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de estro maior de 150 horas apd6s o Tratamento C. O Tratamento B teve
apenas cinco fémeas tratadas, devido ao 6bito da fémea 1 durante o periodo
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PROTOCOLOS DE SUPEROVULACAO EM VEADO-CATINGUEIRO

(Mazama gouazoubira)

RESUMO - O conhecimento das técnicas de reproducdo assistida nas espécies
selvagens pode ser importante para futuros programas de conservagao in situ e ex situ.
Nosso objetivo foi estabelecer um protocolo de superovulacdo para o veado-catingueiro
(Mazama gouazoubira). Para tanto, foram realizados dois experimentos: (1) No ano de
2007, seis fémeas da espécie M. gouazoubira receberam um dispositivo intravaginal de
progesterona (CIDR®) por 8 dias seguido por uma aplicacdo i.m. de 0,5mg de BE no
momento da insercéo (D-8) e de 265ug de cloprostenol (PGF2,) no momento da retirada
(DO). Posteriormente foram divididas em trés grupos (n=2): no primeiro oS animais
receberam 600Ul de eCG (Tratamento A), no segundo 300Ul de eCG (Tratamento B)
e no terceiro 250Ul de FSH+PVP. (Tratamento C), todos administrados no dia 4 (D-4).
O segundo experimento (2) foi desenvolvido no ano de 2009 e utilizou outras seis
fémeas da mesma espécie, divididas em dois grupos (n=3): o primeiro recebeu CIDR®
por 8 dias, seguido por uma aplicacao i.m. de 0,25mg de BE no D-8, 700Ul eCG no D-
4 e 265ug PGF2 no DO (Tratamento D) e o segundo recebeu CIDR® por 7,5 dias
seguido por uma aplicacéo i.m. de 0,25mg de BE no D-7,5; 130mg de FSH em oito
doses iguais (iniciando em D-3 e finalizando em D-0,5) e 265ug de PGFy, no DO
(Tratamento E). Em cada experimento os tratamentos foram delineados no esquema
“cross-over”, com um intervalo de 44 dias apds a remogao do CIDR®. Todas as fémeas
receberam uma aplicacdo i.m. de PGFy, 14 dias ap6s a retirada do CIDR®. Um macho
fértil foi utilizado para a deteccéo do estro e fertilizacdo. A eficacia dos Tratamentos foi
avaliada pelo comportamento reprodutivo, contagem de CLs e foliculos (maiores que
3mm) e colheita de embribes por laparoscopia, sete dias apos a primeira copula. No
Experimento 1, ainda foram coletadas fezes para dosagem de progestagenos fecais. O
namero de ovulacdes (Tratamento A = 3,40+0,68 vs. Tratamento B = 1,40+0,24 vs.
Tratamento C = 0,80+0,49); estimulo ovariano total (Tratamento A = 4,80+1,02 vs.
Tratamento B = 1,80+0,37 vs. Tratamento C = 1,40+0,60) e didametro do CL (Tratamento
A =7,33£0,76mm vs. Tratamento B = 3,94+0,19mm vs. Tratamento C = 2,18+0,49mm)
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no Tratamento A foram significativamente maiores do que no Tratamento B e C.
Entretanto, a resposta superovulatéria ndo diferiu entre os Tratamentos (5/6 fémeas;
2/5 fémeas; e 2/6 fémeas; em A, B e C, respectivamente). A concentracdo média de
progesterona fecal na fase luteal do Tratamento A (6277,94+2232,47 ng/g fezes) foi
significativamente diferente do Tratamento C (1374,82+401,77 ng/g fezes), mas né&o
diferente do Tratamento B (2970,15+564,38 ng/g fezes). A taxa média de ovulacao do
Tratamento D (6,0£1,7) foi superior (P<0,05) ao Tratamento E (2,0+0,3), mas a resposta
superovulatéria (6/6 fémeas; 4/6 fémeas; em D e E, respectivamente) e o estimulo
folicular total (13,2+2,6; 10,4+1,1; em D e E, respectivamente) nao diferiram entre os
Tratamentos. Assim, embora os Tratamentos A e D tenham induzido resposta
superovulatéria significativa dentro dos Experimentos 1 e 2, com a presenca de CLs
funcionantes, néo é possivel dizer que foi estabelecido um protocolo adequado para a
inducdo da SOV e colheita de embrides por laparoscopia na espécie M. gouazoubira,

pois nenhum embrido foi colhido durante os experimentos.

Palavras-chave: superovulacdo, Mazama gouazoubira, progestinas fecais, veado-

catingueiro.
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PROTOCOLS FOR SUPEROVULATION OF BROWN BROCKET DEER

(Mazama gouazoubira)

ABSTRACT - Knowledge of assisted reproduction techniques for wild animals is
useful for future in situ and ex situ conservation programs. The present study aimed to
establish a superovulation protocol for brown brocket deer (Mazama gouazoubira) by
evaluating the ovulation rate, the presence of functional corpora lutea (CL), the number
of embryos and their development stages after superovulation using different
treatments. For this, two experiments were realized: (1) in 2007, six female Mazama
gouazoubira received an intravaginal device (CIDR®) for 8 days, followed by 0.5mg i.m.
injection of OB at the time of insertion (D-8) and 265ug of cloprostenol (PGF,,) at the
time of removal (DO). Next, the hinds were divided into 3 groups (n=2): group 1 received
an i.m. injection of 600I1U eCG (Treatment A), group 2 3001U of eCG (Treatment B) and
group 3 2501U of FSH+PVP (Treatment C), all on D4 (D-4). The second Experiment (2)
was developed in 2009 and also used six hinds from the same species divided into 2
groups (n=3): the first received CIDR® for 8 days, followed by 0.25mg i.m. injection of
OB on D-8, 700IU of eCG on D-4 and 265ug of PGF,, on DO (Treatment D) and the
second received CIDR® for 7.5 days followed by 0.25mg i.m. injection of OB on D-7.5,
130mg of FSH divided into eight equal doses [beginning on D-3 and ending D-0.5] and
265ug of PGF,40n DO (Treatment E). In each experiment, the treatments were ‘crossed
over’ with 44 day intervals after CIDR® removal. All the hinds received an i.m. injection
of PGF,, 14 days after CIDR® removal. A fertile male was used for estrus detection and
fertilization. Treatment efficacy was evaluated by reproductive behavior, observation of
CL, unruptured follicles (over 3mm) and embryo collection via laparoscopy 7 days after
the first copulation. In Experiment 1, feces were collected and later analyzed for fecal
progestin concentration. The mean ovulation rate (Treatment A = 3.40+0.68 vs.
Treatment B = 1.40+0.24 vs. Treatment C = 0.80%0.49); total ovarian stimulation
(Treatment A = 4.80£1.02 vs. Treatment B = 1.80£0.37 vs. Treatment C = 1.40+0.60)
and mean CL diameter (Treatment A = 7.33+£0.76mm vs. Treatment B = 3.94+0.19mm

vs. Treatment C = 2.18+0.49mm) in Treatment A were significantly higher than the mean
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ovulation rates, total ovarian stimulation and mean CL diameter in Treatments B and C.
However, the superovulation response was not significantly different between treatment
groups (5/6 hinds, 2/5 hinds, and 2/6 hinds, in A, B and C, respectively). The mean fecal
progestin concentration at the luteal phase in Treatment A (6277.94+2232.47 ng/g
feces) was significantly different from Treatment C (1374.82+401.77 ng/g feces), but not
from Treatment B (2970.15+£564.38 ng/g feces). The mean ovulation rate in Treatment D
(6.0+1.7) was higher than (P<0.05) the mean ovulation rates for Treatment E (2.0£0.3),
but the superovulation response (6/6 hinds and 4/6 hinds, in D and E, respectively) and
the total ovarian stimulation (13.2+2.6 and 10.4+1.1, in D and E, respectively) were not
significantly different between treatments. Thus, although Treatments A and D
presented significantly superovulatory response in Experiments 1 and 2, with functional
CL, it cannot be said that an appropriate protocol was established for superovulation
induction and laparoscopy embryo sampling of Mazama gouazoubira, because no

embryo was collected during the experiments.

Key words: superovulation, Mazama gouazoubira, fecal progestin, brown brocket deer.



l. INTRODUCAO E OBJETIVO

A regido neotropical passa por um periodo critico em termos de perda de
biodiversidade (DUARTE, 2005). Dentro deste contexto, h4 um crescente aumento do
namero de espécies de cervideos neotropicais sofrendo reducdo em seu tamanho
populacional (BERG & ASHER, 2003; IUCN, 2008). A reducdo das populacdes e a
auséncia de fluxo génico podem levar a diminuicdo da variabilidade genética e a
endogamia, afetando o desempenho reprodutivo e aumentando o risco de extingao
(ROLDAN et al., 2006).

Certamente a melhor forma de preservar estas populacdes seria através da
preservacao do habitat (DUARTE, 2005), da contencdo do crescimento da populacao
humana (WILDT & WEMMER, 1999) e da educagdo ambiental (COMIZZOLI et al.,
2000). Entretanto, como estes fatores sdo dependentes de politicas governamentais,
nem sempre € possivel esperar que eles se concretizem, sem que algumas populacdes
estejam ameacadas.

O uso das biotecnologias da reproducédo ndo deve ser considerado a solucéo
exclusiva para a preservacdo das espécies, mas ndo ha davidas de que a
criopreservacdo dos gametas, por meio dos bancos de germoplasma, € uma boa
alternativa para a manutencao da diversidade genética das populacdes selvagens por
tempo indeterminado (PUKAZHENTHI & WILDT, 2004); além de auxiliar na reducéao do
namero de individuos necessarios para a manutencdo da variabilidade em cativeiro
(BALLOU, 1992). Por estas razfes, os bancos gendmicos, aliados as técnicas de
reproducdo assistida sdo considerados ferramentas importantes na manutencdo dos
programas de conservacao in situ e ex situ (HOLT & PICKARD, 1999).

A transferéncia de embrides (TE) é considerada uma das biotecnologias mais
promissoras para a conservacdo de espécies ameacadas de extincdo, pois permite
explorar simultaneamente o material genético do macho e da fémea (BAINBRIDGE et
al., 1999). As transferéncias embrionarias poderdao ocorrer entre as mesmas espécies

(TE intraespecifica) ou entre espécies diferentes (TE interespecifica), sendo esta ultima



forma a de maior importancia para a conservacdo de espécies selvagens, pois
possibilita gerar varios animais de uma determinada espécie ameacada implantando
seus embrides em espécies nao ameacadas (COMIZZOLI et al.,, 2000). A
superovulacao (SOV) é parte essencial dos programas de TE e fertilizacao in vitro (FIV),
pois € a técnica responsavel por aumentar o numero de embrides e odcitos coletados
por ciclo de tratamento em cada fémea (BAINBRIDGE et al., 1998).

No entanto, uma série de fatores limita o sucesso destas biotecnologias
(ROLDAN et al., 2006), entre eles a falta de conhecimento da fisiologia reprodutiva de
grande parte das espécies (ANDRABI & MAXWELL, 2007). Nos ultimos 25 anos, o
desenvolvimento de técnicas ndo-invasivas de monitoramento enddcrino aumentou o
sucesso da reproducdo assistida nos animais selvagens (HOLT & PICKARD, 1999),
mas o0s protocolos continuam sendo adaptados “por tentativa e erro” (FENESSY et al.,
1994), de outros desenvolvidos para ruminantes domésticos e cervideos criados
comercialmente, mesmo que ainda existam problemas a serem solucionados nestas
espécies (COMIZZOLI et al., 2000). Aléem disso, os protocolos devem ser delineados
minimizando a manipulacdo (BAINBRIDGE e JABBOUR, 1998), uma vez que 0s
cervideos sdo animais de dificil manejo e conhecidamente sensiveis ao estresse
(DIAS, 1997). Como cada espécie € evolutivamente distinta, tendo desenvolvido
adaptacdes reprodutivas altamente especializadas (WILDT & WEMMER, 1999),
raramente os protocolos sdo diretamente transferidos entre as espécies.

Por esta razéo, a obtencéo de informa¢c6es mais detalhadas a respeito da SOV em
veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) é interessante, pois existem poucas
informacdes a respeito do assunto e os dados obtidos sdo importantes para avancos
nas técnicas de reproducao assistida nos cervideos neotropicais. Assim, n0osso objetivo
foi estabelecer um protocolo de SOV para o veado-catingueiro (Mazama gouazoubira),
avaliando a taxa de ovulacdo, a presenca de corpos luteos funcionais, o nimero de

embrides e seus estadios de desenvolvimento apos a SOV por diferentes protocolos.



Il. HIPOTESE

- Os cinco protocolos de SOV descritos na literatura para ruminantes domésticos
(Tratamentos A, B e C, no Experimento 1; Tratamentos D e E, no Experimento 2)

podem ser utilizados para a inducao da SOV na espécie M. gouazoubira.



lIl. REVISAO DE LITERATURA

No mundo ha 17 géneros e 45 espécies de cervideos distribuidos por América,
Europa, Asia e norte da Africa, além de outras regides nas quais ndo ocorreriam
naturalmente, mas tiveram suas populagbes estabelecidas por introducdo humana
(WALKER, 1991). Aproximadamente um terco destas espécies € considerado
ameacado ou extinto (LOCATELLI et al., 2006). Na América Latina estdo descritas 17
espécies de cervideos neotropicais e a maior parte delas (10 espécies) esta classificada
na IUCN Red List (2009) como EN (‘endangered’ = ameacada).

No Brasil existem pelo menos oito espécies da familia Cervidae, sendo elas:
Blastocerus dichotomus (cervo-do-pantanal), Odocoileus virginianus (veado-galheiro),
Ozotocerus bezoarticus (veado-campeiro), Mazama gouazoubira (veado-catingueiro),
Mazama americana (veado-mateiro), Mazama nana (veado-borord), Mazama rondoni
(veado-roxo) e Mazama bororo (bororé-do-sul) (DUARTE, 1996).

Juntamente com o0s @géneros Hippocamelus, Blastoceros, Ozotoceros,
Odocoileus e Pudu, os Mazama séao pertencentes a ordem Artiodactyla, subordem
Ruminantia, infra-ordem Pecora, superfamilia Cervoidea, familia Cervidae, subfamilia
Odocoileinae, compondo a tribo Odocoileini (ROSSI, 2000).

O veado-catingueiro é o cervideo brasileiro mais abundante (DUARTE, 1996) e
esta classificado na IUCN Red List (2009) como LC (‘least concern’ = ndo sofre ameaca
imediata a sobrevivéncia). Entretanto, no Brasil, a classificacdo regional & variavel,
sendo considerada espécie vulneravel no Rio Grande do Sul (MARQUES et al., 2002) e
ameacada no Rio de Janeiro (BERGALLO et al., 2000).

O veado-catingueiro (Figura 1) € uma espécie considerada de pequeno a médio
porte, com peso entre 11-25 quilos e altura média de 0,50 m (ROSSI, 2000). A
coloracdo geral dos individuos € variavel, podendo ir do cinza escuro até o marrom
avermelhado (PINDER & LEEUWENBERG, 1997). A regido ventral é baia, com areas
brancas na parte inferior da cauda e face interna da orelha. As regibes

submandibulares e perioftalmicas sdo mais claras, mas dificimente chegam a ser



brancas. A maioria dos individuos (dependendo da subespécie) tem uma pinta branca
acima dos olhos, que € inexistente nas outras espécies. A orelha é grande e
arredondada e os chifres ndo ramificados, que € uma caracteristica de todos os animais
do género Mazama (DUARTE, 1996).

E uma espécie facilmente encontrada, ocupando o cerrado ao Sul do rio
Amazonas até o Norte da Argentina (AVILA-PIRES, 1959; JUNGIUS, 1976; DUARTE,
1996). Na regido amazbnica, é provavelmente substituida por Mazama nemorivaga,
apesar dessa possibilidade ainda néo ter sido completamente comprovada (DUARTE,
1996; ROSSI, 2000).

(Foto: J. M. B. Duarte)

Sabe-se que o0 veado-catingueiro ocupa ambientes desde florestas densas
continuas até savanas abertas com poucas e pequenas manchas de mata. Esta
diversidade de ecossistemas e regimes estacionais pode influir em aspectos de sua
ecologia (selecdo, habitat, dieta, densidade e reproducdo) e comportamento social,

causando certas variagdes intra e inter populacionais. A espécie se adapta facilmente a



terras cultivadas, bastando que estejam disponiveis, para seu abrigo, pequenas areas
florestadas (PINDER & LEEUWENBERG, 1997).

A disponibilidade alimentar e nutricional ao longo do ano afeta diretamente a
reproducdo dos cervideos, mas no caso do veado-catingueiro, a falta de um periodo
criticamente pobre em termos de recursos alimentares permite a reproducédo em todos
0os meses do ano, tanto nas savanas quanto nas florestas pluviais (FRADRICH, 1987;
PINDER & LEEUWENBERG, 1997; SANTOS et al., 2001; BARROZO et al., 2001).

Assim como a maior parte das espécies de cervideos, M. gouazoubira é unipara
(PINDER & LEEUWENBERG, 1997), embora a ocorréncia de gémeos tenha sido
descrita por Sadleir (1987) e Whitehead (1993). O periodo de gestacéo € de 208 a 215
dias, com ocorréncia de estro pos-parto, refletindo a falta de sazonalidade reprodutiva
(POLEGATO & DUARTE, 2003; PEREIRA et al., 2006).

Por ser uma espécie relativamente comum e com alguns parametros
reprodutivos conhecidos, a espécie M. gouazoubira pode ser considerada um modelo
experimental para avaliar e validar técnicas reprodutivas que poderdo ser utilizadas

como ferramenta na conservacéo dos cervideos neotropicais.

Ciclo estral e dindmica folicular
N&o ha muitas informacdes sobre o ciclo reprodutivo do veado-catingueiro, mas

em geral, as fémeas de cervideos atingem a maturidade sexual por volta dos 18 meses,
dependendo da disponibilidade de alimentos (PUTMAN, 1988). Com base em estudos
comportamentais, a duracdo média do ciclo estral e do estro foi descrita entre 21 e 24
dias e entre 12 a 51 horas, respectivamente (DUARTE & GARCIA, 1995; SANTOS et
al., 2001). Recentemente, Pereira et al. (2006) analisaram dados comportamentais
associados ao monitoramento endocrino ndo-invasivo e relataram uma duracdo média
do ciclo estral de 26,9+1,7 dias (variando entre 21-37 dias) e uma duracdo média do
estro de 2,3+0,2 dias (variando entre 1-4 dias), divididos, em média, em 24,6+1,4 dias
de fase luteinica (correspondente ao inicio da ovulacao até a regresséo do corpo Iuteo
— LOCATELLI & MERMILLOD, 2005) e 1,7+0,1 dias de fase inter-luteal (correspondente
ao final do recrutamento e ovulagéo - LOCATELLI & MERMILLOD, 2005).



