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“Hay golpes en la vida, tan fuertes... Yo no sé!
Golpes como del odio de Dios; como si ante ellos,
la resaca de todo lo sufrido

se empozara en el alma... Yo no sé!

Son pocos; pero son... Abren zanjas oscuras
en el rostro mas fiero y en el lomo mas fuerte.
Seran tal vez los potros de barbaros Atilas;

o los heraldos negros que nos manda la Muerte.

Son las caidas hondas de los Cristos del alma
de alguna fe adorable que el Destino blasfema.
Esos golpes sangrientos son las crepitaciones

de algun pan que en la puerta del horno se nos quema.

Y el hombre... Pobre... jpobre! Vuelve los ojos, como
cuando por sobre el hombro nos llama una palmada,;
vuelve los ojos locos, y todo lo vivido

se empoza, como charco de culpa, en la mirada.

Hay golpes en la vida, tan fuertes... Yo no sé!”

Los Heraldos Negros, César Vallejo, 1918
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AVALIACAO DE PROTOCOLOS DE SUPEROVULACAO EM CERVOS-DO-
PANTANAL (Blastocerus dichotomus)

RESUMO - O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) é uma espécie
emblematica dentro dos cervideos neotropicais. Nas Ultimas décadas, suas
populacées tém sofrido declinio notério devido, principalmente, & destruicdo do seu
habitat. Isto causa a perda da diversidade genética, que junto a depressao
endogamica (pelo isolamento de pequenas populacbes) pode levar a espécie a
extingdes locais. Nesse contexto, as técnicas de reproducédo assistida podem auxiliar
no processo de manutencédo da diversidade genética nestas populacdes isoladas.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi elaborar um protocolo de superovulagéo para
cervo-do-pantanal em cativeiro. Assim, foram testados protocolos sucessivamente (A,
B, C) até que fossem obtidos resultados satisfatorios. Para que se pudesse chegar a
um protocolo viavel, foram testadas trés combinac¢des farmacoldgicas. Tratamento A:
CIDR®durante sete dias, seguido de 0,5 mg de BE e 0,11 mg de GnRH no dia 0, 800U
de eCG no dia 5 ap6s insercdo do CIDR®, 530 pug de PGF2q no dia 7 e 0,11 mg de
GnRH logo apés a deteccao do estro, para a inducdo da ovulagdo. Tratamento B:
CIDR® durante oito dias, seguido de 0,5 mg de BE e 0,11 mg de GnRH no dia 0,
1200UI de eCG no dia 5 apds insercéo do CIDR®, 530 ug de PGF2q no dia 8 e 0,11
mg de GnRH logo apés a deteccao do estro, para a indugéo da ovulacdo. Tratamento
C: CIDR® durante oito dias, seguido de 0,5 mg de BE e 0,11 mg de GnRH no dia 0,
1200UI de eCG no dia 5 apods insercdo do CIDR®, 530 ug de PGF2q no dia 8 e 2,5 mg
de LH, entre 12-18 horas ap0s a detec¢do do estro para a inducdo da ovulagédo. A
deteccao de estro foi realizada com o auxilio de um macho, sendo permitida a cépula.
Oito dias ap0s a copula foi realizada a contagem dos CL e foliculos anovulatérios
mediante laparotomia mediana ventral, assim como a colheita de embrides. O
Tratamento A resultou em 2 CL. O Tratamento B resultou em 1 CL e 8 foliculos
anovulatérios. O Tratamento C resultou em 10, 3 e 11 CL, e 0, 1 e 5 foliculos
anovulatérios para as fémeas 3, 4 e 5, respectivamente. Além disso foi realizada a
colheita de 2, 2 e 5 embrides das fémeas FBD3, FBD4 e FBD5, respectivamente.
Obtendo uma taxa de recuperacdo de 37,5% (9/24), dos quais dois eram embribes
viaveis para transferéncia. Todos os tratamentos foram efetivos na sincronizacéo do
estro. O Tratamento C, com a aplicacao i.m. de 1200UI de eCG e de LH, como indutor
da ovulacéo, teve a melhor resposta em termos de superovulacéo, assim como de
colheita de embrides.

