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CARVALHO, J.C. Caracteristicas seminais de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous,
Linnaeus, 1766). Botucatu, 2019. 70p. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
RESUMO

O cao selvagem Cerdocyon thous, mais conhecido como cachorro-do-mato, estdo
suscetiveis a problemas como predacdo, caga e atropelamentos. A colheita e
criopreservacdo do sémen torna-se uma técnica auxiliar para a conservagao ex situ, para
tanto, estudos iniciais de caracterizacdo seminal devem ser desenvolvidos. Esta espécie
pode servir como modelo para espécies seriamente ameagas. O objetivo do trabalho foi
realizar a colheita de sémen por estimulagdo digital do pénis ap6s o condicionamento dos
animais, relatar as caracteristicas seminais para a espécie, mensurar volume testicular e
dimensdes da prostata por ultrassom, além de relatar pardmetros Dopplerfluxométricos.
Utilizamos machos adultos, (n=5), com idade média de 3 anos, (variando de 2 a 5 anos),
pesando em média (+ DP) 7 kg mantidos em cativeiro. O condicionamento teve inicio em
maio de 2018, sendo que foram utilizados 13 ejaculados para as avaliagdes. Média e
desvio padrdo foram calculados. Com volume médio de 463,8 £ 164,9 uL e concentragdo
de 393,2 + 49,5 X 10° espermatozoides/mL, motilidade total 68,0 + 1,7%, progressiva
48,8 +1,4% e rapidos 57,2 £ 1,9%. Na avaliacdo morfologica foi encontrada alta
prevaléncia de defeitos de cabega (acrossomo, pequena anormal, diadema defect e formas
teratologicas). O volume testicular 2,2 ¢cm? (£0,2) para o testiculo esquerdo e 2,1 ¢cm?
(£0,2) testiculo direito, prostata com dimensdo craniocaudal e dorsoventral
respectivamente, 2,3 cm (£0,2) e 1,5 cm (£0,1cm). Na avaliagdo ultrassonografica modo
Triplex doppler, a velocidade do pico sistolico (VPS) com maior média na artéria supra
testicular e menor na artéria intratesticular. Concluimos que o condicionamento de C.
thous a colheita de sémen por estimulacdo digital do pénis € possivel, o método ¢ eficiente
para a espécie, proporciona amostras vidveis, passiveis de avaliagdo; a técnica da
ultrassonografia mostrou-se apropriada para as mensuragdes testiculares e prostaticas, a
técnica ultrassonografica modo Doppler foi capaz de identificar ¢ mensurar o fluxo
sanguineo das artérias de interesse.

Palavras chave: Cerdocyon thous, Reprodugdo animal, Ultrassonografia, Sémen,

Condicionamento animal.



CARVALHO, J.C. Seminal characteristics of crab-eating fox (Cerdocyon thous,
Linnaeus, 1766). Botucatu, 2019. 70p. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
ABSTRACT

The crab-eating fox Cerdocyon thous, known as the forest fox, is susceptible to problems
such as predation, hunting and running over. Semen collection and cryopreservation
becomes the main technique used for ex situ conservation. Therefore, initial studies of
seminal characterization should be developed. This species can serve as a model for
seriously threatening species. The objective of this study was to collect semen by digital
penis stimulation after animal conditioning, to report seminal characteristics for the
species, measure testicular volume and prostate dimensions by ultrasound, and report
Triplex doppler velocometric parameters. We used 5 animals, males, adults, weighing 7
kg on average kept in captivity. The conditioning began in May 2018, 35 ejaculates were
obtained, but just 13 were used for the evaluations. The results were expressed as average
and standard error. The ejaculates presents 463.8uL £164.9 of average volume, average
concetration of 393.2 £49.5 x 106 / mL, total motility average, progressive and rapid of
68 £1.7%; 48.8 £1.4%; 57.2 £1.9% respectively. In the morphological evaluations, high
prevalence of defects were observed (acrosomal injury, small abnormality and
teratological forms). The testicular volume was 2.2 0.2 cm?® for the left testis and 2.1
+0.2 cm® right testis, prostate with cranio-caudal and dorsoventral dimensions
respectively, 2.3 £0.2 and 2.1 £0.2cm. At Triplex doppler ultrasound evaluation, systolic
peak velocity (SPV) with a higher mean in the supra-testicular artery and lower in the
intratesticular artery, both in the right testis. We conclude that conditioning C. thous ands
of seed crops by digital penis stimulation is possible, the method is efficient for one
species, provides viable, testable samples; An ultrasound technique proved to be
adjustable for testicular and prostate measurements, The Triplex doppler ultrasound

technique was able to measure the blood flow of the arteries of interest.

Keyswords: Cerdocyon thous, Animal reproduction, Ultrasound, Semen, Conditioning

animal.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Pertencente a subfamilia Caninae, o Cerdocyon thous (Linnaeus, 1766), ¢
conhecido popularmente como cachorro-do-mato, lobete, lobinho, graxaim, graxaim do

mato, raposinha-do-mato, raposao, guaraxo, guancito, fusquinho e rabo-fofo [1].

O C. thous ¢é considerado um canideo de porte médio monogamico, organizado em
uma sociedade facultativamente cooperativa, associado a auxiliares, formando um grupo
social estendido [2]. Ap0s os filhotes chegarem a idade adulta e se dispersarem do grupo,
ainda circulam pelo mesmo territorio, indicando que o contato com os ancestrais ¢

mantido [2].

Considerada uma espécie endémica na América do Sul, habita varios biomas e tem
facilidade de adaptacdo. A perda de habitat e a facilidade de obten¢do de alimento em
areas urbanas, tem aproximado a espécie das residéncias e dos animais domésticos,
ficando suscetivel a problemas como predacdo, caca, disputas por alimentos com caes

domésticos, e suscetibilidade as enfermidades de caes domésticos [1,3].

Além de ser a espécie mamifera mais atropelada no Brasil [4,5], o cachorro-do-
mato sofre ainda com a caga na regido da caatinga, onde por crendice popular sua gordura
¢ utilizada para o tratamento de prolapso uterino em animais de produgao [1,4,6]. Apesar
de ndo estar na lista dos animais ameagados de extingdo [3] o nimero de individuos da
espécie vem decrescendo progressivamente em varias areas do Brasil [5,7], e parece ser
apenas uma questdo de tempo o declinio da sua populacdo [8], sendo importante o

desenvolvimento de medidas de conservagao [9].

Desta forma, as biotécnicas reprodutivas sdo importates para o manejo genético de
populagdes selvagens, pois permitem a troca de material genético entre populacdes de
vida livre e de cativeiro aumentando variabilidade genética das populagdes [8,10,11].
Neste contexto, estabelecer métodos de eficientes de criopreservacdo do seminal e
inseminacao artificial ¢ fundamental para a manuten¢ao das espécies [11-13]. No entanto,
devido a pouca disponibilidade de informacdes bdasicas sobre a anatomia e biologia
reprodutiva das espécies selvagens, o uso de biotécnicas de reproducao assistida ainda ¢

complexo [14].
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A colheita do sémen nos animais selvagens exige a utilizacdo de protocolos
anestésicos que permitam a manipulagdo segura do macho durante os procedimentos de
eletroejaculacdo [15]. Um dos obstaculos enfrentados neste método em canideos, ¢ a
contamina¢do do ejaculado com urina [16] que, por sua caracteristica fisico-quimica,
torna o meio invidvel para a sobrevivéncia dos espermatozoides, por danificar

irreversivelmente as membranas espermaticas [15,17-19].

Diversas estratégias vém sendo utilizadas na tentativa de minimizar a contaminacao
do ejaculado dos animais selvagens por urina. Entre estas, destacam-se a busca por
protocolos anestésicos especificos [17], o posicionamento restrito da probe na ampola
retal na regido dorsal a prostata [20,21], o uso de aparelhos de eletroestimulagdo capazes
de emitir correntes elétricas de estimulagdo continua (onda senoidal) ou alternadas (onda

quadratica) [22] e o protocolo de eletroestimulacdo espécie especifico [19,23].

Embora existam relatos de sucesso na obtencdo de amostras seminais adequadas
em algumas espécies selvagens [24], até o presente momento essa ndo ¢ a realidade de
muitos canideos selvagens, incluindo o cachorro-do-mato. Apesar de existir um relato de
colheita seminal com relativo sucesso nessa espécie, as amostras obtidas nesse estudo
estavam contaminadas por urina € o0s escassos espermatozoides obtidos, que se
encontravam iméveis, s6 puderam ser avaliados do ponto de vista morfoldgico [16], o

que nestas condi¢des tem valor questionavel.

O insucesso dos protocolos utilizados nas tentativas de colheita seminal por
eletroejaculacdo em canideos selvagens vem estimulando a busca por procedimentos
alternativos. Devido a facilidade de manejo e a relativa docilidade desses animais, a
colheita seminal por estimula¢do digital do pénis, tradicionalmente empregada nos
canideos domésticos, vem sendo testada em canideos silvestres [25,26]. Este
procedimento j4 foi aplicado com sucesso em lobos-guard, que apds serem condicionados

a contengdo fisica, ejacularam por meio da estimulagdo digital do pénis [25,26].

