definida como o percentual de espermatozoides méveis em uma amostra de sémen
e, portanto, o principal item a ser avaliado. Ainda segundo o autor, outro item
importante é o vigor espermatico, classificado como a intensidade do movimento dos
espermatozoides em uma dada amostra. A maioria dos pesquisadores utiliza a
motilidade como parametro principal na predicdo da qualidade espermatica frente ao
uso de diluentes, crioprotetores e também ao processo de criopreservagcao
(IVANOVA-KICHEVA et al., 1997; SILVA et al., 2003).

Para analisar a motilidade e o vigor espermatico que correspondem
porcentagem de células moveis e a intensidade desse movimento utiliza-se
classificagbes com escalas que variam de 0 a 100% e de 0 a 5, respectivamente
(PLATZ; SEAGER, 1977). No entanto, para a obtencdo de dados fidedignos a
avaliacdo da motilidade deve ser realizada logo ap6s a coleta de sémen ou
descongelamento de palhetas de armazenamento, que pode ser realizada com o
auxilio de microscopia 6ética de luz, em microscépio de contraste de fase ou ainda
por meio da andlise computadorizada (SEAGER; FLETCHER, 1972).

A motilidade é um parametro que fornece informacdes essenciais a respeito
da capacidade fertilizante da célula espermatica, isso porque a motilidade é a
manifestacdo da competéncia estrutural e funcional da célula (PENA-MARTINEZ,
2004). Deve-se ressaltar que, por se tratar de uma avaliagéo subjetiva, pode néo ser
totalmente confiavel, isso porque a motilidade sofre influéncias, como por exemplo
as variabilidades entre laboratorios, a temperatura do local onde a anélise sera
realizada e, principalmente, a habilidade do avaliador, considerando que diferentes

avaliadores podem avaliar uma mesma amostra de maneira distinta, atribuindo
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valores elevados ou subestimar a amostra em sua avaliagdo (IGUER-OUADA;
VERSTEGEN, 2001). A estimativa da motilidade espermatica através da microscopia
Otica convencional é o ensaio mais comum, entretanto sofre variacao (30% a 60%)
por se tratar de um exame subjetivo, e reduzir a confiabilidade na resposta
(VERSTEGEN et al., 2002). Partindo deste principio, a avaliagdo objetiva por meio
de analisador computadorizado (HTR-IVOS ANALYSER, Hamilton Thorn Research),
acaba por se sobressair e oferece uma série de vantagens, isso porque tal software
avalia individualmente as caracteristicas do movimento espermaético, se progressivo,
retrogrado, velocidade espermética, velocidade em linha reta, curvilinea e
linearidade dos espermatozoides (IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001). Dessa
forma a analise computadorizada (CASA) vem sendo utilizada para minimizar a

subjetividade nas andlises de sémen.

O CASA permite analise objetiva e precisa das células moveis além de definir
a qualidade do movimento das células espermaticas (VERSTEGEN et al., 2002). Os
dados gerados para uma determinada amostra correspondem a centenas de
avaliagcbes esperméticas individuais, e assim, fornecer informagfes precisas e
detalhadas sobre qualidade da motilidade espermatica, com maior rapidez e
repetibilidade (GUNZEL-APEL et al., 1993). Assim, utilizando imagens digitalizadas
de cada célula espermatica, as maquinas avaliam as propriedades do movimento
dos espermatozoides por meio de processamento algoritmico. Os parametros mais
comumente elucidados nesta técnica sdo velocidade retilinea e curvilinea
(VERSTEGEN et al., 2002).

7

Além das caracteristicas fisicas seminais, € de extrema importancia a
avaliacdo das caracteristicas morfologicas espermatica. Oettlé (1993) relatou que o
percentual de alteracbes morfologicas em células espermaticas é diretamente
proporcional ao potencial fertilizante desta, ou seja, a medida que a porcentagem de
espermatozoides patolégicos “defeituosos” aumenta, a fertilidade do ejaculado é
reduzida, comprovando-se que quando a proporcdo de espermatozoides
morfologicamente normais encontra-se inferior a 60% a fertilidade é seriamente
comprometida. Segundo o manual do exame androlégico proposto pelo CBRA, a
totalidade de defeitos maiores e menores no sémen ndo deve ser superior a 30%,
com no maximo 20% de defeitos menores e 10% de defeitos maiores em um

ejaculado. Algumas classificacdes foram propostas para morfologia espermatica.
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Seager (1986) propde a classificagdo para alteragdes morfologia espermatica como
primarias e secundarias, onde primarias sdo aquelas patologias relacionadas a
problemas oriundos na formacéo do espermatozoide no interior do testiculo, ou seja,
em alguma das fases da producdo espermatica, e secundarias quando causadas
durante o armazenamento do espermatozoide no epididimo, portanto na fase de
maturacdo espermatica ou ainda decorrente da manipulacédo da célula espermatica.
Oettlé (1993) sugere a classificagdo como defeitos “patologias” maiores e menores,
isso de acordo com o0s danos que as alteragBes causam a funcdo espermética.
Outros autores classificam as altera¢bes tendo como referéncia a por¢éo da célula
espermatica afetada, sendo defeitos de cabeca, peca intermediaria ou cauda (SILVA
et al., 2003).

Moreira et al. (2005), ao utilizar o método da eletroejaculagdo, obteve
ejaculado de um dos dois queixadas adultos cujo volume ejaculado foi de 4,5 mL na
primeira fracdo de coloracdo branco e consisténcia leitosa, a segunda fracdo no
entanto apresentou aspecto seroso e volume de 27 mL. Os espermatozoides da
primeira fragdo do ejaculado apresentaram-se viaveis, com vigor 3 e motilidade 70%.
A concentracdo do ejaculado foi de 235 x 10° espermatozoides/mL. Quanto a
avaliacdo da morfologia espermatica encontraram-se valores de 14,5% para a
porcentagem de defeitos maiores e 8,5% para a porcentagem de defeitos menores.
A segunda aliquota, contudo, apresentou baixa concentracdo e todos o0s

espermatozoides estavam mortos.

Em trabalho realizado por Costa e Paula (2005), para avaliagdo das
caracteristicas espermaticas de seis caititus criados em cativeiro, cujo sémen foi
coletado por meio de eletroejaculacdo, em animais com idades entre 10 e 18 anos,
foram obtidos valores médios para volume do ejaculado de 2,98 + 2,29 mL, vigor de
2,15 + 0,35, motilidade espermética progressiva de 48,76 + 5,95%, concentracdo
média de 87+5,31 x 10°% espermatozoides/mL e pH de 7,23 + 0,15. Houve alta
incidéncia de patologias esperméticas, com variacdo significativa entre os animais
estudados variando de 15,5 £ 2,4% a 55,5 + 16,1%. Quanto aos defeitos maiores,
houve maior prevaléncia de gota citoplasmatica proximal com variagcdo de 8,0 a
26%. Segundo os autores a alta variacdo de motilidade nos ejaculados associado a
baixa concentracdo espermatica e ao elevado percentual de alterac6es morfoldgicas

nas células esperméticas, sugere um quadro de degeneracao testicular em todos os
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animais estudados, atribuidos ao estresse decorrente da manutencdo em cativeiro e

da idade elevada dos animais.

Hellgren et al. (1989) ao avaliar espermatozoides de caititus, afirmaram que
podem existir variacdes individuais de 5 a 90% na motilidade espermatica, com a
possibilidade de observar maiores propor¢cdes de células com motilidade nos
ejaculados durante o periodo da primavera, e propor¢cdes mais baixas no verao,
apesar de ndo ter sido descrita sazonalidade reprodutiva para machos da espécie.
Em caititus a motilidade espermatica pode variar de 48,7 + 31,5 (COSTA; PAULA,
2005) a 57 + 15% (HELLGREN et al., 1989), ou ainda ser superior a 85,0 £ 8,0%
(SOUZA et al., 2009). O vigor espermatico por sua vez pode variar de 1,9 + 0,8
(KAHWAGE et al., 2010) a 2,1 + 1,4 (COSTA; PAULA 2005).

2.6 Biotécnicas reprodutivas aplicadas aos animais silvestres

A importancia do desenvolvimento de métodos de criagdo de animais em
cativeiro tem sido aumentada, tendo em vista o declinio das populacdes de animais
silvestres (SWANSON, 2006). Todavia, nem sempre estes animais conseguem se
reproduzir em ambiente restrito e alterado como é o caso do cativeiro, problemas
estes que podem estar ligados a falta de conhecimento a respeito da sua biologia
reprodutiva, fator responséavel por limitar reproducéo em cativeiro (MATTSON et al.,
2007; ROSS; MARZEC, 1990). Ainda hoje, um dos maiores entraves para alcancar o
sucesso reprodutivo de animais silvestres em cativeiro € o desconhecimento de

informacdes essenciais sobre uma dada espécie (SWANSON, 2006).

As técnicas de reproducdo assistida, tais como EEJ, inseminacao artificial
(IA), producao de embrides in vitro (P1V), maturacao in vitro (MIV) fertilizacao in vitro
(FIV), transferéncia de embribes (TE) e criopreservacdo de gametas sdo técnicas
essenciais que proporcionam maximizacdo do potencial reprodutivo do doador,
assim como a preservacao da biodiversidade (GOBELLO; CORRADA, 2003).

O uso da IA oferece uma série de vantagens aos animais silvestres, que
apresentam baixos indices reprodutivos em decorréncia da dificuldade de acasalar
por incompatibilidade clinica, ou até mesmo comportamental possibilita, ainda, a

disseminagdo de material genético entre animais de diferentes criadouros
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contribuindo para o aumento da variabilidade genética dentro de uma populagéo,
expandindo os grupos de genes por meio do cruzamento entre individuos
selecionados, e reduzindo os efeitos da endogamia (FRANKHAM; BALLOU;
BRISCOE, 2008). O uso da IA também permite o transporte de sémen entre
diferentes regides, reduzindo 0s riscos e custos com aquisicdo e transporte de
reprodutores (HOWARD et al., 1992).

A TE e a IA revolucionaram a criagdo de animais domésticos. Estas
ferramentas fazem parte de uma série de estratégias que incrementam a reproducao
assistida, e fornece subsidios que tem sido extrapolados para os animais silvestres e
que, por sua vez, norteou 0s principios basicos para a formacdo de bancos de
germoplasma para animais que se encontram em risco de extingdo (WILDT, 1989).
Nesse sentido, varios autores consideram a IA ferramenta capaz de melhorar o
desempenho reprodutivo de animais silvestres em ambiente de cativeiro (FAHRIG et
al., 2007; MATTSON et al., 2007).

A conservacdo de germoplasma, por sua vez, tem sido uma biotécnica
favoravel para os animais silvestres. Esta técnica consiste no armazenamento de
gametas em botijdes criogénicos no nitrogénio liquido a -196° possibilitando assim a
manutencdo destas células, por um longo periodo, em condi¢des vidveis de uso
(WILSON, 1997).

Para a aplicacdo bem-sucedida da biotécnica reprodutiva é fundamental o
conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva da espécie que se deseja estudar.
Dessa forma, a avaliacdo andrologica (SILVA et al., 2004), combinada a pesquisas
sobre sua endocrinologia e desenvolvimento embrionario sdo fundamentais (WILDT
et al., 1995). Em animais silvestres, para aumentar a eficiéncia da inseminacao
artificial, € primordial estudos sobre os métodos de coleta de sémen, avaliacdo e
posterior preservacdo deste, o que contribui também para a reducdo do nimero de
reprodutores em um plantel além de minimizar a disseminacdo de doencas
sexualmente transmissiveis (BAYLEI et al., 2000). Entretanto, técnicas de
reproducdo assistida, que séo rotineiras para 0os animais domeésticos, nem sempre
sdo adaptaveis aos animais silvestres (QUEIROZ, 2003). Estes se diferem tanto na
sua morfologia e anatomia reprodutiva como também nos mecanismos fisioldgicas

gue regulam os processos reprodutivos, fatores que limitam sua aplicabilidade para



37

reproducdo assistida em animais silvestres (PUKAZHENTHI; WILDT, 2004). Além
disso, pesquisas com animais silvestres sofrem restricbes em funcdo dos poucos
exemplares disponiveis em cativeiro ou, até mesmo, devido ao dificil acesso das
espécies em vida livre, o que imp8de aos pesquisadores trabalharem com numero
reduzido, e dificulta a obtencdo de informacfes estatisticamente significativas
(QUEIROZ, 2003).

Nas ultimas décadas tem-se constatado a maior extingdo em massa de
espécie de todos os tempos (LEAKEY; LEWIN, 1996). A genética da conservagao
utiliza ferramentas biotecnoldgicas em prol da preservacdo da biodiversidade, que
por sua vez, pode ser aplicada a biologia da conservacao, por meio da elaboracéo
de estratégias de manejo reprodutivo ex situ (QUEIROZ, 2003). Estudos de
diversidade genética podem ser utilizados para quantificar graus de endogamia das
mais distintas populacfes sejam elas em natureza ou mantidas em ambiente de
cativeiro (FRANKHAM et al., 2002). Para animais em cativeiro a |A apresenta-se
como uma técnica valiosa, porém restrita devido ao pouco conhecimento a respeito
da fisiologia reprodutiva, bem como das peculiaridades para cada uma das espécies
de vida livre (PAVAN et al., 1986).

N&o ha relatos conhecidos até o momento para métodos de anestesia e
coleta de sémen em queixada, portanto, a obten¢do de tais dados podera possibilitar
0 uso de biotécnicas reprodutivas aplicadas a esta espécie vulneravel a extincao,

contribuindo assim para sua conservacao.
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3 HIPOTESE

e Queixadas (Tayassu pecari) apresentam boa resposta fisiologica, em termos de
indicadores de bem estar e parametros espermaticos, a protocolos de anestesia e
eletroejaculacdo adotados para o caititu (Pecari tajacu), espécie filogeneticamente

préxima aos queixadas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Avaliar protocolos para contencdo quimica, eletroejaculacdo e caracterizar o
sémen de queixada (Tayassu pecari), bem como, utilizar os conhecimentos

adquiridos para promocéao de sua conservacao.

4.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a eficiencia de protocolos anestésicos para coleta de sémen de

queixada;
e Comparar protocolos de eletroestimulagcéo para coleta de sémen de queixada;
e Descrever as caracteristicas fisicas dos ejaculados de queixada;

e Descrever as caracteristicas morfologicas e morfométricas das células

esperméticas de queixada;

e Utilizar os conhecimentos adquiridos como ferramenta de educagao ambiental

para conservacao destes animais.
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5 CAPITULO 1 - Protocolos para contencido quimica e eletroejaculacdo para
coleta de sémen de queixadas (Tayassu pecari)

5.1 RESUMO

O estabelecimento de um programa de reproducdo de queixadas em cativeiro, além
da protecdo do seu habitat, ajudaria a reverter declinio populacional sofrido pela
espécie. InformacBes sobre métodos seguros de anestesia e coleta de sémen
devem ser investigadas. Portanto, objetivou-se comparar os efeitos dos protocolos
anestésicos acepromazina e cetamina ou xilazina e cetamina, bem como dos
protocolos de eletroejaculagcdo, para coleta de sémen em queixadas. Doze
gueixadas machos adultos foram submetidos a esses dois protocolos anestésicos.
Foram avaliados: 1. O tempo e duracdo da inducdo anestésica, 2. Grau de
relaxamento muscular, 3. Tempo de recuperacdo anestésica, 4. qualidade da
recuperagdo dos animais, 5. Qualidade da sedacgdo, 6. Efeito das drogas nas
funcdes eréteis, e 7. Eficiéncia de trés protocolos de eletroejaculacdo com tensdes
crescentes ou fixas (2 a 4 V; 5 a 12 V; 12 V). Foi aplicado o teste ANOVA de
medidas repetidas para comparar as respostas dos animais aos protocolos testados.
Para todas as analises foi usado o software Statistica 7.0 e aplicada a correcéo de
Bonferroni para comparac¢des multiplas (P = 0,05/17 = 0,003). O uso da associagao
acepromazina e cetamina promoveu menor tempo para inducéo anestésica, melhor
grau de tranquilizacdo, qualidade e recuperacdo da anestesia, e melhores
indicadores comportamentais de bem-estar durante o periodo anestésico e poés-
anestésico em comparacdo ao protocolo xilazina e cetamina visando a coleta de
sémen em queixadas por eletroejaculacdo. O uso do protocolo acepromazina e
cetamina associado ao estimulo crescente (5 a 12V) proporcionou erecéo peniana e
maior indice de sucesso na obtencédo de ejaculados, quando comparado aos demais
protocolos.

PALAVRAS-CHAVE: Animais silvestres, conservacdo de espécies ameacadas,

reproducao em cativeiro.
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5.2 ABSTRACT

The establishment of a program for the reproduction of white-lipped peccary in
captivity, in addition to protecting their habitat, would help to reverse the population
decline suffered by the species. Information on safe methods of anesthesia and
semen collection should be investigated. Therefore, we aim to compare the effects of
the anesthetic protocols acepromazine and ketamine or xylazine and ketamine, as
well as the electroejaculation protocols, for collecting semen from collectors. Twelve
adult male white-lipped peccary were submitted to these two anesthetic protocols.
The following were evaluated: 1. The time and duration of anesthetic induction, 2.
Degree of muscle relaxation, 3. Time of anesthetic recovery, 4. Quality of animal
recovery, 5. Quality of sedation, 6. Effect of drugs on erectile functions, and 7.
Efficiency of three electroejaculation protocols with increasing or fixed voltages (2 to
4 V;5to 12 V; 12 V). The repeated measures ANOVA test was applied to compare
the animals’ responses to the tested protocols. For all analyzes, the Statistica 7.0
software was used and Bonferroni correction was applied for multiple comparisons (P
= 0,05/17 = 0,003). The use of the acepromazine and ketamine combination
promoted a shorter time for anesthetic induction, a better degree of tranquility, quality
and recovery from anesthesia, and better behavioral indicators of well-being during
the anesthetic and post-anesthetic period compared to the xylazine and ketamine
protocol aiming at the collection of semen in white-lipped peccaries by
electroejaculation. The use of the acepromazine and ketamine protocol associated
with the increasing stimulus (5 to 12V) provided penile erection and a higher success
rate in obtaining ejaculates, when compared to the other protocols.

KEYWORDS: Wild animals, conservation of endangered species, captive breeding.
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5.3 INTRODUCAO

Queixada (Tayassu pecari) é classificado como vulneravel pela Unido
Internacional para Conservacao da Natureza, devido a caga excessiva e destruicdo
de seu héabitat (KAHWAGE, 2009). Uma estratégia para reverter este quadro é
estabelecer um programa de criacdo em cativeiro para posterior reintroducdo da
espécie em areas onde foi extinto (NOGUEIRA et al.,, 2017). Existem relatos,
contudo, sobre a baixa fertiidade de machos de queixadas em cativeiro, o que
dificultaria sua reproducdo (SOWLS, 1997). Adicionalmente, devido a hierarquia
linear, o macho dominante possui acesso prioritario as fémeas receptivas
(NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI, 1997), o que acarreta na diminuicdo na
variabilidade genética (LOTT et al., 2020). Neste sentido, a inseminacéo artificial €
uma importante ferramenta para evitar a perda da diversidade genética em cativeiro
(PRIETO et al., 2014). Estudos recentes comprovaram a viabilidade da conservacao
do sémen de queixadas (BARROS et al., 2019). No entanto ainda sdo necessarias

informacdes sobre métodos seguros de anestesia e coleta de sémen nesta espécie.

A eletroejaculacao é considerada um método confidvel para coleta de sémen
em animais silvestres (HERRICK, 2019), que se baseia em estimulos aplicados no
assoalho da ampola retal do animal (BALL, 1986; SILVA et al., 2004). Este método
requer protocolos anestésicos que sdo espécie/especificos e podem influenciar na
eficiéncia da eletroejaculacdo (HERRICK, 2019; PRIETO et al., 2014). Para caititus
(Pecari tajacu), espécie filogeneticamente préxima a queixadas, a tranquilizacéo
com acepromazina e cetamina apresenta melhor eficiéncia do que com xilazina e
cetamina para coleta de sémen (SOUZA et al., 2008). Objetivou-se, portanto,
comparar reacfes de queixadas submetidos aos protocolos xilazina e cetamina ou
acepromazina e cetamina e verificar sua eficiéncia durante o uso de protocolos de

eletroejaculacéo com voltagem crescente ou fixa.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Caracterizacdo da area de estudo e dos animais



43

Apo6s andlise e aprovacdo do experimento cientifico pelo Comité de Etica no
Uso dos Animais (CEUA-UESC), Proc. n° 031/16, realizou-se o estudo no criadouro
cientifico da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Ilhéus, Bahia, Brasil (14°
47 47" S; 39° 10" 20" O). Foram usados 12 queixadas machos e adultos, todos
nascidos e criados em cativeiro, com idades entre trés e sete anos, com peso médio
de 37,8+4,8Kkg.