Palavras-chave: biotecnologia reprodutiva, cervideos neotropicais, conservacao,
eCG



EVALUATION OF SUPEROVULATION PROTOCOLS IN MARSH DEER
(Blastocerus dichotomus)

ABSTRACT - The marsh deer (Blastocerus dichotomus) is an emblematic species
within the neotropical deer. In the last decades, their populations have suffered a
notable decline due, mainly, to the destruction of their habitat. This causes loss of
genetic diversity, which together with inbreeding depression (by the isolation of many
small populations) can lead this species to local extinctions. In this context, assisted
reproduction techniques can help in the process of maintaining genetic diversity in
these isolated populations. Thus, the aim of this study was to elaborate a
superovulation protocol for captive marsh deer. Therefore, protocols were successively
tested (A, B, C) until satisfactory results were obtained. To be able to achieve a viable
protocol, three pharmacological combination were tested. Treatment A: CIDR® for 7
days, followed by 0.5 mg of EB and 0.11 mg of GnRH on DO, 800IU of eCG on day 5
after CIDR® insertion, 530 pug PGF2, on day 7, and 0.11 mg of GnRH soon after estrus
detection, for ovulation induction. Treatment B: CIDR® for 8 days, followed by 0.5 mg
of EB and 0.11 mg of GnRH on DO, 1200IU of eCG on day 5 after CIDR® insertion,
530 ug PGF2, 0n day 8, and 0.11 mg of GnRH soon after estrus detection, for ovulation
induction. Treatment C: CIDR® for 8 days, followed by 0.5 mg of EB and 0.11 mg of
GnRH on DO, 1200IU of eCG on day 5 after CIDR® insertion, 530 ug PGF2, on day 8,
and 0.25 mg of LH, between 12-18 hours post estrus detection, for ovulation induction.
Estrus detection was performed with the aid of a male, and copulation was allowed.
Eight days after copulation, CL and anovulatory follicles were counted through median
ventral laparotomy, as well as the collection of embryos. Treatment A resulted in 2 CL.
Treatment B resulted in 1 CL and 8 anovulatory follicles. Treatment C resulted in 10, 3
and 11 CL, and 0, 1 and 5 anovulatory follicles for hinds FBD3, FBD4, and FBD5,
respectively. In addition, 2, 2 and 5 embryos were harvested from hinds FBD3, FBD4
and FBD5, respectively. Obtaining a recovery rate of 37.5% (9/24), of which two were
viable embryos for transfer. All treatments were effective in synchronizing estrus.
Treatment C, with an i.m. application of 1200IU of eCG and LH, as ovulation inducer,
had the best response in terms of superovulation, as well as embryo collection.

Keywords: conservation, eCG, neotropical deer, reproductive biotechnology
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1. INTRODUCAO

O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) € a maior espécie de cervideo
da América do Sul e um dos maiores mamiferos brasileiros (DUARTE et al., 2012).
Esta emblemética espécie cumpre um papel ecologico fundamental como espécie
bandeira do bioma que ocupa, a varzea. Atraindo os esforcos de conservagado para
ela e seu habitat, beneficiando outras espécies menos visiveis ou atrativas da flora e
fauna das varzeas (POLEGATO, 2008; DUARTE et al., 2012). Na atualidade, o cervo-
do-pantanal ocorre em areas neotropicais restritas e € classificada na categoria de
vulneravel (VU) pela Lista Vermelha de Espécies Ameagadas da Unido Internacional
para a Conservacao da Natureza (IUCN, 2016).

Vérias populacdes de cervo-do-pantanal encontram-se em risco de extincdo
devido principalmente a drenagem de varzeas com fins agricolas e a construgédo de
Usinas Hidrelétricas (UHEs). Nas ultimas décadas, a grande destruicdo do habitat
onde ocorria a espécie, fez com que varias populacbes ficassem isoladas
geograficamente, além de diminuir consideravelmente o nimero de individuos e levar
a extingcao regional em alguns casos. Isto pode levar a diminui¢cdo da variabilidade
genética e perda do vigor (como resultado da deriva genética e da endogamia
crescente em populacdes isoladas), afetando o desempenho reprodutivo, diminuindo
a habilidade para evoluir em resposta as mudancas ambientais e aumentando o risco
de extingdo (ROLDAN et al., 2006; FERREIRA, 2011).