Nos ruminantes domésticos em geral, o ciclo de maturacdo folicular e
luteinizacdo séo a base do ciclo estral e sdo controlados por uma complexa interagéo
hormonal do eixo hipotdlamo-hipofise-gbnadas. O hipotalamo sintetiza e secreta o
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que estimula a hipdfise a produzir e
secretar o horménio foliculo estimulante (FSH) e o hormbnio luteinizante (LH). O
desenvolvimento inicial do foliculo no ovario € independente da acdo gonadotrdfica,
mas apos a proliferacdo celular da granulosa e a aquisicdo dos receptores para as
gonadotrofinas na granulosa (FSH) e na teca (LH) o desenvolvimento do foliculo
dominante depende de um sinergismo entre FSH, LH, estradiol e androgenos.
Resumidamente, o LH estimula as células da teca a produzirem andrégenos
(testosterona e androstenediona) que se difunde no liquido folicular, enquanto o FSH
estimula as células da granulosa a sintetizarem uma enzima aromatizante que
transforma testosterona em estradiol. O aumento da atividade desta enzima dentro do
foliculo aumenta as concentracdes de estradiol e o numero de receptores para FSH,
tornando o foliculo antral cada vez mais sensivel ao FSH. No final da fase de
desenvolvimento do foliculo antral, o FSH e o estradiol iniciam a formacdo de
receptores para o LH na granulosa, enquanto os receptores para o FSH comecam a
diminuir. O aumento da secrecdo de estrogénio pelo foliculo antral resulta no pico de
LH no final do crescimento folicular (inducéo da ovulacéao). Posteriormente, o LH auxilia
na formacéo do corpo luteo (CL), que secreta progesterona sob a sua influéncia. Em
caso de fertilizacdo, o CL produz a progesterona necessaria para sustentar a prenhes.
Caso a fertilizacdo ndo ocorra, 0 Utero secreta prostaglandina (PGF2,) que provoca a
regressao luteal e o recomeco do ciclo ovariano (BROWN et el., 2004; CUNNINGHAM,
2004).

A lutedlise natural, nas espécies de cervideos Dama dama e Cervus elaphus, é
realizada pela associacao de pulsos de ocitocina (de origem ovariana ou hipofisaria) e
PGF,, (secretada pelo endométrio uterino) entre os dias 16 e 20 do ciclo estral (ASHER
et al., 1988; BAINBRIDGE et al., 1996). Esse retro-controle positivo acontece no final do
ciclo devido a elevacdo das concentracdes de estradiol, responsavel por aumentar a

sensibilidade do endométrio uterino a ocitocina quando néo ocorre a implantacdo do



embrido e secre¢do de trofoblastina (interferon 1) (BAINBRIDGE, et al., 1996). E
importante ressaltar que, nos ciclos estrais em geral, a progesterona e o estradiol atuam
simultaneamente para regular a secrecdo das gonadotrofinas no hipotalamo e na
hipofise, uma vez que o estradiol reduz a amplitude dos pulsos de gonadotrofinas e a
progesterona reduz a frequéncia destes pulsos (CUNNINGHAM, 2004). A secrecéo de
FSH esta sob controle de ‘feedback’ negativo de dois hormdnios gonadais, o estradiol e
inibina, exibindo variagBes ciclicas durante o ciclo estral que estdo relacionadas com o
desenvolvimento e involucdo dos foliculos dominantes. Ja a regulacao da secrec¢éo de
LH ocorre devido a acdo da progesterona e estradiol e a importancia de cada horménio
depende da fase do ciclo estral. Sob altas concentracdes de progesterona, o estradiol
faz um ‘feedback’ negativo com o LH, enquanto sob baixas concentracbes de
progesterona; o estradiol faz uma retroalimentacéo positiva com o LH (MORAES et al.,
2002).

Nos ruminantes domeésticos o crescimento folicular exibe padréo continuo de
crescimento e atresia dos foliculos ovarianos em ondas de crescimento folicular. A
dinamica folicular € um processo continuo de crescimento e regressdo dos foliculos
antrais que permite o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio; enquanto o padrao de
crescimento e atresia de um grupo de foliculos ovarianos é denominado onda de
crescimento folicular (LUCY et al., 1992). Cada onda folicular € composta por 3 fases:
recrutamento ou emergéncia, selecdo e dominancia (FORTUNE, 1994).

Os poucos estudos sobre a dinamica folicular nos cervideos foram realizados na
espécie C. elaphus. O primeiro deles (ASHER et al., 1997) utilizou a ultrassonografia
em animais cirurgicamente modificados (os ovarios foram fixados na parede vaginal,
para que fosse possivel a visualizacdo das estruturas ovarianas) e relatou que o
namero total de foliculos maiores que 3mm néo variou significativamente dentro do ciclo
e que a presenca de um foliculo maior ou igual a 6mm foi comum durante todo o
periodo, exceto imediatamente apos a ovulacao (dia 0). Entretanto, o surgimento de
novos foliculos (maior ou igual a 3mm) foi significativamente diferente no 1° e no 14° dia
apos a regressao ou ovulacdo do foliculo maior, sugerindo um efeito de dominancia,

com a ocorréncia de ondas foliculares com padrdes irregulares de emergéncia e



regressdo do maior foliculo (que apresentou alta longevidade). No entanto, a
modificacdo anatbmica dos animais pode ter levado a alteragbes nos resultados
(ASHER et al., 1997). Quatro anos mais tarde (McLEOD et al., 2001), um estudo mais
detalhado acompanhou a dindmica utilizando a avaliagdo in vitro de foliculos de animais
ovariectomizados, ap0s diferentes momentos da retirada dos implantes intra-vaginais
de progesterona (CIDR®-Controled Internal Drug Releasing) e afirmou que a dinamica
folicular desta espécie é similar & dos outros ruminantes monovulares. Foi relatada a
correlacdo entre o tamanho do foliculo e sua populacao de células da granulosa, sendo
gue os foliculos antrais apresentavam diametro de 8,3 + 0,38 mm, altas concentracdes
de AMPc (9,3 + 6,76 pmol (10° células)® h™), estradiol (106 + 25,8 ng mL™) e
aromatase (4,2 + 2,86 ng estradiol (10° células)™® h™) (McLEOD et al., 2001).
Recentemente, com 0s avanc¢os das técnicas ultrassonograficas na espécie C.
elaphus, foi confirmado que os foliculos ovarianos se desenvolvem em padrdo de ondas
foliculares durante o anestro (McCORKELL et al., 2004) e a estacdo reprodutiva
(McCORKELL et al., 2006; McCORKELL et al., 2007; McCORKELL et al., 2007a;
McCORKELL et al.,, 2008), assim como ja demonstrado em outros ruminantes
domeésticos (bovinos — GINTHER et al., 1989; cabras - GINTHER et al., 1994 e ovelhas
— GINTHER et al., 1995). Nestas espécies domésticas, a primeira etapa de crescimento
folicular ocorre desde a fase de foliculos primordiais, até a fase de foliculo responsivo
as gonadotrofinas (foliculo pré-antral), e pode ser reconhecida pela proliferacédo celular
na granulosa e aparecimento de receptores para o FSH e o LH na granulosa e na teca,
respectivamente. A segunda fase € caracterizada pela intensa proliferacdo e
diferenciacao celular e pela aquisicdo da capacidade esteroidogénica, dando lugar a
foliculos que dependem absolutamente do aporte gonadotrofico. Também chamada de
recrutamento folicular, essa segunda fase, permite a passagem para o estagio de
selecao folicular, ao final da qual emerge um foliculo dominante destinado a ovulacgéo,
gue secreta hormbdnios como o estradiol e a inibina, suprimindo a secrecdo de FSH a
niveis abaixo do requerido para ativar o desenvolvimento de mais foliculos, bloqueando
0 crescimento e provocando atresia dos outros foliculos da mesma onda (HUNTER et

al., 1992). O foliculo dominante presente no momento da regressao do CL sera o
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foliculo ovulatério. A maior parte dos ciclos estrais em C. elaphus é formado por 2 a 3
ondas de desenvolvimento folicular enquanto poucos sao formados por 4 ondas
foliculares (McCORKELL et al., 2007).

Semelhante aos outros ruminantes domésticos, na espécie C. elaphus, a
concentracdo sérica de FSH comeca a aumentar 2 dias antes da emergéncia da onda.
Apo6s o pico de LH todos os foliculos que ndo ovularam se tornam atrésicos e a
secrecdo de hormbnios ovarianos esterdides e protéicos se torna minima. Assim,
devido as baixas concentrac6es de estradiol e inibina, o pico periovulatério de FSH que
precede a primeira onda ocorre no dia ou 1 dia antes da ovulacdo e é o maior pico do
ciclo. Por outro lado, a minima concentracédo de FSH ocorre no dia ou 1 dia antes do
novo foliculo dominante atingir o maior didmetro. A partir deste momento, as
concentragcbes de FSH comecam a aumentar, sugerindo que o primeiro foliculo
dominante perdeu a habilidade de suprimir o FSH, no momento em que 0 proximo
foliculo dominante atinge diametro de vantagem em relacdo aos outros. O foliculo
dominante da primeira onda atinge o maior diametro quando comparado aos outros
foliculos dominantes, pois emerge sob concentracfes minimas de progesterona e
continua a se desenvolver sob baixas concentracbes por 1-2 dias, até que a
progesterona comece a aumentar. Este é um momento privilegiado para o
desenvolvimento folicular, pois a progesterona continua baixa por varios dias apos a
ovulacdo. As outras ondas irdo emergir sob altas concentracées de progesterona e 0s
seus foliculos dominantes irdo atingir tamanhos menores. O menor diametro atingido
pelo foliculo ovulatorio estd associado com o curto intervalo entre emergéncia,
regressao luteal e ovulacdo, pois a emergéncia do foliculo ovulatério ocorre antes da
lutedlise (McCORKELL et al., 2006).

Diversos estudos em ruminantes domeésticos tém demonstrado que qualquer
foliculo saudavel ou em crescimento € capaz de se tornar dominante. O aumento da
concentracdo sérica de FSH, decorrente da destruicdo do foliculo dominante apés a
divergéncia, resulta na dominancia do maior foliculo subordinado. Da mesma forma, um
foliculo aleatoriamente escolhido dentre um grupo de foliculos de 5mm, no inicio da

onda folicular, pode ser direcionado para a dominancia ap0s a retirada (aspiracdo) de
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todos os outros da onda (KO et al., 1991; GINTHER et al., 2000). Sendo assim, um
aporte exdégeno de horménios gonadotroficos pode eliminar a dominancia folicular e
estimular o crescimento de um maior numero de foliculos (ADAMS, 1994), sendo a
base dos protocolos de SOV.

Superovulagéao

A SOV permite aumentar o numero de foliculos que uma fémea pode produzir
em um unico ciclo e aumentar o niumero de crias produzidas ao longo de sua vida. A
eficiéncia da SOV é um dos fatores que ird determinar o sucesso da obtencdo de
oocitos para a fertilizagédo in vitro ou da colheita de embrides apos a lavagem uterina.
Sendo assim, 0 objetivo desta técnica é explorar o potencial reprodutivo das fémeas
sem a necessidade de inumeras intervengdes (PTAK et al. 2002).

Embora a SOV ja tenha sido realizada com sucesso em diversas espécies de
cervideos (Tabela 1), a variabilidade da resposta superovulatéria e as baixas taxas de
fertilizacdo e recolhimento de embrides tém sido fatores limitantes a sua utilizacdo
nestas espécies (FENESSY et al., 1989), assim como em outras espécies domeésticas
(BLANCO et al., 2003; BO et al., 2008). A variabilidade de resposta interindividual
também pode ser observada durante tratamentos realizados em diferentes momentos
(BINDON et al., 1986).

Esta variabilidade pode ser observada nos bovinos, onde geralmente um terco
das doadoras tratadas néo respondem a SOV, um ter¢o produz em média 3 embrides e
somente o terco restante produz embrides de qualidade para a transferéncia (GALLI et
al., 2003). Em cervideos, os indices também n&o sédo promissores, sendo apresentadas
a seguir algumas das médias encontradas para o numero de ovulacdes: E. davidianus
(3,8 CL - ARGO et al., 1994), O. virginianus (3,1 CL - WALDHALM et al.,1989) e C.
elaphus nado selecionados para um programa de TE (1,8-3,7 CL — ASHER et al., 2000),
D. dama (6 a 10 CL — FENESSY et al., 1994, MORROW et al., 1994; ASHER et al.,
1995) e C. elaphus, em geral, ja selecionados para os programas de TE (média de 5 a
11 CL - FENESSY et al., 1989, 1994; ASHER et al., 1992, 1995, 2000; ARGO et al.,
1994; BAINBRIDGE et al, 1995 SOLER et al, 2007) (Tabela 1).



Tabela 1. Protocolos de superovulacgao utilizados em cervideos de diferentes espécies.

Espécies Protocolos superovulacéao Ovulagao Estimulo Método coll\tfg;[t%dg/ou Taxa Referéncia
(CL) total fertilizag&o contagem CL colheita
Esponja MPA 13 ou 14 d (troca dia 7) + . - DUARTE &
dazama 700 Ul eCG (dia 13 ou 14) + hCG dia 16, : . Copula Laparotomia ] GARCIA
9 17 ou no momento da IA 1995
Odocoileus  Esponja MPA 10 ou 14 d ou PGF,, (14 d _ Copula : o WALDHAM
virginianus  apds estro) + 1000Ul eCG 31 natural Laparotomia 68% etal., 1989
CIDR® 14 d (troca dia 7) + PGFo, dia 5 + .
Elaphurus ; 2a Laparotomia ARGO
davidianus 200Ul eCG (dia 11) + 8 doses iguais FSH 3,8+1,2 4,83 +1,30 IAIU sc 36h Dia 5, 6 ou 7 29,3% etal., 1994
(0,5 Ul - inicio dia 11)
® + " "
R Dy e R
' ) Cépula Laparotomia FENESSY
CIDR® 11 d (troca D8) + dispositivo de 3 natural Dia 8 41.6% et al., 1989
liberacdo lenta de FSH inserido dia 8 '
CIDR® 14 d (troca dia 10) + 8 doses iguais 83+15
FSH (0,5 Ul - inicio dia 11) + 200Ul eCG e
(dia 11) Laparoscopia
Cervus ® i i Dia 15 apos, ) Et';?-H1E9R92
elanhus CIDR"™ 14 d (troca dia 10) + 200Ul eCG retirar CIDR '
P (dia 11) + 8 doses iguais FSH (0,5 Ul - 94+18
inicio dia 11) + GnRH 18h apdés retirar e
CIDR®
CIDR® 14 d (troca dia 7) + PGF,,dia 5 + :
200Ul eCG (dia 11) + 8 doses iguais FSH 10,8 + 3,7 13,6+43  IAlUsc36h  aparotomia 5,0, ARGO
2= AT Dia 5,6 0ou 7 etal, 1994
(0,5 Ul - inicio dia 11)
Cépula
CIDR® 14 d (troca dia 10) + 200Ul eCG natural + 4 Laparotomia ASHER
(dia 11) + 8 doses iguais FSH (0,5 Ul - 95+21 135+19 IAIV sc 12h par 32,7%
NS . Dia7 et al., 1995
inicio dia 11) intervalo
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Método

Espécies Protocolos superovulacéao ngégao Estt(')glflo fexielz;[;a?oéo colheita e/ou C;—Ii);ia Referéncia
¢ contagem CL
©) n
CIDR™ 12 d (troca dia 8 + PGFy,) + 8 , o
doses iguais de FSH (0,4Ul — inicio dia9) > * 24 15,0 +3,6 Lapaégﬁ’m'a 87%
+ 200Ul eCG dia 9 Copula BERG
CIDR®12 d (troca dia 8 + PGFy) + 8 natural etal, 1995
doses iguais de FSH (0,4Ul — inicio dia 9)
+ 200Ul eCG dia 1 11,2+24 13,4+2,4 63h 75%
Laparoscopia
® . ! X BAINBRIDGE
QIDR 12 d (troca dia 8) + 1200 Ul eCG 121425 131422 i Dl_a 14 apos@ i et al., 1996
dia 9 retirar CIDR
Cervus Laparoscopia
elaphus ¢ |pR® 14 d (troca dia 8) + 1200 Ul eCG 60415 80415 ] Dia 14-15 ap6s ] B o
dia 11 m o retirar CIDR® K
CIDR® 12 d (troca dia 8) + 8 doses iguais B?;Sag?icgpéi ASHER
de FSH (72 Ul — inicio dia 8,5) + 250Ul 2,15+0,42 3,21 +0,51 - . b ® - et al., 2000
. retirar CIDR
eCG dia12,5
CIDR® 12 d (troca dia 10) + 8 doses Laparotomia
decrescente FSH (180mg — inicio dia 10) 81+61 ) Cépula D.ia 9 apés@ 84 1% SOLER
+ 250Ul eCG dia 12 + 0,008 mg ' ' natural retirar CIDR ' et al., 2007
buserglina 12 h apés ultimo FSH
CIDR™ 14 d + 8 doses iguais FSH (0,5 Ul 10,9+25 13,427 , 26,4%
— inicio dia 10) + 100 Ul eCG (dia 10 ou IAIU sf 36h Lapgrigt‘;m'a MORROW et
14) 86+19 125+2,0 31,9% h
Dama dama o
CIDR™ 14 d (troca dia 10) + 200Ul eCG . .
. S o Cépula Laparotomia ASHER et al.,
(11 d) + 8 doses iguais FSH (0,5 Ul - inicio 96+25 149+2,7 natural + 1A Dia 7 30,6% 1995

dia 11)

| CL = corpo luteo, MPA = acetato de medroxiprogesterona, eCG = gonadotrofina coriénica eqiiina, hCG = Gonadotrofina coridnica humana, PGFyq
= prostaglandina F, alfa, CIDR® = ‘Controlled Internal Drug Release’, FSH = horménio foliculo estimulante, GnRH = horménio liberador de
gonadotrofinas, IAIU SC = inseminacgéao artificial intra-uterina com sémen congelado, IAIV sc = inseminacdo artificial intra-vaginal com sémen
congelado, IAIU sf = inseminac&o artificial intra-vaginal com sémen fresco, ® nimero de dias apds a inseminacao artificial ou copula natural.