Os animais originalmente viviam em trés grupos com machos e fémeas de
diversas faixas etarias, mantidos em trés piquetes variando de 400 a 940 m?. Antes
e durante o estudo os animais foram alimentados duas vezes ao dia, as 8h00min e
as 16h00min, com dieta composta por milho, farelo de soja e suplementos minerais,
na proporgéo de 120 g/kg de proteina bruta e 14,5 MJ/kg de energia digestivel, com
base na matéria seca, para atender as exigéncias nutricionais da espécie
(NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI, 1997), com fornecimento de agua ad libitum.

Para a realizacdo do estudo, os animais foram contidos com o auxilio de
pucd, pesados e transferidos para uma das seis baias individuais com 11,3m? cada,
cercadas por tela de alambrado com 1,5 m de altura, com 0 mesmo manejo
alimentar. Tomou-se o cuidado de alojar em baias vizinhas apenas animais que
conviviam no mesmo piquete para evitar brigas. Desta forma, foram coletados dados
dos 12 queixadas distribuidos em trés grupos (quatro animais por grupo) em
momentos distintos. Previamente a coleta, os animais foram submetidos a um jejum
alimentar por 12 horas e hidrico por 6 horas. Apés este periodo, os mesmos foram
contidos fisicamente com puca e submetidos aos protocolos anestésicos. Todos 0s
animais passaram por todos os protocolos anestésicos e de eletroejaculacdo, no

qual serviram de controles para si préprios, com periodo de descanso de 15 dias..

5.4.2 Protocolos anestésicos

Foram avaliados dois protocolos anestésicos. No primeiro protocolo, 0s
animais receberam 1,0 mg/kg IM de xilazina e apds 15 min, receberam 5 mg/kg de
cetamina por via intramuscular (IM). Ap6s um periodo de sete dias, oS mesmos
animais passaram por um segundo protocolo anestésico, composto pela associacao

de acepromazina com cetamina. Primeiramente, a acepromazina foi aplicada como
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medicacdo pré-anestésica na dose de 0,2 mg/kg IM. Apés cinco minutos, foi
administrada a cetamina 5 mg/kg IM, conforme descrito para coleta de sémen do
caititu (KAHWAGE et al., 2010).

ApoGs aplicagdo dos farmacos, os animais foram monitorados quanto a
sedacdo, analgesia e relaxamento muscular segundo a escala de Glasgow
(GCMPS). Apds constatacao do grau de anestesia, no qual os animais encontravam-
se em decubito lateral e permitia a aproximacdo da equipe, foi feito a tricotomia e
feita & assepsia da regido pélvica com agua e sabdo neutro. Adicionalmente, foi feita
a higienizacdo do prepucio com solucéo fisiologica (NaCl 0,9%) e seco com papel
toalha. Logo apos, foi feita a limpeza do reto do animal por meio da remocéo do
conteudo fecal, para permitir melhor introdugdo da sonda e contato com a mucosa
retal, a qual foi lubrificada com carboximetilcelulose. Depois de anestesiados, cinco
minutos antes da coleta, foram administrados 5Ul de ocitocina por via intravenosa
(IV) em todos os animais. Em seguida, foram iniciadas as coletas de sémen por meio
de um dos trés protocolos de eletroejaculagéo testados neste estudo (descritos na
secao “Protocolos de eletroejaculacao”).

Durante todos os procedimentos foram avaliadas as seguintes funcdes vitais:
frequéncia cardiaca (batimentos por minuto - bpm), frequéncia respiratéria
(movimentos por minuto - mpm) e temperatura retal (graus Celsius - °C). Para as
analises comparativas, foram usados os dados coletados apds constatacdo da
anestesia, conforme descrito para caititus (SOUZA et al., 2008). Além destas
funcdes vitais, foi avaliado o periodo de indugcdo anestésica, considerado desde a
aplicacéo do farmaco até o animal ndo responder a estimulos como movimentac&o
dos membros e pincamento da membrana interdigital. Adicionalmente, avaliou-se a
qualidade da tranquilizacdo baseada no comportamento do animal, se o mesmo
permitia ou ndo a aproximacado do avaliador apés administracdo dos anestésicos. Os
critérios para avaliacao de tais efeitos foram atribuidos por meio de escores (Tabela
1), baseado nos critérios usados para avaliacdo anestésica de caititus (SOUZA et
al., 2008).

Para avaliacdo do grau de analgesia durante a coleta de sémen foram
atribuidos escores de 0 a 2, no qual, O representa auséncia total de analgesia e 2

maxima analgesia, segundo Glasgow (GCMPS): a qual baseia-se em sinais
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comportamentais relacionados com a dor (MURRELL et al., 2008). O tempo de
recuperacdo da anestesia compreendeu o0 momento desde a aplicacdo do
anestésico até o animal recuperar a consciéncia e ser capaz de manter-se em
estacdo. Os animais foram monitorados quanto ao seu total reestabelecimento,
atribuindo escores (Tabela 2), baseado nos critérios usados para avaliagdo da
recuperacdo anestésica de caititus (SOUZA et al., 2008). O animal foi considerado
totalmente recuperado da anestesia quando ndo mais apresentava possiveis efeitos
desta, tais como apatia ou arqueamento do membro posterior podendo entdo ser

capaz de levantar-se e locomover-se normalmente em seu recinto.

Para avaliacdo comportamental durante anestesia foi avaliado o
comportamento de aceitacdo do animal a aproximacao da equipe. Avaliou-se ainda
apresentacdo da movimentagcdo de cabeca, vocalizacdo e tentativa de fuga durante
a eletroejaculacdo. Por fim, avaliou-se apresentacdo de apatia, arqgueamento e
isolamento do animal apds a soltura. A estes parametros foram atribuidos escores
que variaram entre 0 e 2, auséncia ou apresentacao de expressao comportamental
(Tabela 1).
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Tabela 1. Escores usados para avaliar a qualidade da anestesia e da avaliagdo comportamental pés-

anestesia em queixadas (Tayassu pecari) submetidos a anestesia dissociativa com xilazina e
cetamina ou acepromazina e cetamanina.

Escores Qualidade da tranquilizacao
0 Animal estressado, ndo permitiu a aproximacéo do avaliador e sua manipulacao.
1 Animal calmo, entretanto, ndo permitiu a aproximacédo do avaliador, o que dificultou a

sua manipulagéo.

2 Animal calmo apds a tranquilizacéo, aceitou a aproximagéao do avaliador e permitiu

sua manipulagéo.

Escores Avaliacdo comportamental pds-anestesia

2 Despertar agitado, com prejuizo no equilibrio e coordenac¢éo motora (ataxico), ndo
conseguiu permanecer com os quatro membros esticados e apoiados ao chéo (em

estacdo).

1 Despertar um pouco agitado, com a musculatura rigida sem sucesso para se

posicionar em estagao.

0 Despertar calmo, sem excita¢do, conseguindo se posicionar em estagdo e andar

normalmente.

Adaptado de Souza e colaboradores, 2008.

5.4.3 Protocolos de eletroejaculacao

A coleta de sémen foi realizada com auxilio de um eletroejaculador conectado
a uma fonte de 12 volts (V), semelhante ao descrito para espécies domésticas
(KAHWAGE et al., 2010), com uma sonda retal com 20 cm de comprimento e 1,9 cm
de diametro, com dois eletrodos longitudinais com 10 cm cada. Com o animal
posicionado em decubito lateral, foi realizada a remocéo do conteudo fecal, a fim de
permitir melhor introducdo da probe e contato com a sua mucosa, a qual foi
lubrificada com carboximetilcelulose (Carbogel®, carbogel industria e comércio Ltda.,
Séo Paulo-SP, Brasil). A sonda foi inserida no reto com 18 cm de profundidade,
paralelo ao assoalho pélvico, de forma que os eletrodos pudessem estimular as

inervacdes das estruturas envolvidas no processo ejaculatério. Cinco minutos antes
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da coleta, foram administrados 5Ul de ocitocina por via intravenosa (IV) em todos os

animais nos diferentes protocolos.

Foram avaliados trés protocolos de eletroejaculacdo nos trés grupos de
queixadas: 1) constituido por estimulos crescentes a partir de 2V, com aplicacdo de
10 estimulos em cada voltagem até que atingisse 4V; 2) constituido por estimulos
crescentes a partir de 5V, com aplicacdo de 10 estimulos em cada voltagem até que
atingisse 12V; e 3) aplicacdo de 45 estimulos em 12V fixos, conforme avaliados por
(LUEDERS et al., 2020) para caititus. Em todos os protocolos citados cada estimulo
elétrico teve duracao de trés segundos, seguido pelo mesmo periodo de descanso,
com séries realizadas sequencialmente. A sessdo de estimulo foi interrompida

guando alcangava sucesso na obtencédo de sémen.

Durante os protocolos de eletroejaculacao, foi registrado se o animal entrava
em erecdo ou ndo e se o0 macho ejaculava ou ndo. Considerou-se erecdo a
exposicdo do pénis, realizou-se registro se a mesma foi completa ou néo.
Adicionalmente, mensurou-se o0 intervalo de tempo entre o0 inicio da
eletroestimulacdo até o momento da erecdo inicial e completa, até a ejaculacao,
bem como a voltagem necesséria de estimulo para cada evento. Quando o pénis era
exposto, 0 mesmo era fixado com gaze e direcionado para um tubo tipo Falcon de
50 mL, pré-aquecido a 37° C e protegido com papel laminado externamente, para
evitar os efeitos deletérios da luz e do choque térmico. Quando coletados, os
ejaculados eram imediatamente colocados em banho-maria a 37°C e avaliados
quanto as caracteristicas macro e microscopicas, tais como volume seminal e

concentragdo espermatica (CBRA, 2013).

5.4.4 Andlise dos dados

Foi aplicado o teste ANOVA de medidas repetidas para comparar as
respostas dos animais aos protocolos xilazina e cetamina ou acepromazina e
cetamina para as variaveis: tempo de inducéo, duracéo e recuperacdo da anestesia,
frequéncia cardiaca, respiratéria e temperatura retal. Os residuos dos modelos
foram checados e confirmou-se tanto a distribuicdo normal dos erros quanto a

homogeneidade das variancias destas variaveis. Os dados categoéricos (escores)
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sobre a avaliagdo da qualidade da anestesia, analgesia, sensibilidade ao
pincamento da membrana interdigital, vocalizagcdo, movimento de cabeca, tentativa
de fuga, erecdo peniana, qualidade de recuperacdo anestésica, apatia e
arqueamento foram comparados por meio do teste de Wilcoxon. Para todas as
andlises foi usado o software Statistica 7.0 e aplicada a corre¢do de Bonferroni para

comparacdes multiplas (P = 0,05/17 = 0,003).

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Depois de aplicada correcdo para testes mdultiplos, verificou-se que o uso da
associacdo acepromazina e cetamina resultou em escores maiores (quanto maior
melhor a qualidade) para analgesia em relacdo a associacdo xilazina e cetamina
(xilazina e cetamina: mediana =5, minimo = 4, maximo = 7; acepromazina e
cetamina: mediana = 8, minimo = 7, maximo = 9; Z = 3,05, P= 0,002). Houve
diferenca para os parametros comportamentais usados para comparar a qualidade

da anestesia entre os dois protocolos (Tabela 2).

Tabela 2. Medianas, valores maximos e minimos dos escores1 atribuidos a qualidade da anestesia e
avaliagdo comportamental poés-anestesia em queixadas (N=12) submetidos aos protocolos
anestésicos xilazina e cetamina e acepromazina e cetamina.

Xilazina e Cetamina Acepromazina e Cetamina Z P2

Qualidade da anestesia

Qualidade da Mediana = 1 Mediana = 2 2,52 0,01
anestesia L. L
Valor maximo = 2 Valor maximo = 2
Valor minimo =0 Valor minimo =1
Sensibilidade Mediana = 1 Mediana =0 2,52 0,01
Valor maximo =1 Valor maximo =1
Valor minimo =1 Valor minimo =0

Avaliacao comportamental pos-anestesia

Aceitagdo da Mediana=0 Mediana =1 2,80 0,005
aproximacao
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Movimentacao

cabeca

Erecéo

Vocalizacéo

Apatia

Tentativa de fuga

Arqueamento

de

Valor maximo =1

Valor minimo =0

Mediana = 1
Valor maximo =1

Valor minimo =1

Mediana =0
Valor maximo =1

Valor minimo =0

Mediana = 1
Valor maximo =1

Valor minimo =1

Mediana = 1
Valor maximo = 1

Valor minimo =0

Mediana = 1
Valor maximo = 1

Valor minimo =0

Mediana = 1
Valor maximo =1

Valor minimo =1

Valor maximo =1

Valor minimo =0

Mediana =0
Valor maximo =1

Valor minimo =0

Mediana = 1
Valor maximo =1

Valor minimo =0

Mediana =0
Valor maximo =1

Valor minimo =0

Mediana = 0
Valor maximo = 1

Valor minimo =0

Mediana =0
Valor maximo =0

Valor minimo =0

Mediana =0
Valor maximo =0

Valor minimo =0

2,80

1,69

2,67

2,80

2,52

2,80

0,005

0,091

0,008

0,005

0,012

0,005

1 Os escores variaram entre 0 (auséncia da expressao comportamental) a 2 (apresentacdo maxima da
expressdo comportamental).

2 Nao houve diferencga estatistica significativa entre os protocolos depois de aplicada a corregdo de
Bonferroni para compara¢des multiplas (P< 0,003).

Quando submetidos ao protocolo acepromazina e cetamina, 0s animais

apresentaram menor tempo de inducdo anestésica e menor tempo de recuperagao

anestésica em relagdo ao protocolo xilazina e cetamina, promoveu, portanto, rapida

recuperagdo dos animais. Por sua vez, os animais que receberam o protocolo

xilazina e cetamina apresentaram periodo de anestesia quase quatro vezes maior
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em relagdo aos animais submetidos ao protocolo acepromazina e cetamina (Tabela
3).

Tabela 3. Médias (xEP) do tempo, em minutos, de inducdo anestésica, duracdo da anestesia e de
recuperacdo anestésica em queixadas (N=12), submetidos aos protocolos anestésicos xilazina e
cetamina ou acepromazina e cetamina.

Xilazina e Cetamina Acepromazina e Cetamina Fa, 11 P
Inducdo anestésica 17,6 £0,5 14,7 £ 0,3 22,05 0,001
Duracdo da anestesia 244,3+4,9 548+2,4 1166,10 <0,001
Recuperacao da 1860,0+ 115,8 48,8 £ 3,5 245,10 <0,001

anestesia

Valores em negrito representam diferenca significativa (P< 0,003), depois de aplicada a correcdo de
Bonferroni para comparacdes multiplas.

Quando submetidos ao protocolo xilazina e cetamina, 0S animais
apresentaram piores indicadores de bem-estar em relacdo aos submetidos ao
protocolo acepromazina e cetamina (Tabela 2), corroborando com os achados na
literatura para caititus. Todos 0s animais anestesiados com acepromazina e
cetamina aceitaram a aproximacao e apresentaram erecdo, neste protocolo o0s
animais ndo apresentaram vocalizacdo e tentativa de fuga durante a coleta de
sémen (Tabela 2). Apds a recuperacdo anestésica e soltura na baia, nenhum dos
animais submetidos ao protocolo acepromazina e cetamina apresentou
arqueamento de dorso, ao contrario dos animais anestesiados com xilazina e
cetamina. Adicionalmente, ndo se verificaram diferencas entre os protocolos

testados em relagéo as funcdes vitais (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios (+ EP) das funcdes vitais de queixadas (N=12), submetidos aos protocolos
xilazina/cetamina e acepromazina/cetamina.

Xilazina/Cetamina Acepromazina/Cetamina Fa 11 P

FC 68,7+1,2 69,8+ 1,2 0,83 0,38
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FR 53,7+1,2 49,8 +0,8 7,26 0,02

TR 39,5+0,2 39,4+0,2 0,69 0,40

FC (frequéncia cardiaca; bpm), FR (frequéncia respiratéria; mpm), TR (temperatura retal °C).

Queixadas apresentaram piores indicadores de tranquilizacdo e bem-estar
durante e apds os procedimentos de coleta quando submetidos ao protocolo xilazina
e cetamina em comparacao ao protocolo acepromazina e cetamina. Sabe-se que a
acepromazina € um tranquilizante fenotiazinico que age no sistema nervoso central,
resultando na diminuicdo da ansiedade (THURMON et al., 1996). A cetamina por
sua vez, induz analgesia, amnésia, perda da consciéncia e imobilidade (KOHRS;
DURIEUX, 1998). Vale ressaltar que as reacdes anestésicas sao espécie-especifica
e a utilizacdo destes farmacos para coleta de sémen em queixadas ainda nao
haviam sido estudadas. Quando submetidos ao protocolo acepromazina e cetamina,
os individuos permitiram a aproximacdo e manuseio por parte do observador,
facilitaram o manejo e a coleta de sémen, além de promover melhores indicadores
de bem estar aos animais. Os resultados encontrados no presente estudo sao
similares aos descritos para o uso do protocolo acepromazina em caititus
(KAHWAGE, 2009; SOUZA et al., 2008). Em contraste, queixadas anestesiados com
xilazina e cetamina apresentaram um periodo de laténcia maior, com caracteristicas
de estresse, o que dificulta o manejo. Adicionalmente, apresentaram periodo
anestésico excessivamente prolongado, despertar mais agitado e estressado, além
de se mostrarem mais apaticos. Resultados similares foram relatados com o uso de
xilazina em caititus (SOUZA et al., 2008). Deste modo, o protocolo anestésico
acepromazina e cetamina nas dosagens testadas no presente estudo (0,2 e 5 mg,
respectivamente) foi capaz de proporcionar adequada tranquilizacdo e rapida
recuperacdo, sem comprometer as funcbes vitais para coleta de sémen em

gueixadas.

Durante as avaliacbes dos protocolos de eletroejaculacdo, cinco dos 12
queixadas apresentaram erecdo quando submetidos ao protocolo xilazina e
cetamina. Destes cinco queixadas, no entanto, foram obtidos ejaculados apenas de

dois animais (volume: 0,2 mL e concentracdo espermatica: 459 x 10°
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espermatozoides/mL e volume: 0,4 mL e concentracdo espermatica: 410,0 x 108
espermatozoides/mL) com a adocéo de estimulos entre 5 a 12V (com 10 estimulos
em cada voltagem). Em contraste, 10 dos 12 queixadas apresentaram erecao
quando submetidos ao protocolo acepromazina e cetamina. Destes 10 animais,
contudo, foram obtidos ejaculados de quatro queixadas. Trés animais (volume: 0,4
mL e concentracdo espermatica: 149 x 108 espermatozoides/mL; volume: 0,3 mL e
concentracdo espermatica: 132 x 10° espermatozoides/mL; volume: 1,0 mL e
concentracdo espermatica: 365,0 x 108/mL) com a adocdo de estimulos entre 5 a
12V (com 10 estimulos em cada voltagem) e de um queixada (volume: 0,3 mL e
concentracdo espermatica: 760,0 x 10°® espermatozoides/mL) com a adocdo de
estimulos de 12V fixos (45 estimulos nesta Unica voltagem). Nenhum dos queixadas
ejaculou com estimulos entre 2 a 4V (com 10 estimulos em cada voltagem) para
ambos os protocolos anestésicos. Dos 12 queixadas, oito apresentaram erecao
peniana mediante a aplicacdo de estimulos elétricos entre 5 a 6V no periodo de 2 +
40 min para ambos o0s protocolos anestésicos. Sendo que destes oito animais cinco
iniciaram a ejaculacdo mediante o estimulo entre 7 a 9V no periodo de 5 + 70

minutos.

Para ambos os protocolos anestésicos, o protocolo de estimulos crescentes
de 5 a 12V, com 10 estimulos em cada voltagem, resultou em erecdo peniana e na
obtencdo de ejaculado em maior nimero de animais em relacdo aos demais
protocolos de eletroejaculacéo. Por sua vez, o uso do protocolo crescente 2V a 4V
nao provocou sequer erecdo em nenhum dos 12 queixadas. Este baixo sucesso
poderia ser explicado por uma estimulacdo insuficiente dos nervos simpéaticos
lombares, tendo em vista que nos dois protocolos anestésicos, o protocolo crescente

2V a 4V nao proporcionou erecao.