Além da colheita e avaliacdo do sémen, o estudo ultrassonografico dos orgaos
reprodutivos, podem contribuir para o estudo dos aspectos reprodutivos. Visto que a
ultrassonografia ¢ uma ferramenta importante para se estudar a biologia reprodutiva de
populacdes cativas e selvagens [14], que vem sendo usada como método de avaliagdo dos

orgdos genitais como, testiculo, glandulas sexuais acessorias, Utero e ovarios. Essa
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técnica, além de permitir a caracterizagdo morfoldgica destes 6rgdos, também auxilia na
detec¢do de afeccdes reprodutivas, muitas vezes assintomadticas [14,27]. A correta
avaliacdo ultrassonografica depende do conhecimento prévio das estruturas do sistema
reprodutor [28]. Quando a ultrassonografia Modo B ¢ associada ao Modo doppler
colorido e modo pulsado, temos o modo Triplex doppler, que torna possivel estudar o
aporte sanguineo dos oOrgdos, além da caracterizagdo morfologica. Essas duas
informagdes, avaliadas em conjunto, permitem inferéncias importantes sobre a func¢ao

dos orgaos estudados [29].

Existem descri¢des importantes sobre os padrdes de fluxo sanguineo nos testiculos
de canideos domésticos, obtidas por ultrassonografia Triplex doppler colorido e pulsado.
Esses dados, fornecem informagdes valiosas para a avaliagdo androldgica, sdo

desconhecidos nos canideos selvagens [30,31].

Dada a escassez e importancia do conhecimento reprodutivo anatdmico e
fisiologico do sistema genital masculino de C. thous, este estudo teve como objetivo
condicionar os animais a colheita de s€émen por estimulagdo digital do pénis, estabelecer
caracteristicas seminais e morfologicas espermaticas da espécie, realizar a morfometria
testicular e prostatica, além de padrdes circulatorios dos testiculos de cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous).

O presente trabalho estd dividido em trés capitulos: o primeiro capitulo sdo as
consideragdes iniciais, expondo a importancia do estudo desenvolvido; o capitulo 2,
abriga o trabalho cientifico encaminhado a publicagdo e o capitulo 3, aborda a revisao de

literatura realizada.
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Nas paginas a seguir encontra-se 0 manuscrito que serd submetido a publicacdo na
revista Theriogenology no formato Original “Research Paper”. Apods as consideragdes da
banca o artigo sera corrigido, finalizado e submetido.

As normas da revista encontram-se no link abaixo:

https://www.elsevier.com/journals/theriogenology/0093-691X/guide-for-authors

Caracterizacao seminal e avaliacdo reprodutiva ultrassonografica de cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous)
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Carmell Rezende Dadalto®, Maria Jaqueline Mamprim®, Fabiana Ferreira de Souza®,
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Resumo

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), ¢ uma espécie suscetivel a problemas como
predacdo, cagca e atropelamentos, apesar de ser considerado uma espécie de menor
preocupacado, segundo a International Union for Conservation of Nature (IUNC -redlist).
Sdo escassos os dados cientificos sobre os parametros reprodutivos dessa espécie, sao

animais que podem servir como modelo experimental para espécies seriamente ameacas,
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visto que grandes dificuldades sdo encontradas para a colheita seminal em canideos
silvestres. O objetivo do trabalho foi realizar o condicionamento dos animais a colheita
de sémen por estimulacdo digital do pénis, relatar as caracteristicas seminais para a
espécie, mensurar volume testicular e dimensdes da prostata por ultrassom, além de
relatar pardmetros Dopplerfluxométricos. Utilizamos machos adultos (n=5), com idade
média = 3 anos, (variando de 2 a 5 anos), pesando em média 7kg mantidos em cativeiro.
O condicionamento teve inicio em maio de 2018, sendo que foram utilizados 13
ejaculados para as avaliagdes. Média e desvio padrdo foram calculados (+ DP). Com
volume médio de 393,2 + 178,0 uL e concentragio de 463,8 + 5945 X 10°
espermatozoides/mL, 203.892,5 + 296.037,2 espermatozoides/ejaculado, motilidade total
68,0 £ 6,2%, progressiva 48,8 £5,2% e rapidos 57,2 £ 6,8%. Na avaliagdo morfoldgica
foi encontrada alta prevaléncia de defeitos de cabeca (acrossomo, pequena anormal,
diadema defect e formas teratologicas). O volume testicular 2,2 + 0,7 cm? para o testiculo
esquerdo € 2,1 + 0,7 cm? testiculo direito, prostata com dimenséo craniocaudal de 2,3 +
0,4 cm e dorsoventral de 1,5 £ 0,3 cm. Na avaliacdo ultrassonografica modo Triplex
Doppler velocidade do pico sistdlico (VPS) com maior média na artéria supra testicular
e menor na artéria intratesticular ambas no testiculo direito. Concluimos que o
condicionamento de C. thous a colheita de sémen por estimulagdo digital do pénis ¢é
possivel, o método ¢ eficiente para a espécie, proporciona amostras viaveis, passiveis de
avaliagdo; a técnica da ultrassonografia mostrou-se apropriada para as mensuracdes
testiculares e prostaticas, a técnica ultrassonografica modo Triplex Doppler foi capaz de

mensurar o fluxo sanguineo das artérias de interesse.

Palavras-chave: 1. Cerdocyon thous, 2. Reproducdo animal, 3. Ultrassonografia, 4.

Sémen, 5. Condicionamento animal.



67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
&9
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

17

1. Introducio

Primeiro canideo sul americano descrito, o cdo selvagem Cerdocyon thous
(Linnaeus,1766), mais conhecido como cachorro-do-mato, encontra-se distribuido na
maior parte da América do Sul; Colombia, Venezuela, Guiana, Suriname, sudeste da
Bolivia, Paraguai, Uruguai, nordeste da Argentina e quase todo o Brasil, com exce¢do da
Amazobnia [1].

De habitos crepusculares e noturnos, os cachorros-do-mato sao onivoros, gregarios,
podendo ser encontrados em pares ou em grupos familiares estendidos; sdo
monogamicos, com comportamento forrageiro [2].

Apesar da espécie ndo ser considerada ameacgada de extingdo [3], o nimero de
individuos vem diminuindo progressivamente, devido a fragmentacdo do habitat, pressao
antropica, caga e atropelamento nas rodovias [4,5]. Esse cenario vem causando a perda
de precioso patrimdénio genético [6] e suscita a necessidade de desenvolvimento de
estratégias voltadas a conservacao a espécie [7].

As biotécnicas reprodutivas sdo ferramentas importantes para a manuten¢ao da
biodiversidade e enriquecimento genético das populagdes [8]. Contudo, para que sejam
implementadas com sucesso ¢ indispensavel o conhecimento anatomico e fisioldgico da
espécie em questdo [9], principalmente quando buscamos aplicar biotécnicas voltadas
preservacdo de amostras seminais, sendo nestes casos imprescindivel que estas sejam
viaveis, para que entdo possam ser utilizadas nos programas de reproducao assistida [10].

Um obstaculo ao uso das biotécnicas reprodutivas em canideos selvagens ¢ a
contamina¢do por urina das amostras seminais colhidas por eletroejaculacdo, o que as
torna inviaveis [11,12]. Varias tentativas sem sucesso vém sendo feitas buscando a
adequagdo da técnica de eletroejaculagdo aos canideos selvagens, envolvendo a
modificacao dos protocolos anestésicos [13], posi¢ao do eletrodo na ampola retal, uso de
correntes elétricas continuas ou alternadas e sequéncias de eletroestimulacdo [14]. Apesar
de existir um relato de colheita seminal por eletroejaculagdo em cachorro-do-mato, a
amostra obtida apresentou-se contaminada por urina, e os espermatozoides presentes
apresentavam-se imoveis [12].

Devido ao insucesso da eletroejaculagdo em canideos selvagens e a relativa
facilidade de manejo e docilidade de algumas espécies, tais como o lobos-guara
(Chrysocyon brachyurus) [15,16] e a raposa-do-artico (Vulpis lagopus) [17], a técnica de

colheita seminal por estimulacdo digital do pénis, empregada no cdo doméstico [18], vem
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sendo empregada com sucesso nessas espécies, € portanto, apresenta-se como uma
alternativa possivel para a colheita seminal no C. thous.

A ultrassonografia ¢ uma importante ferramenta para o estudo dos oOrgdos
constituintes do aparelho genital masculino, sendo util no diagnostico de alteracdes
anatomica e vasculares [19,20]. Contudo, existem poucos estudos ultrassonografico do
aparelho genital masculino do C. thous, todos limitado a avalia¢do ultrassonografica
modo B

O objetivo do presente estudo foi avaliar a possibilidade do condicionamento de
machos adultos C. thous a colheita seminal por estimulagdo digital do pénis e descrever
as caracteristicas seminais, as dimensdes € a arquitetura ultrassonografica testicular e
prostatica, bem como o padrio de vascularizacdo testicular e do corddo espermatico nesta

espécie.

2. Material e Métodos

O estudo foi conduzido de acordo com o Conselho Nacional de Controle e
Experimentagdo Animal, sob o protocolo 0190/2017, aprovado pelo Comité de Etica na
Utiliza¢ao de Animais e pelo Sistema de Autorizagdo e Informac¢do em Biodiversidade

(SISBIO) sob a permissao niumero: 60086.1.

2.1. Animais

Foram avaliados, durante os meses de julho a agosto de 2019, cinco cachorros-do-
mato (C. thous) machos adultos, com idade entre 3 e 5 anos, pesando em média 7 kg. Os
animais, todos provenientes de vida livre, foram resgatados em situa¢do de risco e
chegaram ainda filhotes ou jovens ao Centro de Medicina e Pesquisa em Animais
Selvagens (CEMPAS) da FMVZ — Unesp, Botucatu/SP. No CEMPAS os animais vém
sendo mantidos de modo individual ou em duplas, onde mantém contato com médicos
veterindrios e tratadores. A alimentag¢do oferecida consistiu em frutas, racdo comercial

para caes, carne fresca, visceras e dgua ad libitum.