As razbes para as variacbes nas respostas superovulatérias ndo estdo
totalmente esclarecidas, mas podem ser decorrentes de fatores intrinsecos como a
idade, a raca, a espécie (KUMAR et al., 2003), o historico reprodutivo, o grau de
habituagdo das doadoras (WENKOFF & BRINGANS, 1991) e a condig&o folicular no
inicio do tratamento de SOV (NASSER et al.,, 1993; DE ROOVER et al., 2005); de
fatores extrinsecos como o tipo de hormdnio utilizado, o grau de sua pureza, a dose e
protocolo de aplicacédo, o niumero de SOV repetidas (KUMAR et al., 2003), a estacao do
ano (ARGO et al., 1994), a qualidade do sémen, o momento e a forma de fertilizacéo,
as condicbes de manejo, a nutricdo, o estado sanitario e lactacional (STROUD &
HASLER, 2006); ou ainda de uma juncdo de ambos os fatores (KAFI & McGOWAN,
1997; MAPLETOFT et al., 2002). Entretanto, mesmo quando as fontes externas de
variagdo sdo minimizadas ou eliminadas entre os animais, as respostas continuam
variaveis, especialmente entre as espécies sazonais (BARTLEWSKI et al., 2008).

Isto sugere que as diferencas existentes no numero e na qualidade de foliculos
de cada individuo podem ser responsaveis pela variacdo da resposta ao tratamento
(McLEQOD et al., 2001). Outro fator relevante para a eficiéncia das técnicas € a condicéo
fisiolégica dos foliculos, como a producdo de monofosfato de adenosina (AMPc) pelas
células da granulosa (indicativa da capacidade do foliculo em responder aos estimulos
de LH e FSH), a concentracao de estradiol no fluido folicular e atividade da aromatase
(McNATTY et al., 1984). A correlacao entre o tamanho do foliculo e sua populacdo de
células da granulosa ja foi descrita em C. elaphus; sendo que os foliculos antrais
apresentavam diametro de 8,3+0,38 mm, altas concentracdes de AMPc [9,3%6,76 pmol
(10° células)™ h], estradiol (106+25,8 ng mL™) e aromatase [4,2+2,86 ng estradiol (10°
células)™® h™] (mensurados in-vitro) (McLEOD et al., 2001).

E importante ressaltar que a ovulacdo fisiolégica é regulada por uma interacéo
hormonal minuciosa, programada para manter e taxa ovulatoria dentro dos limites da
espécie; e que estas condi¢des fisioldgicas sédo alteradas pelos hormbnios exdgenos
utilizados nos tratamentos de manipulacdo do ciclo estral e da ovulacdo (McLEOD et
al.; 2001). Sendo assim, a ocorréncia de respostas variaveis aos tratamentos que

buscam romper este controle hormonal minucioso ndo é completamente inesperada
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(BINDON et al., 1986), fazendo da SOV a parte técnica mais imprevisivel dentro da
producéao de embrides e limitando a sua aplicabilidade nas pesquisas (BARTLEWSKI et
al., 2008).

Manipulacdo da onda folicular e sincronizagéo do estro

Uma das principais linhas de pesquisa que tem sido desenvolvida nos
ruminantes domésticos, na tentativa de diminuir a variabilidade e melhorar a resposta
aos tratamentos de SOV, é o controle da emergéncia da onda folicular (ARMSTRONG
et al., 1993; BO et al., 2008). Ha evidéncias na literatura de que o inicio dos tratamentos
na presenca de um foliculo dominante (isto é, apds a selecdo), resulta em menor
numero de ovulacdes e embrides (RUBIANES et al., 1995, 1997; BURKE et al., 1999);
enquanto o inicio do protocolo de SOV no momento de emergéncia da primeira onda
(grande numero de foliculos pequenos) geralmente apresenta melhores resultados
(NASSER et al.,, 1993). Um estudo recente em ovinos demonstrou a correlacao
negativa entre as concentracdes séricas de estradiol no momento das duas primeiras
aplicacdes de FSH e a taxa de embrides viaveis (BARTLEWSKI et al., 2008).

Na tentativa de evitar o foliculo dominante no inicio dos tratamentos em bovinos,
foram desenvolvidas algumas estratégias mecéanicas ou hormonais; como comecar a
SOV no primeiro dia do ciclo estral, aspirar o foliculo dominante ou todos os foliculos
acima de 5mm de diametro antes da SOV e sincronizar o inicio das ondas foliculares
(BO et al., 2006). No entanto, 0 método mais préatico, comum e efetivo é a sincronizacio
do inicio da onda com a administracdo de 2-5mg estradiol-173 ou benzoato de estradiol
no momento da insercdo do dispositivo intra-vaginal de progesterona (DIP),
promovendo a atresia folicular e originado uma nova onda 4-5 dias apds o inicio dos
tratamentos (BO et al., 1995).

Recentemente, um estudo avaliou diferentes protocolos para a inducdo da
emergéncia da onda folicular no periodo de anestro da espécie C. elaphus, utilizando
trés tratamentos: aspiracdo do foliculo dominante guiada por ultra-som, 5mg de
estradiol-1783 e 5mg de estradiol-173 associado a 100mg de progesterona

intramuscular; sendo que a emergéncia da onda folicular ocorreu apos 1,4+0,4; 3,5+0,3
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e 5,2+0,2 dias, respectivamente (McCORKELL et al., 2008). Nesta mesma espécie,
também ja foi relatada a emergéncia da onda apenas com o uso do DIP, devido as altas
concentragdes de progesterona (1,99g), que atingiram concentragcdes 6 vezes mais altas
do que as de animais nao tratados (McCORKELL et al., 2007).

Até o presente momento os tratamentos propostos para SOV em cervideos,
baseados em outros desenvolvidos para os ruminantes domésticos (FENESSY et al.,
1994), utilizavam implantes de progesterona por 11-14 dias associados a gonadotrofina
coribnica equina (eCG), FSH ou combinagdo de ambos, administrados alguns dias
antes ou no momento da retirada do implante (M. gouazoubira — DUARTE & GARCIA,
1995; O. virginianus - WALDHAM et al., 1989; C. elaphus - ASHER et al., 1992; D.
dama - MORROW et al., 1994) (Tabela 1). Entretanto, os protocolos ndo consideravam
o desenvolvimento dos foliculos ovarianos no inicio dos tratamentos de sincronizacao e
tentavam atingir o inicio da segunda onda folicular (RUBIANES & MENCHACA, 2003;
McCORKELL et al., 2008). Este fato foi apontado como uma possivel razado para a
grande variacdo nas respostas aos tratamentos de SOV nos cervideos (BAINBRIDGE
et al., 1995; McCORKELL et al., 2008), pois a variacéo individual no dia de emergéncia
da segunda onda é maior quando comparada a primeira (MAPLETOFT et al., 2002).

O conhecimento da dindmica folicular e o controle da onda folicular nos bovinos
permitiram que os tratamentos de SOV fossem iniciados no momento ideal para o
recrutamento folicular, independente do estagio do ciclo estral; eliminado a necessidade
de determinar o estro e/ou esperar 8-12 dias para iniciar o tratamento de SOV (BO et
al., 2006). Estes fatos também levaram a questionamentos sobre a possivel utilizacdo
dos protocolos de curta duracdo para a sincronizacdo do estro (isto €, manutencédo da
fonte exdgena de progesterona por 5-8 dias) nos tratamentos de SOV. Estudos
realizados em ovinos sugeriram que o tempo de insercédo do DIP nao afeta diretamente
a taxa de ovulacdo, mas pode atuar na qualidade dos embrides, tornando-a
inversamente proporcional ao periodo de implantacdo (RUBIANES et al., 1999). No
entanto, Samartzi et al. (1995) relataram a correlacdo negativa entre as concentracdes

de progesterona no inicio do estro e o numero de CL observados.
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Com o inicio das pesquisas sobre os protocolos de curta duracdo para
sincronizacdo do estro nos pequenos ruminantes domésticos, notou-se que a remocao
do DIP realizada 6-8 dias apdés a sua insercdo resultou na ovulacdo do foliculo
dominante da primeira onda pos-insercédo e, consequentemente, em melhor sincronia e
maiores indices de fertilidade (RUBIANES et al., 2003). Recentemente, um estudo com
a espécie M. gouazoubira avaliou a sincronizacdo do estro utilizando o CIDR® (0,33g)
por 8 dias associado a administracdo de cloprostenol no momento da remocéo do DIP e
verificou que todos os animais (n=6) apresentaram estro comportamental 70,5£5,0
horas apds o fim do tratamento e 5/6 animais apresentaram 1 CL visivel, com diametro
médio de 4,85+0,74mm e producdo media de progestinas fecais de 865,53+76,59 ng/g
fezes. O tempo médio de duracdo do estro foi de 34,7+4,50 horas, sendo que as
progestinas fecais atingiram concentracdes inter-luteais em 3,2+0,73 dias e a duracéo
da fase inter-luteal foi de 4,6+1,57dias (ZANETTI et al., 2009). Sendo assim, é provavel
gue os protocolos de curta duragdo para a sincronizacdo do estro também sejam
indicados para os tratamentos de SOV nos cervideos (McCORKELL et al., 2007).
Importante salientar que o tratamento para SOV deve ser finalizado na auséncia de um
corpo luteo ciclico para que ocorram as ovulacdes (PINTADO et al., 1996), pois durante
a lutedlise ha o aumento da secrecdo de estradiol, em resposta ao aumento na
frequéncia dos pulsos de LH. O aumento do estradiol, por sua vez, aumenta a
amplitude do pulso de LH, fazendo com que ocorra o comportamento de estro, 0 pico
de LH e a ovulacdo (RUBIANES et al., 2003). A diminuicdo da secrecdo de
progesterona consecutiva a lutedlise, na espécie D. dama, ocorre dentro de 14 horas
(ASHER & THOMPSON, 1989). A espécie M. gouazoubira manifestou o estro
comportamental apo6s, aproximadamente, 52 horas e as concentracfes de
progestagenos fecais atingiram concentracdes inter-luteais apds 2 dias, com o
protocolo de sincronizacdo do estro com duas aplicacdes de cloprostenol com 11 dias
de intervalo (ZANETTI et al., 2009).

Um estudo comparativo entre a inducdo de ovulacdo e a inducdo da SOV,
realizado em C. elaphus, mostrou que a manifestacdo do estro e o pico de LH séo

adiantados significativamente (aproximadamente 20 horas) nas fémeas superovuladas,
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mas que a relacéo entre o inicio do estro e o pico de LH é similar nos dois tratamentos,
com o estro ocorrendo no intervalo entre 8 horas antes até 8 horas apés o pico de LH.
No entanto, as fémeas SOV apresentaram maior variacao nos intervalos entre inicio do
estro / pico de LH e primeira ovulagdo. As ovulagbes comecaram ao redor de 20 horas
apos o pico de LH e, os exames laparoscopicos seriados mostraram que nas fémeas
superovuladas, as ovulagcdes podem continuar ocorrendo com intervalos de 24 horas,
inclusive no periodo luteal (ASHER et al., 1992). A dissocia¢do entre a ovulacéo e pico
de LH, também ja foi relatada em D. dama, que ovularam sem apresentar o pico
(JABBOUR et al. 1994). Da mesma forma, € comum que vacas leiteiras néo

apresentem sinais de estro, mas respondam a SOV (REICHENBACH et al., 2002).

Hormoénios gonadotroficos exégenos

O procedimento de SOV em geral envolve a sincronizagédo do ciclo estral com
fonte exdégena de progesterona e a estimulacdo do desenvolvimento folicular com
hormbénios gonadotréficos exdgenos: eCG administrada isoladamente ou associada ao
soro anti-eCG; FSH proveniente de extrato de pituitaria de suinos, ovinos e equinos ou
ainda, FSH recombinante bovino ou gonadotrofina da menopausa humana (hMG)
(REICHENBACH et al., 2002).

O eCG foi a primeira gonadotrofina amplamente utilizada dos tratamentos de
SOV (GOULDING et al., 1996; COGNIE, 1999). E uma glicoproteina de origem eqina,
produzida nos calices endometriais, com acdo semelhante ao FSH e ao LH e vida
média de 40 horas, podendo persistir por 8 a 14 dias na circulacdo dos ruminantes
domésticos (GONZALEZ-REYNA et al., 1999), devido a grandes quantidades de &cido
sialico presentes nesta molécula (MORELL et al., 1971). Por este motivo, uma unica
aplicacdo intramuscular deste hormonio é suficiente para provocar a superestimulacao
ovariana em diversas espécies (1500 a 2500Ul para novilhas e vacas primiparas,
3000UlI para vacas pluriparas, 1500 a 2000Ul para ovinos - REICHENBACH et al., 2002
e 500 a 1200Ul para cervideos - DUARTE & GARCIA, 1995; BAINBRIDGE et al., 1996,
1998). Entretanto, esta vantagem do eCG pode ser superada pelo inconveniente da sua

acao prolongada, responséavel por provocar crescimento folicular disperso, mesmo apés
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o pico de LH; de forma que no momento da colheita de embrides, € comum observar a
presenca de foliculos de tamanho grande (C. elaphus — BAINBRIDGE et al., 1995,
1996, 1998; ovinos — JABBOUR & EVANS, 1991), em numero proporcional as doses
utilizadas (GONZALEZ-REYNA et al., 1999). Estes foliculos anovulatérios secretam
altas concentracdes de estradiol durante e apos o periodo periovulatério, que podem
alterar o meio ambiente uterino e interferir na captura dos 6vulos pelas fimbrias e no
seu posterior transporte (MURRAY et al., 1994). Também pode interferir no transporte
dos espermatozoéides pelo trato genital da fémea (EVANS & ARMSTRONG, 1984),
afetando a taxa de fertilizacdo e a qualidade embrionaria ou ainda, formando cistos
foliculares (BAINBRIDGE et al., 1995). A influéncia da secrecédo de estradiol sobre o
transporte dos espermatozoides ja foi demonstrada em ovinos, comparando animais
com alta (mais de 16 CL) e baixa resposta superovulatéria, fertilizados por copula
natural; sendo que o primeiro grupo apresentou baixa taxa de fertilidade (ARMSTRONG
& EVANS, 1983). Desta forma, em animais superovulados e fertilizados com copula
natural, € preconizada a associacdo da inseminacéao artificial (IA) intra-uterina, como
forma de aumentar os indices de fertilidade (ARMSTRONG & EVANS, 1984; SARKAR
et al., 2008).

Além do crescimento folicular disperso provocado pela longa meia-vida do eCG,
outras causas podem estar relacionadas a presenca dos foliculos anovulatérios durante
a SOV como, por exemplo, a deficiéncia ou inexisténcia do pico de LH apds os
tratamentos superovulatérios; a manutencdo de altas concentracdes deste hormdnio
(LH) por periodos prolongados; ou ainda a presenca de foliculos ndo responsivos ou
menos responsivos ao LH, devido a diminuicdo do namero de receptores para este
hormbnio nas células da granulosa e da teca e, conseqguentemente, a menor
sensibilidade destes foliculos ao LH (LOPEZ-DIAZ & BOSU, 1992). Este ultimo fato &
relatado quando foliculos em inicio de atresia sdo recuperados e estimulados a crescer
pela administracdo das gonadotrofinas exdgenas, no entanto, o seu desenvolvimento
estara associado a baixa capacidade ovulatoria (baixas concentracdes intra-foliculares
de estradiol) e & deficiéncia na aquisicdo de competéncia oocitaria, que também podem

levar a m& formacédo do CL pelas células da granulosa (RUBIANES et al., 1997).
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As altas concentragfes de estradiol também estdo relacionadas a regressao
prematura do CL em C. elaphus (BAINBRIDGE et al., 1996, 1998), assim como em
outras espécies de ruminantes domésticos (PINTADO et al., 1996; RUBIANES et al.,
1997; SAHARREA et al., 1998; COGNIE et al., 2003). Os niveis elevados de estradiol
aumentam a sensibilidade do endométrio uterino a ocitocina e estimulam a secrecao de
PGFy,, ativando prematuramente o mecanismo de lutedlise (BAINBRIDGE, et al., 1996,
1998) e/ou adiantam o pico de LH e favorecem a ovulacdo de pequenos foliculos
imaturos, com capacidade inadequada de formacéo luteal (VEIGA-LOPEZ et al., 2006).
O estresse também pode ser uma causa de regressdo luteal, especialmente em
animais jovens, como ja relatado em suinos (WAN et al., 1994), ovinos
(SHEIKHELDING et al., 1988) e caprinos (EMESIH et al., 1995), devido aos transtornos
endocrinos provocados pela liberacdo de corticosteroides (PETERS & LAMMING, 1986)
e progesterona produzida pela glandula adrenal (ASHER & THOMPSON, 1989).

Os foliculos destinados a formar CL inadequados ndo atingem seu completo
desenvolvimento em receptores gonadotroficos, ou a habilidade maxima de sintetizar
estradiol, sendo que a duracdo da estimulacédo do foliculo, antes do pico de LH, pode
ser critica. Stubbings et al. (1986) propuseram que a formacdo de um corpo luteo
inadequado pode ocorrer como conseqiéncia do rapido desenvolvimento folicular e da
ovulacao, antes que as células da granulosa tenham adquirido a maturidade necessaria
para uma otima luteinizacdo em resposta ao LH.