ApGs a coleta, observou-se volume de sémen entre 0,2 a 1 mL para os
gueixadas do presente estudo, comparativamente menores do que 0s volumes
obtidos de caititus 1,1 £ 0,1 mL (KAHWAGE, 2009) e 3,1 £ 0,9 mL (SOUZA et al.,
2008). Por outro lado, queixadas apresentaram concentracdo espermatica média de
379,1 x 10% espermatozoides/mL comparativamente superior aos caititus de
138,1 + 154,0 x 108 espermatozoides/mL, (KAHWAGE, 2009); e de 86,7 + 10,5 x 10°
espermatozoides/mL (SOUZA et al., 2008). As diferencas em volume e concentracao

espermética podem estar relacionadas com as diferengcas comportamentais das
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espécies. Na natureza, queixadas vivem em grupos de centenas de individuos,
enquanto caititus vivem em grupos bem menores, com cinco a 15 individuos
(NOGUEIRA-FILHO et al., 1999). Em cativeiro, queixadas apresentam hierarquia de
dominancia linear, enquanto ndo se consegue organizar os caititus de forma
hierarquica (NOGUEIRA-FILHO et al.,, 1997). Devido a sua estrutura social, os
machos dominantes nos grupos de queixadas mantidos em cativeiro tém acesso
prioritario a recursos limitados, como alimentos e a fémeas em estro (HERRICK,
2019). Em vida livre, sabe-se que, fémeas de queixadas apresentam comportamento
promiscuo, portanto, machos de queixada com maior concentracdo espermética
possui maiores chances de fertilizar as fémeas (LEITE et al., 2018). Por sua vez,
para caititus ndo se observou este mesmo comportamento (HERRICK, 2019). Seria
interessante que estudos futuros, avaliassem de forma comparativa o volume e a

concentracdo espermatica de queixadas e caititus.

Para coleta de sémen em queixadas o protocolo acepromazina e cetamina
mostrou-se preferivel quando comparado a xilazina e cetamina, tendo em vista
maior tranquilizacdo e melhores indicadores de bem-estar durante a coleta. O
relativo baixo indice de sucesso na obtencdo de ejaculados pode ser explicado pelo
fato de os animais estudados ndo terem sido condicionados ao manejo de
contencdo fisica que antecedia a contencao quimica para coleta de sémen, o que
possivelmente contribuiu para 0 aumento no estresse. Queixadas, em geral, sao
considerados agressivos (BARROS et al.,, 2019) e apresentam comportamentos
defensivos relativamente mais intensos que os caititus (NOGUEIRA-FILHO et al.,
1997). A agressividade, por sua vez, estd diretamente relacionada ao estresse
(LOCHIMILLER et al.,, 1989), e o estresse € um antagonista da ejaculacédo, por
causar aumento nos niveis de cortisol e bloqueio dos reflexos ejaculatérios
(JOHNSON et al., 1992), o que pode explicar o relativo baixo indice de sucesso na
obtencdo do ejaculados. Desta forma, propde-se que seja testada a contencdo

primaria de forma quimica com auxilio de zarabatana em estudos futuros.

5.6 CONCLUSAO

O uso da associagdo acepromazina e cetamina promoveu melhor grau de

tranquilizacdo, qualidade e recuperacdo da anestesia, e melhores indicadores
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comportamentais de bem-estar durante o periodo anestésico e pds-anestésico em
comparacdo ao protocolo xilazina e cetamina visando a coleta de sémen em
queixadas por eletroejaculagcdo. O uso do protocolo acepromazina e cetamina
associado ao estimulo crescente (5 a 12V) proporcionou maior indice de sucesso na
obtencao de ejaculados, quando comparado aos demais protocolos.
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6 CAPITULO 2 - Caracterizacdo seminal de queixadas (Tayassu pecari) criados

em cativeiro

6.1 RESUMO

O gqueixada (Tayassu pecari) € um mamifero neotropical que desempenha um papel
fundamental na manutencdo da integridade dos sistemas florestais tropicais. No
entanto, devido a caca e desmatamento, a espécie é, atualmente, classificada como
vulneravel. Devido a dificuldades na reproducdo em cativeiro, o uso de técnicas de
reproducdo assistida para posterior reintrodugédo em seu habitat natural, tem sido
proposto. Portanto, objetivou-se descrever as caracteristicas fisicas, quimicas,
morfolégicas e funcionais do sémen de queixada. Foram utilizados 16 queixadas,
machos, adultos, com idades entre trés e sete anos, distribuidos em trés grupos.
Apébs a contencdao fisica e quimica (utilizando acepromazina e cetamina), o sémen
foi coletado por eletroejaculacdo com aplicacdo do protocolo crescente (5 a 12v) e
avaliado por analise computacional (CASA). As andlises de estatistica descritiva
foram realizadas através do procedimento UNIVARIATE (SAS, 2003). Foram
encontrados os seguintes valores meédios: volume (0,5+0,6 mL), pH (7,2+0,3),
concentracdo de espermatozoides (967,2+947,3 x 10° sptz/mL) e motilidade total
(75,4+16,2). A média dos espermatozoides reativos ao teste hiposmético foi de
85,3+21,0% e 62,4+43,9% das células apresentaram membranas integras no teste
de integridade estrutural. Além disso, o sémen apresentou consisténcia leitosa
(80%), cor amarelada (40%) e odor sui generis (100%). Os parametros espermaticos
encontrados estdo dentro dos padrdes desejaveis, pois permitiu que estes animais
sejam considerados potencialmente férteis para o desenvolvimento de técnicas de
reproducao assistida que possam contribuir para a conservacao da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Criacdo em cativeiro, espécies em perigo, manejo da vida
selvagem.
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6.2 ABSTRACT

White-lipped peccary (Tayassu pecari) is a Neotropical mammal that plays a
fundamental role in maintaining the integrity of tropical forest systems. However, due
to hunting and deforestation, the species is currently classified as vulnerable. Due to
difficulties in reproduction in captivity, the use of assisted reproduction techniques for
subsequent reintroduction in their natural habitat, has been proposed. Therefore, the
objective was to describe the physical, chemical, morphological and functional
characteristics of its semen. 16 adult male white-lipped peccary, aged between three
and seven years old, distributed in three groups, were used in this study. After
physical and chemical containment (using acepromazine and ketamine), semen was
collected by electroejaculation with application of the crescent protocol (5 to 12v) and
evaluated by computational analysis (CASA). Descriptive statistics analyzes were
performed using the UNIVARIATE procedure (SAS, 2003). The following average
values were found: volume (0,5+£0,6 mL), pH (7,2+0,3), sperm concentration (967,2
+947,3 x 108 sptz/mL) and total motility of (75,4 +16,2). The average sperm reactive
to the hyposmotic test was 85,3+21,0%, and 62,4+43,9% of the cells presented intact
membranes in the structural integrity test. Additionally, the semen showed milky
consistency (80%), yellowish color (40%), and sui generis odor (100%). The sperm
parameters of the white-lipped peccary are within the desirable standards, allowing
them to be considered as potentially fertile for the development of assisted
reproduction techniques that may contribute to the conservation of the species.

KEYWORDS: Captive breeding, endangered species, wildlife management.
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6.3 INTRODUCAO

O gueixada é um ungulado neotropical que desempenha papel fundamental
na preservagao da floresta tropical, portanto, sdo considerados “engenheiros
ambientais” (ALTRICHTER et al., 2012; VILLAR et al., 2019). A espécie, no entanto,
além de sofrer os efeitos da destruicio do habitat, também enfrenta as
consequéncias da caca ilegal (ALTRICHTER et al., 2012), que resultou no declinio
de sua populagdo, e por isso hoje é classificado como vulnerdvel pela Unido
Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN) (KEUROGHLIAN et al., 2013).

A crescente degradacdo ambiental e sua consequente reducdo de espécies
selvagens tém evidenciado ainda mais a importancia da criagcdo de animais em
cativeiro como uma estratégia para a conservacao da biodiversidade (UFAW, 1997).
Neste contexto, estudos sdo realizados com intuito de alcancar a reproducdo de
gueixadas e catetos em cativeiro, para posterior utilizacdo em programas de
reintrodugdo ambiental (NOGUEIRA et al., 2014). Geralmente, os queixadas se
adaptam ao cativeiro com relativa facilidade (NOGUEIRA-FILHO, 1999), mas ha
relatos de dificuldade de reproducédo devido a baixa fertilidade em machos (SOWLS,
1997). Portanto, técnicas de reproducdo assistida podem ser alternativas para
melhorar suas taxas reprodutivas em programas de repovoamento como sugerido
por Barros et al. (2019).

Dentre as biotécnicas, a inseminacdo artificial permite a maximizacao da
criacdo, por facilitar o transporte do sémen, além de contribuir para o aumento da
variabilidade genética dentro de uma populacdo (FRANKHAM et al., 2008). A analise
das caracteristicas seminais é essencial para o diagndstico da maturidade sexual,
potencial reprodutivo, avaliacdo de infertilidade ou subfertilidade, bem como,
contribui para a aplicacdo de biotécnicas reprodutivas (FRANCO et al., 2006) e
conservacdo de espécies de interesse econdbmico, ecologico ou ambos
(BHATTACHARYYA et al., 2009; GUIMARAES et al., 2013). Mas para isso é
necesséaria a aplicacdo de um protocolo anestésico eficiente que garanta o bem-
estar no animal e a seguranca da equipe que o acompanha. Vieira et al. (2021) ao
avaliar a qualidade de protocolos para contencdo quimica e eletroejaculagéo para
coleta de sémen de queixadas (Mammalia, Tayassuidae) obtiveram volume médio

de ejaculados de 0,3+0,1mL com concentragédo espermatica média de 370,5£228,3 x
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108 sptz/mL, quando utilizada a eletroestimulacdo com o protocolo anestésico com
acepromazina e cetamina com voltagem crescente de 5 a 12V. Assim, no presente
estudo, ampliamos esta abordagem para coletar e realizar a descricdo das
caracteristicas fisicas, quimicas, morfolégicas e funcionais do sémen de queixadas

em cativeiro.

6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Nota ética

O estudo foi realizado no criadouro cientifico da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), lIhéus, Bahia, Brasil (14° 47' 47" S; 39° 10' 20" O), (legalmente
registrado pelo IBAMA, com numero de processo 40.738.999/0001-95). Apds andlise
e aprovacdo do experimento cientifico pelo Comité de Etica no Uso dos Animais
(CEUA-UESC), Processo n° 031/16.

6.4.2 Caracterizacdo da area de estudo e dos animais

Foram utilizados 16 queixadas machos adultos, nascidos e criados em
condi¢bes de cativeiro, com idades entre trés e sete anos, com peso médio de
37,8+4,8kg. Os animais eram alimentados duas vezes ao dia, as 8h00min e as
16h00min, com dieta composta pela mistura de milho, farelo de soja, suplementos

minerais e agua fornecida ad libitum.

Os queixadas foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos com machos
e fémeas mantidos em trés piquetes variando de 400 a 940 m? possuindo curral de
armadilha para auxiliar no manejo, contencdo e marcacdo dos animais. Um més
antes do experimento os animais foram contidos com auxilio de um puca e pesados
para o calculo da dose anestésica, logo apos a pesagem procedeu-se a marcacao
individual com brincos plasticos com diferentes formatos a fim de facilitar a

identificacdo a distancia.
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6.4.3 Manejo dos animais

Estes foram contidos com auxilio de um puca de rede 48 h antes do inicio das
coletas, pesados e isolados em baias individuais com 11,3 m?, cercadas por tela de
alambrado com 1,5 m de altura, nas quais recebiam a mesma dieta em comedouro
de madeira 0,4 m x 0,4 m x 0,3 m com fornecimento de agua a vontade em
bebedouro de 0,2 m x 0,2 m x 0,2 m, de forma que 0s animais tivessem um repouso
sexual. Cada grupo composto por cinco ou seis animais permaneceu nestas
condicdes por cerca de 45 dias e as coletas de sémen foram realizadas
quinzenalmente para que fosse respeitado um periodo de recuperacédo do protocolo

anestésico, totalizando trés tentativas de coletas de sémen por animal.

6.4.4 Protocolos anestésicos

Previamente a coleta, os animais foram submetidos a um jejum alimentar por
12 h e hidrico por 6 h, apés este periodo foram imobilizados com ajuda de um puca
e submetidos ao protocolo anestésico. Para este protocolo, foi usada a associacédo
de acepromazina com cetamina. Em primeiro lugar, a acepromazina (Acepran
0,2%®, Univet S.A., Sdo Paulo-SP, Brasil) foi aplicada como medicacdo pré-
anestésica em 0,2 mg/kg IM, cinco minutos depois, foi administrada a cetamina
(Dopalen®, Vetbrands Saude, Jacarei-SP, Brasil) 5 mg/kg IM, conforme descrito por
Vieira et al. (2021), que realizou procedimentos similares para coleta de sémen em
gueixadas, ao avaliarem a eficiéncia de diferentes farmacos, com o intuito de

estabelecer um protocolo anestésico para coleta de sémen nesta espécie.

6.4.5 Coleta dos dados reprodutivos

Apbs aplicacdo dos farmacos os animais foram monitorados quanto ao nivel
de sedacdo, analgesia e relaxamento muscular desejaveis, sendo entdo constatada
a anestesia adequada, seguiu-se com a coleta de sémen, a qual foi realizada por
meio de eletroejaculacédo. Passando 15 minutos da aplicacdo dos farmacos quando
o animal ja ndo apresentava reflexos palpebrais e interdigitais, o mesmo foi
acomodado em mesa de procedimento e mantido em decubito lateral. Previamente a

coleta de sémen foi realizada a tricotomia da regido pélvica com auxilio de uma
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tesoura e lamina de barbear, bem como corte dos pelos do prepucio e assepsia com
agua e sabao neutro. A limpeza da regido prepucial foi feita com solucéo fisiolégica
(NaCl 0,9%). E finalmente foi realizada a secagem externa do prepucio com auxilio

de papel toalha descartavel.

6.4.6 Protocolo de eletroejaculacao

Anteriormente a sessao de estimulos elétricos foi realizada cuidadosamente a
limpeza do reto do animal por meio da remoc¢&o do conteudo fecal, a fim de permitir
melhor introducéo da probe e contato com a sua mucosa, a qual foi lubrificada com
carboximetilcelulose (Carbogel®, carbogel indUstria e comércio Ltda., Sdo Paulo-SP,
Brasil). O equipamento utilizado para eletroejaculcédo (Eletrogen SA200®, Santa
Lydia, SP-Brasil) semelhante ao descrito para as espécies domésticas, com a probe
baseando-se nas caracteristicas anatdbmicas descritas para caititus com apenas 2
cm a mais devido ao maior porte da espécie em estudo, com 20 cm de comprimento
e 1,9 cm de didametro, com dois eletrodos longitudinais os quais possuiam 10 cm de

comprimento.

Com o animal em posicdo de decubito lateral, a probe foi inserida no reto a 18
cm de profundidade, paralelamente ao assoalho pélvico de forma que os eletrodos
pudessem estimular a inervagcdo das estruturas envolvidas com o0 processo
ejaculatorio. O protocolo de estimulos utilizado para coleta por eletroejaculacdo foi
constituido por estimulos crescentes a partir de 5 volts sendo aplicado 10 estimulos
em cada voltagem até que atingisse os 12v. Cada estimulo elétrico teve duracao de
trés segundos, seguido pelo mesmo periodo de descanso. A sessdo de estimulos
era interrompida na ocasiao da obtencdo do ejaculado ao longo do protocolo.

ApoOs os estimulos iniciais e consequente erecdo peniana, 0 mesmo era fixado
com gaze e direcionado ao tubo falcon de 50 mL, pré-aquecido a 37° e protegido em
papel laminado a fim de se evitar os efeitos espermicidas do ar ou da luz e ainda o
choque frio. Apos obtencéo, os ejaculados foram imediatamente acondicionados em
banho-maria a 37°C e submetido ao exame dos aspectos fisicos, quimico e

morfologicos, no que se refere ao volume (mL), coloracdo, consisténcia, odor, pH,
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concentracdo espermadtica por mL mensurada pela contagem em camara de

Neubauer, segundo os padrdes preconizados pelo CBRA (2013).

6.4.7 Avaliacado de sémen

Avaliacdo da cinética espermatica foi realizada por meio de analise
computadorizada de sémen (SCA®, Sperm Class Analyzer®, v.5.2.01, Microptic S.L.,
Barcelona, Espanha). Foi utilizada a configuracdo do software para suino: area da
particula entre 10 e 80 pm?; VCL: lento > 10 um/s e < 25 um/s, Médio >25 um/s e <
45 um/s e Rapido > 45 pm/s; progressivo > 45% de retilinearidade; circular < 50% de
linearidade. Uma aliquota de 5uL de cada amostra de sémen era colocada entre
lamina e laminula, previamente aquecida, sendo a cinética espermatica avaliada
apos analise de cinco imagens digitalizadas consecutivas obtidas de diferentes
campos. Os parametros mensurados foram: Motilidade Total (MT-%); Motilidade
Progressiva (MP-%); Velocidade Curvilinear (VCL- um/s); Velocidade Linear
Progressiva (VSL-um/s); Velocidade Média do Trajeto (VAP-um/s); percentual de
espermatozoides Rapidos; Médios; Lentos; Linearidade (LIN-%); Retilinearidade
(STR -%); Index de oscilagdo (WOB -%); Amplitude do deslocamento Lateral de
Cabeca (ALH-um); Frequéncia de Batimento de Cauda (BCF-Hz) e Hiperativos (%).

Para avaliacdo da morfologia espermatica, uma aliquota de sémen fresco de
todos os ejaculados foi fixada em uma solucéo de citrato de sédio formolizado a 4%
e 200 espermatozoides por ejaculado foram avaliados em microscépio de contraste
de fase (x100), em preparacdo Umida entre lamina e laminula, sendo os defeitos
espermaticos classificados de acordo com a regido da alteracdo morfolégica

encontrada.

A avaliacdo da integridade funcional da membrana plasmatica foi realizada
pelo teste hiposmatico (HOST), adicionando 10 pL de sémen em 90 pyL de agua
destilada (0 mOsmol/L) seguido de incubacdo em banho seco a 37 °C por 40
minutos (SANTOS et al., 2013). Apés o periodo de incubagdo, a leitura do
percentual de reativos ao HOST foi realizada em microscépio o6ptico comum
(Microscépio Olympus® CX21), na objetiva de imersdo (x100), em preparacédo Umida
entre lamina e laminula, coradas com rosa bengala a 3%. Um total de 200
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espermatozoides por ejaculado foram avaliados e classificados em reativos ou nao-
reativos ao HOST, com base na presenca ou auséncia de caudas dobradas e/ou
enroladas, respectivamente (JEYENDRAN et al., 1984). Para o célculo do percentual
de espermatozoides com membrana funcionalmente integra foi empregada a
formula descrita por Melo e Henry (1999), em que a porcentagem de
espermatozoides com defeitos de cauda (com base na avaliacdo da morfologia) foi
subtraida da porcentagem de espermatozoides reativos ao HOST com dobramento

e enrolamento de cauda.

A integridade estrutural das membranas, plasmatica e acrossomal, foi
avaliada utilizando um microscépio fluorescente (400X; Olympus® CX 31) apés a
coloracdo dos espermatozoides com os fluorocromos diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP) de acordo com o método de
Harrison e Vickers (1990). A coloracdo com CFDA foi avaliada com utilizacdo do
conjunto padrao de filtro de fluoresceina, enquanto a coloracdo com IP foi avaliada
com a utilizagdo do conjunto padréo de filtros de rodamina. Foram avaliadas 200
células por amostra e classificadas percentagem (%) em trés categorias: integros -
espermatozoides que possuiam fluorescéncia verde, ou seja, com acumulo de
CFDA ao longo da cabeca e flagelo, semi-integros - espermatozoides com acumulo
de CFDA na cabeca e IP no flagelo e por fim as células lesadas cujo apresentavam
acumulo de IP na cabeca e flagelo.

A longevidade dos espermatozoides foi avaliada por meio do teste de
termorresisténcia lento (TTR), com a utilizacdo do diluente comercial BTS (Beltsville
Thawing Solution) as amostras foram incubadas em banho-maria a 37° por 240 min.

Foram avaliadas as caracteristicas de movimento espermatico utilizando o SCA®.

6.4.8 Anéalise estatistica

Verificou-se a variabilidade dos atributos, baseada na estatistica descritiva
dos dados de (volume, consisténcia, coloracdo, odor, pH, concentracdo seminal,
bem como, morfologia, cinética espermatica, viabilidade, integridade e

funcionalidade de membrana), no qual, obteve-se: média, desvio padrao, coeficiente
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de variacdo, maximo e minimo. As analises de estatistica descritiva destas variaveis
foram realizadas através do procedimento UNIVARIATE (SAS, 2003).