Nesse contexto, as biotécnicas reprodutivas aparecem como uma ferramenta
atil para a conservacao das espécies em risco de extingdo, auxiliando o manejo
genético e mantendo a variabilidade genética das populacdes de cativeiro e vida livre
(ZUCCARI; SERENO, 2006). Contudo, para isto ser possivel, é necessario ter
conhecimento basico da fisiologia reprodutiva das espécies a fim de permitir o
desenvolvimento de técnicas reprodutivas especificas para estas, ou ainda a
adaptacdo de técnicas e protocolos reprodutivos desenvolvidos para espécies
semelhantes como ruminantes domésticos ou cervideos de criagdo comercial
(COMIZZOLI; MERMILLOD; MAUGET, 2000). Motivo pelo qual deve se procurar a
utilizacdo de protocolos que diminuiam o manejo dos animais, uma vez que 0S

cervideos sdo animais com uma alta sensibilidade a estimulos estressores e de dificil



manipulagdo, fatores que podem alterar sua fisiologia reprodutiva e
consequentemente sua resposta ante estas técnicas (DIAS, 1997; BAINBRIDGE;
JABBOUR, 1998). No caso particular do cervo-do-pantanal, o conhecimento de
aspectos reprodutivos, assim como em outras areas, nao esta totalmente elucidado.
Porém, hoje em dia, é conhecido que as fémeas de cervo-do-pantanal séo
poliéstricas, ndo estacionais e uniparas, com uma duracao de ciclo estral de 21,3 +
1,3 dias (POLEGATO, 2008).

Entre as biotécnicas reprodutivas, temos a superovulacéo (SOV), técnica muito
utilizada nos programas de fertilizagdo in vitro e transferéncia de embribes
(BAINBRIDGE; DEAKIN; JABBOUR, 1998). A SOV visa gerar um superestimulo de
desenvolvimento folicular que resulte em multiplas ovulacdes (a diferenca de uma
Gnica ovulacdo por ciclo estral em espécies uniparas), mediante a aplicacdo de
horménios exdgenos, e obter um numero correspondente de embribes viaveis
(ZUCCARI; SERENO, 2006). No entanto, a variabilidade na resposta superovulatéria
e as baixas taxas de fertilizac&o e colheita de embrifes ainda sédo os principais fatores
limitantes para os programas de “Multipla Ovulacdo e Transferéncia de Embrides”
(MOTE) nos cervideos (FENNESSY et al., 1989, 1994; MORROW et al., 1994;
POLLARD; PLANTE; BRINGANS, 2007; ZANETTI, et al. 2014). Semelhante ao que
acontece com o0s pequenos ruminantes, onde a variabilidade na resposta
superovulatéria associada a resposta folicular variavel, regresséo antecipada do corpo
luteo (CL) e falha na fertilizacéo, tem resultado ser um fator limitante nos programas
de MOTE (MENCHACA et al., 2010). Apesar disso, a SOV ja foi realizada com
sucesso em diversas espécies de cervideos, como Cervus elaphus (ASHER et al.,
2000), Dama dama (FENNESSY et al.,, 1994; ASHER et al.,, 1995), Mazama
gouazoubira (ZANETTI; DUARTE, 2012; ZANETTI et al., 2014), Mazama americana
(CURSINO et al., 2014), entre outras. Assim, entre os diferentes protocolos de SOV
desenvolvidos até hoje, sdo dois os horménios comumente utilizados para a
estimulacdo folicular, o horménio foliculo-estimulante (FSH) e a gonadotrofina
coribnica equina (eCG), os quais permitem o desenvolvimento e crescimento de ndo
um, mas varios foliculos ovarianos até o estadio de foliculos pré-ovulatorios com
subsequentes ovulagcbes multiplas, sempre que aplicados no momento do

recrutamento folicular na emergéncia de uma onda folicular (ERENO et al., 2010).



Entre estes dois horménios, 0 eCG s6 precisa de uma Unica dose para o tratamento
de superestimulo folicular (HUNTER; ADAMS; ROWSON, 1955; AVERILL; ROWSON,
1958; DUARTE; GARCIA, 1995; ZANETTI, 2009), a diferenca do FSH que precisa de
multiplas doses cada 12 horas pelo periodo de 3-4 dias (ZANETTI, 2009). Dessa
forma, o uso de eCG visa a diminuicAo da manipulacdo dos animais e
subsequentemente dos fatores de estresse, sendo conhecido que o estresse pode
levar a falhas para reproduzir ou uma reproducao deficiente (DIAS, 1997; KERSEY;
DEHNHARD, 2014).

Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta ovulatéria a trés
protocolos de superovulacdo em fémeas de cervo-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus) mantidas em cativeiro, mediante a presenca e numero de CL e foliculos
anovulatorios, a quantificacdo de concentracfes de progestinas fecais durante cada

tratamento e a producao de embrides.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O cervo-do-pantanal

O cervo-do-pantanal, também conhecido como guacu-pucu, e suaguapara no
Brasil, e como “ciervo de los pantanos” ao longo da sua distribuicdo em outros paises
da América do Sul, € uma espécie emblematica das varzeas. Os individuos adultos
chegam a medir entre 153 - 191 cm de comprimento de cabeca e corpo, 12 - 16 cm
de comprimento de cauda, 110 - 127 cm de altura de ombro e ter um peso de 80 - 150
kg, sendo os machos relativamente maiores as fémeas (PINDER; GROSSE, 1991). A
morfologia da espécie esta caracterizada por pernas longas e escuras, orelhas
grandes com abundantes pelos brancos em seu interior, focinho preto e a coloracéo
do dorso, que varia entre castanha avermelhada brilhante no ver&o a uma cor marrom
mais escura no inverno, e uma coloracdo branca no ventre. Os machos apresentam
chifres robustos com um padréo de ramificacdo dicotbmica com até 10 pontas cada,
conforme sua idade e o nivel de sua alimentacdo (DUARTE et al., 2012).
Diferentemente de outras espécies de cervideos, em que os filhotes nascem com
pintas brancas pelo corpo, os filhotes de cervo-do-pantanal nascem com pelagem
semelhante ao padrdo encontrado nos adultos (DUARTE et al., 2012).

O cervo-do-pantanal era encontrado originalmente desde o sul da Amazonia do
Peru até o centro e sul do Brasil, incluindo os territérios da Bolivia, Paraguai e norte
da Argentina (SCHALLER; VASCONCELOS, 1978). Pinder e Grosse (1991)
sugeriram que esta espécie habitava todas as principais bacias de drenagem do sul
da Amazénia e do Parana (EISENBERG; REDFORD, 1999). Na atualidade, a espécie
sobrevive em areas restritas dentro do Brasil, Argentina, Paraguai, Bolivia e Peru
(PIOVEZAN et al., 2010). No Uruguai a espécie é considerada extinta, sendo o ultimo
registro datado no pais, de 1958 (XIMENEZ; LANGGUTH. PRADERI, 1972; IUCN,
2016). Similarmente, esta espécie desapareceu de grande parte de sua area de
ocorréncia na Argentina, Paraguai e Peru. Neste ultimo, sO existia uma pequena
populacao de menos de 30 individuos (TOMAS; BECCACECI; PINDER, 1997). Duarte
et al. (2012) relataram no “Plano de Acao Nacional para a Conservacéao dos Cervideos

Ameacados de Extincdo” que no Brasil, as maiores concentragdes de cervos-do-



pantanal in situ podem ser observadas apenas no Pantanal brasileiro (Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul), na regido da llha do Bananal, rio Araguaia (Mato Grosso e
Tocantins), no rio Guaporé (Rondbdnia) e nas varzeas remanescentes do Rio Parana
(Mato Grosso do Sul, Parana e Séao Paulo) (Figura 1).

No Brasil, a distribuicdo da espécie encontra-se bastante reduzida e
fragmentada, constando na categoria VU da “Lista Vermelha da Uni&o Internacional
para a Conservagao da Natureza e dos Recursos Naturais” (IUCN). Isto se deve ao
declinio continuo da populacéo, a perda de habitat no passado e a perspectiva de
perda de habitat no futuro, com base em ameacas diretas e indiretas (IUCN, 2016).
Além disso, ela também é considerada como VU pela “Lista Nacional das espécies da
Fauna Brasileira Ameacgada de Extingao” (MMA, 2014) e como criticamente em perigo
(CR) pela lista estadual de Séao Paulo (PERCEQUILLO; KIERULFF, 2009). E embora
ndo existam estudos cientificos sobre a diminuicdo da populagdo no Pantanal
(MOURAO et al., 2000; RODRIGUES et al., 2002), a espécie pode ser considerada
em declinio ao longo da sua distribuicdo geografica, devido basicamente a destruicédo
do seu habitat, pressdo de caca e suscetibilidade as doencas do gado (TOMAS;
BECCACECI; PINDER, 1997; EISENBERG; REDFORD, 1999).