Com o intuito de propiciar tempo para a aquisicdo suficiente de receptores de LH
e aumentar as taxas de ovulacdo e de embribes viaveis, foram desenvolvidas
estratégias que atrasam o pico pré-ovulatorio de LH, como a manutencdo da fonte
exdgena de progesterona por 24-36 horas apdos a administracdo da PGF,, € a aplicacao
de LH exdgeno 12-24 horas ap6s a remocéao da progesterona. Embora estes protocolos
nao tenham aumentado significativamente o nimero de embriées viaveis, em todas as
racas bovinas avaliadas, quando comparados a protocolos com deteccao do estro, eles
permitiram o controle do momento da ovulacdo e a utilizacdo da inseminacédo artificial
com tempo-fixo (IATF) (BO et al., 2006; BARROS et al., 2007).
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Por todos os efeitos adversos e aos baixos indices de recuperacdo de embrides
(0,8 embrides viaveis/doadora), o uso isolado do eCG em cervideos nao é
recomendado (WENKOFF & BRINGANS, 1991). No entanto, como a utilizacdo deste
farmaco oferece grande facilidade e praticidade devido a sua acdo prolongada, algumas
propostas tém sido avaliadas com o intuito de reduzir os seus efeitos adversos. A
primeira delas € o seu uso associado ao controle da onda folicular ovariana, buscando
melhor sincronia das ovulacdes; a segunda € o controle do periodo de acao do farmaco
através da imunoneutralizacdo/administracdo de anticorpos anti-eCG no final do estro
(BAINBRIDGE et al., 1995) e a terceira € a inibicdo da sensibilidade do endométrio
uterino a ocitocina, com a administracao de interferon (BAINBRIDGE et al., 1998). Nos
cervideos, apenas as duas Ultimas propostas foram avaliadas e apresentaram
resultados positivos quanto a diminuicdo da presenca de grandes foliculos e da
regressdo prematura do CL (BAINBRIDGE et al., 1995, 1998). Contudo, este € um
assunto contraditorio nos diversos estudos realizados em outras espécies domeésticas,
pois, apesar do procedimento ser eficiente para reduzir o crescimento folicular e as
concentracfes excessivamente elevadas de estradiol no periodo pds-ovulatorio, nao
resultou em melhorias significativas no nimero de embrides recuperados (GOULDING
et al., 1996). Além disso, 0 momento correto da imunoneutralizacdo é essencial para
nao interferir no pico de LH enddgeno e na ovulacdo (BAINBRIDGE et al., 1995;
GOULDING et al., 1996).

O FSH é uma glicoproteina de origem hipofisaria. Devido a curta meia-vida deste
farmaco (5 horas — DEMOUSTIER et al., 1988), sua administracdo deve ser realizada
através de aplicacfes intramusculares, a cada 12 horas, por uma periodo de 3 a 4 dias,
com a finalidade de promover o crescimento do maior numero de foliculos até o estagio
pré-ovulatério. Os produtos comercialmente disponiveis no Brasil sédo obtidos a partir da
purificacdo parcial da hipéfise de suinos e apresentam variadas concentracdes de LH.
Acredita-se que as respostas superovulatorias e as taxas de colheita de embrides séao
influenciadas pelas quantidades relativas de FSH/LH no farmaco (propor¢cdo FSH:LH)
(FENESSY et al., 1989; D ALESSANDRO et al., 2005), sendo preferidas as
preparacbes com baixos niveis de LH (FENESSY et al., 1989; GORDON, 1997).
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Fisiologicamente esta relagdo decresce durante o periodo da regressao luteal até o pico
pré-ovulatério de LH (D"ALESSANDRO et al., 1997) e a presenca de LH nos produtos
tem sido relacionada a ocorréncia de foliculos anovulatérios e a variabilidade nas
respostas aos tratamentos superovulatorios (VEIGA-LOPEZ et al., 2006). Entretanto, as
variacbes de resposta a esta relagdo sdo comuns até mesmo entre subespécies de
cervideos; enquanto C. elaphus exibe melhores respostas com baixas concentracdes
de LH, a subespécie C. elaphus nelsoni apresenta maior nimero de embrides de
gualidade com produtos que contenham maiores niveis de LH (WENKOFF &
BRINGANS, 1991). Esta discussao enfatiza a importancia de diferencas interespecificas
e raciais na resposta as gonadotrofinas.

Na tentativa de mimetizar os eventos fisiologicos, o FSH, em geral, é
administrado em doses decrescentes (GONZALEZ-BULNES et al., 2000;
D’ALESSANDRO et al., 2005), mas o aumento da purificagdo dos produtos comerciais
em relacdo a contaminacdo por LH, tornou possivel o uso de doses iguais sem
prejuizos para as respostas superovulatorias (BERLINGUER et al.,, 2004). Estes
autores ainda sugerem que as altas doses iniciais dos protocolos de doses
decrescentes podem induzir um desenvolvimento folicular rapido e anormal, afetando a
gualidade do embrido. Entretanto, o uso de produtos altamente purificados tem
resultado em baixas respostas de SOV, sugerindo que um pequeno aumento nas
concentracfes de LH apds a remocédo da fonte exdgena, seria desejavel para aumentar
0 numero de ovulacdes e o numero de embrides transferiveis (D"ALESSANDRO et al.,
1997). No entanto, se estas concentracdes se mantiverem por tempo prolongado,
poderao ocorrer disturbios na ovulacdo (GONZALEZ-BULNES et al., 2000).

Em caprinos e ovinos, o tratamento com FSH resulta em menor variabilidade na
resposta de SOV, menor incidéncia de foliculos anovulatorios, menores indices de
regressdo prematura do CL (D’ALESSANDRO et al.,, 1996); maior numero de
ovulacBes, maior taxa de recuperacdo e maior numero de embrides viaveis (COGNIE,
1999), quando comparado ao tratamento com eCG (SAHARREA et al., 1998).
Entretanto, o uso isolado deste farmaco também n&o € indicado para os cervideos

devido ao estresse provocado pelas multiplas administracbes (WENKOFF &
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BRINGANS, 1991) e ao elevado numero de animais que ndo responde ao seu estimulo
(FENESSY et al., 1989; BERG et al., 1995). Argo et al. (1994) afirmaram que a maior
eficiéncia dos tratamentos superovulatérios nos cervideos de clima temperado é obtida
guando multiplas administrac6es de FSH séo associadas a baixas dosagens de eCG. A
atividade LH deste ultimo farmaco reforga o pico pré-ovulatério e estimula a ovulacdo de
um maior numero de foliculos em curto espaco de tempo. Além disso, minimiza os
efeitos negativos do estresse provocado pelo manejo (BERG et al, 1995). Esta
associacao também tem sido avaliada em outros ruminantes domésticos na tentativa de
diminuir o nimero de aplicacdes do FSH e aumentar as respostas a SOV (COGNIE,
1999; SIMONETTI et al., 2007).

A frequéncia de aplicagdo do FSH é a maior limitacdo para o seu uso em
diversas espécies (JACKSON et al., 2006; SIMONETTI et al., 2007), em especial 0s
cervideos que sao muito suscetiveis ao estresse provocado pelo manejo (DIAS, 1997).
Por este motivo, diversos estudos tém sido realizados na tentativa de simplificar a
utilizacédo deste farmaco. Em cervideos, o primeiro deles foi realizado com a espécie C.
elaphus utilizando um implante subcutaneo de liberacdo lenta de FSH (‘osmotic
minipump’ — Alzet Corp., Palo Alto, CA, USA), mas os resultados foram
significativamente inferiores quando comparados ao modo tradicional de administracao
do farmaco (FENESSY et al., 1989) (Tabela 1). Pesquisas realizadas na década de
noventa em bovinos demonstraram que uma aplicacdo subcutanea de FSH produz
resultados semelhantes ao método tradicional de varias aplicacdes (BO et al., 1994),
mas segundo Hockley et al. (1992), para que uma Unica aplicacdo subcutanea possa
ser eficiente, € necessario que o animal apresente uma camada razoavel de gordura
subcutanea. Novos experimentos em ovinos (D"ALESSANDRO et al., 2001; KNIGHTS
et al., 2003) e bovinos (TAKEDOMI et al., 1993, 1995; YAMAMOTO et al., 1993, 1994,
1995; SATOH et al., 1996; SUGANO & SHINOGI, 1999) demonstraram que a SOV
pode ser induzida com uma Unica aplicacdo de FSH dissolvido em polivinilpirrolidona
(PVP), sem prejuizo aos resultados.

O PVP é um polimero organico sintético com diferentes pesos moleculares

(10.000, 40.000 ou 360.000), soluvel em agua e em varios solventes organicos. E
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utilizado na producao dos farmacos de longa acdo devido a propriedade de se ligar e
estabilizar as moléculas, prolongando sua taxa de liberacdo in vivo (D"’ALESSANDRO
et al., 2001). Embora sua liberag&o por via subcutanea possa ser mais lenta (BO et al.,
1994), D’Alessandro et al. (2001) obtiveram resultados semelhantes (6,2+1,2 CL) ao
método tradicional (6,6+£1,0 CL) com a superovulacdo de ovelhas utilizando 250Ul de
FSH, dissolvido em PVP (peso molecular = 40.000, solugédo 30%), administrado por via
intramuscular 24 horas antes da retirada do implante de progesterona. A concentracéo
da solucdo de PVP parece ser mais importante do que o seu peso molecular, pois as
melhores taxas ovulatérias foram obtidas com solugfes concentradas (30-50%) de PVP
de baixo peso molecular (10.000-40.000) (TAKEDOMI et al., 1993; D"ALESSANDRO et
al., 2001). Apos a aplicagéo do FSH dissolvido no PVP em vacas, foi observado que as
concentragcbes plasmaticas de FSH aumentam gradualmente, atingem o pico maximo
em 12 horas e a partir dai decrescem gradualmente, sendo que 0s niveis plasmaticos
se mantém por periodos de 3 a 60 horas apos a administracdo do farmaco (TAKEDOMI
et al., 1995).

No entanto, um inconveniente da utilizacdo do eCG e do FSH, € a possibilidade
de inducdo de resposta humoral, uma vez que estes produtos sdo produzidos em
espécies heterdlogas. Uma reducdo progressiva na atividade ovariana e na resposta
ovulatoria tem sido documentada em ovinos (FORCADA et al., 2000), caprinos (BARIL
et al., 1992) e bovinos tratados frequentemente com o eCG e/ou FSH (geralmente apoés
a terceira aplicacdo). Por outro lado, outros autores relatam auséncia de inducéo
humoral em ovinos, que receberam o eCG por trés anos consecutivos (DIEKMAN et al.,
1995) ou 17 aplicagcdes com 17 dias de intervalo (GHERARDI & LINDSAY, 1980). A
auséncia de resposta humoral ao FSH de origem ovina em C. elaphus também ja foi
relatada (ASHER et al., 2000). A possibilidade de inducdo de resposta humoral é um
fato relevante (FORCADA et al., 2000), uma vez que boa parte dos experimentos utiliza
0s mesmos animais (delineamento “cross-over”) nos testes de protocolos (revisado por
BARUSELLI et al., 2006), na tentativa de anular a variabilidade individual de resposta
(THATCHER et al., 2001).
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O intervalo minimo recomendado entre duas superovulagdes consecutivas deve
ser de 5 semanas (REICHENBACH et al., 2002).

Monitoramento da ovulacao e colheita de embrides

A contagem dos CL, como forma de avaliar a taxa de ovulagédo nos tratamentos
de SOV é usual nas pesquisas com C. elaphus, e em geral, 0os exames laparoscopicos
sdo realizados entre 14 e 15 dias apos a retirada do DIP (MAGYAR et al., 1988; ASHER
et al., 1992; BAINBRIDGE et al., 1996, 1998; ASHER et al., 2000). Ja a funcionalidade
dos CL é usualmente avaliada pela dosagem hormonal de progesterona (SARKAR et
al., 2008; ZANETTI et al., 2009) e as maiores taxas de ovulacdo estdo associadas ao
aumento proporcional deste hormonio, devido ao aumento da massa de tecido luteal
(ASHER et al., 1995, ASMIRIDIS et al., 2002).

Embora haja uma correlacdo entre a funcionalidade do CL e a fertilidade do
tratamento, uma vez que ele sera o responsavel pela manutencao do inicio da gestacao
(ADAM et al., 1985; PEREIRA et al., 2006), nos tratamentos de SOV, a taxa de
fertilidade € acessada pela avaliacdo dos embrides coletados e por comparacao entre o
numero coletado e o numero de CL observados. No entanto, é importante salientar que
inimeros fatores ja comentados anteriormente podem interferir na taxa de fertilizacéo e
na qualidade dos embrides.

A colheita dos embribes nos cervideos pode ser cirdrgica (por laparotomia ou
laparoscopia) ou ndo cirdrgica, por pincamento do fornex e passagem de catéter
através da cérvix, 7 a 8 dias apos a IA e/ou a copula (JABBOUR et al., 1997). Embora a
coleta ndo cirurgica ja tenha sido realizada com sucesso em O. virginianus (MAGYAR et
al.,, 1988), ndo é um método indicado para os cervideos devido a dificuldade de
passagem pelo canal cervical ( WALDHAM et al., 1989).

A colheita por laparotomia € realizada com o posicionamento de um catéter de
Foley na base do utero através de uma pequena incisdo no sentido longitudinal. Um
baldo é inflado neste local e 0 meio de coleta (solugédo salina em tampéao fosfato (PBS)
acrescido de 1% de soro fetal bovino) é introduzido através de uma agulha com seringa
na juncdo utero-tubarica e colhido pelo catéter (ARGO et al., 1994; MORROW et al.,



26

1994; ASHER et al., 1995; BERG et al., 1995; DUARTE & GARCIA 1995; SOLER et al.,
2007). A utilizagdo do relaxante muscular, clenbuterol, é recomendada para facilitar a
manipulagdo do trato reprodutivo durante a cirurgia (FENESSY et al., 1989, 1994,
MORROW et al., 1994; BERG et al., 1995). Embora a laparotomia seja 0 método mais
utilizado, a exteriorizacdo do trato reprodutivo provoca aderéncias pds-operatérias no
Gtero, ovidutos e ovarios levando a diminuicdo da fertilidade e uma reducéo significativa
do nimero de embribes coletados apos repetidas cirurgias (TORRES & SEVELLEC,
1987). Além disso, as aderéncias dificultam progressivamente o procedimento cirdrgico
e muitas vezes, impossibilitam a coleta (McKELVEY et al., 1986).

O desenvolvimento de técnicas menos invasivas como a laparoscopia, permite
colheitas repetidas sem a formacao de aderéncias (McKELVEY & ROBINSON, 1986;
McKELVEY et al., 1986; LEGENDRE et al., 1988), mas € um procedimento que exige
maior treinamento técnico para a obtencao de taxas de coleta semelhantes ao método
convencional (laparotomia) (McKELVEY & ROBINSON, 1986). Em geral, a taxa de
colheita por laparoscopia € menor do que a obtida com a laparotomia (62% vs 85%)
mas, cada doadora pode passar por mais 7 colheitas sem problemas graves de
aderéncias (BARIL et al, 1989). Um estudo realizado com caprinos (ANDRIOLI et al.,
1999) comparou os trés métodos de colheita (transcervical, laparoscopia e laparotomia),
e concluiu que o recolhimento do liquido injetado para lavagem do corno uterino foi
significativamente maior na colheita por laparotomia (83,7%) quando comparado a
colheita por laparoscopia (72,2%). No entanto, a taxa de colheita de embrides foi maior
na técnica laparoscoépica (81,1% e 27,3%, respectivamente), possivelmente devido a
alta porcentagem de aderéncias provocadas pela laparotomia, chegando a 100% apos
a terceira cirurgia. Além disso, 0 tempo necessario para execucdo da técnica
laparoscopica foi menor do que o tempo necessario para a realizacdo da laparotomia
(aproximadamente 37minutos e 56 minutos, respectivamente) (ANDRIOLI et al., 1999).

O desenvolvimento cronolégico dos embrides de C. elaphus é semelhante aos
embriées bovinos (HAMILTON & LAING, 1946). Entretanto, um estudo recente nesta
espécie de cervideo (BERG et al., 2007) demonstrou que os embrides entram no Utero

como blastocistos por volta de 5 a 6,5 dias ap6s a ovulacdo e ndo como embrides de 16
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células, 3 a 4 dias apos a ovulacdo como ocorre nos bovinos (HAMILTON & LAING,
1946), ovinos (HOLST, 1974) e caprinos (AGRAWAL & BHATTACHARRYA, 1984).
Além disso, foram encontrados embrides em estagio de moérula compacta e blastocisto
na juncao Utero-tubarica até 180-186 horas ap6s a cépula (BERG et al., 2007). Esta é
uma questdo fundamental para a colheita dos embrides e pode explicar porque Duarte
& Garcia (1995), s6 obtiveram sucesso na colheita da espécie M. gouazoubira quando
realizaram a lavagem da tuba uterina juntamente com o Utero. Da mesma forma,
Fenessy et al. (1989) e Waldhalm et al. (1989) obtiveram bons indices de coleta nas
espécies C. elaphus e O. virginianus (Tabela 1), respectivamente, quando realizaram a

lavagem da juncao utero-tubarica.
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IV. MATERIAL E METODO

Para a realizacdo deste estudo foram desenvolvidos 2 (dois) experimentos. O
experimento 1 comparou trés tratamentos de SOV na espécie Mazama gouazoubira,
enquanto o experimento 2 comparou dois tratamentos, em outros individuos da mesma
espécie. Os tratamentos foram delineados no esquema “cross-over”, ou seja, em cada
experimento todos os animais passaram por todos os tratamentos, com um intervalo de
44 dias ap6s a remocao do CIDR®. Este delineamento foi escolhido como uma tentativa
de controlar a variabilidade de cada individuo na resposta aos tratamentos (THATCHER
et al., 2001), devido ao reduzido numero de animais disponiveis e a dificuldade de
manejo desta espécie. Os experimentos descritos a seguir ndao levaram em
consideracdo as estacbes do ano, pois esta espécie ndo apresenta sazonalidade
reprodutiva (FRADRICH, 1987; PINDER & LEEUWENBERG, 1997; SANTOS et al.,
2001; BARROZO et al., 2001; PEREIRA et al., 2006).

Animais

Experimento 1

Para a realizacdo do Experimento 1 foram utilizados 9 (nove) animais da espécie
Mazama gouazoubira (veado-catingueiro), sendo 6 (seis) fémeas (primiparas, com
idades entre 2 e 6 anos e peso entre 15,3 e 19,9 kg) e 3 (trés) machos (sendo um
previamente vasectomizado e dois férteis, com 7 a 11 anos de idade e peso médio de
17,5Kg), pertencentes ao Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos
(NUPECCE) do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal — UNESP. Os parametros seminais dos machos férteis
foram analisados 15 dias antes do inicio do experimento e encontravam-se dentro dos

parametros de normalidade da espécie (BARROZO et al., 2001).