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a avaliacdo macroscépica 0s ejaculados apresentaram valores
meédios para os parametros: volume (0,53+0,63), consisténcia: leitoso (80%), aquoso
(20%), coloracdo: amarelo (40%), branco (26%), marfim (20%), marrom (6,67%),
translucido (6,67%), odor: Sui generis (100%), pH (7,23+£0,26), e concentracdo
espermatica (967,19 + 947,33 x 108 sptz mL). Os dados quantitativos referentes as

caracteristicas do sémen de queixadas encontram-se sumariados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios referentes a avaliagdo quantitativa dos ejaculados de queixadas (Tayassu
pecari) submetidos a coleta de sémen por eletroejaculacéo.

Parametro MédiaxDP Minimo Maximo CvVv
Volume (mL) 0,53 +0,63 0,2 2,7 119,35
pH 7,23 +0,26 7,0 7,5 3,56
Conc. x 108/mL 967,19 + 947,33 21,00 3640,00 97,95

Conc.: concentracdo espermatica.

O volume médio encontrado no presente estudo foi menor que o verificado
por Kahwage et al. (2010), de 0,8 £ 0,8 mL para caititus (Tayassu tajacu), bem como
os descritos por Lochmiller et al. (1985) e Souza et al. (2009), de 1,1 £ 0,1 mL e 3,11
+ 0,9 mL, respectivamente, para esta mesma espécie. Fischman et al. (2003), ao
avaliar o método de coleta de sémen por eletroejaculacdo em javalis, encontraram
volume médio seminal de 15,5 + 8,8 mL, nesta espécie, valor considerado pequeno
guando comparado com o obtido em suinos, espécie de porte semelhante. Contudo,
Costa e Paula (2005), afirmam que o volume reduzido n&o interfere nas
caracteristicas fisicas ou morfologicas dos espermatozoides, validando a eficiéncia
da eletroejaculacdo para o exame androlégico, método este que nao interfere na

gualidade seminal.

Até o momento ndo ha estudos que descrevam as caracteristicas do sémen

de queixadas. E importante salientar que por se tratar de animais agressivos
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(BODMER et al. 1997) e ndo condicionados ao manejo reprodutivo, os efeitos desta
agressividade podem ter relacdo direta com o estresse, por elevar niveis de cortisol
(LEE et al. 2009). Sabe-se gque o0 estresse € um antagonista da ejaculacdo, ao passo

que promove o bloqueio dos reflexos ejaculatérios (JOHNSTON et al. 1992).

A consisténcia, coloracdo e o pH do sémen de queixadas corroboram os
descritos por Kahwage et al. (2010) e Costa e Paula (2005), ao descreverem a
consisténcia leitosa, a coloracdo branca e amarela, o pH em torno de 7,5, como
pardmetros comumente encontrados em caititus, no entanto 0s queixadas
apresentaram concentracdo espermatica de 967,19 + 947,33 x 106 sptz/mL, superior
ao relato por estes autores de 138,1 + 154,0 sptz/mL e 86,7+10,5 sptz/mL,
respectivamente. A sociedade dos queixadas € liderada por um macho dominante, o
qual tem prioridade as fémeas em estro (DUBOST, 2001). Este macho dominante
comumente é visto na intimidacdo de machos submissos, ao impedir que estes
tenham direito de copular com as fémeas (ISSA; EDWARDS, 2006), e assim
mantém os machos submissos em inatividade sexual. Este fato pode explicar a alta

concentragdo espermatica observada no presente estudo.

Dentre as caracteristicas microscopicas, a motilidade total média foi de 75,4 +
16,2, a motilidade progressiva foi de 34,7 + 15,6, a VCL foi de 43,0 + 11,6 ym/s, a
VSL foi de 14,98 + 6,42 um/s, e a VAP foi de 25,33 + 10,66 um/s. O percentual de
linearidade e retilinearidade média dos espermatozoides foi de 34,89 + 12,10 e
58,64 + 11,36, respectivamente. A velocidade média do trajeto foi de 25,33 + 10,66
pm/s, o Index de oscilagdo médio foi de 58,03% + 12,95 a amplitude do
deslocamento lateral de cabeca foi de 2,43 +0,41 e a frequéncia de batimento

flagelar cruzado foi de 5,78 + 1,50 Hz, conforme observado na Tabela 2.

Tabela 2. Par&metros de viabilidade espermética do sémen de queixadas (Tayassu pecari)
submetidos a coleta de sémen por eletroejaculagéo.

Média Desvio padrao CV (%) Maximo Minimo
MT (%) 75,49 16,29 21,57 99,0 40,1
MP (%) 34,77 15,60 44,88 59,5 7,1
Réapido (%) 33,27 19,45 58,46 70,9 3,7
Médio (%) 20,48 7,25 35,41 34,3 10,8

Lento (%) 21,74 8,30 38,16 32,2 7,2
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Hiperativo (%) 4,45 4,09 91,96 13,4 0,2
VCL (mm/s) 43,01 11,64 27,06 64,7 24,3
VSL (mm/s) 14,98 6,42 42,85 24,8 42
VAP (mm/s) 25,33 10,66 42,08 50,9 11,7
LIN (%) 34,89 12,10 34,69 57,0 10,5
STR (%) 58,64 11,36 19,37 80,0 36,1
WOB(%) 58,03 12,95 22,32 78,6 29,2
ALH (mm) 2,43 0,41 17,06 3,2 18
BCF (Hz) 5,78 1,50 25,97 8,7 3,4

Motilidade total (MT); Motilidade Progressiva (MP); Velocidade Curvilinear (VCL); Velocidade Linear
Progressiva (VSL), Velocidade Média do Trajeto (VAP); Linearidade (LIN); Retilinearidade (STR);
index de Oscilagdo (WOB); Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH), Frequéncia do
Batimento Flagelar Cruzado (BCF).

O presente estudo trata-se de uma pesquisa pioneira que descreve as
caracteristicas dos espermatozoides de queixadas para posterior aplicacdo de
biotécnicas reprodutivas, as quais poderdo contribuir para a conservacdo desta
espécie vulneravel a extincdo (KEUROGHLIAN et al.,, 2013). Os espermatozoides
mostraram-se viaveis e aptos a inclusao da reproducdo assistida para esta espécie.
Contudo o conhecimento acerca da biologia reprodutiva de uma determinada
espécie configura o primeiro requisito para sua reproducdo em cativeiro (ANDRABI;
MAXWELL, 2007; MAYOR et al., 2007).

Este tipo de analise computadorizada de sémen (CASA), por se tratar de uma
avaliacdo objetiva, fornece informacdes acuradas e precisas do movimento
individual de cada célula, bem como de subpopulacdes de células espermaticas
(AMANN; KATZ, 2004), predizendo a qualidade seminal de maneira mais eficiente
guando comparado a avaliacdo subjetiva, a qual sofre variacbes de 30 a 60% na
estimativa dos parametros seminais, devido a limitagdo do ser humano em
quantificar as diferentes subpopula¢cfes esperméaticas na amostra (VERSTEGEN et
al., 2002).

Gottardi et al. (2013) ao avaliarem a qualidade do sémen suino por meio de
analise computadorizada, relataram valores semelhantes para motilidade
progressiva, em torno de 76,71 + 12,07 e motilidade total 60,57 + 16,42 um pouco
superior a do presente estudo, contudo é importante salientar que ao contrario dos

suinos domésticos, 0s queixadas, que sao animais silvestres, ndo passaram pelo
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processo de melhoramento genético, assim o0s animais estudados néo se tratavam
de reprodutores. No entanto, Castelo et al. (2010), ao analisarem sémen de caititus -
espécie filogeneticamente mais proxima dos queixadas, relataram valores médios de
motilidade total de 34,2 + 4,8 e motilidade progressiva de 11,6 + 2,3, valores
inferiores aos observados para os queixadas.

Quanto a avaliacdo morfolégica, 86,55% + 4,02 das células analisadas foram
consideradas normais, a média de defeitos de cabeca encontrados foi de 0,36% +
0,96, defeitos de peca 1,98% + 2,12 e defeitos de cauda 11,13% + 30,15, somando

13,47% =+ 4,03 de defeitos totais, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas morfologicas de espermatozoides de queixadas (Tayassu pecari).

Parametros % por categoria Média Desvio CV (%) Maximo  Minimo
Células normais (%) 76,28 86,55 4,02 4,65 91,00 79,00
Defeitos de cabeca (%) 2,14 0,36 0,96 259,57 6,50 0,00
Defeitos de peca (%) 3,96 1,98 2,12 107,14 7,00 0,00
Defeitos de cauda (%) 7,28 11,13 30,15 224,92 9,50 0,00
Defeitos totais (%) 13,25 13,47 4,03 29,89 21,00 9,00

Sabe-se que existe correlacdo direta entre a morfologia espermética e a
fertilidade (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005). Desta forma, foi preconizado pelo
CBRA (2013), que o somatério dos defeitos esperméticos ndo deva exceder 30% do
total da amostra. Os queixadas do presente estudo apresentaram um elevado
namero de células normais, fator imprescindivel para aplicacdo de biotécnicas
reprodutivas. Os defeitos espermaticos mais frequentemente observados foram gota
citoplasmatica proximal 3,04% + 2,54 e cauda fortemente dobrada 2,81% + 3,49,
seguidos de células decapitadas normais 1,54% + 1,87 e gota citoplasmética distal
1,50% + 2,15.

Kahwage et al. (2010) relatam maior percentagem de altera¢cées morfologicas
em sémen de caititus, com 22,6% + 13,1 de defeitos maiores, 9,6% * 7,2 de defeitos
menores, que contabiliza 31,9% + 13,5 de defeitos totais. Costa e Paula (2005), por
sua vez, relataram variacao de defeitos totais entre 15,5% + 2,4 e 55,5% + 16,1 em
caititus, também maiores do que o descrito neste estudo. Bem como Araujo e Oba

(2006), ao avaliarem a qualidade morfoldgica no sémen de capivara (Hydrochoerus
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hydrochaeris), descreveram valores para defeitos maiores, menores e totais de
28,20%, 24,42% e 52,62%, respectivamente.

Na Tabela 4 € possivel observar o comportamento dos espermatozoides dos

queixadas durante o TTR e avaliacdo da longevidade espermaética pelo SCA® ao

longo de quatro horas de avaliagcdo. Pode-se notar que o0s espermatozoides de

gueixada resistiram ao TTR, pois ndo houve variagcdo acentuada desses parametros

entre o inicio e final do teste. Além disso, 0s espermatozoides mantiveram-se

funcionais por até 240 minutos, comprovando sua viabilidade para o uso das

biotécnicas reprodutivas.

Tabela 4. Parametros de viabilidade espermatica do sémen de queixadas (Tayassu pecari), avaliado
durante quatro horas (240 minutos) no teste de termorresisténcia lento.

Média Desvio padréo
Parédmetros
TO T30 T60 T120 T180 T240
MTD (%) 77,63+18,01 72,52+22,65 70,33+18,65 69,47+16,56 67,62+19,85 63,20+1,70
MPD (%) 36,11+0,21  29,49+0,22  28,19+0,19 26,32+0,17 24,15+0,15 22,54+0,17
Rapido (%) 33,23+0,24  26,09+0,26  21,68+0,20 20,53+0,14  19,27+0,10 14,38+0,13
Médio (%) 22,74+0,08 20,45+0,08 19,62+0,08 18,54+0,08 18,01+0,09 17,39+0,13
Lento (%) 30,260,110 29,52+0,12  28,46+0,09 27,61+0,10 26,32+0,05 26,04+0,11
Hiperativo (%) 4,65+0,04 4,12+0,04 4,03+0,04 3,58+0,03 3,26+0,04 2,43+0,02
VCL (mm/s) 42,04+12,62 37,18+13,40 34,18+15,12 33,77+7,12 32,75+4,50 29,43+9,08
VSL (mm/s) 15,90+11,16 12,90+8,99 11,30+8,07 10,46%5,77 10,85+£5,90 9,32+3,68
VAP (mm/s) 24,98+12,85 21,14+1222 19,87+10,66 18,46+6,42 16,24+5,74 14,9745,69
LIN (%) 35,90+16,43 33,64+12,39 32,42+17,86 32,86+12,69 31,61+1550 27,55+7,75
STR (%) 59,38+11,90 57,70+9,27 57,87+11,76 56,23+12,09 55,17+12,60 54,30+5,98
WOB (%) 57,72+15,44 54,54+13 83 54,15+16,16 52,06£9,81 51,74+12,55 50,0948,97
ALH (mm) 2,40+0,37 2,32+0,35 2,11+0,79 2,40%0,37 2,40+0,49 2,30%0,22
BCF (Hz) 5,49+1,31 5,41+1,51 5,16+2,17 4,41+2,67 4,87+2,32 4,35+2,55

Motilidade total (MT); Motilidade Progressiva (MP); Velocidade Curvilinear (VCL); Velocidade Linear
Progressiva (VSL), Velocidade Média do Trajeto (VAP); Linearidade (LIN); Retilinearidade (STR);
index de Oscilagdo (WOB); Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH), Frequéncia do
Batimento Flagelar Cruzado (BCF).
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Pode-se perceber que os espermatozoides dos queixada resistiram ao TTR
ao apresentarem espermatozoides longevos durante o periodo de avaliacao,
utilizando o BTS (Beltsville Thawing Solution - MINITUB®), diluidor contendo glicose,
citrato de sddio, bicarbonato de sodio, cloreto de potassio e antibidticos. Constatou-
se que, ndo houve, portanto, queda acentuada dos parametros de movimento
espermatico. O sémen de queixada no presente estudo apresentou resultados de
TTR superiores ao sémen de suino do estudo de Mendez et al. (2012), o que
possibilita inferir que estes espermatozoides possuem maior longevidade no trato
reprodutivo da fémea.

Nas Tabelas 4 e 5 estdo dispostos os dados referentes as avaliacbes dos
testes hiposmdético e de integridade estrutural de membrana plasmética espermatica.
A média de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico foi de 85,27% + 21,00, e
por sua vez, no teste de integridade estrutural 62,39% + 43,89 das células
apresentaram membranas integras, e 14,10 = 45,59 apresentaram membranas semi

lesadas.

Tabela 5. Avaliacdo da funcionalidade de membrana de espermatozoides de queixadas (Tayassu
pecari), frente ao teste hisposmaotico.

Parametros Reativos (%) N&o Reativos (%)
Porcentagem 85,27 14,73
Desvio padréao 21,00 18,46
CV (%) 12,48 63,49
Maximo 192,00 78,00
Minimo 122,00 8,00

Evidenciou-se que os espermatozoides de queixadas apresentaram valores
médios satisfatorios para funcionalidade e integridade de membrana plasmética.
Santos et al. (2013) ao avaliarem o uso da agua destilada para a realizacéo do teste
hiposmoético em caititus observaram uma taxa de 71,8% de células reativas, valor
este inferior ao encontrado no presente estudo. Em contrapartida, Barros et al.
(2012), ao avaliar funcionalidade de membrana espermatica em suinos da raga Piau,
descreveram valores médios de 88,0 + 5,5% de células reativas ao teste, valor

préximo ao observado em queixadas, parametro que possibilita inferir elevada
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percentagem de espermatozoides com membranas funcionais nesta espécie

silvestre.

O teste hiposmético permite predizer a funcionalidade da membrana
plasmética, uma vez que espermatozoides com membrana celular integra, se
colocado em solucdo hiposmética, permitem a passagem da agua pela membrana
celular até o restabelecimento do equilibrio osmoético entre os fluidos extra e
intracelular. Com o influxo da 4gua para o interior da célula, h4 uma edemaciacéo
celular, com posterior dobramento da cauda, indicada que a membrana celular
manteve sua funcionalidade (JEYENDRAN et al., 1984).

Tabela 6. Avaliacdo da funcionalidade de membrana de espermatozoides de queixadas (Tayassu
pecari), frente ao teste de integridade estrutural de membrana.

Parametros Lesadas (%) Semi lesadas (%) Integras (%)
Porcentagem 23,52 14,10 62,39
Desvio padréo 28,19 45,59 43,89
CV (%) 59,97 161,86 35,21
Maximo 77,00 118,00 179,00
Minimo 16,00 4,00 59,00

A média de espermatozoides com membrana integra no presente estudo foi
superior ao descrito por Kahwage et al. (2010), a qual descreveu valores médios de
55,4 + 28,6%, ao avaliar a integridade de membrana de espermatozoides de caititus.
No entanto, Souza et al. (2009) relataram valores médios superiores, variando entre
74,3 £ 35 a 83,9 £ 7,0% em caititus. Fischman et al. (2003), por sua vez, observaram

84 + 10% de células com membranas plasméticas integras em javalis (Sus scrofa).

7

A avaliacdo da integridade das membranas espermaticas € um indicador
importante do sucesso de biotécnicas reprodutivas, uma vez que O0S

espermatozoides sdo extremamente sensiveis as crioinjirias (PENA et al., 2005).

6.6 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo demostraram que 0s parametros espermaticos

de queixada estdo dentro dos padrbes desejaveis, pois permitiram considera-los
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como potencialmente férteis e com competéncia para 0 uso de técnicas de
reproducao assistida. Os testes utilizados possibilitaram uma analise detalhada das
caracteristicas seminais da espécie, aspectos estes ainda inéditos na literatura. Este
estudo pode contribuir como base para o desenvolvimento de biotécnicas
reprodutivas, que possam auxiliar na conservacdo desta espécie classificada como

vulneravel a extingéo.
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7 CAPITULO 3 - Caracteristicas morfolégicas e morfométricas de

espermatozoides de queixadas (Tayassu pecari)

7.1 RESUMO

O queixada (Tayassu pecari) € um mamifero neotropical, classificado como
vulneravel devido a caca e destruicdo de seu habitat. Devido as dificuldades na sua
reproducdo em cativeiro, biotecnologias da reproducéo podem ser aplicadas em
programas de repovoamento da espécie, para tanto € preciso que a qualidade do
sémen seja satisfatéria para o seu uso. Objetivou-se descrever as caracteristicas
morfolégicas e morfométricas de espermatozoides de queixadas mantidos em
cativeiro. Foram coletados sémen de 16 queixadas adultos por meio de
eletroejaculacdo, apbs contencdo quimica. Para avaliacdo da morfologia
espermética foi fixada uma aliquota, de cada sémen fresco, em solucdo de citrato de
sédio formolizado a 4%, e foram avaliados 200 espermatozoides por ejaculado em
microscépio de contraste de fase (x100). A morfometria esperméatica
computadorizada foi realizada com auxilio do software Image Tool®, no qual se
mensurou o comprimento total da célula espermatica, o comprimento e a largura da
cabeca, peca intermediaria e cauda. As analises de estatistica descritiva foram
realizadas através do procedimento UNIVARIATE (SAS, 2003). Os espermatozoides
do gueixadas apresentaram valores médios para células normais 86,55% (+4,02),
células com defeitos maiores 7,77% (+3,98), e menores 5,68% (+2,46), somando
13,45% (+4,03) de defeitos totais. Os espermatozoides apresentaram formato
alongado, comprimento total de 46,73 ym (+2,63), comprimento da cabega 7,03 uym
(x0,39), peca intermediaria 12,57 um (£0,91) e cauda 26,47 uym (+2,84), bem como
largura da cabecga 3,68 ym (+0,36), peca intermediaria 0,98 um (+0,15) e cauda 0,60
pm (£0.12). Os ejaculados dos queixadas apresentaram elevado percentual de
células normais, com morfometria semelhante ao descrito como padrdo, fatores
estes imprescindiveis para a aplicacdo de biotecnologias reprodutivas em cativeiro,
tendo em vista a relagcdo destes fatores com a capacidade de fecundacdo dos
espermatozoides.