2.2.Condicionamento dos animais a colheita seminal por manipulagdo digital do pénis
O condicionamento a colheita seminal por estimulagdo digital do pénis teve inicio

no més de julho (inverno) de 2018 e estendeu-se até junho (inverno) de 2019.
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Todas as atividades de condicionamento ocorreram dentro do recinto onde os
animais estavam alocados. Quando alojados em duplas, durante o condicionamento de
um individuo o outro era mantido em caixas de transporte, permanecendo, contudo, no
recinto.

Os procedimentos foram realizados diariamente ou a cada dois dias. Inicialmente
os animais foram familiarizados com a equipe de trabalho, que era composta por duas
pessoas permanentes; o contato inicial foi realizado com a equipe permanecendo fora do
recinto para o reconhecimento olfativo. Posteriormente adentrou-se ao recinto, e
progressivamente o tempo de permanéncia foi aumentando. Quando os animais passaram
a permitir a aproximagao, iniciou-se o condicionamento para o consentimento do contato
fisico, que se iniciou pela cabeca e progressivamente ser estendeu a outras areas do corpo,
com flanco, pelve e pénis.

Uma vez condicionados a permitir o contato peniano, iniciaram-se 0s
procedimentos de colheita seminal, empregando-se a técnica preconizada ao cdo
doméstico [18], que resumidamente consistia em estimular o pénis até a obten¢do da
ere¢do, quando este era retirado do interior do prepucio, exteriorizando-se o bulbo, que
era mantido sob pressdo digital constante até que fosse obtida a ejaculagcdo ou se

observasse a perda da erecao.

2.3.Anadlise seminal

O volume do ejaculado foi mensurado com auxilio de um pipetador automatico; o
aspecto foi determinado visualmente, classificado de aquoso a leitoso, € a coloragdo
registrada como translicida, opalescente ou esbranquigada.

A concentracdo espermatica foi determinada em camara de Neubauer sob
microscopia de luz (aumento 400 X) ap6s diluicdo (1:10) com formol salina. Os
resultados estdo apresentados como o nimero de espermatozoides/mL.

As variaveis da cinética espermatica foram avaliadas pelo sistema CASA
(Haminton-Thorne Computer-assisted sperm analysis, CASA System, versdao 10 Ivos,
HTR-IVOS 10 Analyzer, Hamilthon Thorne Research, Bevely, MA, USA). A cinética
espermatica foi avaliada por selegdo automatica de campo microscopico na temperatura
de 38°C, em camara de Markler, utilizando-se o sef up para caes domésticos, de acordo
com a configuracdo do Centro de Estudos em Reprodug¢do Animal (CERAN, FMVZ,
UNESP, Botucatu, Brasil) que incluiu a captura de imagem a 60 Hz, captura de imagem

de 30 quadros/segundo, contraste minimo das células: 30, tamanho minimo da célula: 30
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pixels, intensidade celular: 40, VAP cut oft: 70,0 u/s, STR cut off: 80,0%; VAP cut off
for slow cells: 30 p/s), VSL cut off for static cells:20 p/s), light intensity: 3,600, light/
photometer: 125, video source/dark field: 60 Hz, static intesity pattern, min e max,
respectively, 0,48 and 1,45), alogation static pattern, min e max, respectively: 0 e 97 [18].
Foram avaliadas a motilidade total (MT%), motilidade progressiva (MP%),
velocidade média do trajeto (VAP um/s) velocidade retilinea (VSL, um/s), velocidade
curvilinea (VCL - um/s), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH, um),
frequéncia de batimentos (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %).
Para avaliagdo da morfologia dois métodos foram utilizados: preparagdes secas,
esfregacos corados pela técnica de Karras — modificado [21], avaliadas por microscopia
de luz, aumento de 1000X; ou preparagdes umidas dos espermatozoides diluidos em
formol salino tamponado previamente aquecido, depositadas entre lamina e laminula e
avaliadas sob microscopia de luz de contraste de interferéncia diferencial (DIC), aumento
de 1000x (Eclipse 801, Nikon) [22]. Independente do método, foram contadas 100 células,
que foram classificadas como normais ou portadoras de anormalidades morfologicas

maiores ou menores [23]. Os resultados estdo expressos na forma de porcentagem.

2.4. Morfometria espermdtica

A amorfometria espermatica foi realizada sob microscopia de luz, aumento de
1000X, empregando-se o software LAS EZ (Leica®, Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha). Foram avaliadas 100 células morfologicamente normais de cada individuo
em esfregacos corados pela técnica de Karras-modificado. Em cada espermatozoide
registrou-se: largura da cabeca, comprimento de cabeca, comprimento da peca

intermediaria, comprimento total da cauda e comprimento total do espermatozoide [24].

2.5.Avaliag¢do ultrassonografica dos testiculos e prostata

Ultrassonografia modo B

Ap6s jejum alimentar e hidrico, respectivamente, de 12 e 6 horas, os animais foram
contidos fisicamente, com o auxilio de puca, e submetido a contencdo quimica com
midazolan i.m. (0,5mg/kg - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltd., Sdo Paulo,
Brasil) e ketamina i.m. (10 mg/kg - Syntec, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) [25].

A avaliagdo dos testiculos e prostata foi realizada por ultrassonografia Modo B
(MyLab Alpha Unit - Esaote Healthcare, Sao Paulo, SP, Brazil) com transdutor linear

multifrequencial (4-13 MHz); a cada exame foram avaliados: ecogenicidade, ecotextura
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e volume testicular, em dois planos, longitudinal e transversal; o volume foi calculado
utilizando a féormula: comprimento x largura x espessura x 0,5236 (22).
Ultrassonografia Doppler
O modo Doppler colorido foi inicialmente realizado para o mapeamento vascular.
Posteriormente foi realizado o Doppler espectral, identificando-se a representacdo das
onda do fluxo arterial, e ralizando-se a mensuragdo em trés ondas semelhantes
subsequentes com um angulo de insonag¢ao inferior a 60°.

O triplex Doppler forneceu informacdes qualitativas e semi quantitativas,
identificando-se o tragado espectral caracteristico ¢ mensurando a velocidade do pico
sistolico (VPS), indice de resistividade (IR) e indice de pulsatilidade (IP). Foram
avaliadas as seguintes artérias: supra testicular, localizada no corddo espermatico;
capsular, proxima a cauda do epididimo, e intratesticular (Fig.1), de acordo com o

proposto por Ortiz-Rodriguez et al. [26].

Fig. 1. Posicionamento do transdutor durante avaliagdo ultrassonografica dos testiculos de
cachorro-do-mato (C. thous), para avaliagdo das artérias supra testicular (A), localizada no cordao

espermatico, capsular (B), proxima a cauda do epididimo, e intratesticular (C).

Para a avaliacdo prostitica Modo B, o transdutor foi posicionado de forma
longitudinal por via abdominal, sendo movido caudalmente ao colo da bexiga até se obter

a imagem completa da prostata; uma vez identificada, foram mensurados seus
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comprimento e largura. Nos animais em que a prostata estava localizada intrapélvica,
impossibilitando a avalia¢do ultrassonografica, foi realizada palpacdo transretal para
desloca-la cranialmente, tornando assim possivel sua mensuragao.

Para todas as variaveis foram calculadas a média, como medida de tendéncia
central, e o desvio padrdo, como medida da variabilidade dos dados.

3. Resultados

Apo6s 30 dias de visitas constantes, com intervalos médios de dois dias, todos os
animais permitiram contato fisico e a partir de 40 dias trés deles comegaram a permitir a
manipulacdo peniana. Em 50 dias, 2 animais (A e B), ambos com 3 anos de idades,
ejacularam, empregando-se a técnica de colheita de estimulagdo digital. Os demais, até o
presente momento (setembro 2019), permitem a manipulagdo do pénis, apresentam
ere¢do, mas sem ejaculagdo.

Uma vez iniciada a manipula¢do peniana os machos apresentaram vocalizagao e
sequencialmente erecdo, permissdo para exposi¢cdo do pénis, ingurgitamento do bulbo e
reflexos pélvicos de copula. Posteriormente, os reflexos pélvicos cessavam e os machos
levantavam um dos membros posteriores; nesse momento era realizado o movimento de
retroflexdo do pénis em 180° que passava a ficar direcionado em dire¢do caudal. De
maneira geral, durante todas as etapas da colheita seminal os animais permaneceram
doceis, exceto na fase final, apos a retroflexdo do pénis, quando o volume ejaculado
diminuia, os machos se tornaram agressivos e inquietos.

O ejaculado apresentou duas fragdes: a primeira, eliminada na forma de jato,
possuia aspecto transltiicido; a segunda, com aspecto leitoso esbranquicado, foi expelida
lentamente, formando gotas na regido do dstio uretral externo; o tempo médio de colheita
foi de 6 minutos, sendo que apos 10 minutos observou-se o término de ere¢do e regressao
do tamanho do bulbo peniano.

O volume do ejaculado, concentragdo espermatica, nimero de espermatozoides por
ejaculado, motilidade total e progressiva, bem como o percentual de espermatozoides
rapidos estdo expressos na Tabela 1, na forma de valores individuais de cada ejaculado,
média e desvio padrio.