Experimento 2
Para a realizacdo do Experimento 2 foram utilizados outros 8 (oito) animais da

mesma espécie sendo 7 (sete) fémeas (primiparas, com idades aproximadas entre 2 e



29

4 anos e peso entre 12,9 e 20,6 kg) e 1 (um) macho fértil (com aproximadamente 3
anos de idade e 18Kg), pertencentes a mesma instituicdo. A andlise seminal do macho

fértil foi realizada conforme descri¢cdo do experimento 1.

Local e periodo de estudo

Experimento 1

De Abril a Dezembro de 2007, os animais foram mantidos em baias individuais
(3,0m x 2,0m), mantendo contato auditivo e olfativo, e foram expostos a variagdo natural
de luminosidade. Receberam dieta composta por alimentos concentrados utilizados
para equinos (Tec Horse®Purina®Paulinia-S&o Paulo-Brazi), fornecida diariamente pela manha e
alimento volumoso: soja perene (Neonotomia wighti), alfafa (Medicago sativa) ou ramos
de amoreira (Morus alba), que foram fornecidos de acordo com a sua disponibilidade no
campo, numa quantidade média de 1Kg/animal/dia, no final da tarde (sempre molhado,
com intuito de adiar o murchamento e manté-los aceitaveis pelos animais por mais

tempo). Agua foi oferecida ad libitum.

Experimento 2
O estudo se desenvolveu no periodo de Margco a Agosto de 2009 e os animais

foram mantidos nas mesmas condi¢cdes descritas para o experimento 1.

Periodo de adaptacdo e monitoramento do ciclo estral

Experimento 1

Durante o primeiro més foi realizado o periodo de adaptacdo dos animais ao
manejo com monitoramento do ciclo estral para identificar a fase do ciclo de cada
fémea. Nesse periodo, o macho vasectomizado foi colocado em contato com cada
fémea, diariamente, durante 10 minutos, entre as 7:30 e 9:30 horas. O monitoramento
do ciclo estral com o macho vasectomizado continuou diariamente durante todo o
periodo experimental, exceto quando o macho fértil foi utlizado, no final dos
tratamentos. O estro comportamental foi definido como o periodo em que as fémeas
permitiram a cépula (Figura 2) (PEREIRA et al., 2006).
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Figura 2. Cépula na espécie Mazama gouazoubira.
(Foto: E. S. Zanetti).

Experimento 2

Durante o primeiro més foi realizado o periodo de adaptacdo dos animais ao
manejo com o monitoramento do ciclo, como no Experimento 1. Entretanto, como foi
utilizado um macho fértil para monitorar o ciclo das fémeas, a cépula foi interrompida
com a retirada do macho da baia, caso a monta ocorresse e a fémea permanecesse em
estacdo. Neste caso, o estro comportamental foi definido como o periodo em que as
fémeas permitiram a monta e permaneceram em estacdo (Figura 2). Também foi
realizado um periodo de adaptacdo a caixa de contencao, utilizada para administrar os
farmacos. Durante os primeiros 15 dias, diariamente, os animais foram retirados das
baias, individualmente, e encaminhados por cerca de 200 metros (por um corredor e
com o auxilio de um tapume) até a caixa, onde recebiam alimento atrativo (banana)
durante cinco minutos. Nos 15 dias seguintes e durante todo o periodo experimental,
este manejo foi realizado em dias alternados e, a regido posterior do animal foi tocada
com as maos do operador, a0 mesmo tempo em que o alimento foi oferecido (Figura 3).
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Figura 3. Caixa de contencdo onde os farmacos foram administrados na espécie Mazama
gouazoubira (Foto: C. C. Borella).

Sincronizacdo do estro e tratamento de superovulagcéo

Experimento 1

Inicialmente, em dia aleatério do ciclo estral, todas as fémeas foram
sincronizadas com um dispositivo intravaginal impregnado com 0,33g de progesterona,
desenvolvido para ovinos e caprinos (CIDR® - Tipo T - Controled Internal Drug Release®- Pfizer®- EUA), POI 8
dias, seguido por uma aplicacdo intra-muscular (i.m.) de 0,5mg (0,5mL) de benzoato de
estradiol (BE) (Estrogin® - Farmavet Produtos Veterinarios Ltda - Brasi) NO momento da insercédo (D-8) e
250ug (1mL) de cloprostenol sédico (Ciosin® - Shering Plough Coopers® - Brasil), N0 momento da sua
retirada (DO) (Figura 4). Posteriormente, para a inducédo da superovulagcédo, as fémeas
foram divididas em 3 grupos (n=2): (i) Tratamento A, 0s animais receberam uma
aplicacdo i.m. de 600Ul de eCG (Folligon® - Intervet International BV - Holanda), NO quarto dia apos a
insercéo do CIDR® (D-4), (ii) Tratamento B, receberam uma aplicagéo i.m. de 300Ul de
eCG, no mesmo momento, (ii) Tratamento C, receberam uma aplicacdo i.m. de 250Ul
de FSH (pluset® - calier® - Espanha) dissolvido em polivinilpirrolidona (peso molecular = 40.000, solugéo de
30%, PVP-40 — Sigma - usA) (D"ALESSANDRO et al., 2001), também no quarto dia ap6s a
insercdo do CIDR® (Figura 4). Os tratamentos foram delineados no esquema “cross-
over’, com um intervalo de 44 dias ap6s a remocdo do CIDR®. Todos os procedimentos
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acima foram realizados com contencéo fisica (DUARTE et al., 2001), entre 11:00 e
14:00 horas.

Experimento 2

Em dia aleatorio do ciclo estral, as fémeas foram divididas em 2 grupos (n=3): (i)
Tratamento D, os animais receberam um dispositivo intravaginal impregnado com
0,33g de progesterona (CibR®- Tipo T - Controled Internal Drug Release® - Pfizer® - EUA) POr 8 dias seguido
por uma aplicagdo i.m. de 0,25mg (0,25mL) de BE (Estrogin® - Farmavet Produtos Veterinrios Ltda -
Brasi) N0 Momento da insergéo (D-8), 700Ul de eCG (Foligon® - Intervet International BV, Holanda) NO
guarto dia apos a insercao (D-4) e 265ug (1mL) de cloprostenol s0dico (Ciosin®- Shering Plough
Coopers® - Brasil), N0 Momento da sua retirada do dispositivo (D0O) (Figura 4), (ii) Tratamento
E, os animais receberam dispositivo intravaginal impregnado com 0,33g de
progesterona (CIbR®- Tipo T - Controled Internal Drug Release® - Pfizer®- EUA) POr 7,5 dias seguido por uma
aplicacdo i.m. de 0,25mg (0,25mL) de BE (Estrogin® - Farmavet Produtos Veterinarios Ltda - Brasil) NO
momento da insercéo (D-7,5), 130mg (6,5mL) de FSH (Folitropin-v® - Bioniche Animal Health - Canada)
divididos em 8 doses iguais (com a primeira dose administrada 4,5 dias apds a insercao
do CIDR® (D-3) e a Ultima 12 horas apds a sua remocdo (D0,5)) e 265ug (1mL) de
cloprostenol sédico (Ciosin® - Shering Plough Coopers® - Brasil), N0 momento da sua retirada do
dispositivo (D0) (Figura 4). Os tratamentos também foram delineados no esquema
“cross-over”, como descrito no experimento 1. Apenas os procedimentos do D-8 e D-7,5
foram realizados com contencao fisica (DUARTE et al., 2001), entre 8:00 e 09:30 horas.
Para a realizacdo dos outros procedimentos os animais foram encaminhados até a

caixa de contencao (Figura 3).

Identificacéo do estro e fertilizacao

Experimento 1

Os sinais do estro comportamental foram verificados colocando o macho fértil
junto com as fémeas (10 minutos a cada 6 horas) a partir de 6 horas ap6s o término dos
tratamentos até o momento que deixassem de aceitar a cépula (fim do estro); sendo

gue foi permitida uma copula a cada periodo de 6 horas. O nimero médio de copulas
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nos Tratamentos A, B e C foi 6,4; 6,5 e 11,3; respectivamente. O estro comportamental

foi definido como o periodo em que as fémeas permitiram a coOpula (Figura 2)

(PEREIRA et al., 2006).

CIDR® 600U (TA) / 300U1 eCG (TB) CIDR®
0,5mg BE ou FSH + PYP (TC) 1
i ‘L 2SN Pluset™
PGF,,
Tratamentos | | | | ] | ]
— T
D-8 D-7 D-6 D-5 D-4 D-3 D-2 D1 D0 DA1 D2
IDR®
CIDR® ¢
0,25mg BE 70001 eCG 1
\L J/ PGFM
| | | | || | | L] >
| | | | 1 | 1
D-8 D-7 D-6 D5 D4 D-3 D-2 D1 D-0 M D2
CII¢)R°
CIDR® _ PGFy, 130
0,25mg BE rsH  FSH  FSi FSH Follliropin”
' | lr‘ﬂ“ |ren | e l FSH
AR T A T
- T R S
D-8 D-7 D-6 D-5 D4 D-3 D-2 D1 D-0 M D2

Figura 4. Esquema dos Tratamentos A (CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 600Ul eCG D-4 +
cloprostenol DO ), B (CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 300Ul eCG D-4 + cloprostenol DO ) e C
(CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 250Ul FSH+PVP D-4 + cloprostenol DO ), realizados no
Experimento 1; e dos Tratamento D (CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 700Ul eCG D-4 +

cloprostenol D0) e E (CIDR® por 7,5 dias + BE D-7,5 + 130mg FSH D-3 / DO,5 +
cloprostenol DO0), realizados no Experimento 2, com a espécie Mazama gouazoubira.
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Experimento 2

Os sinais do estro comportamental foram verificados como no Experimento 1.
Entretanto, o macho fértil foi colocado junto com as fémeas por 10 minutos a cada 12
horas e foi permitida uma cépula a cada periodo de 12 horas, sendo que 0 numero
médio de cOpulas nos Tratamentos D e E foi 3,3 e 3,0; respectivamente.

Avaliagcdo dataxa de ovulacéo e colheita dos embrides

Experimentos 1 e 2

A avaliacdo da taxa de ovulacdo e a colheita dos embrides foram realizadas 7
(sete) dias apOs a primeira copula ou 9 (nove) a 10 (dez) dias apos o fim dos
tratamentos nos animais que nao apresentaram estro comportamental. O namero total
de CL e foliculos grandes (maiores que 3mm) foram contados (a presenca de pelo
menos 2 (dois) CL foi definida como resposta superovulatéria). Para isso, as fémeas
foram submetidas a jejum solido e hidrico de 24 horas, contencdo fisica e,
posteriormente, anestesiadas com associacao de 5,0 mg/Kg de cloridrato de quetamina
(Vetaset® - Fort Dodge - Brasil), 0,3 mg/Kg de cloridrato de xilazina (Rompum® - Bayer - Brasil) € 0,5 mg/Kg
de midazolan (pormonid® - Roche - Brasil), POr Vvia intravenosa (veia jugular). Para o inicio do
procedimento cirdrgico, os animais foram intubados e mantidos em plano superficial
com isoflurano (rorane® - Abbott - Brasi), Na concentracdo media de 0.89 + 0.08 V%,
mensurada com vaporizador calibrado para esse farmaco (HB® Hospitalar — Brasil). APOS
posicionamento em decubito dorsal, o acesso intra-venoso foi mantido no membro
toracico (veia cefalica) com solucéo fisiologica 0,9%, foi realizada a preparacdo do
campo cirlirgico com a tricotomia da regido abdominal, anti-sepsia cirtrgica (Alcool 70%
e lodo-povidona) e colocacao de panos de campo estéreis.

Para facilitar a visualizacdo do Utero e dos ovarios, o animal foi reposicionado de
modo que seus membros posteriores ficassem elevados aproximadamente 45°. Foi
realizada uma incisdo na pele com o bisturi (cerca de 0,2cm), na linha média,
aproximadamente 10cm anterior a glandula mamaria (Figura 5), para a introducdo da
agulha de Verres, apés a suspensdao manual do abdémen pelo auxiliar. Através desta

agulha, o abddémen foi insuflado com diéxido de carbono (CO,), cerca de 7 minutos, até
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gue o abddémen ficasse completamente distendido. Uma vez insuflado, a agulha de
Verres foi retirada e a bainha tipo janela com valvula para CO, de 5mm, com trocéater de
ponta protegida foi introduzida no mesmo local. Com a retirada do trocater, a Otica
laparoscépica (15cm / 5mm / 30°), conectada ao cabo de fibra 6tica, a fonte de luz
halogena de 250W e a micro-cAmera foi inserida através da bainha. ApGs esses
procedimentos, outra bainha tipo janela com valvula para CO, de 5 mm, com trocater de
ponta protegida, foi introduzida lateralmente a otica para a insercdo de uma pinca
ginecoldgica atraumética (Figura 5), propiciando melhor manipulacao e visualizacdo dos
ovarios. Apos a avaliacdo dos ovarios, iniciou-se a colheita dos embrides (Figura 5): foi
realizada uma terceira via de acesso, com a introducdo de outra bainha (tipo
diafragama sem vavula de 5mm) na linha média, 2cm posterior a bainha da oOtica
(Figura 5); em seguida, o corno uterino (do mesmo lado do ovario superovulado) foi
pincado proximo a bifurcacdo do utero (Figura 6a) e perfurado (em direcdo ao limen)
COom um trocater (pointer® - IMv Technologies - Franga), 0 Mais caudal possivel a bifurcacédo (Figura
6b). Apés a perfuracéo e retirada do trocater, a sonda de trés vias (ovicap® - IMV Technologies -
Franca) fOi introduzida no Iimen do utero (Figura 6c,d) e o balédo foi inflado com 3mL de ar
por uma das vias do sonda (Figura 6e). Em seguida o utero foi liberado e a juncéo
Utero-tubérica do corno foi pingcada (para evitar a perda de solucdo pelo oviduto). Pela
segunda via da sonda, foram administrados 30mL de solucéo salina em tampéao fosfato
(PBS) (Nutricell Nutrientes Celulares® - Campinas - Brasil), aquecida a 37 °C e acrescida de 1% de soro
fetal bovino (SFB) (Nutricell Nutrientes Celulares® - Campinas - Brasi) €m cada corno uterino lavado. O
liquido que retornou pela terceira via da sonda, foi coletado em recipiente graduado e
mantido a 37°C. Posteriormente, foi transferido para placas de Petri e analisado em
estereomicroscopio com aumento de 10x. Apés o término da lavagem do corno, o balédo
foi desinflado e a sonda de trés vias retirada do lumen (Figura 6f). As incisfes cirdrgicas
da musculatura e pele foram suturadas com fio nylon 2-0 e os animais receberam uma
aplicacao i.m. de 40.000 Ul/Kg de penicilina benzatina (pentabiotico reforcado® - Fort Dodge — Brasil) €
uma aplicacao intra-venosa de 5mg/Kg de monofenilbutazona (Monofenew® - vetnil - Brasil). A

recuperagdo anestésica foi realizada em sala anexa ao centro cirargico.
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Figura 5. (1) - Coleta de embribes por laparoscopia na espécie Mazama gouazoubira. Animal
com membros posteriores elevados a 45°. (2) - Posicionamento das bainhas: (A) —
Otica, incisdo na linha média, 10cm da glandula mamaria; (B) - sonda de trés vias,
incisdo na linha média, 2cm posterior a 6tica; (C) — pinca, incisdo lateral a 6tica. (Foto:
A. F. Gualberto)

Figura 6. Procedimento laparoscopico para coleta de embrides da espécie Mazama
gouazoubira: (A/B) - Apreensédo do corno uterino préximo a bifurcagdo do Utero e
perfuracdo em dire¢cdo ao limem, (C/D) - Introducdo da sonda de trés vias no
[imen uterino, (E) - Sonda posicionada e baldo inflado, (F) - fim da lavagem do
corno e retirada da sonda de trés vias. (Foto: E. S. Zanetti)
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Colheita de fezes

Experimento 1

Foi realizada colheita das fezes de todas as fémeas do experimento durante um
periodo de 28 dias por tratamento. Assim, a colheita foi iniciada, em dias alternados, 3
(trés) dias antes do inicio dos tratamentos de sincronizacdo/superovulacdo e teve
continuidade, diariamente, durante todo o periodo do tratamento até o 14° dia apés o
seu término; prosseguindo mais 3 (trés) dias, em dias alternados. As fezes foram
coletadas diariamente entre 7:30 e 9:30 horas e as baias foram limpas também
diariamente as 18:00 horas para que as fezes fossem colhidas com no maximo 14
horas de defecadas. No entanto, o aspecto das fezes foi analisado antes da colheita e
as que sugeriam defecacdo recente (sibalas claras, umidas e brilhantes) foram
preferidas devido ao seu periodo reduzido de exposicdo ao ambiente. Foram
armazenadas em sacos plasticos, previamente identificados com o numero do animal e
data. Logo apdés a colheita, o material foi congelado (-20° C) e mantido nesta

temperatura até o seu processamento.

Processamento das fezes
Experimentos 1

e Homogeneizacdo: As amostras inicialmente foram secas em estufa (mod. 320-se® -
Fanem® Ltda - S&o Paulo - Brasi) @ 56°C por aproximadamente 72 horas (YAMAUCHI et al.,
1997; HAMASAKI et al., 2001) e trituradas com auxilio de um martelo de borracha.
Este processamento diminui a influéncia da agua nas dosagens hormonais e
favorece a homogeneizacéo destas nos casos de disfuncdes gastroentéricas, como
diarréia e constipacdo (BROWN & WILDT, 1997). Adicionalmente, as amostras
processadas sdo facilmente manuseadas e armazenadas (BROWN E WILDT,
1997).

e Extracdo dos metabdlitos fecais: Os metabdlitos foram extraidos das amostras
fecais assim como o descrito por Graham et al. (2001). Sucintamente, a 0,5g da

amostra processada foram adicionados 5 ml de metanol a 80%. A mistura foi agitada
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em vortex por 30 segundos, 12 horas em agitador horizontal (Mod. AP22® - Phoenix Ltda —
Araraquara - Brasi) € novamente em vortex por 10 segundos. Posteriormente, a solugéo
foi centrifugada a 1500 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi separado e
armazenado a —20°C para analises posteriores.