Palavras-chave: Animal silvestre; espermatozoide; tayassu pecari
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7.2 ABSTRACT

White-lipped peccary (Tayassu pecari) it is a neotropical mammal, classified as
vulnerable due to hunting and destruction of its habitat. Due to the difficulties in their
reproduction in captivity, reproduction biotechnologies can be applied in repopulation
programs of the species, therefore it is necessary that the quality of the semen is
satisfactory for its use. Therefore, the objective was to describe the morphological
and morphometric characteristics of sperm from white-lipped peccary kept in
captivity. Semen were collected from 16 adult white-lipped peccary by means of
electroejaculation, after chemical containment. To evaluate sperm morphology, an
aliquot of each fresh semen was fixed in a 4% formaldehyde sodium citrate solution,
and 200 spermatozoa were evaluated per ejaculate under a phase contrast
microscope (x100). The computerized sperm morphometry was performed with the
aid of the Image Tool® software, in which the total length of the sperm cell, the length
and width of the head, intermediate piece and tail were measured. Descriptive
statistics analyzes were performed using the UNIVARIATE procedure (SAS, 2003).
The sperm of the white-lipped peccary showed average values for normal cells
86.55% (+4.02), cells with major defects 7,77% (£3,98), and smaller 5,68% (+2,46),
adding up 13,45% (+4,03) of total defects. The spermatozoa had an elongated
shape, total length of 46,73 ym (x2,63), head length 7,03 um (+0,39), intermediate
piece 12,57 uym (x£0,91) and tail 26,47 um (£2,84), as well as head width 3,68 pm
(x0,36), intermediate part 0.98 ym (+0,15) and tail 0,60 ym (x0,12). The ejaculates of
the white-lipped peccary had a high percentage of normal cells, with morphometry
similar to that described as standard, factors that are essential for the application of
reproductive biotechnologies in captivity, in view of the relationship of these factors
with the capacity of fertilization of sperm.

Keywords: Spermatozoon; Tayassu pecari; wild animal
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7.3 INTRODUCAO

Queixada (Tayassu pecari) € um mamifero artiodactilo, pertencente a familia
Tayassuidae, popularmente conhecido como porco do mato, classificado como
vulneravel a extingdo pela Unido Internacional para Conservagdo da Natureza
(IUCN), e criticamente em perigo de extincdo em regides de Mata Atlantica (DE
AZEVEDO; CONFORTI, 2008; GALETTI et al., 2009), devido a caca e perda de
habitat (KEUROGHLIAN et al., 2013). Esta espécie, desempenha um papel
extremamente importante para a manutencéo das florestas, em fungéo da dispersao
de sementes e plantulas (KEUROGHLIAN et al., 2013; MAROTO-MORALES et al.,
2010).

Neste sentido, a aplicacao de técnicas reprodutivas em animais silvestres em
ambiente de cativeiro apresenta-se como ferramenta promissora para a conservacao
de espécies ameacadas (ALTRICHTER et al., 2011; ANDRIOLO et al., 2007).
Portanto, para a manutencdo da espécie em cativeiro, seja para conservagao ou
comercializacdo, é primordial a obtencdo e conhecimento a respeito de sua biologia
reprodutiva (ANDRABI; MAXWELL, 2007; MAYOR et al., 2007). Porém, os

mecanismos gue regulam a reproducéo de queixada sao ainda desconhecidos.

De maneira geral, existe relacdo direta entre o padrdo morfolégico das células
espermaticas e a qualidade seminal e, consequentemente, seu potencial fecundante
(VERSTEGEN, 2002). Desta forma, a avaliacdo e classificacdo da morfologia
espermatica tornou-se fundamental na rotina de analise de sémen (VERSTEGEN,
2002), assim como andlises complementares, a exemplo da morfometria
computadorizada dos espermatozoides (MAROTO-MORALES et al.,, 2010). O
desenvolvimento de metodologias para analise morfométrica computadorizada dos
espermatozoides, que possibilita identificar as dimensdes das células esperméticas,
tem permitido revelar sutis diferencas entre individuos e relaciona-las com a
fertilidade de machos, que ndo poderiam ser detectados com a utilizacdo de
métodos subjetivos (ANEL et al., 2006).

A morfometria e morfologia espermatica pormenorizada de queixada sao
desconhecidas. Diante do exposto, objetivou-se, por meio deste estudo, descrever
as caracteristicas morfolégicas e morfométricas completas de espermatozoides de

queixada.
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7.4 MATERIAL E METODOS

7.4.1 Area de estudo e animais

O estudo foi realizado no criadouro cientifico da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), llhéus, Bahia, Brasil, (legalmente registrado pelo IBAMA, com
namero de processo 40.738.999/0001-95). Apds analise e aprovagdo do
experimento cientifico pelo Comité de Etica no Uso dos Animais (CEUA-UESC),
Processo n° 031/16, foram utilizados 16 queixadas machos adultos, nascidos e
criados em condigbes de cativeiro, com idades entre trés e sete anos, alimentados
duas vezes ao dia, as 8h00min e as 16h00min, com uma dieta composta por uma
mistura de milho, farelo de soja e suplementos minerais, com agua disponivel ad

libitum.

7.4.2 Protocolos anestésicos

Previamente a coleta de sémen, os animais foram submetidos a um jejum
alimentar por 12h e hidrico por 6h, para aplicacdo anestésica. Apos este periodo
foram imobilizados com auxilio de um puca de rede e submetidos ao protocolo
anestésico que consistiu na associacdo de acepromazina com cetamina conforme
segue: a acepromazina (Acepran 0,2%®, Univet S.A., Sdo Paulo-SP, Brasil) foi
aplicada como medicacédo pré-anestésica em 0,2 mg/kg IM. Cinco minutos depois foi
administrada a cetamina (Dopalen®, Vetbrands Saude, Jacarei-SP,
Brasil) 5 mg/kg IM.

7.4.3 Protocolo de eletroejaculacao

Anteriormente & sessdo de estimulos elétricos, foi realizada cuidadosamente
a limpeza do reto do animal por meio da remocédo do conteudo fecal, a fim de
permitir melhor introducdo da probe e o contato com a mucosa retal, a qual foi
lubrificada com carboximetilcelulose (Carbogel®, Carbogel Indistria e Comércio
Ltda., S&o Paulo/SP, Brasil). O equipamento utilizado para eletroejaculgéo

(Eletrogen SA200®, Santa Lydia, SP-Brasil) foi semelhante ao descrito para as
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espécies domésticas. Referente a probe, baseando-se nas caracteristicas
anatdmicas descritas para caititus, acrescentou 2 cm apenas de comprimento devido
ao maior porte da espécie em estudo, a qual possuia 20 cm de comprimento e 1,9

cm de diametro, com eletrodos longitudinais, com 10 cm de comprimento.

Com o animal em posicdo de decubito lateral, a probe foi inserida no reto a 18
cm de profundidade, paralelamente ao assoalho pélvico de forma que os eletrodos
pudessem estimular a inervagdo das estruturas envolvidas com o0 processo
ejaculatério. O protocolo de estimulos utilizado para coleta por eletroejaculacao foi
constituido por estimulos crescentes, a partir de 5V, sendo aplicados 10 estimulos
em cada voltagem, com trés segundos de estimulo seguidos por trés segundos de
descanso, até que os 12V fossem alcancados.

ApOs os estimulos iniciais e, consequente erecdo peniana, 0 mesmo era
fixado com gaze e direcionando ao tubo falcon de 50 mL, pré-aquecido a 37° e
protegido em papel laminado a fim de se evitar os efeitos espermicidas do ar ou da
luz, bem como a variacdo de temperatura. Apds obtencao do ejaculado, as amostras
foram imediatamente encaminhadas para andlises laboratoriais, para tanto os
ejaculados foram acondicionados em banho-maria a 37°C e submetido ao exame

dos aspectos morfolégicos e morfométricos.

7.4.4 Avaliacdo da morfologia espermatica

Para avaliacdo da morfologia espermatica, uma aliquota de sémen fresco de
cada ejaculado foi fixada em uma solucdo de citrato de sodio formolizado a 4%,
sendo avaliados 200 espermatozoides por ejaculado em microscopio de contraste
de fase (x100), em preparacdo Umida entre lamina e laminula, sendo os defeitos
espermaticos classificados de acordo com a regido da alteracdo morfolégica
encontrada (CBRA, 2013).

7.4.5 Avaliacdo da morfometria espermética

A morfometria espermatica computadorizada foi realizada com auxilio do
software Image Tool®. Na opcdo Open Image, as fotografias das amostras foram

visualizadas e estudadas, individualmente. Para isso, foram mensuradas 50 células
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de todos os ejaculados. Para esta avaliacdo as aliquotas de sémen foram
preservadas em formol salina na proporcéao 1:10, sendo analisadas em microscopia
de contraste interferencial de fase, onde mensurou-se o comprimento total da célula
espermética; o comprimento e a largura da cabeca; comprimento e largura da peca

intermediéria; e por fim o comprimento e largura da cauda.

7.4.6 Anélise estatistica

Verificou-se a variabilidade dos atributos, baseada na estatistica descritiva
dos dados de morfologia e morfometria espermatica, para obtencdo de: média,
desvio padrao, coeficiente de variagdo, maximo e minimo. As analises de estatistica
descritiva destas variaveis foram realizadas através do procedimento UNIVARIATE
(SAS, 2003).

7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espermatozoides de queixada apresentaram valores médios para células
normais de 86,55% (+4,02), células com defeitos maiores de 7,77% (+3,98), e
menores de 5,68% (+2,46), que somatizam 13,45% (+4,03) de defeitos totais,

conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas de espermatozoides de queixada (Tayassu pecari).

Parametros % por categoria Média Desvio CV (%) Maximo Minimo
Células normais (%) 76,28 86,55 4,02 4,65 91,00 79,00
Defeitos maiores (%) 6,85 7,77 3,98 51,25 15,00 1,50
Defeitos menores (%) 5,01 5,68 2,46 43,34 9,50 2,50
Defeitos totais (%) 11,86 13,45 4,03 29,89 21,00 9,00

Pode-se constatar elevado numero de espermatozoides normais, fator este
imprescindivel para o sucesso no emprego das biotécnicas reprodutivas, pois sabe-
se da relacdo direta entre a morfologia espermatica e a fertilidade (RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 1997). Os valores médios encontrados no presente estudo

corroboram os descritos por Costa e Paula (2005) para caititus (Tayassu tajacu), no
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qual relatam variacdo de defeitos totais entre 15,5% (+2,4) e 55,5% (+16,1).
Contudo, Kahwage et al. (2010), ao avaliarem a morfologia espermatica em caititus,
descreveram valores médios de alteracdes morfolégicas mais elevados, com 22,6%
(x13,1) de defeitos maiores e 9,6% (x7,2) de defeitos menores, que contabilizam
31,9% (x13,5) de defeitos totais. Em oncas pintadas (Panthera onca) foi descrito
porcentagem meédia de espermatozoides morfologicamente normais de 46,7+5,8%
(MORATO; BARNABE, 1998), que, apesar de ser considerado valor elevado, deve-
se levar em consideracdo que se trata de espécie silvestre que ndo foram

selecionadas para reproducao.

Na Tabela 2, estdo classificadas de maneira pormenorizadas a morfologia

espermética de queixada.

Tabela 2. Classificagdes morfolégicas de espermatozoides de queixada (Tayassu pecari).

Parametros % Média Desvio CV (%) Maximo Minimo
Cabeca Delgada 0,14 0,23 171,27 0,50 0,00
Cabeca Piriforme 0,05 0,15 331,66 0,50 0,00
Cabeca Pgna Normal 0,09 0,30 331,66 1,00 0,00
Decaptado Normal 1,55 1,88 121,45 6,50 0,00
Decaptado Anormal 0,23 0,61 266,98 2,00 0,00
Implantacéo Abaxial 0,09 0,20 222,49 0,50 0,00
Peca int. Dobrada 0,91 0,66 73,04 2,00 0,00
Gota Cit. Proximal 3,05 2,54 83,54 7,00 0,00
Cauda Fort. Dobrada 2,82 3,49 124,01 9,50 0,00
Cauda Fort. Enrolada 0,77 0,47 60,45 1,50 0,00
Gota Cit. Distal 1,50 2,16 143,76 7,00 0,00
Cauda Dobrada 1,09 1,07 97,91 3,50 0,00
Cauda Enrolada 0,91 1,39 153,25 4,00 0,00
Cauda Curta 0,18 0,34 185,40 1,00 0,00
Normais 86,55 4,02 4,65 91,00 79,00

Dentre os defeitos maiores, péde-se notar maior percentagem de células com
presenca de gota citoplasmatica proximal 3,05% (+2,54), seguido por cauda
fortemente dobrada 2,82% (+3,49), peca intermediaria dobrada 0,91% (+0,66), e por
cauda fortemente enrolada 0,77% (x0,47). Dentre os defeitos menores, houve

prevaléncia de espermatozoides decapitados normais 1,55% (£1,88), seguido por
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presenca de gota citoplasmética distal 1,50%, cauda dobrada 1,09 (+1,07) e cauda
enrolada 0,91% (£1,39).

Figura 1. Espermatozoides de queixada avaliados em microscopia de contraste
interferencial. (A) espermatozoide normal, (B) espermatozoide com presenca de
gota citoplasmatica proximal, (C) peca intermediaria dobrada, (D) cauda levemente
enrolada.

Adicionalmente, os espermatozoides de queixada apresentaram formato
alongado e cabeca levemente achatada, com comprimento total da célula de 46,73
Mm (£2,63), comprimento da cabeca 7,03 ym (1£0,39), peca intermediaria 12,57 pym
(x0,91) e cauda 26,47 um (£2,84), bem como largura da cabeca 3,68 ym (+0,36),
peca intermediaria 0,98 pym (x0,15) e cauda 0,60 pm (£0,12). Com peca
intermediaria mais espessa que a cauda, inserida na porcao anterior da cabecga do
espermatozoide. A porgcdo distal da cauda do espermatozoide apresenta forma
cOnica com estreitamento na porcao distal. A cauda, por sua vez, representa a maior

propor¢cao do espermatozoide.

Os resultados morfométricos encontrados no presente estudo estdo de
acordo com os descrito por Sousa (2008), ao avaliarem a morfometria dos
espermatozoides de caititus. Os autores descreveram valores meédios para
comprimento total da célula de 43,53 pm (+0,12), comprimento da cabega 6,34 um
(£0,018), largura da cabeca 4,20 um (£0,019), comprimento da pecga intermediaria
11,17 ym (x1,7) e comprimento da cauda 26,56 ym (x1,9). Em concordancia, Hirai et
al. (2001) ao avaliarem a morfometria da cabeca dos espermatozoides de suinos
(Sus scrofa), descreveram valores médios para comprimento de 9,27 ym (+0,05) e
largura 4,66 ym (+0,02).



84

A avaliagcdo dos parametros morfologicos e morfométricos de queixada
apresentam relevancia fundamental para determinacdo de espermatozoides viaveis
gue podem definir o grau de fertilidade in vitro e in vivo, de acordo com as alteragbes

encontradas na constituicdo das células espermaticas.

7.6 CONCLUSAO

Neste estudo pioneiro ficou demonstrado que a cauda representa a maior
proporcdao do espermatozoide, o qual apresenta cabeca levemente achatada,
semelhante ao descrito como padrao para caititus, espécie filogeneticamente mais
proxima dos queixadas. As células espermaticas no presente estudo apresentaram
elevado percentual de normalidade, fator que é imprescindivel para a aplicacao de
biotecnologias reprodutivas em cativeiro, tendo em vista a relagdo destas
caracteristicas com a capacidade fecundante do espermatozoide.
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8 CAPITULO 4 - Correlacdo entre volume testicular e qualidade seminal de

gueixadas (Tayassu pecari) mantidos em cativeiro

8.1 RESUMO

Queixada € um mamifero silvestre classificado como vulneravel a extingédo, devido a
caca e perda de seu habitat. Esta espécie desempenha importante papel na
dispersdo de sementes e recomposicdo das florestas. Portanto, € preciso
estabelecer praticas que reduzam seu declinio populacional. Desta forma, objetivou-
se avaliar a correlacdo entre a qualidade do sémen e as caracteristicas biométricas
testiculares em queixadas. Para isto, foram utilizados 16 queixadas machos adultos
oriundos de criadouro cientifico. Os animais foram anestesiados com uso da
associacdo acepromazina/cetamina, em seguida tiveram suas mensuracfes
testiculares coletadas com auxilio de um paquimetro e foram submetidos a
eletroejaculacdo. A avaliagcdo da cinética espermatica foi realizada por meio de
andlise computadorizada de sémen. A normalidade dos dados da biometria dos
testiculos foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk, utilizou-se o procedimento
PROC UNIVARIANTE do SAS (9.3). As andlises de estatistica descritiva foram
realizadas através do procedimento UNIVARIATE. Foi empregado o teste de
correlacdo de Spearman para verificar se hé correlacdo entre os valores biométricos
testiculares e cinética espermatica, usando o programa Stastistica (versdo 7.0, Stat
Soft, Tulsa, OK, EUA). Os queixadas apresentaram valores médios para
comprimento (5,88+1,05cm), largura (4,24+0,98cm), altura (4,44+0,86cm) dos
testiculos e largura escrotal total “LET” (8,78+17,05). Os espermatozoides de
gueixadas apresentaram valores médio para motilidade total de 75,4 *+ 16,2,
motilidade progressiva de 34,7 (£15,6), VCL de 43,0 (x11,6) um/s, a VSL de 14,98
(x6,42) um/s, e a VAP de 25,33 (x10,66) pm/s. O percentual de linearidade e
retilinearidade média dos espermatozoides foi de 34,89 (+12,10) e 58,64 (+11,36),
respectivamente. Velocidade média do trajeto de 25,33 (£10,66) pm/s, Index de
oscilagdo médio de 58,03% (+12,95), amplitude do deslocamento lateral de cabeca
foi de 2,43 (£0,41) e frequéncia de batimento flagelar cruzado de 5,78 (x1,50) Hz.
Em queixadas o volume testicular esta diretamente relacionado com motilidade total
e motilidade progressiva. Queixadas com maiores dimensdes de seus testiculos
possuem maior capacidade reprodutiva, portanto a selecdo de animais com estas
caracteristicas podera propiciar o desempenho reprodutivo de machos em cativeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Animais silvestres, conservacao, reproducdo em cativeiro.
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8.2 ABSTRACT

White-lipped peccary is a wild mammal classified as vulnerable to extinction due to
hunting and loss of habitat. This species plays an important role in the dispersion of
seeds and restoration of forests. Therefore, it is necessary to establish practices that
reduce its population decline. Thus, the objective was to evaluate the correlation
between semen quality and testicular biometric characteristics in white-lipped
peccary. For this, 16 adult male peccaries from scientific breeding grounds were
used. The animals were anesthetized using the acepromazine/ketamine combination,
then their testicular measurements were collected with the aid of a caliper and were
subjected to electroejaculation. The evaluation of sperm kinetics was performed by
means of computerized semen analysis. The normality of testis biometric data was
verified using the Shapiro-Wilk test using the SAS PROC UNIVARIANTE procedure
(9.3). Descriptive statistics analyzes were performed using the UNIVARIATE
procedure. Spearman's correlation test was used to verify whether there is a
correlation between testicular biometric values and sperm Kkinetics, using the
Stastistica program (version 7.0, Stat Soft, Tulsa, OK, USA). The peccaries had
mean values for length (5,88+1,05cm), width (4,24+0,98cm), height (4,44+0,86¢cm) of
the testicles and total scrotum width “LET” (8, 78+17,05). White-lipped peccary sperm
showed mean values for total motility of 75,4 + 16,2, progressive motility of 34,7
(£15,6), LCV of 43,0 (x11,6) ym/s, VSL of 14,98 (+x6,42) um/s, and the VAP of 25,33
(x10,66) um/s. The percentage of linearity and average straightness of the sperm
was 34,89 (+x12,10) and 58,64 (+11,36), respectively. Average path speed of 25,33
(x10,66) pm/s, Average oscillation index of 58,03% (x£12,95), amplitude of lateral
head displacement was 2,43 (x0,41) and a cross-flagellar beat rate of 5,78 (+1,50)
Hz. It was observed that in peccaries the testicular volume is directly related to total
motility and progressive motility, therefore, peccaries with larger dimensions of their
testicles have greater reproductive capacity, the selection of animals with these
characteristics may provide the reproductive performance of males in captivity.

KEYWORDS: Wild animals, conservation, breeding in captivity.
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8.3 INTRODUCAO

Na familia Tayassuidae, estdo incluidos o queixada (Tayassu pecari), o caititu
(Pecari tajacu) e o tagua (Catagonus wagneri), todos conhecidos genericamente
como pecaris (AGNARSSON; MAY-COLLADO, 2008). Contudo, o desmatamento, a
caca e o menor grau de tolerancia as mudancas ambientais antropogénicas
(DESBIEZ et al., 2012), fizeram do queixada uma espécie vulneravel a extingéo,

segundo a Unido Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN, 2015).

Devido a importancia do queixada para a manutencdo dos ecossistemas
(DESBIEZ; KEUROGHLIAN, 2009) é preciso estabelecer praticas que reduzam seu
declinio populacional. Para reverter este processo, além da protecédo de seu habitat
e controle da caca (KEUROGHLIAN et al., 2013), existe a proposta da producéo de
gueixadas em cativeiro, para posterior soltura em areas onde ocorreu a extincao da

espécie, como estratégia para a recuperacao da espécie (NOGUEIRA et al., 2014).