A drenagem de zonas Umidas para fins agricolas e a construcao de UHEs, tém
sido as principais causas da destruicao e perda do habitat desta espécie, causando o
desaparecimento de subpopula¢des, como aconteceu com as UHESs de Ibitinga, Nova
Avanhandava e Trés Irmaos. Por outro lado, a drenagem das varzeas também
provoca profundas alteracbes no regime de alagamento das zonas Umidas, 0 que
pode causar perturbacdes nas comunidades de plantas aquaticas e
consequentemente reduzir a capacidade de carga desses habitats para o cervo-do-
pantanal (TOMAS; BECCACECI; PINDER, 1997; TOMAS; SALIS, 2000; IUCN, 2016).

Aléem disso, com excecdo do Brasil, sdo escassas as informacdes de
populacdes em cativeiro nos outros paises da América do Sul. No Brasil, as
populacdes ex situ de cervo-do-pantanal tiveram seu inicio com diversos projetos de
conservacdo. O primeiro deles surgiu como resultado da constru¢cdo da UHE Trés
Irm&os, no Rio Tieté em 1991 (CHARITY; TOMAS; BUSCHINELLI, 1989). Do total de
animais resgatados, 60 foram destinados ao cativeiro e se converteram em

fundadores do Programa de Manejo em Cativeiro para a espécie, o qual foi conduzido
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pela Companhia Energética de Sao Paulo (CESP). Os animais foram divididos em
dois grupos, os quais foram encaminhados para duas instituicbes em Sao Paulo: o
Centro de Conservacao do Cervo-do-Pantanal (CCCP), em Promissao, e o Zoolbgico
de llha Solteira (DUARTE, 2001a). Ja no ano 1998, como resposta a construcdo da
UHE de Porto Primavera, no Rio Parang, foi conduzido o projeto “O Cervo-do-
Pantanal de Porto Primavera”, no qual foram resgatados e levados para cativeiro um
total de 113 animais. Durante o periodo de quarentena vieram a o6bito 33.63% da
populacao, tendo como as maiores causas de 0Obitos as relacionadas ao estresse
cronico dos animais, o qual inibiu o apetite (caquexia) e deprimiu o sistema imune
destes, levando a infec¢cBes secundarias importantes (septicemia e pneumonia)
(DUARTE, 2001b). Um total de 62 animais foram distribuidos em treze instituicées,
entre zooldgicos e instalacdes privadas de conservacgao, incrementando o nimero de
animais dentro do programa de conservacao em cativeiro (DUARTE, 2001a), embora
estas duas populacdes tenham sido isoladas reprodutivamente. Zanetti e Duarte
(2008) indicaram que a populacdo em cativeiro para esta espécie no Brasil estava

estimada em 114 cervos-do-pantanal (52 machos e 62 fémeas).

2.2 Genética da conservacao: A histéria da reintroducédo do cervo-do-pantanal

Os principais efeitos diretos da perda de habitat tém sido a fragmentacéo e o
isolamento das populacdes de cervos-do-pantanal (TOMAS; BECCACECI; PINDER,
1997), os quais podem afetar a demografia e a genética da espécie. Esse isolamento
e diminuicdo das populacdes faz com que os indices de endogamia incrementem
devido a acasalamentos consanguineos resultando em uma perda da variabilidade
genética que pode comprometer a performance reprodutiva das populacdes e os
mecanismos de adaptacdo a eventos ambientais que ameacem a sua existéncia,
assim como a expresséo de genes deletérios (FERREIRA, 2011).

Devido a isto é importante mencionar o desenvolvimento de poderosas
técnicas moleculares para estimar a diversidade genética em espécies de cervideos
neotropicais nas Ultimas décadas (GONZALEZ et al., 2010). O sequenciamento de
DNA, o uso de marcadores nucleares como 0s microssatélites SRR (Sequéncias