O espermatozoide de C. thous apresentou cabeca ovalada, com o acrossomo
ocupando aproximadamente dois tercos da area total da cabeca. Os resultados das
avaliagdes da morfologia espermatica, realizadas sob microscopia de luz DIC e pela

técnica de Karras modificado, estdo apresentados na Tabela 2 e ilustrados nas Figs. 2 e 3.
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A média e desvio padrao das medidas espermaticas foram: largura da cabeca: 3,67+
0,38 um, comprimento da cabega: 5,53 + 0,47 um, comprimento do capuchio acrossomal:
3,55+ 0,74 pm, comprimento de pe¢a intermedidria: 10,34 + 2,57 um, comprimento da

cauda: 47,29 + 3,65 um, e comprimento total do espermatozoide: 62,45 + 5,24 um.



270 Tabela 1

271  Valores individuais e médios (desvio padrdao) das caracteristicas seminais de cachorro-do-mato (C. thous).
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Vol Conc NTE MT MP RAP
Animal Ejaculado
(uL) (x 106/mL) (x 10° espermatozoides) (%) (%) (%)
1 80 152,20 12.176 67 42 52
2 480 2242 .50 1.076.400 69 55 51
3 720 138,70 99.864 80 58 71
A 4 500 425,00 212.500 73 52 63
5 102 242,00 24.684 70 53 64
6 450 259,00 116.550 57 43 50
Média (DV) 388,7 (249,6) 576,6 (822,5) 275,3 (397,0) 69,3 (7,6) 50,5 (6,5) 58,5 (8,7)
1 470 4210 197.870 73 50 62
2 500 88,2 44.100 66 46 54
3 440 210,7 92.708 72 50 61
B 4 490 10950 536.550 67 47 54
5 210 1770 37.170 68 50 60
6 310 1610 49.910 64 49 53
7 360 4170 150.120 58 40 48
Média (DV) 397,1 (108,3) 367,1 (345,5) 158, 22 (373,6) 66,9 (5,0) 47,4 (3,6) 56,0 (5,1)
Média Total (DV) 3932 (178,4) 463,7 (594,4) 217,4 (304,0) 68 (6,2) 48,8 (5,1) 57,2 (6,8)

272  Abreviagdes: A e B: identificagdo dos animais; Numeros ao lado das letras (A e B): nimero do ejaculado; Vol: volume; Conc: concentragao; NTE:

273  espermatozoides por ejaculado; MT: motilidade total; MP: motilidade progressiva; RAP: percentagem de espermatozoides rapidos; DV: desvio padrao.
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274 Tabela 2

275  Valores médios e desvio padrao dos defeitos morfologicos espermaticos de cachorro-do-
276  mato (C. thous) avaliados pelo método Karras modificado ou em preparagcdo imida sob
277  microscopia de luz de contraste de interferéncia diferencial (DIC).

Morfologia espermatica [27] Karras Modificado DIC

Normais 2,0 (1,0) 0,0 (0,0)

Defeitos maiores 96,8 (3,7) 97,8 (2,6)
Acrossomo 13,2 (7,1) 2,3 (1,2)
Formato e contorno 0,0 (0,0) 4,8 (3,8)
Sub. desenvolvida 0,0 (0,0) 2,9 (2,1)
Isolada patologica 4,6 (3,4 2,3 (1,3)
Estreita na base 3,5 (1,9) 1,4 (0,5)
Piriforme 1,3 (0,5 1,0 (0,0)
Pequena Anormal 35,6 (11,0) 42 (22.4)
Pouch formation 3,0 (1,7) 3,7 (1,2)
Diadema defect. 10,8 (7,2) 3,8 (2,0)
Knobbed 4,7 (1,7) 5,3 (7,3)
Gota citoplasmatica proximal 1,6 (1,2) 0,0 (0,0)
Formas teratoldgicas 14,8 (10,1) 38,5 (25,1)
Desfibrilagao 1,3 (0,5) 1,0 (0,0)
Fratura 2,3 (1,7) 2,0 (0,0)
Edema 2,3 (1,6) 1,0 (0,0)
Pseudogota 2,5 (2,1) 1,0 (0,0)
Fortemente dobrada ou enrolada 2,3 (1,4) 1,0 (0,0)
Dobrada com gota 3,0 (0,0) 2,5 (0,7)
Enrolado na cabeca 3.4 (3,8) 0,0 (0,0)

Defeitos menores 3,2 (3,9 2,1 (2,6)
Delgada 2,0 (0,6) 2,3 (1,5)
Gigante 1,3 (0,5 0,0 (0,0)
Peq. normal 1,0 (0,0) 5,7 (2,5)
Abaxial 1,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Dobrada ou enrolada 1,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Gota citoplasmatica distal 3.4 (3,7) 3,0 (0,0)
Total de defeitos 100,0 (0,0) 99,9 (0,3)

278
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Fig. 2. Morfologia espermatica de cachorro-do-mato (C.thous) avaliada sob microscopia de luz

de contraste de interferéncia diferencial (DIC). (A) espermatozoide normal; (Ba) contorno
anormal de cabeca, gota citoplasmatica proximal, cauda fortemente dobrada; (Bb) contorno
anormal de cabega (piriforme), edema e aplasia segmentar de peca intermediaria; (C) cabeca
pequena anormal; (Da) implantagdo abaxial da cauda e gota citoplasmatica distal; (Db) contorno
anormal de cabeca, gota citoplasmatica distal e cauda fortemente dobrada; (E) fratura de colo; (F)
forma teratologica; (G) diadema defect e gota citoplasmatica proximal; (H) cabega delgada; (I)

diadema defect.; (J) pouch formation, gota citoplasmatica distal, cauda fortemente dobrada.
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Fig. 3. Morfologia espermatica de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) observada pelo método
de Karras modificado. (A) espermatozoide normal; (B) contorno anormal e gota citoplasmatica
distal; (C) pequena anormal; (D) diadema defect; (E) forma teratoldgica; (F) implantacao abaxial
¢ cauda dobrada; (G) cabega isolada patologica; (H) implantagdo abaxial; (I) pequena anormal e

cauda fortemente enrolada; (J) aplasia segmentar de peca intermediaria; (K) forma dupla.

Espermatozoides com implantacdo abaxial de cauda foram frequentemente
encontrados, assim como gota citoplasmatica distal e anormalidades morfologicas de
cauda; contudo, devido ao método de contagem dos defeitos, que sempre priorizava o
registro do defeito mais grave de cada espermatozoide, esses achados ficaram
subestimados.

Na avaliagdo fisica, as gonadas, todas localizadas dentro da bolsa escrotal,

apresentaram-se simétricas, de consisténcia fibroeldstica, e sem aderéncias entre elas e a
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bolsa escrotal. Quando avaliadas por ultrassonografia todas também apresentaram
margens regulares, ecotextura homogénea e linha mediastinal hiperecogénica evidente.
Os volumes dos testiculos direito e esquerdo foram, respectivamente, 2,2 + 0,7 cm?® € 2,1
+ 0,7 cm’. As imagens ultrassonograficas dos testiculos estdo apresentadas na Fig. 4.

Antes das avaliagdes ultrassonograficas da prostata, esta foi palpada por via
transretal. Essa manobra foi particularmente 1til para a sua localizagdo, por acesso
ultrassonografico abdominal, nos casos de pouca replecao vesical. Em todos os animais
foi possivel a visualizagdo da prostata por abordagem abdominal, na regido hipogastrica,
caudal a bexiga urindria e ventral ao colon descendente distal. A glandula apresentou
margens regulares, ecotextura homogénea, e aspecto bilobada com a uretra prostatica ao
centro. As medidas e as imagens prostaticas estdo apresentadas, respectivamente, na
Tabela 3 e na Fig. 5.

Na avaliagdo Doppler espectral as artérias supra testiculares e capsulares
apresentaram fluxo sanguineo de caracteristica bifasica, com picos sistolicos evidentes,
seguidos por diminuicdo gradual do fluxo diastélico, caracterizando assim baixa
resisténcia vascular. As artérias intratesticulares exibiram tendéncia a apresentar padrdes

monofasicos, sem diastole marcada. Os resultados velocimétricos ¢ seus indices estdo

apresentados na Tabela 4 e ilustrados nas Fig. 6 e 7.

Fig. 4. Imagem ultrassonografica modo B dos testiculos de cachorro-do-mato (C. thous). (A)
seccdo transversal dos testiculos evidenciando o mediastino como um ponto hiperecogénico
central; (B) seccdo testicular longitudinal, evidenciando mediastino como uma linha
hiperecogénica central. Nas duas imagens observa-se o aspecto ultrassonografico homogéneo do

parénquima testicular.
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Dimensdes individuais e valores médios (desvio padrao) da prostata de cachorro-do-mato

(C. thous) mensuradas por ultrassonografia modo B.

Animais A B C D E Média (DV)
CC (cm) 2,4 1,7 2,3 2,1 2,8 2,3 (0,4)
DV (cm) 1,2 1,4 1,4 1,4 2,0 1,5 (0,3)

Abreviagdes: CC: craniocaudal, DV: dorsoventral.

Fig. 5. Imagem ultrassonografica modo B da prostata de cachorro-do-mato (C. thous). (A) (seta)

evidenciando localizag¢do da glandula acessoria; (B) mensuragdo da prostata.

Tabela 4

Valores médios e desvio padrao dos indices Dopplerfluxométricos de artérias testiculares

de cachorro-do-mato (C. thous).