Além da finalidade conservacionista, a criagdo em cativeiro pode assumir a
funcdo comercial. A criacdo comercial de animais silvestres justifica-se por propiciar
a diversificacdo da producdo em propriedades rurais (NOGUEIRA; NOGUEIRA-
FILHO, 2011). Esta pode se tornar uma estratégia de conservacgdo, principalmente
pelo aumento do estoque populacional, além de reduzir os impactos ambientais,
justamente pelo fato de tais espécies serem naturalmente adaptadas as condicdes
locais, assim ndo ha necessidade de grandes alteracbes do ambiente para a
implantagéo da atividade (SANTOS et al., 2009).

Em ambiente de cativeiro, a obtencdo do sémen €& o primeiro passo na
tentativa de aplicar técnicas de reproducdo assistida em animais silvestres
(ISHIKAWA et al., 1998). A avaliacdo da qualidade espermatica é essencial para
selecdo de reprodutores (FRANCO et al., 2006). Contudo, a inclusdo das
caracteristicas biométricas testiculares no processo de selecdo deve-se
principalmente em decorréncia de sua correlacdo positiva com a producdo e
liberagcdo espermatica diaria e consequentemente a fertilidade dos machos (REGE
et al., 2000).

De maneira geral, existe uma correlacdo positiva entre tamanho testicular
com producéo de testosterona (EVANS et al., 1996) e fertilidade (LOUVANDINI et
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al., 2008). Ou seja, quanto maior forem os testiculos, maior sera a quantidade de
parénquima testicular e mais competente serd a gbnada para produzir
espermatozoides. Desta forma, objetivou-se neste estudo avaliar a correlacédo entre

a qualidade do sémen e as caracteristicas biométricas testiculares em queixadas.

8.4 MATERIAL E METODOS

8.4.1 Nota ética

O presente estudo foi realizado no criadouro cientifico da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC), lIhéus, Bahia, Brasil, (legalmente registrado pelo
IBAMA, com numero de processo 40.738.999/0001-95). Ap6s andlise e aprovacgao
do experimento cientifico pelo Comité de Etica no Uso dos Animais (CEUA-UESC),
Processo n° 031/16,

8.4.2 Area de estudo e animais

Para realizacdo desta pesquisa, foram utilizados 16 queixadas machos
adultos, nascidos e criados em condicdes de cativeiro, com idades entre trés e sete
anos, distribuidos em trés grupos. Os animais foram aleatoriamente agrupados em
bandos na proporcao de trés fémeas para um macho e distribuidos em piquetes de
terra batida, alimentados duas vezes ao dia, as 8h0Omin e as 16h00min, com uma
dieta composta por uma mistura de milho, farelo de soja e suplementos minerais,
proporcionando 120 g/kg de proteina bruta e 14,5 MJ/kg de energia digestivel, com

base na matéria seca, com agua disponivel ad libitum.

Os piquetes possuiam em média 500m?, bem como um curral de armadilha
para auxiliar no manejo, contencdo e marcacdo dos animais. Um més antes do
experimento os animais foram contidos com auxilio de um puca e pesados para o
calculo da dose anestésica, logo apdés a pesagem procedeu-se a marcacao
individual com brincos plasticos com diferentes formatos a fim de facilitar a

identificacéo a distancia.
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8.4.3 Manejo dos animais

Para que os animais tivessem um repouso sexual estes foram contidos com
auxilio de um puca de rede 48 horas antes do inicio das coletas, pesados e isolados
em baias individuais com 12m?, cercadas por tela de alambrado com 1,5 m de altura,
0s animais continuaram recebendo a mesma dieta em comedouro de madeira 0,4 m
x 0,4 m x 0,3 m com fornecimento de agua a vontade em bebedouro de 0,2 m x 0,2
m x 0,2 m. Totalizando trés grupos, cada grupo composto por cinco ou seis animais.
Permanecendo por cerca de 45 dias nas baias cada grupo, as coletas de sémen
foram realizadas quinzenalmente para que fosse respeitado um periodo de
recuperacdo do protocolo anestésico, totalizando trés tentativas de coletas de
sémen por animal. Salienta-se que os animais recebiam recebendo a mesma dieta e

com fornecimento de &gua a vontade.

8.4.4 Protocolos anestésicos

No dia da coleta, os animais foram imobilizados com o puca, pesados e
submetidos ao protocolo anestésico. Para este protocolo, foi usada a associa¢cédo de
acepromazina com cetamina. Conforme segue: a acepromazina (Acepran 0,2%®,
Univet S.A., Sdo Paulo-SP, Brasil) foi aplicada como medicacdo pré-anestésica na
dose de 0,2 mg/kg IM e cinco minutos depois, foi administrada 5 mg/kg IM de
cetamina (Dopalen®, Vetbrands Saude, Jacarei-SP, Brasil).

8.4.5 Biometria testicular

Apo6s aplicagdo dos farmacos, os animais foram monitorados quanto a
sedacdo, analgesia e relaxamento muscular desejaveis para garantir que o0s
testiculos fossem mensurados com seguranca. Para esse fim, os testiculos foram
levemente tracionados e posicionados paralelamente dentro do escroto. Por
palpacdo testicular, foi avaliada a forma, a mobilidade e a consisténcia dos
testiculos, variando em uma escala de 1,0 a 5,0 como preconizado por Unanian et
al. (2000). Com o auxilio de um paquimetro foi mensurado: o comprimento de cada
testiculo (medida craniocaudal, com excecédo da cabeca e cauda do epididimo),

largura de cada testiculo (medida lateromedial), altura de cada testiculo (medida
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dorsoventral) e a largura escrotal total (LET) (medida laterolateral de ambos os
testiculos). Para o calculo do volume testicular utilizou-se a formula para testiculos
elipsoides V=L x H x W x 0,52 (individual de cada testiculo), em que L representa o
comprimento testicular, H = altura testicular e W = largura testicular e depois foi
determinado o volume total pela soma dos volumes parciais de cada testiculo. Essa
férmula foi escolhida, por ser a mais adequada para estimar o verdadeiro volume
testicular na espécie Pecari tajacu quando o paquimetro foi usado na mensuragéo,

segundo Peixoto (2016).

8.4.6 Protocolo de eletroejaculacao

Passando 15 min da aplicacdo dos farmacos, o animal foi acomodado em
mesa de procedimento e mantido em decubito lateral. Previamente a coleta de
sémen foi realizada a tosa higiénica da regido pélvica com auxilio de uma tesoura e
lamina de barbear, bem como corte dos pelos do prepucio e assepsia com agua e
sabdo neutro. A limpeza da regido prepucial foi feita com solucao fisiolégica (NacCl
0,9%) e finalmente foi feita a secagem externa do prepucio com auxilio de papel

toalha descartavel.

Anteriormente a sessédo de estimulos elétricos, foi realizada cuidadosamente
a limpeza do reto do animal por meio da remocdo do contetdo fecal, a fim de
permitir melhor introducdo da probe e contato com a mucosa retal, a qual foi
lubrificada com carboximetilcelulose (Carbogel®, carbogel indistria e comércio Ltda.,
Sdo Paulo-SP, Brasil). O equipamento utilizado para eletroejaculcdo (Eletrogen
SA200®, Santa Lydia, SP-Brasil) foi semelhante ao descrito para as espécies
domésticas e a probe foi compativel com as caracteristicas anatbmicas descritas
para caititus, com apenas 2 cm a mais devido ao maior porte da espécie em estudo,
possuindo entdo 20 cm de comprimento e 1,9 cm de diametro, com eletrodos

longitudinais com 10 cm de comprimento.

Com o animal em posicdo de decubito lateral, a probe foi inserida no reto a 18
cm de profundidade, paralelamente ao assoalho pélvico de forma que os eletrodos
pudessem estimular a inervacdo das estruturas envolvidas com o0 processo

ejaculatério. O protocolo de estimulos utilizado para coleta por eletroejaculacdo foi
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constituido por estimulos crescentes a partir de 5v, sendo aplicados 10 estimulos em
cada voltagem até que atingissem os 12v. Cada estimulo elétrico teve duracéo de
trés segundos, seguido pelo mesmo periodo de descanso. A sessao de estimulos sé

era interrompida caso o ejaculado fosse obtido ao longo do protocolo.

Apos os estimulos iniciais e consequente erecdo peniana, 0 mesmo era fixado
com gaze e direcionado ao tubo falcon de 50 mL, pré-aquecido a 35° e protegido em
papel laminado a fim de se evitar os efeitos espermicidas do ar ou da luz e ainda o
choque frio. Apos obtencao do ejaculado, a amostra foi imediatamente encaminhada
ao laboratério para analises. O sémen foi imediatamente avaliado, os ejaculados
foram acondicionados em banho-maria a 37°C e submetidos ao exame dos aspectos
fisicos e morfologicos, no que se refere ao volume (mL), coloracdo, consisténcia,
odor, pH, concentracdo espermatica por mL mensurada pela contagem em camara

de Neubauer, segundo os padrbes preconizados pelo CBRA (2013).

8.4.7 Avaliacdo da cinética espermatica

Avaliacdo da cinética espermatica foi realizada por meio de andlise
computadorizada de sémen (SCA®, Sperm Class Analyzer®, v.5.2.01, Microptic S.L.,
Barcelona, Espanha). Foi utilizada a configuracdo do software para suino: area da
particula entre 10 e 80 um2; VCL: lento > 10 um/s e < 25 pm/s, médio >25 um/s e <
45 um/s e Rapido > 45 pm/s; progressivo > 45% de retilinearidade; circular < 50% de
linearidade. Uma gota de 5 yL de sémen era colocada entre |dmina e laminula,
previamente aquecida, sendo a cinética espermatica avaliada ap6s andlise de cinco
imagens digitalizadas consecutivas obtidas de diferentes campos. Os parametros
mensurados foram: motilidade total (MT-%); motilidade progressiva (MP-%);
velocidade curvilinear (VCL-um/s); velocidade linear progressiva (VSL-um/s);
velocidade média do trajeto (VAP-um/s); percentual de espermatozoides rapidos;
médios; lentos; linearidade (LIN-%); retilinearidade (STR -%); index de oscilacdo
(WOB -%); amplitude do deslocamento lateral de cabeca (ALH-um); frequéncia de
batimento de cauda (BCF-Hz) e Hiperativos (%).

8.4.8 Andlise estatistica
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A normalidade dos dados da biometria dos testiculos foi verificada por meio
do teste de Shapiro-Wilk, utilizou-se o procedimento PROC UNIVARIANTE do SAS
(9.3). As analises descritivas foram realizadas por meio do mesmo procedimento no
qual foram determinadas as médias, valores m&ximo e minimo, além dos
coeficientes de variagdo de cada medida. Em seguida, para verificar a simetria entre
os testiculos, bem como as médias dos dados biométricos, foram comparadas por
meio do teste ANOVA univariada usando o procedimento PROC MIXED do SAS
(9.3). Posteriormente, foram feitas analises de correlagdo de Pearson no qual
utilizou-se o procedimento PROC CORR do SAS (9.3). Para os dados referentes as
caracteristicas seminais, verificou-se a variabilidade dos atributos, baseada na
estatistica descritiva dos dados de cinética espermatica, obtendo-se: média, desvio
padrdo, coeficiente de variagcdo, maximo e minimo. As andlises de estatistica
descritiva destas variaveis foram realizadas através do procedimento UNIVARIATE
(SAS, 2003). Por fim, foi empregado o teste de correlacdo de Spearman para
verificar se ha correlacdo entre os valores biométricos testiculares e cinética
espermatica, usando o programa Stastistica (versao 7.0, Stat Soft, Tulsa, OK, EUA).

Para todas as analises, considerou-se o nivel de significancia de P<0,05.

8.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

De forma geral, houve simetria entre testiculo direito e esquerdo nos animais
estudados (Tabela 1), estes achados estédo de acordo com os descritos de Sonner et
al. (2004). Verificou-se que queixadas apresentam os testiculos situados em posicao
perineal, em uma localiza¢do intermediaria entre o anus e a regido inguinal, mais
ventralmente quando comparados aos testiculos dos suinos, com formato ovalado e
alongado cranioventralmente, achatados laterolateralmente semelhante aos
testiculos de catetos, em concordancia com as descri¢cdes gerais feitas por Dyce et
al. (1997) e Sonner et al. (2004). Adicionalmente, os queixadas apresentaram
testiculos com presenca de mobilidade dentro do escroto e consisténcia
tensoelastica (Figura 1), corroborando os achados para catetos, de Kahwage et al.
(2010).
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Tabela 1. Médias dos parametros de biometria testicular de queixadas (n=16).

Parametros (cm) Direito Esquerdo P CV (%)*
Comprimento 5,92 6,50 0,06 16,35
Largura 4,57 4,56 0,98 18,54
Altura 4,60 4,75 0,60 16,23
Volume 62,65 70,30 0,54 37,31
Consisténcia 2,55 2,53 0,65 3,03

*C.V.: coeficiente de variacao.

Os queixadas apresentaram valores médios para comprimento 6,21 + 1,05
cm, largura 4,56 + 0,98 cm, altura 4,67+0,86 cm dos testiculos e largura escrotal
total “LET” 8,78 + 17,05 superiores as médias descritas por Sonner et al. (2004). Isso
pode ser explicado pela diferenca de idade dos animais em ambos os estudos.
Sonner et al. (2004) coletaram dados de animais destinados ao abate,
provavelmente entre 10 meses e 1,5 ano de idade, portanto, mais jovens do que 0s
utilizados no presente estudo. Os dados obtidos para os parametros de biometria
testicular no presente estudo foram superiores aos descritos por Kahwage et al.
(2010), ao descreverem valores para comprimento e largura do testiculo esquerdo
de 3,8 +0,4cme 2,6 £ 0,3 cm, e comprimento e largura do testiculo direito com 3,8
+0,5cme 2,7 £ 0,3 cm, respectivamente.

A consisténcia tensoelastica determinada para queixadas no presente estudo
€ considerada de valor intermediario 2,54 + 0,07, assim corresponde ao padrao
encontrado para suinos e descrito como ideal para machos em reproducao
(ALTHOUSE, 2014). De forma geral, ndo foi constatada assimetria entre o0s
testiculos direito e esquerdo, apenas uma discreta superioridade das medidas de
comprimento e altura obtidas. A partir da compreensao de que o desenvolvimento
fisiologico das gbnadas ocorre de maneira equivalente, preservando o formato
testicular fusiforme e, portanto, mantendo a simetria entre estes, pode-se considerar
essa caracteristica como essencial para a manutencdo de uma boa atividade

espermatogénica para machos reprodutores (REGE et al., 2000).
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Quanto as caracteristicas relacionadas a cinética espermatica, 0s
espermatozoides de queixadas apresentaram valores médios para motilidade total
de 75,4 + 16,2, motilidade progressiva de 34,7 £ 15,6, VCL de 43,0 £ 11,6 um/s, a
VSL de 14,98 = 6,42 um/s, e a VAP de 25,33 + 10,66 um/s. O percentual de
linearidade e retilinearidade média dos espermatozoides foi de 34,89 + 12,10 e
58,64 * 11,36, respectivamente. Velocidade média do trajeto de 25,33 + 10,66 um/s,
Index de oscilacdo médio de 58,03% + 12,95, amplitude do deslocamento lateral de
cabeca de 2,43 £ 0,41 e frequéncia de batimento flagelar cruzado de 5,78 = 1,50 Hz,
conforme observado na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros de viabilidade espermatica do sémen de queixadas (Tayassu pecari)
submetidos a coleta de sémen por eletroejaculagéo.

Média Desvio padréo CV (%) Maximo Minimo
MT (%) 75,49 16,29 21,57 99,0 40,1
MP (%) 34,77 15,60 44,88 59,5 7,1
Rapido (%) 33,27 19,45 58,46 70,9 3,7
Médio (%) 20,48 7,25 35,41 34,3 10,8
Lento (%) 21,74 8,30 38,16 32,2 7,2
Hiperativo (%) 4,45 4,09 91,96 13,4 0,2
VCL (mm/s) 43,01 11,64 27,06 64,7 24,3
VSL (mm/s) 14,98 6,42 42,85 24.8 4,2
VAP (mm/s) 25,33 10,66 42,08 50,9 11,7
LIN (%) 34,89 12,10 34,69 57,0 10,5
STR (%) 58,64 11,36 19,37 80,0 36,1
WOB (%) 58,03 12,95 22,32 78,6 29,2
ALH (mm) 2,43 0,41 17,06 3,2 1,8
BCF (Hz) 5,78 1,50 25,97 8,7 3.4

Motilidade total (MT); Motilidade Progressiva (MP); Velocidade Curvilinear (VCL); Velocidade Linear
Progressiva (VSL), Velocidade Média do Trajeto (VAP); Linearidade (LIN); Retilinearidade (STR);
index de Oscilagdo (WOB); Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH), Frequéncia do
Batimento Flagelar Cruzado (BCF).

Pbdde-se constatar que os espermatozoides de queixada se mostraram viaveis
e aptos a aplicacdo de reproducdo assistida para esta espécie. Contudo, o

conhecimento acerca da biologia reprodutiva de uma determinada espécie configura
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0 primeiro requisito para sua reproducdo em cativeiro (ANDRABI; MAXWELL 2007;
MAYOR et al., 2007).

Kahwage et al. (2010) analisando sémen de caititus, espécie
filogeneticamente mais proxima dos queixadas, relataram motilidade espermatica
meédia de 52,8 £ 29,1%, bem como, Lochmiller et al. (1985), ao avaliar esta mesma
espécie descreveram valores médios de 49,5 + 15,8%, corroborando Costa e Paula
(2005), que detectaram motilidade de 48,7 + 31,5% em caititus. JaA Souza et al.
(2009) encontraram 85 *= 8,0% de motilidade. Castelo et al. (2010), observaram
valores relativamente inferiores para motilidade total e progressiva: 34,2 £ 4,8; 11,6 £
2,3, respectivamente. Finalmente Kahwage et al. (2010) descreveram valores
médios para vigor espermatico em caititus de 2,1 + 0,8, similar ao encontrado por
Costa e Paula (2005), que verificaram vigor de 2,1 £ 1,4. Valores estes inferiores aos
observados para os queixadas, o que demonstra a aptiddo reprodutiva destes
animais, e o favorecimento da aplicacdo de biotécnicas reprodutivas para sua

conservagao.

Figura 1. Manejo reprodutivo de queixadas em cativeiro: (A) animais soltos no piquete, (B)
animais na baia experimental, (C) mensuracdo dos parametros testiculares, (D) fixacdo do pénis
para coleta de sémen, (E) aspecto do ejaculado e (F) célula espermética de queixada.

No presente estudo o volume testicular apresentou forte correlacdo positiva
com motilidade total, motilidade progressiva e espermatozoides hiperativos (Tabela
3). Sabe-se, no entanto, que a motilidade total e progressiva sdo parametros de
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extrema importancia na indicacao de fertilidade de machos. A correlagdo entre os
dados de cinética e volume testicular sugere que queixadas com maiores dimensdes

de seus testiculos possuem maior aptidao reprodutiva.

Tabela 3. Correlagéo entre as caracteristicas biométricas testiculares com a qualidade do sémen de
queixadas (Tayassu pecari).

Parametros* rs
1,00
Volume test. total
0,96
MT (%)
0,011
0,80
MP (%)
0,102
Rapido (%) 0,48
apiao (o
P 0,417
. 0,49
Médio (%)
0,398
0,42
Lento (%)
0,478
Hiperativo (%) 0.78
iperativo (%
P 0,117
0,69
VCL (mm/s)
0,200

Motilidade total (MT); Motilidade Progressiva (MP); Velocidade Curvilinear (VCL).

* Valores destacados em negrito foram estatisticamente significativos (P<0,05).

O exame androlégico avalia todos os fatores que influenciam as funcfes
reprodutiva do macho, sendo constituido pelo exame clinico, exame genital e
principalmente pelas caracteristicas espermaticas, sendo a motilidade uma
caracteristica avaliada classicamente nas amostras de sémen, fator este
imprescindivel para aplicacado de biotécnicas reprodutivas (CBRA, 2013), sobretudo
tratando-se animais silvestres, que na maioria das vezes possuem sua biologia
reprodutiva ainda desconhecida, a exemplo dos queixadas. A avaliacdo da
motilidade e hiperatividade espermatica possibilita diferenciar sémen de baixa e alta
qualidade. A avaliacdo automatizada da motilidade dos espermatozoides é
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importante devido ao fato da cinética espermatica ter relevancia na determinacéo do
potencial de fertilidade dos espermatozoides (MATOS et al., 2008).