Simples Repetidas) junto com a tecnologia do PCR e o uso de softwares de analise



de dados em genética de populagbes, sao ferramentas importantes na deteccao da
variabilidade genética em individuos, dentro e entre populaces. Nesse sentido, e
fazendo uso destas técnicas moleculares, Ferreira (2011) avaliou a variabilidade
genética entre uma populacdo de cervo-do-pantanal reintroduzida na Estacdo
Ecolbgica de Jatai (EEJ) — Municipio de Luiz Antbnio, Sdo Paulo e sua populagéo
original, na Bacia do Rio Parand. Essa populagdo teve sua origem na reintroducédo de
5 animais (2 machos e 3 fémeas), resgatados da area afetada pela construcdo da
UHE de Porto Primavera (Rio Parana), em dezembro de 1998 e que foram
monitorados até abril de 2000 com a utilizacdo de radio-colares, como parte do projeto
“O Cervo-do-Pantanal de Porto Primavera”. Posteriormente foram reintroduzidos mais
3 animais (1 macho e 2 fémeas) em agosto de 2001, com uma populacéo estimada
entre 15 - 20 individuos 10 anos depois da ultima reintroducéo (FIGUEIRA et al., 2001;
FERREIRA, 2011).

Dessa forma, foi avaliada quanto da variabilidade genética foi mantida entre a
populacao reintroduzida na EEJ e a populacédo base de Porto Primavera nos ultimos
10 anos. Também se estimou quanto da mesma seria mantida ao longo prazo (100
anos). Assim, a populacdo reintroduzida apresentou grande perda de diversidade
genética em relacdo a sua populacdo de origem nos primeiros 10 anos apo6s a
reintroducdo; porém, os indices de diversidade genética e endogamia foram estaveis.
Além disso, a partir de um estudo de viabilidade populacional por meio do programa
Vortex, foi sugerido a insercédo de 2-3 individuos num intervalo de 4 em 4 geracdes
dentro da EEJ, para evitar uma depressdo endogamica futura. Podendo ser este o
caso de outras pequenas populacdes isoladas geograficamente e que tenham sofrido
um declinio populacional por multiplos fatores.

Por isso, € importante desenvolver mecanismos para reduzir a depressao por
endogamia e que também possam permitir a proliferacdo da espécie, na tentativa de
manter intacta sua variabilidade genética (ROLDAN et al., 2006). Entendendo
também, que a depressdo endogamica causada por altas taxas de endogamia esta
relacionada com a reducdo da capacidade reprodutiva, sendo assim, populagdes

pequenas ou em declinio sdo mais propensas a extincdo (FERREIRA, 2011).



2.3 Projeto de acéo: Reintroducéo de embrides de cervo-do-pantanal

No ano de 2013 foi concebido o projeto “O futuro da conservacao de pequenas
populacdes ameacadas: banco genémico e reintroducdo de embrides de cervos-do-
pantanal’, o qual foi financiado pelo Fundo Brasileiro para a Biodiversidade (FUNBIO)
que é a secretaria executiva do Comité da conta do “Tropical Forest Conservation Act”
(TFCA), que visa a troca de dividas contraidas por paises junto aos Estados Unidos
da América por investimentos na conservacao e no uso sustentavel das florestas. Este
projeto surgiu no intuito de auxiliar a populacdo de cervos-do-pantanal da EEJ, e
desenvolver um método opcional a translocacdo de individuos, como sugerido por
Ferreira (2011), para a introducdo de uma nova genética na populacao local existente
a cada 4 geracdes. Contudo, o processo de translocacéo de individuos pode acarretar
grandes riscos como a possibilidade de transmissdo de doencas para a populacao
receptora por parte dos individuos translocados; assim como a inviabilidade do uso
de animais de cativeiro, 0s quais ndo conseguiriam reconhecer nem fugir dos
predadores, buscar alimento ou disputar por territorios. Para isto, objetivou-se realizar
a estimativa da populagao de cervo-do-pantanal na EEJ por meio de levantamento
aéreo e DNA fecal, assim como coletar embrides de fémeas em cativeiro para a
implantacdo de um banco de embrides da espécie e, posteriormente, implanta-los em
fémeas de vida livre da populacéo da EEJ.