Testiculo esquerdo

Testiculo direito

Variaveis VPS IR 1P
(cm/s) (cm/s) (cm/s)
Artéria supra- testicular 13,70 (4,07) 0,62 (0,05) 1,03 (0,15)
Artéria capsular 13,08 (2,22) 0,55 (0,06) 0,88 (0,20)
Artéria intratesticular 11,66 (2,48) 0,51 (0,07) 1,00 (0,20)

VPS IR P
(cm/s) (cm/s) (cm/s)
14,08 (4,42) 0,62 (0,02) 1,05 (0,14)
11,36 (2,59) 0,59 (0,04) 1,05(0,17)
9,00 (1,53) 0,61 (0,06) 1,06 (0,09)

Abreviaturas: VPS: velocidade de pico sistolico; IR: indice de resistividade; IP: indice de pulsatilidade.
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CORDAO

Fig. 6. Imagens representativas das avaliagdes ultrassonografica testicular de cachorro-do-mato
(C. thous), modo Triplex Doppler. (A) Vascularizacdo do cordao espermatico, captagdo de ondas
monofasicas caracteristicas de fluxo venoso; (B) artéria testicular no corddao espermatico, com
ondas de padrao bifasico de baixa intensidade; (C) artéria capsular, com ondas de padrao bifasico,

(D) artéria testicular; (E) artéria intratesticular, com ondas de padrio bifasico.

4. Discussio

Este estudo, de modo inédito, descreve a possibilidade do condicionamento de
cachorro-do-mato para a colheita seminal por estimulagdo digital, demonstrando a
possibilidade do método ser aplicado com sucesso a individuos dessa espécie, assim como

j4 demonstrado em lobos guard [15,16] e em raposas-do-artico [17].
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Contudo, apenas dois cachorros-do-mato apresentaram a sequéncia completa de
reflexos, que culminaram com a ejaculagdo. Esse resultado pode estar relacionado ao
local em que os animais estavam alojados durante o estudo. O CEMPAS, ¢ um centro
localizado dentro do Hospital Veterinario da FMVZ/Unesp. O local apresenta grande
movimentag¢do de alunos, funcionarios e técnicos. Durante os procedimentos de colheita,
ficou evidente que barulhos de aparecimento subito, bem como a movimentacdo das
pessoas interferiram no processo, fazendo com que alguns animais entrassem em estado
de alerta e perdessem a ere¢do. Recomenda-se, portanto, que as tentativas de colheitas
sejam feitas em ambientes reservados, isolados e calmos. Outro fator que interferiu no
processo de condicionamento, foram as mudancgas de recintos a que os animais foram
submetidos. que isto acontecia, observa-se que 0s mesmos se apresentavam mais
agitados, alertas e agressivos, provavelmente devido ao processo adaptativo ao novo
ambiente.

A técnica de colheita utilizada neste estudo resultou na obtengdo de amostras
seminais contendo espermatozoides moveis, permitindo a realizagdo da avaliagdo
cinética, funcional e morfolégica do sémen. Este ¢ o primeiro relato das caracteristicas
seminais de C. thous, obtidas a partir de ejaculados ndo contaminados com urina.

O método de colheita permitiu a caracterizacdo da sequéncia da expulsdo do
ejaculado, que apresentou apenas duas fragdes: uma de aspecto limpido, eliminada
rapidamente, e outra de aspecto leitoso, eliminada lentamente, aspectos semelhantes aos
descritos para as duas primeiras fragcdes do ejaculado do cdo [28]. Contudo, as fracdes
ejaculatérias diferiram e em niimero com as observada nos cdes domésticos, nos quais o
ejaculado € composto por trés fracdes [29,30], e no lobo-guara (Chrysocyon brachyurus),
que apresenta apenas uma fragao [16].

Um comportamento importante observado durante as colheitas seminais foi o
progressivo aumento da agressividade e das tentativas dos animais de se desvencilharem
da contencdo, a medida que terminava a eliminac¢do da segunda fragdo espermatica. Esse
comportamento pode estar relacionado ao fato do C. thous ser uma presa potencial quando
em vida livre. Apos o término da segunda fracdo os machos tentavam evadir antes do
desengurgitamento total do bulbo peniano, o que torna o coito mais rapido e pode ser uma
importante estratégia de reducdo de risco de predacao.

O volume ejaculado C. thous, com média de 393,2 pL, foi proximo ao observado
no lobo-guard (0,5 a 1,3 mL), [16] sendo, contudo, inferior ao relatado para o cdo

doméstico, cujo ejaculado, quando consideradas suas trés fracdes, varia de 1 a 40 mL
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[28]. Todavia, quando se considera apenas a segunda fracdo do ejaculado canino, que
variar de 0,5 a 1,0 mL [31], o volume obtido no nosso estudo nao foi tdo discrepante. O
volume ejaculado no cdo varia em fun¢do da idade e do tamanho dos animais [28]. Os
achados do presente estudo sinalizam que o menor volume do ejaculado do cachorro-do-
mato, pode estar relacionado ao seu menor peso (7 kg), quando comparado aos dos caes
(20,6 a 54,1 kg — [20]) e dos lobos guara (25 kg — [16]).

O volume ejaculado dos canideos recebe expressiva contribuicdo do fluido
prostatico, que € responsavel por cerca de 95% de seu volume total [32], sendo portanto
influenciado pelo tamanho e funcionalidade dessa glandula. Caes adultos, pesando acima
de 25 kg apresentam prostata com dimensdes médias de 3,09 cm por 2,93 cm
(comprimento x altura) [33] tamanho este, superior ao observado nos animais do presente
estudo (2,3 x 1,5 cm). A diferenca de tamanho prostatico pode ser uma importante
explicagdo para o baixo volume ejaculado pelo C. thous.

O tamanho prostatico observado neste estudo foi discretamente maior do que o
jé descrito para cachorros do mato com idade variando 8 meses a 1 ano [1]. Como o
tamanho prostatico ¢ influenciado pela idade e maturidade sexual [34], o fato de termos
utilizados animais de 3 a 5 anos no nosso estudo pode ser a razdo da diferenca observada.

A motilidade espermatica total observada nos ejaculados cachorro-do-mato,
apesar do elevado percentual de espermatozoides apresentando alteragdes morfologicas,
foi apenas discretamente menor a observada no lobo-guara (76.1%) [16], raposa-do-artico
(> 70%) [17] e cao doméstico (88 — 96%) [20,35], submetido ao mesmo método de
colheita do sémen.

O comprimento e a largura da cabeca dos espermatozoides do C. thous foram
similares as descritas para caes domésticos (respectivamente, 5,4 € 3,5 pm) [36] e lobos-
vermelho (5,69 e 3,81um) [37], e menores que as descritas para as capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris; 6,85 ¢ 4,0 um) [38] e Great anteater (Myrmecophaga
tridactyla; 9,2; 5,1 um) [24].

A concentragdo espermatica, o numero total de espermatozoides no ejaculado e o
tamanho testicular do cachorro-do-mato foram, respectivamente, de aproximadamente
32%, 21,89% e 18% dos observados em cdo doméstico pesando 33-42 kg [35].

Considerando que o volume testicular esta diretamente relacionado com o niimero
de espermatozoides no ejaculado, uma vez que o tamanho do testiculo reflete o volume
ocupado pelo componente responsavel pela espermatogénese, os tibulos seminiferos [40,

41], essa comparagdo sugere que a técnica empregada neste estudo para a colheita do
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sémen do cachorro-do-mato foi adequada para a obten¢ao de um ejaculado representativo
da espécie. Considerando ainda o nimero total de espermatozoides por ejaculado obtidos
neste estudo e o observado em ejaculados de cachorro-do-mato ao lobo-guard [16], a
producdo espermatica do cachorro-do-mato foi muito superior, visto que o lobo guaré tem
volume testicular cerca de 6 vezes maior e ejacula apenas cerca de 52% do numero de
espermatozoides presentes no ejaculado do cachorro-do-mato.

O alto percentual de defeitos espermaticos encontrados em nosso estudo também
foi descrito em outras espécies selvagens, como coiotes (Canis latrans) [40], cdo-
selvagem-africano (Lycaon pictus) [41], lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) [16], lobo-
vermelho (Canis rufus) [42], tamaduéd (Myrmecophaga tridactyla) [24,43] e onga pintada
(Panthera onca) [44]. Essa ocorréncia pode ser influenciada por fatores, tais com a
sazonalidade reprodutiva observada em carneiros [45], poneis [46] e lobos-guard [16];
distirbios hormonais, afecgdes testiculares e alteragdes senis [47], longos intervalos
entres as copula/ejaculacdes [48]. Como os animais no presente estudo apresentaram
excelente libido, eram jovens e saudaveis, e ndo apresentavam sinais clinicos de afec¢des
reprodutivas, ¢ pouco provavel que as anormalidades morfoldgicas encontrados fossem
em decorréncia desses motivos. Em relagdo a sazonalidade, ndo existe consenso na
literatura sobre a sazonalidade reprodutiva do cachorro-do-mato, contudo, as colheitas
seminais foram realizadas nos meses de julho e agosto de 2019, época considerada como
favoravel a reproducdo desses animais [2,49] e, portanto, se houve efeito sazonal, esse foi
positivo.

Outra possibilidade para a presenca de elevado numero de formas anormais nos
ejaculados ¢ baixa variabilidade genética das populagdes [48,50-52], posto que a
espermatogénese anormal ¢ também associada a genes especificos, podendo ser portanto
de origem hereditaria [53—55]. O fato dos animais estudados serem oriundos da mesma
regido sugere que essa ¢ uma possibilidade que nao pode ser descartada.