Além dos pardmetros espermédticos, a mensuracdo das caracteristicas
biométricas testiculares como comprimento, largura, altura ou espessura testicular,
largura escrotal total, e circunferéncia escrotal, fazem parte do processo de
avaliacdo e selecdo de reprodutores (NOTTER et al.,, 1981). A inclusdo das
caracteristicas biométricas testiculares no processo de selecdo de reprodutores se
deve principalmente pela sua correlagdo positiva com a producdo espermética diaria
e consequentemente a fertilidade dos machos (REGE et al., 2000). A fim de
aumentar a precisdo na selecdo de reprodutores adicionaram-se outras
mensuragdes tais como o volume testicular (BAILEY et al., 1998; UNANIAN et al.,
2000) e forma do testiculo (BAILEY et al., 1998; UNANIAN et al., 2000). Além disso,
a avaliacdo da morfologia e morfometria testicular sdo imprescindiveis para a
identificacdo de patologias e alteracdes gonadais, as quais podem influenciar
diretamente na producdo e qualidade seminal e causar impactos negativos sobre a
fertilidade do individuo (HELLGREN et al., 1989; SONNER et al., 2004).

Os achados neste estudo evidenciam que queixadas com maior volume
testicular possuem maior fertilidade, pode favorecer um sistema de criacdo destes
animais, seja para fins conservacionistas como soltura em locais onde ocorreu a
extincdo da espécie ou ainda para criacdo comercial. Em concordancia Moraes
(2012) estudando bovinos observou correlacdo positiva entre volume testicular e
motilidade espermatica, bem como, Pastore et al. (2008) que encontraram
correlacdo positiva nos parametros de volume testicular e motilidade espermatica

também para bovinos.

8.6 CONCLUSAO

Em queixadas o volume testicular esta diretamente relacionado com
motilidade total e motilidade progressiva, portanto, queixadas com maiores
dimensdes de seus testiculos possuem maior aptidédo reprodutiva, podendo propiciar
o desempenho reprodutivo de machos cativos. A selecdo de animais com tais

caracteristicas podera favorecer um sistema de criacdo de queixadas em cativeiro
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por meio da otimizagcdo do manejo reprodutivo, contribuindo para a sua producgéo e

conservacao.
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9 CAPITULO 5 - Interfaces entre pesquisa e ensino: estratégias para
sensibilizacdo dos alunos do Ensino Basico para conservacdo da fauna

silvestre, em especial o Tayassu pecari

9.1 RESUMO

Dentre as diversas alternativas empregadas na tentativa de solucionar os problemas
ambientais, a educacdo ambiental torna-se uma importante ferramenta de ensino e
sensibilizacdo para construir uma nova ética ambiental. Nesta perspectiva, como
parte da pesquisa de doutorado realizada com alunos da 32 série do ensino médio,
do Colégio Estadual do Campo de Castro Alves, na cidade de Castro Alves, Bahia,
objetivou-se analisar a concepcdo destes acerca da conservacdo dos animais
silvestres, especialmente, do Tayassu pecari, sensibilizando-os quanto a influéncia
das atitudes humanas sobre as relacfes ecoldgicas. Foi realizada uma entrevista
estruturada por meio da aplicacdo de questionarios, contendo 13 questdes,
subjetivas e de multipla escolha, para que se pudesse avaliar a concepcao prévia
dos alunos. Apés a analise dos dados, foi ministrada uma palestra sobre educacéo
ambiental, destacando estratégias para a conservacao do queixada, bem como a
explicacdo de dados obtidos no experimento de doutorado, inter-relacionando
pesquisa e ensino. Verificou-se que, antes das atividades efetuadas na sala de aula,
relativas a educacdo ambiental, os estudantes detinham um conhecimento basico
sobre legislagdo ambiental e sobre as diferencas entre animais domésticos,
silvestres e selvagens. E também ndo conheciam os queixadas. No entanto,
apresentaram relativa preocupagdo com o bem-estar animal e o cumprimento das
leis ambientais, condicBes fundamentais para constru¢do de uma nova consciéncia
ecolégica. A educacdo ambiental, bem como as inter-relacfes entre pesquisa e
ensino, mostraram-se eficazes para informar e conscientizar sobre questfes
relacionadas a conservacdo do meio ambiente, sendo, portanto, um instrumento
essencial na mitigacdo dos problemas ambientais.

PALAVRAS-CHAVE: Animais silvestres, queixadas, conservacdo, educacao

ambiental, ensino-pesquisa.
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9.2 ABSTRACT

Among the various alternatives used in an attempt to solve environmental problems,
environmental education becomes an important teaching and awareness tool to build
a new environmental ethics. In this perspective, as part of the doctoral research
carried out with students of the 3 series grade of high school, from the Colégio
Estadual do Campo de Castro Alves, in the city of Castro Alves, Bahia, the objective
was to analyze their conception about the conservation of wild animals, especially, of
Tayassu pecari, making them aware of the influence of human attitudes on ecological
relations. A structured interview was carried out through the application of
guestionnaires, containing 13 questions, subjective and multiple choice, so that the
previous conception of the students could be evaluated. After analyzing the data, a
lecture on environmental education was given, highlighting strategies for the
conservation of the peccaries, as well as the explanation of data obtained in the
doctoral experiment, interrelating research and teaching. It was found that, before the
activities carried out in the classroom, related to environmental education, the
students had a basic knowledge about environmental legislation and about the
differences between domestic, wild and wild animals. Nor did they know the
peccaries. However, they were relatively concerned with animal welfare and
compliance with environmental laws, fundamental conditions for building a new
ecological awareness. Environmental education, as well as the interrelationships
between research and teaching, proved to be effective in informing and raising
awareness about issues related to environmental conservation, being, therefore, an
essential tool in the mitigation of environmental problems.

KEYWORDS: Conservation, environmental education, teaching-research, white-

lipped peccaries, wildlife.
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9.3 INTRODUCAO

A fauna silvestre apresenta-se como de fundamental importancia para a
manutengdo e preservacdo da biodiversidade, atuando como polinizadores e
dispersores de sementes, além de realizar o controle das populacdes de presas
dentro da sua cadeia alimentar (VIEIRA et al., 2019). Dentre os fatores que
promovem o declinio nas populacbes de animais silvestres, a caca merece
destaque, tendo em vista que sua pratica tem levado a extincdo de diversas
espécies nativas, afetando o equilibrio dos ecossistemas naturais (DIAS et al.,
2018). Em especial, o queixada (Tayassu Pecari), mamifero silvestre pertencente a
familia Tayassuidae, que encontra-se em declinio ao longo da sua area de
ocorréncia devido a caca e destruicdo de seu habitat (KEUROGHLIAN et al., 2013).
Diante da importancia da espécie para a manutencao dos ecossistemas, é preciso
estabelecer praticas que reduzam seu declinio populacional, fato que levou a
espécie a ser classificada como vulneravel pela Unido Internacional para

Conservacao da Natureza (IUCN) (KEUROGHLIAN et al., 2013).

A partir da compreensdo de gque 0s recursos ambientais sdo esgotaveis e
estdo sofrendo acelerado declinio, surge a necessidade do uso consciente/racional
dos recursos naturais. Desta forma, a perspectiva da sustentabilidade tem se
fortalecido e novos modelos de desenvolvimento tém sido propostos, com o objetivo
de garantir a manutencdo da qualidade ambiental para que assim, esta e as futuras
geracbes possam continuar a usufruir dos recursos naturais disponiveis. O uso
sustentavel dos recursos naturais tornou-se, entdo, uma necessidade e ndo uma
escolha, sendo mais um processo do que um estado. Reconhecido como um tema
atual, representa um grande desafio no Antropoceno (ALMEIDA et al., 2018; MOSSI,
2019; MUNIZ; PAZMINO, 2019).

A degradacao ambiental surge no contexto do crescimento e da globalizacao
da economia, fendbmenos estes caracteristicos da modernidade em funcdo do
dominio humano. As reflexdes atuais vao além do entendimento da perda da
sustentabilidade ecoldgica em detrimento do processo econdémico, compreende-se
também a crise de civilizacdo, que questiona a racionalidade do sistema social, os
valores, os modos de producédo (LEFF, 2001), provocando o surgimento de um

paradigma que exige uma nova ética ambiental do ser humano.
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A ética ambiental surge com objetivo de combater a ideia do
antropocentrismo, na tentativa de retirar o homem do centro do universo, a partir da
conscientizacdo de que a seguridade da vida humana depende diretamente da
conservacao das demais espécies (PELIZZOLI, 2002). O conceito de ética ambiental
promove reflexdes acerca dos valores relacionados a ética antropocéntrica, na qual
o homem, por apresentar consciéncia de si proprio, se porta com superioridade em
relacdo aos demais animais e, se colocando, portanto, no centro do universo. E é
nesse contexto que o interesse capitalista se fundamenta, trazendo grandes

transtornos e perdas ao meio ambiente (PELIZZOLI, 2002).

Diversas alternativas tém sido empregadas na tentativa de solucionar
problemas ambientais, dentre elas a educacdo ambiental apresenta-se como uma
ferramenta mitigadora, apontada por varios autores como um dos caminhos para
minimizar ou até mesmo solucionar os impactos ambientais (ROSARIO, 2019).
Neste sentido, ensino e aprendizagem sobre as questdes ambientais surge como
possibilidade de promover transformacdes no atual quadro de degradacado ambiental
(MUNIZ; PAZMINO, 2019). Os principios da educacao ambiental baseiam-se na
compreensao, conscientizacdo e desenvolvimento de novos padrdes de conduta
para com o meio ambiente, por meio da utilizacdo racional dos recursos naturais
(MUNIZ; PAZMINO, 2019; ROSARIO, 2019).

Diversas fontes de comunicacdo que os estudantes frequentemente possuem
contato como: televisdo, jornal e internet, muitas vezes nédo estdo relacionadas ao
ensino formal, e parecem n&o fornecer informacdes adequadas sobre a
biodiversidade, ao menos no que diz respeito a desenvolver nos discentes uma
percepcao sensibilizada sobre a conservacéo das espécies (BIZERRIL et al., 2007).
Neste sentido, as escolas sdo excelentes laboratérios para investigacfes tematicas
como, por exemplo, a conservacdo da biodiversidade, sobretudo aquelas situadas
em ambientes rurais. Os professores possuem um importante papel para a
implantagdo da Educacdo Ambiental em suas aulas, potencializando o
estabelecimento dessas praticas nas instituicbes de ensino (ALKIMIN et al., 2019;
MUNIZ; PAZMINO, 2019).

No entanto, para que a Educacdo Ambiental seja inserida no ambiente

escolar, se faz importante uma reformulagcéo na formac¢ao dos docentes, investindo
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no seu protagonismo ao abordar temas ambientais como atividade nucleares nas
escolas (ALKIMIN et al., 2019). Desta forma, um senso critico pode ser despertado
nos estudantes, sensibilizando-os para as praticas de conservacdo da
conscientizacdo de que dependemos do meio ambiente para sobreviver
(CARVALHO et al., 2020).

Desta forma, € de vital importancia que sejam reforcadas as inter-relacdes
entre pesquisa e ensino, a fim de desenvolver a consciéncia ambiental coletiva, mas
sobretudo, a investigacéo cientifica no ensino basico, despertando nos discentes o
interesse para a pesquisa e conservacao da biodiversidade. Partindo deste principio,
objetivou-se por meio desta pesquisa qualitativa de campo, investigar e analisar a
concepcao dos alunos do Ensino Basico do Colégio Estadual do Campo de Castro
Alves, acerca da conservacao dos animais silvestres, em especial do T. pecari e, em
contrapartida, conscientiza-los no que diz respeito as relacbes ecoldgicas,
ressaltando a influéncia das atitudes humanas sobre estas relacdes, verificando a

importancia do estudo sobre a biodiversidade nas escolas.

9.4 MATERIAL E METODOS

9.4.1 L6cus da Pesquisa

A pesquisa foi realizada no Colégio Estadual do Campo de Castro Alves,
localizado na cidade Castro Alves, Bahia. Com Latitude: 12° 44' 51" Sul, e
Longitude: 39° 25' 52" Oeste. O municipio conta com remanescentes florestais da
Mata Atlantica, dentre estes a Serra da Jiboia, uma Area de Preservacdo Ambiental
(APA), situada na porcdo sul do Recbncavo Baiano, que abriga uma rica
biodiversidade de fauna e flora. Esta serra possui uma area total de
aproximadamente 23.000 hectares ainda cobertos por remanescentes de Mata
Atlantica, sendo que cerca de 7.000 hectares sdo considerados Mata Atlantica em

estagio avancado de regeneracao.

9.4.2 Coleta de Dados
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O publico-alvo desta pesquisa foram 42 discentes da 32 série do ensino
meédio, do turno matutino, composto em sua maioria por alunos de areas rurais, no
periodo de 16 a 27 de setembro de 2019. Com o intuito de investigar o
conhecimento destes alunos a respeito da diversidade e da conservacéo da fauna,
especialmente dos queixadas, objeto do projeto desenvolvido pelos autores. Durante
a primeira parte do estudo foi realizada uma entrevista estruturada por meio da
aplicacao de questionarios, contendo 13 questdes - subjetivas e de multipla escolha,
para que os alunos tivessem liberdade para expressar seus conhecimentos acerca
do tema biodiversidade, conservacdo de animais silvestres, definicdes zooldgicas,
atitudes frente aos animais, percepcdo ambiental e conhecimento sobre os
gueixadas. Os alunos que concordaram em responder o questionario tiveram sua
identidade preservada, e com consentimento livre e esclarecido para desistir da

pesquisa a qualquer momento.

As questdes abordadas encontram-se distribuidas no quadro 1.

Quadro 1. Questionario aplicado com os alunos.

1. O que séo animais silvestres?

2. Qual a diferenca entre animal silvestre, doméstico e animal selvagem? Cite trés
exemplos (espécies) de cada.

3. Cite 3 espécies de animais da fauna brasileira ameagadas de extingédo.

4. Vocé costuma cacar animais silvestres? Por qué? ( ) Frequentemente ( )
Raramente () Nao.

5. Vocé possui animais em casa? Quais?

6. Qual sua atitude ao receber/encontrar um animal silvestre? () Criar e cuidar ( )
Acionar o IBAMA ( ) Soltar o animal () Matar () Vender/consumir ( )
outro:

7. Sabe 0 que é necessario fazer para possuir um animal diferente dos tradicionais
em casa? Gostaria de ter um? Qual?

8. Vocé ja ouviu falar sobre trafico de animais silvestres? O que vocé entende sobre
0 assunto? Quais as consequéncias desse tipo de atividade?

9. Como podemos contribuir para a conservacgao da biodiversidade?

10. J& trabalhou o assunto conservacdo da biodiversidade em sala de aula? Em



109

gual disciplina? Qual a importancia desse tema na sua opiniao?

11. Vocé conhece ou ja ouviu falar nos queixadas? Sabe o que poderia ser feito
para contribuir com a conservacao desta espécie?

12. Vocé acha que a biotecnologia pode auxiliar na conservacao das espécies? De
que forma?

13. Vocé considera importante a pesquisa estar relacionada com o ensino? Por

qué?

A opcéo de trabalhar com a 32 série do Ensino Médio se deu em virtude desse
nivel de ensino ser considerado, no dmbito da atual Lei de Diretrizes e Bases da
Educacdo Nacional e Parametros Curriculares Nacionais - PCN (BRASIL, 2000), a
etapa final do ensino basico, possibilitando investigar conhecimentos sobre
biodiversidade adquiridos nessa etapa de escolarizacdo. Utilizou-se, como
instrumento de pesquisa, a entrevista “em profundidade”, que teve como orientacao
basica um roteiro semiestruturado, contendo 13 questBes principais. Além disso,
optou-se também por colher e analisar relatos escritos dos discentes apds a
realizacdo da palestra, na mesa de didlogos, quando expressaram suas opinides,

avaliando o trabalho realizado.

Trata-se de uma pesquisa de campo qualitativa na qual a aplicacdo de um
guestionario concedeu a possibilidade de um tratamento interpretativo e estatistico
das informacdes (CRESWELL, 2007). Durante a analise das informacbes foi
relevante interpretar qualitativamente as ideias apresentadas pelos estudantes as
questdes formuladas. Os dados foram avaliados de maneira geral “como um todo” e
posteriormente analisados levando em consideracfes as seguintes variaveis:
Correlacdo entre o perfil de respostas e o0 sexo. A frequéncia de respostas auxiliou

na criacao das categorias.

9.4.3 Palestra e Mesa de Dialogo

A segunda parte da pesquisa refere-se a producdo de um metatexto que
combina descricdo com interpretacdo, organizado a partir das categorias construidas
ao longo da andlise. Apds a andlise dos dados, foi ministrada uma palestra sobre

educagdo ambiental, destacando estratégias para a conservagdo do queixada, bem
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como a explicagdo de dados obtidos no experimento de doutorado, considerando a
interface ensino e pesquisa na promocado do conhecimento. Por fim, foram
esclarecidas as davidas presentes no questionario. Apos a palestra, os alunos
puderam assistir o documentario “Animais seres sencientes”, para auxiliar na
sedimentacdo do contetdo discutido. Por fim, realizou-se uma mesa de discusséo,
para que os alunos pudessem explanar seus pontos de vista e relatar (oral e de
forma escrita) se houve mudanca em sua percepcéao a respeito da conservacdo dos

animais silvestres, bem como quanto as estratégias de conservacéo do queixada.

9.4.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por meio de estatistica descritiva, através
do calculo das frequéncias relativas das respostas fornecidas, com resultados
apresentados em porcentagens. A andalise dos dados qualitativos foi realizada por
meio de analise de Discurso do Sujeito Coletivo-DSC, conforme descrito por Lefevre
et al. (2000).

9.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando questionados a respeito do que sao animais silvestres, o perfil de
resposta dos alunos foi de que se trata de animais que vivem na selva, animais
criados na natureza ou soltos na natureza ou ainda animais que as pessoas
consomem, citando como exemplo os tigres, ledes, cobras, girafas, macacos e

passaros.

Quando indagados sobre a diferenca entre animal silvestre, selvagem e
doméstico, os alunos ndo souberam responder ao certo. No entanto, associaram 0s
animais domeésticos a animais ddceis e que estdo acostumados com a presenca dos
serem humanos, citando como exemplo cées, gatos e galinhas. Para os animais
silvestres e selvagens os estudantes os definiram como animais agressivos e que
costumam atacar os humanos, sendo necessario, portanto, manter distancia, a
exemplo dos ledes, tigres, onca e cobras peconhentas. Nesta questdo, os alunos
apresentaram um conhecimento superficial acerca das diferencas que definem o

animal como doméstico, silvestre e selvagem.
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Segundo a Portaria/IBAMA n° 93, de 07 de julho de 1998 (BRASIL, 1998),
animais domésticos sdo todos aqueles que através de processos tradicionais e
sistematizados de manejo e/ou melhoramento zootécnico tornaram-se domésticos,
apresentando caracteristicas bioldgicas e comportamentais em estreita dependéncia
do homem. J4 os animais silvestres sdo todos aqueles animais pertencentes as
espécies nativas, migratorias e quaisquer outras, aquaticas ou terrestres que tenham
seu ciclo de vida ocorrendo dentro dos limites do Territério brasileiro ou aguas
jurisdicionais brasileiras. E por fim, animais selvagens sao todos aqueles
pertencentes as espécies ou subespécies cuja distribuicdo geografica ndo inclui o
Territorio brasileiro e as espécies ou subespécies introduzidas pelo homem,

inclusive domésticas em estado asselvajado.

Na terceira questdo, ao pedir que fossem citadas trés espécies de animais da
fauna brasileira ameacadas de extincdo, os estudantes citaram: arara azul, mico
ledo dourado, lobo guard, hiena, zebra, elefante, onca pintada, jaguatirica, tigre,
tamandua, macaco aranha, tucano, abelha, boto-cor-de-rosa, ledo, leopardo, arara
vermelha, tatu, teil, saguim, tatu bola, tatu canastra, preguica, papagaio, veado e
capivara. As respostas fornecidas pelos alunos nesta questdo reforcam o que foi dito
anteriormente nas questfes 01 e 02, tendo em vista que uma parcela consideravel
das espécies aqui citadas ndo se enquadra nas definicbes de animais silvestres
(BRASIL, 1998).