Validagdo das dosagens hormonais: os testes de validagdo propostos por Brown
et al. (2004) e Wasser et al. (1991) foram utilizados para averiguar a eficacia das
dosagens dos hormdnios esteréides e seus metabdlitos nas fezes de veado-

catingueiro:

Teste de Paralelismo: Determina se as ligacoes entre 0 horménio da amostra e o da

curva-padrdo com o anticorpo utilizado para o ensaio sao similares. Inicialmente
foram feitos ‘pools’ de extratos fecais, que foram diluidos seriadamente. A curva-
padrdo e a curva formada pela amostra diluida foram comparadas e este teste foi
validado através da observacdo de uma disposicdo paralela entre elas. Atraves
deste teste foi possivel determinar a diluicdo adequada para as amostras fecais, que
foi determinada pela diluicdo que apresentou aproximadamente 50% de ligacao
entre hormoénio amostral e anticorpo no ensaio (a parte mais sensivel da curva-

padrao) (Figura 7).

Teste Dose-Resposta: Determina se alguma substancia presente no extrato pode

interferir na ligacdo entre o anticorpo e o hormdénio. Este teste foi realizado
adicionando-se uma quantidade conhecida de horménio a uma amostra que
apresente naturalmente uma baixa concentracdo do horménio investigado e
preparada na diluicdo determinada pela curva de paralelismo, e comparando-a com a
guantidade mensurada no final do processo. Considera-se o teste validado quando o
coeficiente de regressao linear for proximo de 1 e a inclina¢do da curva estiver entre
0,80 e 1,20. Neste estudo, o valor para o teste de dose resposta dos progestagenos
foi y = 0,99x + 1,14, com R? = 0,98.
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Figura 7. Teste de paralelismo da dosagem de progestagenos fecais na espécie Mazama
gouazoubira. O paralelismo existente entre a curva padrdo e a curva formada pela
diluicdo seriada de extratos fecais mostra que 0s progestagenos presentes nas fezes
desta espécie se ligam ao anticorpo utilizado no ensaio de forma similar ao que se
ligam os progestagenos presentes na curva padrao. As diluicdes 1/250 e 1/500 foram
utilizadas para os extratos fecais.

e Ensaio Imunoenzimatico (EIA):

Experimento 1. As dosagens foram realizadas através de EIA, com a colaboracao
do Laboratério de Farmacologia da FCAV/UNESP Jaboticabal, utilizando o anticorpo
CL425 (caifornia University — Davis — CA - USA) para progestinas. Este anticorpo foi escolhido por
apresentar alta reatividade cruzada com o0s metabdlitos excretados nas fezes de
Mazama gouazoubira - 5a- e 5B- preghanes (POLEGATO, 2004). Todos os extratos
fecais foram diluidos em tamp&o de diluicdo (1:250 e 1:500) e dosados em duplicata.
Durante as dosagens hormonais foram utilizados como controles internos o0s
coeficientes de variacdo intra- e inter-ensaio, que asseguraram a acuracia, a
repetibilidade e a comparabilidade dos dados obtidos com EIA. Os coeficientes de
variacdo interensaio foram de 10,1% e 15,2%, para o controle com alta (~32% de
ligacdo) e baixa (~75% de ligacédo) concentracdo de progestagenos, respectivamente.
Os coeficientes de variacao intraensaio foram menores que 12%. As concentracdes de

progestagenos estdo expressas em nanograma por grama de fezes secas (ng/g fezes).
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Medidas dos corpos luteos

Experimento 1

As imagens da laparoscopia foram gravadas em sistema VHS, digitalizadas pelo
programa “Pinnacle Studio 500 - USB”, no sistema AVI e, posteriormente, capturadas
com o “Windows Movie Maker’. Os corpos luteos de cada tratamento foram
mensurados usando o programa computacional KS 300 (kontron Elektronik — Munich - Alemanha) €
correlacionados com a pincga cirdrgica (Figura 8). Todas as medidas foram geradas pela

média de trés afericdes consecutivas.

Experimento 2
As imagens da laparoscopia foram gravadas em meio digital e foram analisadas

como no Experimento 1.

Figura 8. Representagcdo esquematica da mensuragdo dos corpos lateos da espécie Mazama
gouazoubira, obtidos ap0s os tratamentos de superovulagéo. (Fotos: E. S. Zanetti)

Tratamento de prostaglandina
Experimentos 1 e 2
Todas as fémeas receberam uma aplicacdo de 250ug (1mL) de cloprostenol

s6dico (ciosin® - shering Plough Coopers® - Brasil), 14 dias ap6s a retirada do CIDR® para induzir a
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lutedlise dos mudltiplos corpos Iuteos e prevenir a implantacdo de embribes que,

eventualmente, permaneceram apos a colheita.

Analise Estatistica

Experimento 1:

Para andlise dos dados (tempo para inicio do estro, duragéo do estro, nimero de
CL, medida dos CL, numero de foliculos ndo ovulados, estimulo folicular total,
concentracbes de progestinas fecais no estro, na fase inter-luteal e luteal, tempo
necessario para atingir a fase inter-luteal e duracéo desta fase), apresentados como a
média + erro padrdo da média (EPM), foi realizada a andlise de variancia de medidas
repetidas seguidas pelo Teste de Tukey. Os dados ndo paramétricos (ocorréncia ou
auséncia de superovulagdo e ocorréncia ou auséncia de estro comportamental) foram
analisados pelo Teste exato de Fisher. Para a andlise das concentragbes de
progestinas fecais nos dias 14 e 17 (ap6s a remocdo do CIDR®) dentro de cada
tratamento e para acessar a significancia do niumero médio de CL nos ovarios direito e
esquerdo dentro de cada tratamento foi utilizado o teste t de Student para amostras
dependentes. A fémea 3 foi excluida da média de duracédo do estro no Tratamento C e
de 13 médias (foliculos ndo ovulados, estimulo folicular total, numero de CL, medida de
CL, médias diarias dos progestagenos fecais, concentracfes de progestagenos fecais
na fase inter-luteal e luteal, tempo necessario para atingir a fase inter-luteal e duracéo
desta fase, progestinas fecais nos dias 14 e 17 dentro de cada Tratamento) nos
Tratamentos A e C, devido a repeticdo de estro comportamental apos o Tratamento A e
a duracdo do estro comportamental por mais de 150 horas ap6s o Tratamento C. O
Tratamento B teve apenas cinco animais tratados, devido ao 6bito da fémea 1 durante o
periodo experimental. Os dados hormonais foram transformados em logaritmo devido a
heterogeneidade das variancias (MORROW et al., 1995). As concentracfes basais de
progestagenos foram definidas para cada fémea separadamente, tomando-se o menor
valor em cada um dos tratamentos e calculando a média + desvio padrdo (DP) a partir
destes 6 (seis) valores (cinco valores no Tratamento B). De acordo com Thompson et

al. (1998), os valores acima do critério (média + 2DP) foram considerados indicativos de



42

fase luteal e valores abaixo deste critério foram considerados indicativos da fase inter-
luteal. A concentracdo de progesterona na fase inter-luteal foi calculada como a média
das concentracBes de progestagenos nos dias de fase inter-luteal de cada uma das
fémeas separadamente; a média e o EPM foram calculados a partir destes 5 (cinco)
valores. A concentracdo média de progesterona produzida pelos corpos lateos (fase
lutea) foi calculada a partir das concentracdes médias de progestdgenos de cada uma
das fémeas separadamente, no periodo compreendido entre a cirurgia laparoscopica
(7° dia apo6s a primeira copula ou 9°-10° dia apdés o fim dos tratamentos nos animais que
ndo apresentaram estro comportamental) e a Ultima aplicacdo do cloprostenol (14° dia
apos a remocao do CIDR); a média e o EPM foram calculados a partir destes 5 (cinco)
valores. A média dos diametros dos CL foi calculada a partir da média dos diametros
dos CL de cada uma das fémeas. Todas as analises foram feitas com o programa SAS
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) e valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.

Experimento 2:

Para analise dos dados (tempo para inicio do estro, duracao do estro, numero de
CL, medida dos CL, numero de foliculos ndo ovulados, estimulo folicular total),
apresentados como a média £+ EPM, foi usado o teste t de Student para amostras
independentes. No Tratamento E a fémea 2 foi substituida pela fémea 7, devido a uma
alteracao no protocolo do Tratamento E ocorrida na fémea 2. A fémea 5 foi excluida das
médias de foliculos ndo ovulados, estimulo folicular total e namero de CL no
Tratamentos D, pois apresentou comportamento de estro no dia do exame
laparoscopico. A fémea 3 foi excluida das mesmas médias no Tratamento E, devido a
repeticdo do comportamento de estro. Todas as analises foram feitas com o programa
SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.
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V. RESULTADOS

Experimento 1
Estro e respostas ovarianas

Os resultados relativos ao estro e a resposta superovulatéria estdo apresentados
na Tabela 2. A porcentagem de fémeas em estro, fémeas superovuladas, o tempo de
intervalo entre o fim do tratamento e o inicio do estro e a duracdo do estro ndo diferiram
entre os tratamentos (P>0,05). A variacao de tempo entre o fim do tratamento e o inicio
do estro foi entre 18-66 horas, 22-88 horas e 36-118 horas para os Tratamentos A, B e
C, respectivamente. Dessa forma, a sincronia, ou seja, o intervalo entre a primeira e a
tltima fémea a exibir o comportamento de estro, foi menor no tratamento A e maior no
Tratamento C.

Considerando as respostas ovulatérias, o Tratamento A resultou em maior
numero de CL quando comparado aos Tratamentos B e C (P<0,05), sendo que o
Tratamento B resultou em numero intermediario de CL. A taxa média de foliculos ndo
ovulados nao foi significativamente diferente entre os Tratamentos, mas a estimulacao
ovariana total do Tratamento A foi maior do que a dos Tratamentos B e C (P<0,05)
(Tabela 2). Quanto as mensuracfes dos CL, o Tratamento A produziu CL maiores do
gue os Tratamentos B e C (P<0,05) (Tabela 2 e Figura 9). Ndo houve diferenca
significativa entre o numero de ovula¢gdes nos ovarios direito e esquerdo dentro de cada
tratamento.

Durante a laparoscopia da fémea 3, no Tratamento A, foi observada a presenca
de um grande foliculo ovulatério e um CL em regressao, sendo que neste dia, também
apresentou repeticdo do comportamento de estro. Esta mesma fémea apresentou
indicacdo de formacao cistica ovariana durante a laparoscopia do Tratamento C, pois
seu comportamento de estro prolongou-se por mais de 150 horas. Ainda durante o
Tratamento C, a fémea 4 apresentou indicios de regressao luteal durante a observacao
laparoscopica e as fémeas 1, 5 e 6 ndo apresentaram estruturas visiveis indicativas de

CL, apesar dos niveis luteais de progestagenos fecais.
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Tabela 2. Dados relativos ao estro e a resposta superovulatéria de seis fémeas da espécie
Mazama gouazoubira submetidas a trés diferentes Tratamentos hormonais: A (CIDR®
por 8 dias + BE D-8 + 600Ul eCG D-4 + cloprostenol D0); B (CIDR® por 8 dias + BE
D-8 + 300Ul eCG D-4 + cloprostenol DO) e C (CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 250Ul
FSH+PVP D-4 + cloprostenol D0). Dados apresentados como média (xEPM).

Tratamentos
Valor P
A B C
Numero de fémeas tratadas / tratamento 6 5°
Fémeas exibindo comportamento de 5/6 (83,3%)  4/5(80,0%)  4/6 (66,7%) NS
estro (%)
Intervalo entre retirada do dispositivo de
S 40,40+8.98 43,50£15.37 67,75+£17,67
progesterona e inicio do estro (h) (18-66) (22-89) (36-118) NS
(intervalo)
Duracéo do estro (h) 38,40+6.18 39,00+7,14 66,00+15,87* NS
(intervalo) (24-60) (24-54) (42-96)
Sincronia® (h) 48 66 82
Fémeas superovuladas (%) 5/6 (83,3%)  2/5(40,0%)  2/6 (33,3%) NS
N° Corpos luteos 3,40+0,68a*  1,40+0,24b  0,80%0,49b* 001
(intervalo) (2-6) (1-2) (0-2) '
N° Corpos lGteos no ovario direito 1,80+0,66* 0,60+0,24 0,40+0,40* NS
(intervalo) (0-4) (0-1) (0-2)
N° Corpos lGteos no ovario esquerdo 1,60+0,51* 0,80+0,20 0,40+0,40* NS
(intervalo) (0-3) (0-1) (0-2)
Medida corpo lateo (mm) 7,33+0,76a*  3,94+0,19b  2,18+0,49b* 005
(intervalo) (5,95-8,56) (3,4-4,43) (1,69-2,66) ’
N° Foliculos ndo ovulados 1,40+0,93* 0,40+0,24 0,60+0,60* NS
(intervalo) (0-5) (0-1) (0-3)
Estimulo folicular total® 4,80+1,02a*  1,80+0,37b  1,40:0,60b* .o
(intervalo) (2-8) (1-3) (0-3) '

2 Treatmento B teve apenas cinco fémeas tratadas, devido ao 6bito da fémea 1; ° Intervalo entre a
primeira e a Ultima fémea a exibir estro comportamental dentro de cada tratamento; ¢ Somatéria do
namero de corpos liteos e nimero de foliculos ndo ovulados; * MédiatEPM excluindo dados da fémea 3,
devido a repeticdo do comportamento de estro apds o Tratamento A e a duracdo do comportamento de
estro por mais de 150 horas apés o Tratamento C. NS: P > 0,05; Valores com letras diferentes (a e b) nas
linhas diferem entre si (P < 0,05) pelo teste de Tukey.

As fémeas 3, 4, 5 e 6 apresentaram estro comportamental (com duracdo de até 4
dias) apd6s a administracdo de BE e continuaram a ciclar no periodo entre os

tratamentos (Tabela 3). Com excecdo da fémea 3, todos o0s animais demonstraram
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estro comportamental apdés a ultima administracdo de cloprostenol (14 dias apds a
retirada do CIDR®).

: A B, . L ,
Figura 9. Aspectos morfolégicos dos corpos luteos de ovarios da espécie Mazama
gouazoubira nos Tratamentos A, B e C.

Tabela 3. Sequéncia da realizacdo dos Tratamentos A (CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 600Ul
eCG D-4 + cloprostenol DO); B (CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 300Ul eCG D-4 +
cloprostenol DO) e C (CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 250Ul FSH+PVP D-4 +
cloprostenol DO) em cada uma das seis fémeas da espécie Mazama gouazoubira, dia
do ciclo estral (dia 0 = comportamento de estro) de cada animal no dia de inicio dos
Tratamentos e ocorréncia de estro comportamental apdés a administracdo de
benzoato de estradiol (BE).

Fémeas 1° 2 3 4 5 6

Sequéncia dos Tratamentos AICI- A/C/B B/A/C B/A/C CI/B/IA CI/B/IA
Dia do ciclo 30/30/-  11/30/31 716/17 16/8/9 4/9/11  29/26/12

Estro comportamental aposa /. nN SN S/SIS SN NISIS

administracdo de BE
Tempo parainicio do estro apés - - -148/-  24/24/48  24/--  -148/48
a administracéo de BE (h)

Duracdo do estro apos a - 1 720~ 729672 T2l4-  -I72124

administragdo de BE (h)

4 Fémea 1 ndo participou do Tratamento B devido ao seu 6bito durante o periodo experimental; N = N&o
(fémea ndo apresentou estro comportamental apos a aplicacdo de BE); S = Sim (fémea apresentou estro
comportamental apés a aplicacdo de BE).

Perfis enddcrinos
Os perfis endécrinos com as concentracfes médias diarias de progestagenos
fecais nos Tratamentos A, B e C estdo representados na Figura 10. As concentragcdes

de progestagenos atingiram niveis inter-luteais 2,2 + 0,37; 2,0 £ 0,45 e 3,8 + 0,20 dias
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apos o término dos Tratamentos A, B e C, respectivamente; sendo que houve diferenca

significativa entre os dois primeiros (A e B) e o ultimo tratamento (C).

14000 - | CIDR |
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(ng/ g fezes)
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Concentracdo de progestagenos fecais
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-11-10-9 8 -7 6 5 -4 -3-2-10 12 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17

Dias de estudo

Figura 10. Perfis endocrinos das concentracbes médias (tEPM) diarias de progestagenos
fecais de cinco fémeas da espécie Mazama gouazoubira nos Tratamentos A (CIDR®
por 8 dias + BE D-8 + 600Ul eCG D-4 + cloprostenol DO) — linha continua; B (CIDR®
por 8 dias + BE D-8 + 300Ul eCG D-4 + cloprostenol D0O) — linha pontilhada e C
(CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 250Ul FSH+PVP D-4 + cloprostenol DO) — linha
tracejada. *MédiatEPM excluindo dados da fémea 3 dos Tratamentos A e C, devido
a repeticdo do comportamento de estro ap6s o Tratamento A e a duracdo do
comportamento de estro por mais de 150 horas ap6s o Tratamento C. O Tratamento
B teve apenas cinco fémeas tratadas, devido ao ébito da fémea 1 durante o periodo
experimental.

Os Tratamentos A, B e C apresentaram 5,4 + 1,81 dias, 5,6 £ 1,03 dias e 4,8 +
1,11 dias de fase inter-luteal (P>0,05), respectivamente, ap0s a remocao da fémea 3
das analises, devido a repeticdo do estro comportamental apos o Tratamento A e a
duracdo do estro maior que 150 horas apos o Tratamento C. Entretanto, as
concentragbes de progestinas fecais nas fases inter-luteais dos Tratamentos A e B
foram significativamente mais elevadas do que as do Tratamento C. Todos o0s

tratamentos apresentaram aumento nas concentracdes de progestinas fecais durante a
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fase lutea (P<0,05), sendo que o Tratamento A apresentou um aumento significativo em
relacdo ao Tratamento C. As concentracfes de progestagenos fecais nas diferentes
fases dos Tratamento A, B e C estado representadas na Tabela 4.