Defeitos de cabega como: diadema defect e pounch formation, constantemente
presentes no ejaculados deste estudo, que estdo associadas a falha na condensacdo da
cromatina [53-55] e indicam que houve dano ao material genético [56], sdo considerados
defeitos primarios [57] n3o compensatorios [53-55]. Esses defeitos podem ser
consequéncia de insultos, como o estresse térmico, que quando mantidos de modo
permanente, podem agravar ainda mais o quadro [55].

Nao foram observados defeitos espermaticos exclusivos, e sim uma variedade de

alteracdes concomitantemente, sugerindo que estes pode estar relacionados a fatores
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ambientais [27]. Fatores ambientais como as condi¢des inadequadas de cativeiro,que
resultem em estresse constante [58] e/ou deficiéncia nutricional [59] podem ser
responsaveis por importantes alteragdes reprodutivas que interferem diretamente na
eficiéncia reprodutiva das espécies [60,61]. As dietas oferecidas aos animais silvestres
em cativeiro sdo muitas vezes formuladas a partir das oferecidas aos animais de produgao,
e muitas vezes ndo atendem exigéncias nutricionais espécie-especifica [62]. A
suplementa¢do vitaminica e mineral para animais cativos tem sido implementada com
sucesso, proporcionando melhora da qualidade seminal em onga-pintada (Panthera
onca), reduzindo o percentual de defeitos primarios [59].

Estudo androlégicos em tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla),
demonstraram que animais de vida livre apresentam maior porcentagem de formas
espermaticas normais [24], quando comparados a animais cativos [43], sinalizam para a
importancia da influencia do cativeiro na qualidade seminal.

A implantagdo abaxial de cauda, que foi um achado comum no cachorro-do-mato,
apresentou-se com aspectos semelhantes ao descrito em equinos, ou seja, sem a presenca
de cauda acessoria ou fossa de implantagdo secundaria [63]. A implantagdo abaxial de
cauda também foi relatada em tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) como um
achado constante nas amostras seminais em animais de vida livre [24] e em cativeiro [43].

A avaliagdo ultrassonografica modo B do parénquima testicular do C. thous revelou
que este apresenta aspecto semelhante ao dos outros mamiferos, como caes [35], bovinos
[19,75] e gatos [76], apresentando ecogenicidade homogénea, modificada apenas pela
presenca da linha mediastinal hiperecdica. Apesar da ultrassonografia testicular
apresenta-se como um importante método auxiliar nas avalia¢cdes androldgicas dos
animais [56,57,60], ela ndo pode ser pardmetro isolado para selecao reprodutiva, pois caes
com padrido ecografico modo B sem alteragdes podem ser inférteis [79]. Contudo, no
presente estudo esta avaliagao foi importante para certificar que os animais estudados ndo
apresentavam alteracdes morfoldgica importantes nos 6rgaos reprodutivos.

Por meio da avaliagdo Doppler colorido foi possivel determinar o aspecto
tortuoso da artéria supra testicular, ja descrito em garanhdes e cdes [26,80]. As
velocidades de pico sistdlico foram maiores nas artérias supra testiculares e menores nas
capsulares, semelhante ao descritos em cdes domésticos [80]. Dessa forma os valores
encontrados servirdo de parametros de normalidade na avaliagdo do VPS em C. thous e

mais estudos serdo necessarios para identificar se a infertilidade dessa espécie, causa
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redu¢do do VPS das artérias supra testiculares e capsular assim como em caninos
domésticos.

Quanto ao IR e IP na artéria supra testicular, os valores encontrados foram
superiores quando comparados a literatura consultada para caes com peso entre 10 e 13kg
[35]. Mas esses indices ndo diferiam em animais férteis ou inférteis em estudos pretéritos,
pois pode haver reducdo do fluxo sanguineo sem alterag¢ao da resisténcia do leito vascular
[20].

Estes dados podem auxiliar na avaliacdo reprodutiva de forma ndo invasiva. Assim
como, os indices de velocidade do pico sistolico e de resistividade, sdo considerados
parametros importantes para se inferir a fertilidade em homens [81].

Os resultados deste estudo indicam que os valores dos indices obtidos estdo dentro
do esperado, pois o pico da velocidade sistolica na artéria supra testicular foi superior as
demais artérias avaliadas, um achado comum em caes domésticos, e os valores obtidos
para o peso do C. thous e volume testicular parecem proximos aos observados em caes,
onde animais com maior peso ¢ volume testicular apresentam indices menores, quando
comparados aos caes menores com menor volume testicular [35].

Este estudo demonstrou a possibilidade de condicionamento de machos C. thous
cativos para a colheita seminal pela técnica de estimulagdo digital, e permitiu a obtenc¢ao
de ejaculados livres da contaminagdo por urina, permitindo assim a determinagdo das
caracteristicas seminais dessa espécie. A avaliagdo ultrassonografica modo B permitiu a
mensuracdo de testiculos e prostata e forneceu informacdes relacionada aos padrdes
ultrassonograficos destes 6rgdos. A avaliacdo Doppler permitiu a caracterizacdo dos
padrdes de fluxo sanguineo dos testiculos, dados estes que poderdo servir de parametros
para futuras avali¢des andrologicas e desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas nesta

espécie.
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REVISAO DE LITERATURA

5.1.Cerdocyon thous

Atualmente das espécies de mamiferos descritas na literatura, 652 ocorrem em
territorio brasileiro, que representa aproximadamente 12% da mastofauna do mundo, e
faz do Brasil o pais mais rico em diversidade de mamiferos da Regido Neotropical. Na
Mata Atlantica ocorrem naturalmente cerca de 250 espécies, sendo que cerca de 22% sao
endémicas deste bioma [32]. A familia Canidae conta com 13 géneros e 35 espécies [33].
Os representantes atuais da familia Canidae sdo tradicionalmente agrupados em trés
subfamilias: a) subfamilia Caninae, com os géneros Canis, Alopex, Vulpes, Fennecus,
Urocyon, Nyctereutes, Dusicyon, Cerdocyon, Atelocynus e Chrysocyon; b) subfamilia
Simocyoninae, com os géneros Speothos, Cuon e Lycaon; e c) subfamilia Otocyoninae,

com o género Otocyon [34].

O C. thous, conhecido popularmente como cachorro-do-mato, foi o primeiro
canideo sul americano descrito na literatura, com ampla distribui¢do geografica no

continente e que possui facilidade em se adaptar a condi¢des climaticas extremas [1,35].

Sdo animais de porte médio, pesando de 4 a 7 Kg, de habitos crepusculares e
noturnos ndo apresentam dimorfismo sexual, organizado em sociedade monogamicas,

sendo aparentemente tolerante a perturbagdes antropicas, porém nao a urbanizacao [1,35].

Apesar de classificado pela International Union for Conservation of Nature (IUCN)
em situacdo menos preocupante, least concern (LC) [36], apresenta declinio de sua
populacao, fato este provavelmente associado a com sua intensa interag¢do antropica que

resulta em altos indices de atropelamento e abate por caca [4,37].

Por serem animais onivoros e oportunistas, seu habito alimentar lhe confere grande
importancia ecologica, influenciando diretamente na dindmica do ecossistema como
dispersor de sementes [35], de Eugenia umbeliflora que ingeridas por cachorro-do-mato
germinam mais rapido [38], espécie de planta muito utilizada como anti-hipertensivo e
antirreumatico na cultura popular [39]. O cahorro-do-mato ¢ ainda um predador que tem

papel importante como regulador populacional de pequenos roedores [38].



46

O cachorro-do-mato ¢ monogamico [35], atinge a maturidade sexual por volta de
um ano de idade, e os acasalamentos ocorrem nos meses de agosto e setembro, com
gestagdo durando por volta de 59 dias, com uma ninhada que pode variar de 2 a 5 filhotes

[40].

5.2.Conservacgdo dos canideos silvestres

O Brasil ¢ um dos paises mais ricos em biodiversidade tanto em sua fauna quanto
em flora. Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2019) ha o registro de 114.848
espécies, com 8.964 vertebrados, sendo 720 mamiferos. Contudo, 1.173 estdo ameacadas
de extin¢do, os mamiferos contam com um total de 110 espécies incluidas nesta lista.
Sendo assim, 0 MMA (2018) criou a estratégia nacional para conservacao de espécies
ameagadas de extin¢do pela Portaria n® 444, busca desta forma, colocar todas as espécies
ameagadas de extingdo sob alguma medida de conservacao até 2022. Criando o Programa

Nacional de Conservacao das Espécies Ameacadas de Extingdo (Pro-Espécies).

As pesquisas direcionadas para a manutencao de carnivoros selvagens teve inicio
ha muitas décadas, porém somente algumas espécies de canideos estdo incluidas em
programas de reintroducdo e reprodugdo em cativeiro, ja que possuem status de maior

preocupacdo diante dos levantamentos [41].

A acdo antropica nociva na natureza como o aquecimento global, fragmentagdo das
florestas, degradagdo dos ambientes naturais, levando ao processo de extingdo de muitas
espécies [42], consequentemente a perda de individuos, reduz a variabilidade genética
das populagdes [6,42—45], aumentando assim a possibilidade desta populacdo presentar
uma alta incidéncia de alelos deletérios devido a endogamia destas populacdes reduzidas

[44].