Ao serem guestionados a respeito da pratica de caca de animais silvestres,
2% dos alunos afirmaram que costumam cacar com frequéncia, 10% afirmaram
cacar raramente, enquanto 88% alegaram ndo possuir o habito de cacar animais

silvestres (Figura 1).
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Figura 1. Percentual de alunos que costumam cacar animais silvestres.
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Pode-se notar que a grande maioria dos alunos entrevistados afirmou né&o
possuir 0 habito de cacar animais silvestres, estes alunos justificaram que os
animais possuem o direito a vida e a liberdade; pelo fato da caca ser contra a lei e
para evitar a extincdo das espécies. Ressaltaram ainda a importancia ecoldgica
destes animais no ambiente onde estdo inseridos. Em contrapartida, 12% dos
entrevistados, do sexo masculino, afirmaram praticar o habito de cacar. De acordo
com estes alunos, cacar trata-se de uma atividade de lazer ou ainda justificada por
se tratar de um costume passado por outras geracoes.

Este discurso corrobora os descritos por Sousa et al. (2020), no qual a caca é
uma tradicdo passada de geracdo em geracdo, onde os cacadores apresentam
entre si relagBes de parentesco e amizade, e que este habito legitima o vinculo entre
0s membros de uma comunidade. Geralmente, a pratica de cacar animais silvestres
inicia-se na infancia, influenciada pelos pais, sobretudo, envolvendo a avifauna
regional. Ainda segundo Sousa et al. (2020), a relagcdo dos pais ou pessoas mais
velhas com o meio ambiente sdo reproduzidas pelas criancas, fazendo com que a
caca, a pesca, a colheita de frutos e demais relagcbes homem/meio ambiente sejam

imitadas e iniciadas ainda na infancia.

No item seguinte, ao serem questionados quanto a possuir animais
domésticos, as espécies mais citadas com maior prevaléncia foram cdes e gatos,

seguidos por galinhas e passaros. Os caes foram citados em 38% das respostas, 0s
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gatos em 31%, galinha 6%, passaro 3%, cavalo 2%, vaca 2%, passaro 3%, e

finalmente 18% dos alunos afirmaram ndo possuir nenhum animal de estimacao,

como pode ser observado na Figura 2.

Figura 2. Percentual de alunos que possuiam animais domésticos em casa.
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Este perfil de resposta era esperado, tendo em vista que grande parte destes

alunos mora em areas rurais, onde, além de desfrutarem da companhia de cées e

gatos, existe também a presenca de animais de producdo como vacas e galinhas. E,

também, por se tratar de um ambiente rural, 0 qual possui maior disponibilidade de

aves silvestres, alguns alunos afirmaram cultivar o habito de captura-las e cria-las

em gaiolas. Segundo Lopes e Freitas (2017), as aves sd80 as espécies que mais

sofrem com a apreensao e o trafico de animais silvestres.

Na questdo 6, ao serem indagados quanto a sua atitude ao receber ou

encontrar um animal silvestre, 12% dos alunos responderam que criariam, 38%

afirmaram que acionaria o IBAMA, 45% afirmaram que soltariam o animal e, 5%

venderiam ou consumiriam este animal (Figura 3).
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Figura 3. Atitude tomada pelos estudantes ao receber/encontrar um animal silvestre.
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Ao serem questionados sobre o que é preciso fazer para possuir um animal
diferente dos tradicionais em casa, 78% dos alunos entrevistados nao souberam
responder, enquanto 22% afirmaram a necessidade de um cadastro junto ao IBAMA,
a fim de legalizar a criacdo deste animal. Evidenciou-se um alto nimero de alunos
gue desconhecem as medidas legais para possuir um animal silvestre. Este fato
reforca a importancia da educagdo ambiental como ferramenta educadora e
mitigadora, promovendo a conscientizagdo e desenvolvimento de novos padrdes de
conduta para com o meio ambiente (ALKIMIN et al., 2019; MUNIZ; PAZMINO, 2019;
ROSARIO, 2019).

Quando questionados acerca do trafico de animais silvestres e suas
consequéncias, o perfil de respostas dos alunos sobre o tema foi de que o trafico de
animais € um crime com fins lucrativos, passivo de multa e prisdo, além de ser
responsavel por acarretar consequéncias negativas para os animais, tais como
sofrimento e maus tratos. Além disso, a captura e retirada destes animais da
natureza desencadeiam um desequilibrio ambiental e, consequentemente, a
extincdo de espécies. De acordo com os alunos, o tréafico é uma atitude de pessoas

gue néo tém consciéncia ambiental.

Segundo Costa et al. (2018), em um estudo de meta-analise, constatou-se
uma diversidade de espécies animais que sofrem com o contrabando no Brasil,
sendo que 82% dos animais contrabandeados sao aves, e que, muitas destas, sao

destinadas a alimentacio humana. E importante ressaltar que animais silvestres s&o
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transmissores de diversos patdgenos para 0s seres humanos, e por iSso a criacao
ilegal destes animais em cativeiro, além de representar um problema para a
conservacao da espécie, representa também um problema para a saude publica
(MORAES; TIMM, 2019).

Segundo Costa et al. (2018), o trafico internacional de animais silvestres no
Brasil movimenta cerca de 10 bilhdes de ddélares por ano. Assim como no mundo
todo, o tréfico de animais representa um sério risco a biodiversidade brasileira, visto
a representativa participacdo do Brasil nesse cenario. Ainda segundo os autores,
nota-se uma rota tipica no trafico nacional, onde as regides Norte, Nordeste e
Centro-Oeste abastecem esse mercado ilegal, e as regifes Sudeste e Sul sdo os
principais consumidores desses animais traficados, além de desempenharem o
importante papel no trafico internacional, funcionando como porta de saida de

espécies nativas para outros paises ao redor do mundo.

Na questdao 9 foi indagado aos alunos como podemos contribuir para a
conservagao da biodiversidade, 19% afirmaram n&do saber e 79% dos alunos
demonstraram notorio conhecimento ao responderem que as medidas cabiveis séo:
nao poluir os rios, ndo desmatar as florestas, ndo traficar animais, nao realizar
gueimadas, ndo cacar animais silvestres, realizar campanhas preventivas que
conscientizem as pessoas quanto a preservacao da natureza, bem como o respeito
a fauna e flora, ainda plantar arvores, descartar o lixo corretamente e respeitar as

leis ambientais.

Ao serem questionados se o presente tema ja foi trabalhado em alguma
disciplina e qual a sua importancia, os alunos responderam que o assunto foi
trabalhado nas aulas de Biologia e que se trata de um tema de grande relevancia
tendo em vista promover a preservacao do meio ambiente. De acordo com Carvalho
(2006), o processo educativo funciona como ferramenta promotora de
transformacdes no atual quadro de degradagédo ambiental. Este processo pode ser
construido a partir da aquisicAo de saberes e consciéncia, e assim segue
subsidiando novos padrdes de condutas relacionados a conservacdo da

biodiversidade.

Na questédo 11, os alunos foram indagados quanto a seu conhecimento sobre

0S queixadas, bem como as possiveis formas de conservagcao. Neste item, os alunos
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nao souberam identificar a espécie em questao, contudo, no retorno a escola, que
marca o momento da palestra, 100% dos alunos afirmaram ter ouvido falar em
porcos do mato, embora ndo soubessem citar quais espécies compunham esta
familia. Inclusive, relataram praticas de cacas a estes animais por parte de seus
antepassados. No item 12, quando questionados sobre as contribuicdes da
biotecnologia na conservacdo das espécies, todos os alunos entrevistados alegaram
nao saber do que se tratava. Por fim, no item 13, os estudantes foram questionados
quanto a importancia da relacdo entre pesquisa e ensino, neste quesito, todos os
alunos afirmaram tal importéancia, ressaltando ser esta uma forma de esclarecimento

sobre técnicas que sédo utilizadas em laboratério.

Em relacdo aos relatos coletados durante a mesa de diadlogos, destacamos
alguns pertinentes e que demonstram como a pesquisa e 0 ensino devem estar
presentes no ensino basico, fomentando a iniciacao cientifica, a produg¢éo autbnoma
do conhecimento e o pensamento critico e reflexivo dos alunos, especialmente para

a construcdo de uma nova ética ambiental:

[...] As respostas que dei no questionario, se pudesse, eu mudaria, pois,
depois da palestra e da mesa de didlogos, vi que respondi muita baboseira.
Aprendi tanto nestas atividades que me fizeram ver a questdo ambiental de
outra forma. Também fiquei curiosa quando o professor apresentou o
trabalho realizado para a conservacdo dos queixadas, que conhecia como
porco do mato. Interessante saber como a biotecnologia tem ajudado na

conservagdo dos animais [...]. (Aluna 28, 2019)

[...] J& tinha ouvido falar em porco do mato, mas nédo sabia que tinham
varias espécies. Gostei de conhecer a pesquisa desenvolvida para
conservagdo do Queixada. O nome cientifico eu esqueci. Isso! Tayassu
pecari. Conhecendo como a pesquisa é feita, a questao da biotecnologia, da
até vontade de fazer Biologia para me tornar um pesquisador e descobrir
outras coisas [...]. (Aluno 12, 2019)

[...] Essa questdo ambiental € muito importante. A gente ouve falar sempre,
seja na escola ou na TV. Porém, acho que a grande diferenca nesse
trabalho foi a pesquisa que foi apresentada sobre a conservacdo dos
gueixadas, pois foi mostrado algo real para a gente ver que estdo usando
biotecnologia para garantir que essa espécie silvestre ndo corra o risco de

ser extinta. Aprendi que a pesquisa é muito importante. Uma pena que no
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ensino médio ndo seja feita pesquisa, seria melhor para nossa formacao.
Depois da palestra, eu responderia diferente a pergunta do questionario

sobre a pesquisa e 0 ensino estarem juntos [...]. (Aluna 37, 2019)

[...] Os problemas do meio ambiente s6 crescem a cada dia. E, muitas
vezes, pensamos que nada € feito para mudar essa situagdo que pode
colocar em risco a vida no planeta. Mas hoje vimos como a pesquisa para
conservacdo dos animais, a biotecnologia e a educacdo ambiental podem
sim mudar as coisas, s6 depende da mudanca de mentalidade e de acao de
cada um de nés [...]. (Aluno 08, 2019)

Os relatos fornecidos pelos alunos evidenciam o desconhecimento sobre os
gueixadas, bem como sobre as possiveis formas de conservacdo desta espécie
vulneravel a extincdo. Pesquisas como estas se fazem necessarias, sobretudo,
tratando-se de alunos moradores da zona rural, 0s quais possuem contatos diarios
com o0s animais. Portanto, pdde-se notar a importancia da inter-relacdo entre
pesquisa e ensino, ao passo que os dados da presente pesquisa de doutorado
extrapolaram os muros da Universidade, alcancando pessoas em fase de
construcdo de identidade pessoal e profissional, sensibilizando-as para a

conservacgao da fauna silvestre.

9.6 CONCLUSAO

Verificou-se, antes das atividades de educacdo ambiental, que os estudantes
detinham um conhecimento muito basico sobre as diferencas entre os animais
domésticos, silvestres e selvagens, além de pouco conhecimento sobre legislacéo
ambiental. Além disso, ndo conheciam 0s queixadas, tampouco as biotécnicas para
conservacdo desta e de outras espécies. No entanto, estes mesmos alunos
apresentaram um importante grau de preocupacdo com o bem-estar animal,
protecdo do meio ambiente e o cumprimento das leis ambientais. Estes preceitos
sdo fundamentais para a aquisicdo de novos conhecimentos ambientais e uma
postura ética frente aos desafios ambientais emergentes. Ademais, destacaram a
importancia da pesquisa no ensino médio, como forma de ampliar e produzir de
maneira autbnoma o conhecimento. Portanto, a educacdo ambiental no meio

escolar, aliando pesquisa e ensino torna-se uma ferramenta eficaz para informar e
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conscientizar sobre questdes atuais relacionadas a conservacdo do meio ambiente,

sendo um instrumento essencial na mitigacdo dos problemas ambientais.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

Nos queixadas do presente estudo, o uso da associacdo acepromazina e
cetamina promoveu melhor grau de tranquilizacdo, qualidade e recuperacdo da
anestesia, e melhores indicadores comportamentais de bem-estar durante o periodo
anestésico e pds-anestésico em comparacdo ao protocolo xilazina e cetamina
visando a coleta de sémen em queixadas por eletroejaculacdo. O protocolo
acepromazina e cetamina associado ao estimulo crescente (5 a 12V) proporcionou
maior indice de sucesso na obtencédo de ejaculados, quando comparado aos demais
protocolos.

Observou-se que os parametros espermaticos de queixada estdo dentro dos
padrées desejaveis, pois permitiram considera-los como potencialmente férteis, e
com competéncia para o uso de técnicas de reproducdo assistida. Os testes
utilizados possibilitaram uma analise detalhada das caracteristicas seminais da
espécie, aspectos estes ainda inéditos na literatura. Observou-se ainda que em
gueixadas o volume testicular esta diretamente relacionado com motilidade total e
motilidade progressiva, portanto, queixadas com maiores dimensbes de seus
testiculos possuem maior aptiddo reprodutiva, podendo propiciar o desempenho
reprodutivo de machos em cativeiro.

A educacao ambiental mostrou-se uma ferramenta eficaz para sensibilizacéo
dos alunos do ensino basico para conservacao dos queixadas.

Este estudo pode contribuir como base para o desenvolvimento de
biotécnicas reprodutivas, que possam auxiliar na conservacdo desta espécie

classificada como vulneravel a extincéo.
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ABSTRACT

Background: In order to reverse the White-lipped pececary decline, besides protecting its habitat and controlling hunting,
it is necessary acaptive breeding program. There are re ports, however, on the low fertility of white-lipped peccary, making
it difficult its reproduction in captivity, making artificial insemination one of the main tools o prevent the loss of genetic
diversity of species kept in captivity, Information on safe methods of anesthesia and the collection of semen should be
investigated. Therefore, we aimed to compare the effects of the anesthetic protocols acepromazine/ketamine and xvlazine/
ketamine, as well as electrogjaculation protocols, for semen collection in white-lipped peccary (Tavassu pecari),
Materials, Methods & Results: Twelve adult male white-lipped peccaries were submitted both o the xvlazine/ketamine
and peepromazine/ketamine anesthetic protocols, The anesthetic induction time and duration, the degree of musele relax-
ation, the time for anesthetic recovery and the quality of the animals” recovery were evaluated, Additionally, the quality
of the sedation was evaluated based on the animal s behavior, We also evaluated the effect of drugs on erectile functions
as well as the efficiency of 3 electroejaculation protocols with increasing or fixed voltages (210 4V, 510 12V, 12V), The
acepromazing/ketamine combination promwdes shoner induction time, duration and recovery from anesthesia than the
avlazine/ketamine association, There were no differences, however, between the tested anesthetic protocoels in relation (o
heartrate, respiratory rate and temperature, Ejaculate was obtained fromonly 2 animals when vsing the xylazine/ketamine
protocol and adoption of stimuli between 5 and 12V, with 10 stimuoli at esch voltage, In wen, ejaculate was obtained from
4 animals submitted 1o the acepromasine/ketamine protocol, 3 of them with the adoption of stimuli between 5 and 12V
and one with the adoption of fixed 12 WV stmuli, with 45 stimuli at this single voliage,

Dhiscussion: The animals presented less deep anesthesia and, consequently, worse indicators of well-being during and afer
the: collection procedures when submitted o the xvlecine/ketamine protocol compared 10 the ace promuasing ke tamine pro-
el When submitted o the acepromazine/ketamine protocol, the animals allowed the observer 1w approach and handle
them, facilitating handling and collection of semen, in addition w promoeting better indicators of animal wel faire, Also, with
this aforementioned prowcol, the animals showed better anesthetic retrn, For both anesthetic protocols, the protocol of
increasing stimuli from 5w 12 %, with 10 stimuli st each voltage, resulted in penile erection and in obtaining ejaculate in a
greater number of animals in relation o the other electrogjaculation protocols, In i, the use of the growing protocol 2V
e 4 did not even cause an erection inany of the 12 animals, From the ejaculates collected from the white-lipped peccary,
virlumees (0,2 to 1.0 mL) and average sperm concentration (379.1 x 107 spermémL) were comparatively higher than those
from Peoari tafaca, The white-lipped peccary (Tavassu pecari) s considered an aggressive animal, and this characteristic
can explain the relatively low success in obtaining ejaculates, as aggressiveness is directly relamed to stress, which is an
antagonist of ejaculation, Thus, we proposed o test chemical restraint with the aid of a blow gun in future studies,

Kevwords: conservati on of natural resources, endangered species, reproduction, semen analysis, Mammoali s, Tayassoidae,
Deseritores: andlise do sBmen, conservagio dos recursos naturais, espécies em perigo de extingio, reprodugio, Mam-
mualia, Tayassuidae,
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RESUMO

Dentre as diversas alternativas empregadas na tentativa de solucionar os problemas
ambientais, a educacio ambiental torna-se uma importante ferramenta de ensino e
sensibilizacio para construir uma nova ética ambiental, Mesta perspectiva, como parte
da pesquisa de doutorado, realizada com alunos da 3* série do ensino medio, do
Colégio Estadual do Campo de Castro Ales, na cidade de Castro Alves, Bahia,
objetivou-se analisar a concepgBo destes acerca da conservagBo dos animais
silvestres, especialmente do Tayassu pecar, sensibilizando-os quanto a influéncia das
afitudes humanas sobre as relagbes ecologicas., Fol realizada uma entrevista
estruturada por meio da aplicagio de questionarios, contendo 13 questies, subjetivas e
de multipla escolha, para que se pudesse avaliar a concepcio prévia dos alunos, Apas
a analise dos dados, foi ministrada uma palestra sobre educacBo ambiental,
destacando estratégias para a conservagdo do gueixada, bem como a explicagio de
dados obtidos no experimento de doutorado, inter-relacionando pesquisa & ensino.
Verificou-se que, antes das atividades efetuadas na sala de aula, relativas & educacao
ambiental, os estudantes detinham um conhecimento basico sobre legislagio ambiental
e sobre as diferencas entre animais domesticos, silvestres e selvagens. E também nao
conheciam os queixadas. Mo entanto, apresentaram relativa preocupacao com o bem
estar animal & o cumprimento das leis ambientais, condigbes fundamentais para
construgso de uma nova conscéncia ecoldgica. A educacio ambiental, bem como as
inter-relagbes entre pesguisa e ensino, mostraram-se eficazes para informar e
conscientizar sobre questbes relacionadas a conservacio do meio ambiente, sendo,
portanto, um instrumento essencial na mitigacdo dos problemas ambientais,
PALAVRAS-CHAVE: Animais silvestres, conservacBo, ensino-pesquisa. Queixadas.
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Anexo 2 - Ata de defesa de Tese de Doutorado
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ATA 95 - REUNIAO DE BANCA EXAMINADORA PARA DISCUSSAOQ E
JULGAMENTO DE TESE DE DOUTORADO.

Aos dezesseis dias do més de junho de dois mil e vinte @ um, as 13h00min, por
meio de videoconferéncia devido as restrigbes impostas pela pandemia COVID-
19, reuniu-se a banca examinadora composta pelos professores: Dr. Marcus
Anténio Rossi Feliciano (presidente), Dra. Cristiane Silva Aguiar, Dra. Thaise da
Silva Oliveira Costa, Dra. Maria Vanderly Andrea e a Dra. Silvia Lima Costa, com
a finalidade de discutir, avaliar e julgar a tese intitulada: “Avaliagao de protocolos
para contencgdo quimica, eletroejaculagdo e caracterizagao seminal de queixada
(Tayassu pecar)’, de autoria do doutorando Renan Luiz Albuquerque Vieira,
orientando do professor Marcus Antdnio Rossi Feliciano. Apds a apresentagao
do ftrabalho por parte do doutorando, foram feitos os questionamentos e
comentarios pelos examinadores e cumpridas as exigéncias regulamentares a
defesa de tese. O doutorando fez a exposicdo oral de sua aula durante 50
minutos & em seguida foi arguido por todos os membros. A Banca Examinadora
concluiu que o doutorando teve sua defesa publica de Tese de Doutorado
APROVADA. Contudo, tal aprovagdo e a diplomacgido estdo condicionadas a
entrega da versao final da tese e entrega do comprovante de envio dos artigos
cientificos oriundos da mesma. Tais documentos devem ser apresentados na
Coordenagao do Programa no prazo de sessenta dias comidos a partir desta
data. Apos os sessentas dias, o ndao cumprimento dos prazos resultara na
solicitagdo do desligamento do aluno junto ao NAREP. Nada mais havendo a ser
tratado, foram encerrados os trabalhos, sendo a seguir lavrada a presente ata,
que apos lida e achada conforme, foi assinada pelo presidente da banca
examinadora, em substituicdo as assinaturas dos demais membros, pelo
doutorando e pelo coordenador do programa. Salvador, 16 de junho de 2021.
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