Tabela 4. Concentragbes médias (xEPM) de progestagenos fecais [P4] de seis fémeas da
espécie Mazama gouazoubira, em diferentes fases de trés tratamentos hormonais: A
(CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 600Ul eCG D-4 + cloprostenol D0O); B (CIDR® por 8 dias
+ BE D-8 + 300Ul eCG D-4 + cloprostenol (DO) e C (CIDR® por 8 dias + BE D-8 +
250Ul FSH+PVP D-4 + cloprostenol DO).

Tratamentos
A B C
[P4] Estro® (ng/g fezes) 923,71+247,20ae*  780,26+307,97ae*  398,99+23,95ae*
[P4] Fase Inter-luteal (ng/g fezes) 1067,19+207,53ae**  1002,81+202,14ae  419,22+19,01af**
[P4] luteal® (ng/g fezes) 6277,94+2232,47be**  2970,15+564,38bef  1374,82+401,77bf**
[P4] pré-PGF? (ng/g fezes) 4753,98+1366,12ce** 2470,71+680,60cef 1398,50+440,50cf**
[P4] p6s-PGF°® (ng/g fezes) 376,75+71,31de** 440,56+64,70de 444,87+94,39ce**

2 0 Tratamento tem apenas 5 fémeas tratadas, devido ao 6bito da fémea 1; ° [P4] um dia apds a
manifestacdo do estro comportamental; °[P4] no periodo compreendido entre a cirurgia laparoscopica e o
14° dia apés a remocéo do CIDR®; d [P4] no 14° dia apds a remogao do CIDR®/dia da Gltima aplicacdo do
cloprostenol; ° [P4] no 17° dia ap6s a remogéo do CIDR®/ 3 dias ap6s a Ultima aplicacdo do cloprostenol.
*Média £+ EPM excluindo os dados das fémeas que ndo apresentaram estro comportamental nos
respectivos tratamentos; *Média + EPM excluindo os dados da fémea 3, devido & repeticdo do
comportamento de estro apos o Tratamento A e a duragdo do comportamento de estro por mais de 150
horas apds o Tratamento C. NS: P > 0,05; Valores com letras diferentes (a e b) nas colunas diferem entre
si (P < 0,05) pelo Teste de Tukey; Valores com letras diferentes (c e d) nas colunas diferem entre si (P <
0,05) pelo Teste t de Student; Valores com letras diferentes (e e f) nas linhas diferem entre si (P < 0,05)
pelo Teste de Tukey.

A administracdo de cloprostenol, 14 dias apés a remocdo do CIDR®, esta
associada a destruicdo do tecido luteal em 72 horas, como indicado pelo declinio
abrupto (P<0,05) nas concentracdes de progestagenos fecais nos Tratamentos A e B,
(Tabela 4 e Figura 10). O Tratamento C também apresentou queda nas concentracées

fecais de progestagenos, embora ndo tenha sido significativa.
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Colheita de embrides

Em todos os procedimentos de lavagem uterina (Tratamento A - 4/5 fémeas
superovuladas, Tratamento B - 2/2 fémeas superovuladas e Tratamento C — 1/2 fémeas
superovuladas) foi recolhido, no minimo, 85% do meio de coleta, entretanto nenhum
embrido foi coletado. Nao foram observadas aderéncias pos-operatoérias.

No momento da retirada CIDR® foi verificado que 3/6 (50,0%) animais
apresentavam hiperemia da mucosa vaginal com secrecéo purulenta no Tratamento A.
O mesmo foi observado em 4/5 (80,0%) fémeas do Tratamento B e 2/6 (33,3%) fémeas

do Tratamento C.

Experimento 2
Estro e respostas ovarianas

Os resultados relativos ao estro e a resposta superovulatoria estdo apresentados
na Tabela 5. A porcentagem de fémeas em estro, fémeas superovuladas, o tempo de
intervalo entre o fim do tratamento e o inicio do estro e a duracéo do estro nao diferiram
entre os tratamentos (P>0,05). A variacdo de tempo entre o fim do tratamento e o inicio
do estro foi entre 24-48 horas e 48-120 horas para os Tratamentos D e E,
respectivamente. Dessa forma, a sincronia, ou seja, 0 intervalo entre a primeira e a
Gltima fémea a exibir o comportamento de estro, foi menor no tratamento D do que no
Tratamento E.

Considerando as respostas ovulatorias, o Tratamento D resultou em maior
namero de CL (P<0,05). Entretanto, a taxa média de foliculos ndo ovulados e a
estimulacdo ovariana total ndo foram significativamente diferentes entre os Tratamentos
(Tabela 5). Também né&o houve diferenca significativa entre o nimero de ovula¢des nos

ovarios direito e esquerdo dentro de cada tratamento.
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Tabela 5. Dados relativos ao estro e a resposta superovulatoria de seis fémeas da espécie
Mazama gouazoubira submetidas a dois diferentes Tratamentos hormonais: D
(CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 700Ul eCG D-4 + cloprostenol DO) e E (CIDR® por 7,5
dias + BE D-7,5 + 130mg FSH D-3 / DO,5 + cloprostenol D0). Dados apresentados

como média (xtEPM).

Tratamentos
Valor P
D E
Numero de fémeas tratadas / tratamento 6 6
Fémeas exibindo comportamento de estro (%)  3/6 (50,0%)  3/6 (50,0%) NS
Intervalo entre retirada do dispositivo de
progesterona e inicio do estro (h) 4(321?3)0 g(igilzz%)?, NS
(intervalo)
Duracéo do estro (h) 40,0+4,0 36,0+6,9 NS
(intervalo) (36-48) (24-48)
Sincronia® (h) 24 72
Fémeas superovuladas (%) 6/6 (100%) 4/6 (66,7%) NS
N° Corpos lGteos 6,0x1,7a* 2,060,30% o o
(intervalo) (2-10) (1-3) :
N° Corpos lGteos no ovario direito 3,4+1,29* 1,0+0,3** NS
(intervalo) (0-7) (0-2)
N° Corpos IGteos no ovario esquerdo 2,60,7* 1,040,3** NS
(intervalo) (0-5) (0-2)
Medida corpo luteo (mm) 6,58+0,27 4,70+0,15 NS
(intervalo) (5,2-7,81) (4,16-5,19)
N° Foliculos nédo ovulados 7,2+3,0* 8,4+1,0** NS
(intervalo) (0-18) (6-11)
Estimulo folicular total® 13,2+2,6* 10,4+1,1* NS
(intervalo) (6-20) (7-13)

®Intervalo entre a primeira e a Ultima fémea a exibir estro comportamental dentro de cada tratamento;
®Somatéria do nimero de corpos luteos e numero de foliculos ndo ovulados *MédiatEPM excluindo
dados da fémea 5, no Tratamento D, pois apresentou comportamento de estro no dia do exame
laparoscopico; **MédiatEPM excluindo dados da fémea 3, no Tratamento E, devido a repeticdo do
comportamento de estro. NS: P > 0,05; Valores com letras diferentes (a e b) nas linhas diferem entre si (P
< 0,05) pelo teste de Student.

A fémea 5, no Tratamento D, ndo apresentou comportamento de estro no final do
tratamento, mas sim no dia do exame laparoscépico (10 dias ap6s a retirada do CIDR®),
onde foi observado a presenca de 2 (dois) CL, 2 (dois) CL em regressao, e 2 (dois)

grandes foliculos ovulatorios. Ainda neste Tratamento, foi observada a presenca de



50

corpos albicans e CL com indicios de regressédo nas fémeas 2 e 4, sendo que estes
dois animais apresentaram comportamento de estro 12 e 14 dias, respectivamente,
apos o término do Tratamento D. O comportamento de estro ndo foi observado na
fémea 4, aps a retirada do CIDR®.

A fémea 3, no Tratamento E, apresentou repeticdo do estro comportamental 2
(dois) dias antes do exame laparoscopico (7 dias apés o fim do tratamento), sendo que
durante o exame foi observado 1 (um) CL, 1 (um) foliculo grande e véarios pequenos
foliculos difusos. Corpos albicans e CL com indicios de regressdo também foram
visualizados nas fémeas 1 e 4, no Tratamento E.

As fémeas 2, 3, 4, 5 e 6 apresentaram estro comportamental (com duracdo de
até 3 dias) ap0s a administracdo de BE e continuaram a ciclar no periodo entre os
tratamentos (Tabela 6). Com excecao das fémeas 2, 4 e 5, no Tratamento D, todos os
outros animais demonstraram estro comportamental apds a Ultima administracdo de

cloprostenol (14 dias apds a retirada do CIDR®).

Tabela 6. Sequéncia da realizacdo dos Tratamentos D (CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 700Ul
eCG D-4 + cloprostenol DO) e E (CIDR® por 7,5 dias + BE D-7,5 + 130mg FSH D-3 /
D0,5 + cloprostenol DO) em cada uma das seis fémeas da espécie Mazama
gouazoubira, dia do ciclo estral (dia 0 = comportamento de estro) de cada animal no
dia de inicio dos Tratamentos e ocorréncia de estro comportamental apds a
administracéo de benzoato de estradiol (BE).

Fémeas 1 2 3 4 5 6 7

Sequéncia dos Tratamentos D/E D D/E D/E D/E D/E E

Dia do ciclo el 6 2/24 32/5 716 2/2 ?

Estro comportamental aposa g g/N  N/S S/N N/S N

administracdo de BE
Tempo parainicio do estro apés

a administracéo de BE (h) / 48 21 /48 481 /48

Duracgao do estro apos a . 48 o4/ - /24 48/ - 72 )

administracdo de BE (h)

*Animal ndo demonstrou estro comportamental durante todo o periodo experimental, N = Nao (fémea néo
apresentou estro comportamental apds a aplicagdo de BE), S = Sim (fémea apresentou estro
comportamental apés a aplicacédo de BE).
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Colheita de embrides

Em todos os procedimentos de lavagem uterina (Tratamento D - 3/6 fémeas
superovuladas e Tratamento E - 2/4 fémeas superovuladas) foi recolhido, no minimo,
74% do meio de coleta, entretanto nenhum embrido foi coletado. Embora a fémea 3
tenha copulado ap6s o Tratamento D, ndo foi realizada a sua colheita porque
apresentou repeticdo de estro 2 (dois) dias antes do exame laparoscépico. Nao foram

observadas aderéncias pés-operatorias.
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VI. DISCUSSAO

Dentre os trés tratamentos propostos para o Experimento 1 (Tratamento A -
CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 600Ul eCG D-4 + cloprostenol DO, Tratamento B - CIDR®
por 8 dias + BE D-8 + 300Ul eCG D-4 + cloprostenol DO e Tratamento C - CIDR® por 8
dias + BE D-8 + 250Ul FSH+PVP D-4 + cloprostenol DO) e os dois tratamentos
propostos para o Experimento 2 (Tratamento D - CIDR® por 8 dias + BE D-8 + 700Ul
eCG D-4 + cloprostenol DO e Tratamento E - CIDR® por 7,5 dias + BE D-7,5 + 130mg
FSH D-3 / D0,5 + cloprostenol D0), os Tratamentos com as maiores doses de eCG (A e
D) produziram os maiores numeros de corpos luteos, como ja havia sido relatado por
Duarte & Garcia (1995), apos o uso de esponja de MPA por 13 ou 14 dias (troca no dia
7) com 700Ul de eCG no dia da retirada da esponja. Entretanto, neste ultimo estudo foi
relatada a ocorréncia de cistos foliculares e a inclusdo da gonadotrofina coribnica
humana (hCG) no protocolo para induzir a ovulagdo 3 dias apés a aplicacdo do eCG ou
no inicio do estro. E provavel que a ocorréncia de cistos foliculares neste caso e em
outros, onde a ocorréncia de grandes foliculos com falha na ovulacgéo ja foi relatada (C.
elaphus — BAINBRIDGE et al., 1995, 1996, 1998; D.dama - THOMPSON & ASHER,
1988; ovinos - JABBOUR & EVANS, 1991) esteja associada ao momento de aplicacao
das gonadotrofinas, pois até o presente momento, 0s protocolos de sincronizagao
utilizados para a SOV em cervideos (Tabela 1) ndo consideravam o desenvolvimento
dos foliculos ovarianos (BAINBRIDGE et al., 1995; McCORKELL et al.,, 2008). Em
bovinos, parte da variabilidade das respostas ovarianas a SOV tem sido relacionada ao
estatus das ondas foliculares no inicio dos tratamentos (ARMSTRONG et al., 1993), ou
seja, o inicio dos tratamentos na presenca de foliculo dominante (RUBIANES et al.,
1997; BURKE et al., 1999) resulta em menor niumero de ovulacdes e embrides e maior
namero de foliculos anovulatoérios e variabilidade nas respostas a SOV.

A melhor média de ovulacdes obtida no Experimento 1 (Tratamento A —
3,40+0,68 CL) foi similar as médias obtidas nas espécies E. davidianus (3,83 CL -
ARGO et al., 1994), O. virginianus (3,10 CL - WALDHALM et al.,1989) e C. elaphus nao
selecionados para um programa de TE (2,15 CL — ASHER et al., 2000) e inferior as
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médias de ovulacdo obtidas nas espécies D. dama (6 a 10 CL — FENESSY et al., 1994;
MORROW et al., 1994; ASHER et al., 1995) e C. elaphus , em geral, j& selecionados
para programas de TE (média de 5 a 12 CL - FENESSY et al., 1989, 1994; ASHER et
al., 1992, 1995; ARGO et al., 1994; BAINBRIDGE et al., 1996; SOLER et al., 2007).
Apesar da melhor média obtida no Experimento 2 (Tratamento D — 6,0+1,7 CL) ser
compativel com a médias encontradas na literatura e superior ao Experimento 1, é
necessario cuidado ao comparar e interpretar estes dados, pois as variacdes
intra/interespecificas e os diferentes protocolos de sincronizacdo/SOV utilizados nos
diversos experimentos podem influenciar significativamente os resultados (BERG et al.,
1995).

Trés fatores principais podem ser a explicagcdo das diferencas entre as taxas
ovulatérias obtidas no Tratamento A (Experimento 1) e Tratamento D (Experimento 2):
1) ja foi demonstrado que a presenca de altos niveis de estradiol no momento da
insercdo do implante de progesterona e no inicio da administracdo das gonadotrofinas
tem impacto negativo na resposta superovulatéria (KUMAR et al., 2003; BARTLEW SKI
et al., 2008) e a dose de BE utilizada com a fonte de progesterona para a sincronizagao
da onda folicular, no Experimento 1, pode ter sido elevada para a espécie M.
gouazoubira, pois varias fémeas demonstraram estro comportamental por um periodo
prolongado, apesar da presenca do CIDR®. Este fato também pode ter influenciado
todos os tratamentos do Experimento 1; 2) a dose de eCG também pode ter
influenciado as taxas ovulatérias, pois a dosagem utilizada no Tratamento D foi maior
do que a dose do Tratamento A e estas duas dosagens foram inferiores a outras
anteriormente relatadas para outras espécies de cervideos (1000Ul - O. virginianus -
WALDHAM et al. 1989; 1200UIl — C. elaphus — BAINBRIDGE et al., 1996, 1998); 3) o
uso repetido do eCG nos Tratamentos A e B do Experimento 1 pode ter provocado uma
reposta imune humoral que esta correlacionada com a reducéo da atividade ovariana e
da resposta ovulatoria, geralmente apdés a terceira aplicacdo (BARIL et al., 1992;
FORCADA et al., 2000), pois a reducéo da resposta esta relacionada ao aumento dos
anticorpos em animais tratados repetidamente com este farmaco. No entanto, quando

horménios diferentes (FSH ou eCG) séo intercalados em tratamentos repetidos, a
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resposta a SOV sofre menor influéncia (VIUDES DE CASTRO et al., 2009), como ja
relatado em jaguatiricas e gatos-do-mato-pequeno, apos seis tratamentos hormonais
alternados entre FSH e eCG (PAZ, 2004). Por outro lado, alguns estudos demonstraram
a refratariedade de inUmeras espécies a tratamentos repetidos com gonadotrofinas
(GHERARDI & LINDSAY, 1980; DIEKMAN et al., 1995; ASHER et al., 2000).

Além destes fatores, é importante considerar que as taxas ovulatérias dos dois
experimentos podem ter sido influenciadas pela administracdo das gonadotrofinas em
momento inadequado da onda folicular, pois o primeiro estudo que induziu a
emergéncia da onda folicular em cervideos foi desenvolvido em C. elaphus, em anestro,
e demonstrou o inicio de uma nova onda 5,2+0,2 dias ap6s a administracdo de
progesterona e estradiol-178 (McCORKELL et al.,, 2008); ou ainda que o inicio dos
tratamentos de SOV no momento da emergéncia da onda nao elimina a variabilidade
da resposta superovulatoria (BO et al., 2008).

Apesar do Experimento 2 ter resultado em maior numero de ovulacdes, €
provavel que a reducdo da dose de BE nédo tenha sido suficiente porque as fémeas
continuaram a apresentar estro comportamental por até 3 dias e os dois tratamentos
deste experimento resultaram em grande namero de foliculos anovulatorios. Em geral, a
ocorréncia destes foliculos estd associada ao uso do eCG, que devido a sua acao
prolongada, provoca crescimento folicular disperso e foliculos anovulatérios em namero
proporcional as doses utilizadas (GONZALEZ-REYNA et al., 1999), no entanto, a
ocorréncia dos foliculos anovulatérios no Experimento 2 parece ndo estar
exclusivamente relacionada ao uso do eCG, pois o tratamento com FSH também
resultou em inameros foliculos anovulatérios. Outras causas que podem estar
associadas a ocorréncia destes foliculos € a deficiéncia ou inexisténcia do pico de LH
apos os tratamentos, a manutencao de altas concentracdes deste hormdnio por tempo
prolongado ou ainda a presenca de foliculos ndo responsivos ou menos responsivos ao
LH, devido a diminuicdo do namero de receptores para este horménio (LOPEZ-DIAZ &
BOSU, 1992). Além disso, devemos considerar que a dose de BE utilizada no
Experimento 2 pode ter sido insuficiente para sincronizar a onda folicular, propiciando a

ovulacdo precoce de um foliculo dominante, no inicio dos tratamentos superovulatorios,
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com consequente formacgéo de CL e inibicdo da ovulacédo dos demais foliculos (STOCK
et al., 1996).