A International Union for Conservation of Nature (IUCN) reconheceu o papel
fundamental que a reproducdo em cativeiro pode desempenhar para a conservagdo,
propde que vertebrados com menos de 1000 individuos na natureza devem ser
considerados para programas de reprodugdo em cativeiro [46]. O objetivo é preservar,
nos proximos 200 anos, pelo menos 90% da variabilidade genética existente na populagdo

de origem.
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Atualmente no Brasil apenas um canideo brasileiro, o lobo-guard (Chrysocyon
brachyurus), é considerado quase ameacado, near threatened (NT), segundo a (IUCN),
que em sua ultima atualizagdo em 2015, refere que existem 17.000 individuos adultos na
natureza [47]. Aqueles individuos que conseguem permanecer nestas areas degradadas
muitas vezes sofrem com a alteragdo da sincronicidade reprodutiva, podem ainda, vir a

obito decorrente da caga ou atropelamentos [5,37,48-50].

Desta forma, podemos selecionar individuos e utilizar gametas de varios animais
para o incremento genético nestas populagcdes [51] evitando assim, a perda da
variabilidade génica[52]. Realizando a manutencdo e preservacao genética das espécies,
¢ possivel colher amostras de germoplasma de duas formas: ex situ, quando mantemos
estes individuos fora do seu ambiente natural; ou in situ, quando sdo mantidos em seu
habitat. Em biotecnologias do sémen existem duas possibilidades de manuten¢do da
genética: in vivo, ja utilizando em programas de inseminac¢ao artificial ou transferéncia
de embrido; e in vitro, reservando este material, com a formacdo de bancos de
germoplasma [52,53] facilitando sua aplicabilidade e aproveitando ao maximo a genética

do individuo.

Com diversos relatos na literatura sobre a elevada incidéncia de defeitos
espermaticos, que sdo associados a homozigose das espécies selvagens [42,54-56], que
pode ainda ser responsavel por reducdo na adaptabilidade, crescimento e
desenvolvimento [52], o investimento em biotecnologias reprodutivas podem auxiliar

estas populagdes.

5.3.Biotecnologia do sémen em canideos selvagens

O uso de biotecnologias reprodutivas aparece entdo como uma oportunidade de
introduzir novos espécimes em um grupo, aumentar a variabilidade genética das
populacdes remanescentes, além de formar uma reserva bioldgica capaz de reintroduzir

futuramente espécies que estejam extintas in situ [22,52,57—-60].

A formagdo de bancos de germoplasma ¢ uma estratégia importante para a
manuten¢do da diversidade genética, que poderd ser utilizada na reproducdo destes
individuos ameacados. H4 ainda a possibilidade de uma reserva biologica que supera a

capacidade de mantenedores como os zoologicos[15,61,62].
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As biotecnologias utilizadas em espécies silvestres geralmente sdo extrapoladas de
espécies domésticas, porém essas técnicas de reproducdo assistida ndo sdo
necessariamente eficientes para as espécies selvagens, uma vez que, ndo sdo animais
domesticados, sendo mais sensiveis as interacdes, que causam estresse €
consequentemente, pode gerar alteragdes, hormonais, do comportamento reprodutivo e
da fisiologia reprodutiva [63]. Além disso, os mecanismos reprodutivos entre grupos de
animais sdo altamente variados, podem ser distintos at¢ mesmo entre os individuos da

mesma espécie [49].

Contudo, ainda ¢ necessario desenvolver técnicas eficientes para a colheita de
sémen em varias espécies selvagens, devido as diferencas espécie-especificas, que tornam

a reproducdo e a colheita de sémen ainda mais dificil [64].

5.4.Colheita do sémen em canideos silvestres

Existem varios fatores que podem interferir na reprodu¢do dos animais selvagens,
fatores intrinsecos como domindncia e sazonalidade; e extrinsecos como a oferta de
alimento, organizagdo social, fragmentacdo de florestas, proximidade com humanos
[65,66], densidade populacional, condi¢do corporal, area disponivel para forrageiro e a

proporc¢ao macho : fémea [67].

5.4.1. Sazonalidade em canideos silvestres

A variagdo da claridade entre dias mais curtos e dias mais longos, ¢ captada por
células fotorreceptoras da retina, recebida nos ntcleos supra quiasmaticos, localizados no
hipotalamo e por vias eferentes neurais € humorais transmitem as informacgdes, fazendo

com que a producdo de melatonina ocorra [68].

A melatonina ¢ um hormoénio secretado pela glandula pineal, responsavel por
sinalizar ao organismo quando a noite chega. Em circunstancias normais, suas

concentragdes plasmaticas sao maiores durante o inverno (noites longas) [68].

Esta variacdo ¢ uma sinalizagao transitoria que organiza as fungdes dependentes da
duragdo do dia, definindo estagdes ao longo do ano, que sdo importantes para a adaptagao
dos organismos como comportamento, reproducdo e troca da pelagem em algumas

espécies [67,69].
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Os ritmos biolégicos reprodutivos podem ser alterados para a adaptagdo de uma
espécie, e ser ajustaveis para os individuos, diante de pressdes ambientais. Portanto, exige
um planejamento experimental, para que a coleta de dados e andlise dos mesmos sejam
fidedignos a dinamica destes organismos, visto que a variabilidade, ¢ natural aos sistemas

vivos [67].

Nascimentos geralmente ocorrem em estacdes que proporcionem melhores
condi¢des para a sobrevivéncia da prole nas espécies selvagens, sendo assim, geralmente
apresentam um periodo reprodutivo determinado. Contudo, a sazonalidade reprodutiva
em cativeiro pode ser alterada dificultando a implementag@o de programas de reproducdo

assistida [70].

O lobo-guaré (Chrysocyon brachyurus) apresenta uma sazonalidade bem marcada
no hemisfério sul, com melhor qualidade espermatica nos meses de margo a julho [26].
Ja no hemisfério norte, esta mesma espécie, apresenta um periodo reprodutivo que vai de
outubro a janeiro [71], evidenciando a influéncia direta das regides na sazonalidade

reprodutiva destes animais.

Em lobo-guara, utilizando a técnica de estimulacdo digital do pénis a porcentagem
de espermatozoides apresentando defeitos dentro da estacdo reprodutiva foi de 50,1%,
fora da estagcdo de 65,7% [26], comprovando > % de defeitos, mesmo com o uso da
técnica de colheita por estimulacdo digital do pénis, que possibilita a obten¢do de um

ejaculado livre da contaminagao por urina.

A raposa-vermelha (Vulpes vulpes) apresenta uma atividade testicular bem
definida, com maior atividade entre os meses de fevereiro a mar¢o no hemisfério norte
[70]. Ja a raposa-do-artico (Alopex lagopus [.) a estacdo reprodutiva se estende até o més

de abril [72].

Diferentemente da espécies citadas anteriormente, em cativeiro, as fémeas de
cachorro-vinagre (Speothos venaticus) podem ser ocasionalmente poliéstricas, com

atividade reprodutiva ao longo do ano no hemisfério Norte [73].

Estudos descrevem épocas distintas de atividade reprodutiva para o C. thous, na
Amazonia observou-se apenas um estro por ano em animais de vida livre, com inicio dos

nascimentos de agosto a setembro [2]. No Sul do pais, em um fragmento da Mata
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Atlantica, no Parque Estadual de Itapua, animais de vida livre, produzem uma prole por
ano com nascimentos nos meses de outubro a dezembro [45]. Na Virginia, Estados
Unidos, os nascimentos ocorreram ao longo do ano, sem sazonalidade marcada [73]. No
mesmo parque outro estudo realizado descreve dois partos por ano [40], o que sugere
auséncia de sazonalidade da espécie. Apesar das variagdes indicarem auséncia de
sazonalidade, os estes relatos podem representar uma resposta a interferéncias; do

cativeiro, disponibilidade de alimento, e pressdao ambiental [74].

5.4.2. Cativeiro, estresse e dominancia em canideos selvagens

O cativeiro deve proporcionar uma dieta similar aquela ingerida em vida livre,
considerando a época do ano e fase da vida, tendo em mente que animais cativos gastam

menos energia que animais de vida livre [75].

Cuidados devem ser tomados evitando o sobrepeso e a desnutri¢do, pois sdo fatores

que levam a reducdo da concentragdo [76] e da motilidade espermatica total [77].

Diante da mudanca de habitat, novos estimulos sdo apresentados ao individuo,
gerando estresse, e apesar da resposta ao estressor ser individuo dependente, estas

interferéncias geram algum nivel de estresse [78].

O estresse pode ser classificado de duas formas: eustresse, quando ocorre aumento
dos niveis de glicocorticoide por um periodo curto, apenas para gerar uma resposta
imediata (luta ou fuga), ou distresse, quando o agente estressor permanece, mantendo
altos niveis de glicocorticoides por longos periodos, gerando danos fisioldgicos ao
individuo [79] (Figura 1) e podem ser responsaveis por alteragdes na satide e bem-estar,

frequentemente relacionados a situagdo de estresse cronico [78].
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Figura 1. Eixo Hipotalamo-hip6fise-gonadal, inibi¢do hormonal diante do estresse. Adaptado de

[79].

A dominancia ¢ estressante, estd associada a organizagdo social de algumas
espécies de canideos, onde disputas estabelecem a dominancia no grupo. O inicio da
estacdo reprodutiva também pode sinalizar o inicio das disputas pela dominancia do
grupo, onde ha presenca de comportamentos mais agressivos; onde o vencedor tera

melhores possibilidades de gerar descendentes [80].