As altas concentracfes de estradiol secretadas pelos foliculos anovulatérios ou
simplesmente pelo ovario hiperestimulado, durante e apds o periodo periovulatério,
também podem diminuir significativamente as taxas de ovulacdo, o estimulo total
ovariano e as taxas de fertilidade, além de propiciar a regressdo prematura de
aproximadamente 10% dos CL, como j& foi relatado em C. elaphus (BAINBRIDGE et
al., 1995, 1996, 1998), e outras espécies domésticas (RUBIANES et al., 1997; COGNIE
et al., 2003). Embora, os dois tratamentos do Experimento 2 tenham resultado em
grande nuamero de foliculos ndo ovulados, o Tratamento D apresentou trés animais com
repeticdo do estro comportamental e indicios de regressao prematura do CL, enquanto
o Tratamento E teve apenas uma fémea com 0S mesmos sinais, sugerindo que a
regressao prematura esteja mais associada ao uso do eCG e a sua acao prolongada do
gue a simples ocorréncia de foliculos anovulatorios. Este fato pode ser confirmado pelo
ocorrido no Tratamento A, onde ndo houve grande numero de foliculos anovulatoérios e
uma fémea apresentou repeticdo do estro comportamental e indicios de regresséao
prematura do CL. O estresse também deve ser considerado como um fator importante
para a ocorréncia de foliculos anovulatérios e de regressédo prematura de CL, devido
aos transtornos endocrinos causados pela liberacdo de corticosteréides (PETERS &
LAMMING, 1989) e/ou pela producéo de progesterona pela glandula adrenal (ASHER &
THOMPSON, 1989), que podem inibir o pico de LH. Entretanto, como s6 houve
indicacdo de formacdo cistica ovariana em uma fémea do Tratamento C, sugere-se
gue, neste estudo, o estresse tenha mais influéncia no crescimento e emergéncia
folicular do que na inducédo de uma onda inadequada de LH (CAVALIERI et al., 2002).

A menor dose de eCG utilizada (Tratamento B) produziu respostas ovulatérias e
estimulo total ovariano proximos da resposta obtida para esta mesma espécie apos a
sincronizacdo de estro com protocolo sem o BE e o eCG (ZANETTI et al.,, 2009),
embora tenha sido suficiente para induzir resposta superovulatoria minima em duas

fémeas. Assim, a taxa de ovulacdo aumentou de maneira dose-dependente



56

(GONZALEZ-REYNA et al., 1999) em relacdo ao aumento da dose de eCG para 600Ul
(Tratamento A) e 700Ul (Tratamento D).

Apesar da estimulacdo ovariana total média do Tratamento B e C serem
semelhantes, 100% dos animais no Tratamento B apresentaram pelo menos um corpo
luteo, enquanto apenas 33,3% das fémeas no Tratamento C apresentaram 0 mesmo
resultado. Este fato pode estar relacionado ndo s6 ao uso do FSH-PVP em uma Unica
dose, mas ao préprio uso deste hormdnio, uma vez que algumas espécies de cervideos
ndo respondem ao uso isolado deste farmaco (ARGO et al., 1994). No entanto, o
Tratamento E apresentou um estimulo folicular total semelhante ao Tratamento D e aos
melhores tratamentos ja descritos na literatura para outras espécies de cervideos
(Tabela 1), apesar de ter induzido apenas resposta ovulatoria minima. De qualquer
forma, estes resultados sugerem que a administracdo do FSH-PVP em uma Unica
aplicacdo no quarto dia ap6s a insercéo do CIDR® (Tratamento C) foi inadequada para
estimular a SOV; enquanto o tratamento de multiplas doses (Tratamento E) foi capaz de
estimular a SOV, mas inadequado para propiciar o estimulo ovulatorio. E provavel que
a utilizacdo de baixas doses de eCG no final dos tratamentos de FSH para a SOV em
outras espécies de cervideos (Tabela 1) tenha como objetivo principal propiciar um
estimulo gonadotrofico extra para a ovulacdo (BERG et al., 1995), especialmente
porque, em geral, o regime de multiplas aplicacdes é influenciado pelos efeitos do
estresse (WENKOFF & BRINGANS, 1991).

Em bovinos, os niveis plasmaticos de FSH aumentaram gradualmente apds uma
aplicacdo de FSH dissolvido em PVP, atingiram a concentracdo maxima 12 horas apos
a administracdo e comecaram a diminuir gradativamente, sendo que as concentracdes
plasmaticas foram mantidas por até 60 horas apd6s a aplicacdo (TAKEDOMI et al.,
1995). Como a retirada do dispositivo de progesterona ocorreu 96 horas apds a
aplicacdo, pode-se deduzir que neste momento o PVP nao foi capaz de manter uma
atividade suficiente do FSH para sustentar o crescimento de multiplos foliculos
(D°"ALESSANDRO et al., 2001). Outra possibilidade que pode ser responsavel pelas
baixas taxas de ovulacdo e pelos disturbios observados nas fémeas 3 e 4 durante o
Tratamento C, € a alta dose de FSH administrada de uma s6 vez (D"ALESSANDRO et
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al., 2001). A exposicao a altas concentracbes de FSH podem prejudicar os foliculos,
causando falhas no desenvolvimento folicular e na ovulagdo (TAKEDOMI et al., 1995).
No entanto, a associacdo FSH-PVP ja foi utilizada com sucesso em outras espécies
domésticas com resultados semelhantes aos protocolos de injecdes multiplas
(TAKEDOMI et al., 1995; SUGANO & SHINOGI et al., 1999; D"ALESSANDRO et al.,
2001), mas ndo ha relatos da sua utilizacdo em cervideos. Tentativas semelhantes
foram feitas, em C. elaphus, utilizando um implante subcutédneo para a administracao
de FSH, resultando em baixas taxas de ovulagéo (3,0CL) (FENESSY et al., 1989).

O menor namero de fémeas demonstrando estro comportamental no Experimento
2 em relacédo ao Experimento 1 deve ser avaliado com cuidado, pois dois animais (1 e
7) ja ndo apresentavam estro comportamental durante o periodo de adaptacdo. Além
disso, os animais passaram por um manejo diferente durante o periodo experimental,
gue pode ter provocado maiores condicOes de estresse. Entretanto, deve-se considerar
gue as fémeas que apresentavam estro no periodo de adaptacdo continuaram a ciclar
regularmente no intervalo entre os Tratamentos, sugerindo que o0 estresse
possivelmente provocado pelo manejo deste periodo, n&o exerceu influéncia
significativa nesta caracteristica reprodutiva.

Embora a relacdo direta entre estimulo ovariano total e menor tempo de inicio do
estro ja tenha sido descrita na espécie C. elaphus (ASHER et al., 1995) como uma
consequéncia direta do aumento precoce das concentracdes de esterdides foliculares
necessarios para o inicio do estro comportamental (JABBOUR et al., 1994), parece que
este adiantamento do tempo de inicio do estro tenha maior relacdo com o uso do eCG
do que com o estimulo ovariano total provocado por ele, pois os Tratamentos A e D
induziram estimulo aproximadamente duas e sete vezes maior, respectivamente, do
gue o Tratamento B e seus tempos de inicio do estro sdo praticamente iguais. O
aumento da dose de eCG também diminuiu o tempo de sincronia dos Tratamentos D, A
e B, evidenciando o reforco do pico pré-ovulatério e o estimulo de ovulacdo de um
maior namero de foliculos em um curto espaco de tempo (BERG et al., 1995). Além
disso, o tempo para inicio do estro e o numero de dias para atingir a fase inter-luteal

dos Tratamentos A e B foram inferiores aos obtidos com a sincronizagcdo do estro
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(CIDR® por 8 dias com cloprostenol 8°dia) da espécie M. gouazoubira (70,5+5,0 h e
3,2+0,73 dias, respectivamente) (ZANETTI et al., 2009). Além do tempo para inicio do
estro e da fase inter-luteal terem sido adiantados, o rapido aumento dos perfis de
progesterona fecal ap6s a retrada do CIDR®, demonstrado pelas maiores
concentragcbes de progestagenos fecais nas suas fases inter-luteais quando
comparadas ao Tratamento C, indicam que algumas ovulagbes podem ter ocorrido
imediatamente apds a retirada do CIDR® ou até mesmo durante a sua insercdo na
auséncia de LH endodgeno, favorecendo o rapido inicio da funcédo luteal (ARGO et al.,
1994). Ovulacdes em animais que nao exibiram o pico de LH enddbgeno apds o
tratamento com eCG ja foram observadas na espécie D. dama (JABBOUR et al., 1993).
Este fato € decorrente de uma acéo direta do eCG no ovario, devido a sua potente acao
LH e longa meia-vida (GONZALEZ-REYNA et al., 1999) que pode prolongar o tempo
de acdo do estrogeno, dispersar as ovulacdes e levar a um periodo inter-luteal mais
longo do que aquele obtido com a sincronizagcéo de estro da espécie M. gouazoubira
(4,6£1,57 dias) (ZANETTI et al., 2009).

Por outro lado, o tempo de inicio do estro, o numero de dias para atingir a fase
inter-luteal e a duracdo da fase inter-luteal no Tratamento C foram semelhantes aos
parametros obtidos com a sincronizacdo do estro na espécie M. gouazoubira
(70,5£5,0h, 3,2+0,73 dias e 4,6+1,57 dias, respectivamente), apesar da duracdo do
estro comportamental ter sido praticamente o dobro da obtida com a sincronizacao
(34,7¢4,5 h) (ZANETTI et al., 2009). Este fato sugere que houve uma secrecdo
prolongada de estrogeno por foliculos que apresentaram falha na ovulacdo. A lenta
liberacdo de FSH prolongou a secrecdo de estrogeno, apesar de nao ter sido suficiente
para sustentar o crescimento final de mdltiplos foliculos. A dissociacdo entre
comportamento de estro e onda pré-ovulatoria de LH endégeno ja foi demonstrada na
espécie D. dama (ASHER et al., 1995) e ovelhas superovuladas (COGNIE et al., 2003).
Ja no Tratamento E, a duracdo do estro comportamental foi praticamente o0 mesmo da
duracdo dos Tratamentos A, B e D e do estro sincronizado (ZANETTI et al., 2009);

enquanto o tempo para inicio do estro foi aproximadamente 25 horas maior do que o
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tempo do Tratamento C, possivelmente devido ao menor tempo de inser¢do do
dispositivo de progesterona (JABBOUR et al., 1991).

Os perfis de concentracdo de progestagenos fecais na fase luteal associados com
a visualizacao cirargica dos corpos luteos evidenciaram uma fonte luteal de secregéo
seguida de ovulagédo nos trés tratamentos do Experimento 1, com aumento da taxa de
ovulacdo associada a uma maior secrecdo de progesterona como consequéncia do
aumento significativo de massa de tecido luteal (ASHER et al., 1995). Entretanto, em
trés fémeas (1, 5 e 6) do Tratamento C, foram observados niveis luteais de
progestagenos fecais, sem a presenca de CL. Este fato sugere que a progesterona
destes animais possa ser de origem adrenal (ASHER et al., 1989) ou pela ocorréncia de
ovulacdes tardias ou ainda que os tecidos luteais ndo estavam visiveis (HARDER &
MOORHEAD, 1980). Os CLs dos Tratamentos D e E apresentaram caracteristicas e
tamanhos compativeis com as estruturas liteas dos Tratamentos A e B, sugerindo
fucionalidade luteal.

Apesar das concentracdes de progesterona no dia da colheita de embrides serem
positivamente relacionadas com o total de embrides colhidos em cabras (KUMAR et al.,
2003); as possiveis falhas de fertilizacdo e a auséncia de embrides coletados neste
estudo podem ser, em parte, atribuidas aos efeitos de altas concentracdes de estradiol
secretadas por grandes foliculos ndo ovulados ou pelos préprios foliculos em
crescimento, conforme descrito anteriormente em cervideos (ARGO et al., 1994;
MORROW et al., 1994; ASHER et al., 1995) e ovinos (JABBOUR & EVANS, 1991)
superovulados.

A manutencdo de altas concentracbes de estradiol durante ou proximo ao
processo ovulatério induzem desordens na fertilizacdo e no desenvolvimento
embrionario, provocando alteracbes no transporte espermatico, no transporte dos
odcitos pelo trato reprodutivo e no desenvolvimento oocitario (impedindo sua maturacao
bioquimica), com diminuicdo significativa na taxa de recolhimento de odcitos e
embrides, devido alteracBes no transporte embrionario através do trato reprodutivo e

desenvolvimento embrionario anormal (VEIGA-LOPEZ et al., 2006). Segundo Kumar et
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al. (2003), altas concentracbes de estradiol tem um impacto maior na taxa de
recolhimento de embrides e sua qualidade do que em seu numero.

Alguns outros fatores podem ter contribuido para a auséncia de embrides neste
estudo: 1) o uso da cépula natural pode ter prejudicado ainda mais o transporte
espermatico sob altas concentragbes de estradiol, como ja demonstrado em animais da
espécie D. dama superovulados, que apresentaram baixas taxas (0-30%) de fertilizacédo
(THOMPSON & ASHER, 1988); 2) o uso do eCG em algumas espécies como D. dama
resulta em prejuizos no recrutamento, maturacao folicular e na fertilidade (ASHER et
al., 1995); 3) quando o CL estava presente em apenas um ovario, foi realizada a
lavagem do corno uterino do mesmo lado e possiveis embribes que estariam no corno
contralateral foram perdidos e, no caso da fémea 4 do Tratamento A e da fémea 6 do
Tratamento D, parte do liquido injetado no corno foi perdido pela juncéo Utero-tubarica,
provocando uma possivel perda dos embrides, como ja observado em O. virginianus
(WALDHALM et al., 1989). Finalmente, embora a colheita de embrides por laparoscopia
tenha sido realizada com sucesso em ovinos (McKELVEY & ROBINSON, 1986;
McKELVEY et al., 1986; LEGENDRE et al., 1988), este método de colheita pode néo ter
sido adequado para a espécie estudada, pois 0s materiais utilizados foram
desenvolvidos para ovinos e caprinos e o trato reprodutivo da espécie M. gouazoubira
apresenta tamanho inferior a estas espécies domésticas, dificultando a introducédo do
catéter no corno uterino e o procedimento de lavagem, especialmente a lavagem da
tuba, onde os embrides poderiam estar no periodo da colheita (DUARTE & GARCIA,
1995; BERG et al. 2007). Os melhores indices de colheita de embriées em cervideos
foram obtidos com técnica de laparotomia (Tabela 1), no entanto, esta técnica dificulta
0S experimentos que sdo delineados no esquema “cross-over”’, pois propicia a
ocorréncia de aderéncias que dificultam e até impedem as colheitas sucessivas
(ANDRIOLI et al., 1999).

No Experimento 1, em todos os casos onde foi evidenciado ovulacdo e/ou
aumento dos niveis de progestagenos fecais na fase luteal, a administracdo de
cloprostenol 14 dias apdés o fim dos tratamentos resultou em rapida destruicdo do tecido

luteal e retorno as concentracbes basais de progesterona dentro de 72 horas,
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acompanhado da manisfestacdo do estro comportamental. O estro comportamental
também ocorreu neste periodo do Experimento 2 em todos animais, exceto nas fémeas
gue apresentaram regressdo prematura de CL no Tratamento D. Este fato é relevante
nos programas de transferéncia de embrides para prevenir a implantacdo de embrides
gue possam ter permanecido apés a colheita e ressincronizar as fémeas para monta
natural (ASHER et al., 1995). Ao contrario do ocorrido em estudos com C. elaphus
(ASHER et al., 1992) nao foi observado retencdo de embribes apds as aplicacdes de
prostaglandina.

Assim, embora 0 nosso tamanho amostral seja limitado e os Tratamentos A e D
tenham induzido resposta superovulatoria significativa dentro dos Experimentos 1 e 2,
nao é possivel dizer que foi estabelecido um protocolo adequado para a inducédo da
SOV e colheita de embrides por laparoscopia na espécie M. gouazoubira, pois nenhum
embrido foi colhido durante os experimentos. Embora o eCG seja um método
conveniente de SOV nos cervideos, novas pesquisas devem ser realizadas buscando
avaliar a acdo deste farmaco na fertilidade da espécie M. gouazoubira. Além disso,
devem ser priorizados 0s ajustes na sincronia da onda folicular, na colheita de embrides
e na avaliacdo de estimulos que possam aumentar a taxa ovulatoria a partir do grande
numero de foliculos ndo ovulados nos Tratamentos D e E. Os protocolos devem ser
delineados buscando minimizar a manipulacdo excessiva dos animais, evitando 0s
possiveis efeitos do estresse. O ocorrido neste estudo evidencia a dificuldade de
adaptar protocolos ja conhecidos em espécies domésticas e salienta a necessidade de
estudos especificos, que melhor se adequem a biologia reprodutiva da espécie e
possibilitem a utilizagdo das biotécnicas reprodutivas como uma ferramenta na

conservacao das espécies selvagens.
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VIl. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢gdes do presente estudo permitiram concluir que:

- Trés protocolos de SOV descritos na literatura para ruminantes domésticos
(Tratamento A, Experimento 1 e Tratamentos D e E, Experimento 2) induziram resposta

superovulatéria na espécie M. gouazoubira;

- As doses de 600Ul de eCG (Tratamento A, Experimento 1) e 700Ul de eCG
(Tratamento D, Experimento 2) foram capazes de estimular as maiores respostas

superovulatorias e os maiores CLs (Tratamento A, Experimento 1);

- O uso de 300Ul de eCG (Tratamento B, Experimento 1) e do FSH associado ao
PVP (Tratamento C, Experimento 1) ndo foi capaz de induzir resposta superovulatoria

minima;

- O uso do FSH no esquema de multiplas administracdes (Tratamento E,
Experimento 2) foi capaz de induzir resposta superovulatéria minima, mas produziu
grande numero de foliculos anovulatérios, assim como o uso de 700Ul de eCG

(Tratamento D, Experimento 2);

- O aumento significativo das concentracdes de progesterona fecal na fase luteal
dos Tratamentos do Experimento 1 e o retorno as concentracdes basais apds a
administracdo de PGF2, evidenciaram a funcionalidade dos CLs associada ao aumento

da massa luteal;

- Os Tratamentos utilizados nos Experimentos 1 e 2, associados a colheita de
embribes por laparoscopia ndo mostraram-se adequados para a espécie M.

gouazoubira, nas condi¢des do presente estudo.
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