O estresse gerado pelas disputas territoriais e reprodutivas, causa o aumento dos
niveis de glicocorticoide circulante [63,65]. Este aumento em niveis constantemente
elevados podem causar supressdo hormonal [63], inibindo a producdo dos androgenos

testiculares [81], reduzindo os niveis de testosterona (Figura 1) [82].

Interessantemente, em lobo-cinzento (Canis lupus) e cachorro-selvagem-africano
(Lycaon pictus), machos alfa mesmo com elevados niveis de glicocorticoides circulantes,

mantem os maiores niveis de testosterona quando comparados aos subordinados, ndo
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houve supressao reprodutiva [63,65], o que desperta a necessidades de mais estudos para

o correto entendimento do mecanismo fisioldgico reprodutivo nos canideos [83].

Aumento dos niveis de testosterona associados a altos niveis de glicocorticoides
durante a estag¢do reprodutiva foram descritos em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous)

[17], lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), [26].

Estudos afirmam que a supressdo reprodutiva ocorra a nivel cognitivo e ndo

hormonal [80].

Altos niveis de glicocorticoides presentes nos animais que vivem em sociedade
hierarquica ¢ considerado “estresse social”, e um custo da dominancia, ndo uma
consequéncia de subordinac¢do. Sociedades com organizagdes similares podem nao
apresentar o mesmo comportamento [63], em cativeiro este comportamento pode ser
agravado, gerando até mesmo auto mutilagdo [75], mas ¢ tido como necessario para a

adaptacao [79].

O enriquecimento ambiental surge como uma ferramenta, que visa aproximar as
caracteristicas do cativeiro com o habitat natural de cada animal, tornando o ambiente
atrativo e diversificado, evitando a ociosidade e, consequentemente, o estresse [54],

Proporcionando assim melhores taxas reprodutivas em animais cativos [84].

5.4.3. Eletroejaculagdo em canideos selvagens

A técnica de eleigdo para a colheita de sémen em animais selvagens ¢ a
eletroejaculacdo, baseada na estimulacdo elétrica da glandula acesséria, de forma
controlada sob o reflexo ejaculatério, por meio de uma sonda composta por eletrodos, que
devem ser posicionados no assoalho pélvico sob a prostata, os eletrodos emitem estimulos
elétricos de forma a estimular a rede nervosa que supre os 6rgaos reprodutivos, causando
a contragdo da glandula acessoria e dos ductos deferentes, fazendo com que a ejaculagio

ocorra [85].

O correto posicionamento da probe na ampola retal, deve ser exatamente sob a
prostata para que a estimulagdo elétrica aja apenas na glandula prostatica, evitando

estimular a musculatura da vesicula urinaria, que causaria contragdo e expulsdo do
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conteudo, o esvaziamento prévio da vesicula urindria também ¢ indicada por autores, seja

por cateterismo ou cistocentese [20,21].

Contudo, para a aplicagdo do método ¢ necessario um protocolo anestésico
eficiente, efetivo e seguro para todo o procedimento [22,86]. Muitos protocolos ja foram

testados para a colheita de sémen em cachorro-do-mato, sem sucesso.

como tiletamina e zolazepam, cetamina e xilazina, cetamina, xilazina e atropina,

cetamina e midazolam, e cetamina e acepromazina [17].

Outra preocupagao ¢ com o protocolo de eletroestimulagao a ser utilizado, diversos
protocolos sdo citados [85], o mais utilizado em carnivoros selvagens consiste em uma
série de 80 estimulos divididos em 3 séries: 30 (série 1:10 estimulagdes 2, 3 ¢ 4V), 30
(série 2:10 estimulagdes 3, 4 ¢ 5V) e 20 (série 3:10 estimulagdes 4 ¢ 5V), o estimulo ¢
gerado em cerca de 1 segundo, da voltagem 0 até a desejada, durando por 2 a 3 s na
voltagem desejada e regressando diretamente para a voltagem 0 por 3 s, € preciso um
descanso de 10 min entre as séries [87], pode ocorrer 0 aquecimento da mucosa, por isso

os estimulos ndo devem ser continuos [88].

Ainda hé a necessidade de adequacdo do protocolo a cada espécie e necessaria, ja
que cada um tem sua peculiaridade. Apesar do sucesso obtido através da eletroejaculagio
em varias espécies animais, como jaguatiricas [21,89,90], onga-pintada [18], pumas [91],
chitas [92], lince-ibérico [59], bicho-preguica [93], onca-parda [94], gato-do-mato-
pequeno [95,96] e tamandud [97], esses esforgos vém sendo infrutiferos nos canideos
silvestres, existindo grande dificuldade na recuperagdo de espermatozoides vidveis com
concentragdes minimas necessarias para que possam ser utilizados em técnicas de

reproducao assistida [20,87].

Ha dificuldade em colher amostras livres de urina em canideos selvagens, o que
estd diretamente associada a técnica de elei¢ao e a necessidade de um protocolo anestésico
que ndo proporcione o relaxamento das estruturas do sistema urindrio, que pode

inviabilizar a utiliza¢dao das amostras [15,19,22,98].
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Alternativas como a sondagem e esvaziamento da bexiga, por cateterismo vesical,
com posterior lavagem da vesicula urindria, ¢ sugerida por autores, porém sem sucesso
para obter amostras viaveis, que possam ser utilizadas em biotecnologias reprodutivas em

cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) [16].

A contaminacdo do ejaculado com urina, gera danos aos espermatozoides, alterando
a permeabilidade da membrana plasmatica, levando a morte [98]. Sendo assim,
alternativas que visam reduzir este fator vem sendo testadas por procedimentos como o
esvaziamento prévio da vesicula urinaria ao condicionamento dos animais a colheita por

estimulagdo digital do pénis, que foi realizado com sucesso em lobo-guara [25,26,99].

Diante das dificuldades associadas a técnica da eletroejaculacdo alguns
experimentos ja utilizaram o método de estimulacdo digital em canideos silvestres como
uma estratégia alternativa, ja foi aplicada a espécies de canideos selvagens com sucesso,

apos o condicionamento prévio dos animais [26,100].

Em lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) hd uma diferenga sazonal na qualidade do
ejaculado colhido por estimulagdo digital, porém mesmo fora da esta¢do reprodutiva a
porcentagem de espermatozoides vivos foi de 62% de espermatozoides e na estacdo

reprodutiva de 88%, apresentando 6timos resultados [26].
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ANEXO 1

Tabela 5
Resultados individuais e médios (DV), das caracteristicas seminais de cachorro do mato (Cerdocyon thous), avaliados pelo Computer-Assisted

Sperm Analysis — CASA.

Animal Ejaculado VT Conc. Sptz MT MP RAP VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
(uL) (x 106/mL) (x 10° espermatozoides) (%) (%) (%) pm/s pum/s pum/s pum/s Hz % %

1 80 152,20 12.176 67 42 52 82,50 68,20 121,40 5,40 27,30 82,00 58,00

2 480 224250 1.076.400 69 55 51 56,60 72,10 159,90 5,50 22,80 83,00 55,00

A 3 720 138,70 99.864 80 58 71 95,00 77,90 146,30 7,00 21,00 89,00 67,00

4 500 425,00 212.500 73 52 63 98,60 82,90 140,60 5,90 22,00 83,00 60,00

5 102 242,00 24.684 70 53 64 102,60 84,80 164,90 6,80 25,00 82,00 54,00

6 450 259,00 116.550 57 43 50 109,60 93,30 162,30 6,50 23,90 84,00 59,00

Média (DV) 388,7 (249,6) 576.6 (822,5) 2753 (397,0) 69,3 (7,6) 50,5(6,5) 58,5(8,7) 90,8 (19,0) 79,9 (9,1) 1492 (16,7) 62(0,7) 23.7(23) 83.8(2.6) 58.8(4.6)
1 470 4210 197.870 73 50 62 106,80 89,10 159,80 6,40 25,00 82,00 57,00

2 500 88,2 44.100 66 46 54 90,30 77,30 140,00 6,00 26,10 85,00 57,00

3 440 210.7 92.708 72 50 61 95,30 78,30 154,80 6,70 24,80 82,00 53,00

B 4 490 10950 536.550 67 47 54 87,80 75,20 139,80 5,90 27,80 85,00 56,00

5 210 1770 37.170 68 50 60 104,50 86,90 168,00 7,10 26,20 82,00 53,00

6 310 1610 49.910 64 49 53 85,30 75,60 132,80 580 2560 88,00 60,00

7 360 4170 150.120 58 40 48 99,80 82,40 165,20 7,50 25,50 81,00 51,00

Média (DV) 397,1 (108,3) 367,1 (345,5) 158,22 (373.6) 66,9 (50) 47.4(3,6) 56,0(5,1) 957(8,3) 80,7(56) 151,5(139) 65(0,6) 259(1,0) 83.6(25) 553 (3.1)
Média (DV) 3932 (178.4)  463.7 (594.4) 217.4 (304.0) 68,0 (62) 48.8(5.1) 57.2(6.8) 93.4(13,9) 803.(71) 1504 (14,6) 63(0,7) 24.8(2,0) 83.7(2.5) 56,9 (4,1)

Abreviagdes: DV: desvio padrdo; Conc: concentragdo; Vol.: volume; MT: motilidade total; MP: motilidade progressiva; RAP: rapidos; VAP: velocidade de trajeto; VSL:
velocidade progressiva; VCL: velocidade curvilenear; ALH: amplitude do deslocamento lateral de cabega; BCF: frequéncia de batimentos de cauda; STR: retilinearidade; LIN:
linearidade.
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