Nesse sentido, foram realizados todos os esforcos para o desenvolvimento do
projeto por parte da equipe multidisciplinar do Nucleo de Pesquisa e Conservacao de
Cervideos (NUPECCE) da UNESP, FCAV, Campus Jaboticabal juntamente com
outras instituices pertencentes ao Programa de Conservacdo ex situ do Cervo-do-
Pantanal. Contudo, apesar da vasta experiéncia em estudos e projetos de acdo em
temas de conservacao de cervideos da equipe, foi evidenciada a ainda falta de um
maior conhecimento da fisiologia reprodutiva do cervo-do-pantanal, em termos da
aplicacdo de protocolos de superovulacdo. Os quais, em primeira instancia, foram
extrapolados de trabalhos com outra espécie de cervideo neotropical, 0 Mazama
gouazoubira (DUARTE; GARCIA, 1995; ZANETTI; DUARTE; 2012; ZANETTI et al.,
2014), e que néo obtiveram os resultados esperados. Isso, associado a dificuldade da

aplicacdo dos horménios dentro de cada tratamento, devido as limitacdes
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relacionadas a infraestrutura para manejo e contencao dos animais em algumas
instituicdes participantes do projeto, assim como o fato de trabalhar com individuos de
uma espécie ameacada de extincdo (VU segundo a IUCN) e a subsequente
dificuldade para dispor de um grande nimero de animais (tanto ex situ como in situ),
fez com que a metodologia fosse repensada mais de uma vez. Todos estes pontos
foram a base para a planificagdo e desenvolvimento do presente estudo. Os dados
das primeiras tentativas para estabelecer um protocolo de SOV para o Blastocerus
dichotomus séo apresentados no Apéndice A.

2.4 Fisiologia Reprodutiva do Blastocerus dichotomus

Como explicado previamente, € preciso ter um melhor conhecimento da
fisiologia reprodutiva da espécie. Com a finalidade de tornar possivel o
desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas especificas para esta ou a adaptacéo de
técnicas e protocolos reprodutivos inicialmente desenvolvidos para ruminantes
domésticos e cervideos criados comercialmente (COMIZZOLI; MERMILLOD;
MAUGET, 2000). Bem como, dar um auxilio na preservacdo e melhora do
desempenho reprodutivo das diferentes populacbes de cervo-do-pantanal,
procurando alternativas para evitar o declinio dessas populacdes. Além disso, 0s
protocolos devem ser delineados de forma que minimizem a manipulacdo dos animais
(BAINBRIDGE; JABBOUR, 1998), evitando ao maximo estimulos que disparem o
estresse neles (DIAS, 1997), no intuito de diminuir toda alteragdo da fisiologia
reprodutiva. Tendo sido ja sugerido, que a presenca de estimulos estressores reduz
a fertilidade das fémeas por meio da interferéncia dos mecanismos que regulam os
tempos precisos dos eventos dentro de uma fase folicular normal, como a alteracéo
na frequéncia dos pulsos de LH, o que resulta numa inadequada maturacao folicular
e falhas na ovulacao, levando a casos de subfertilidade (DOBSON; SMITH, 2000). Um
interessante exemplo é o trabalho desenvolvido por Cherry et al (2016), no qual
observaram uma relacdo entre a subfertilidade duma populagéo de fémeas de veado-
de-cauda-branca e o estresse induzido pela presenca de predadores, nesse caso
pontual coiotes, no Joseph W. Jones Ecological Research Center, em Georgia,

Estados Unidos da América.
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Por outro lado, dentro do conhecimento bésico do cervo-do-pantanal, sabe-se
que as fémeas ndo apresentam sazonalidade reprodutiva, sdo animais poliéstricos e
geram um filhote por gestacdo. Duarte et al. (2012) mencionaram que ndo existem
registros de partos gemelares nos animais mantidos em cativeiro. A duracdo média
do ciclo estral é de 21,3 + 1,3 dias e é dividido em uma fase inter-luteal e uma fase
luteal (Figura 2). A fase inter-luteal tem uma duracéo de 6,4 £ 1,2 dias que vai desde
a lutedlise do CL até a ovulacado e é caracterizada pela manifestacao do estro, com

duracédo de 1-2 dias, quando a fémea esta receptiva a copula. Enquanto a fase luteal
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Figura 2. Ciclo estral de fémeas de cervo-do-pantanal, apresentado em concentracao

de progestinas fecais (média + EPM; n=16). Fonte: Polegato, 2008.

tem uma duracdo de 14,8 + 1,3 dias e é caracterizada por ter um CL ativo apd0s
ovulacdo e a rejeicdo a copula. A gestacado tem duracao média de 253 dias, embora
existam relatos de periodo gestacional de 271 dias relacionado a uma restricao
alimentar severa (FRADRICH, 1995; POLEGATO, 2008). Em cativeiro tem sido
descrita a apresentacéo de estro pos-parto, com o aparecimento de ciclos mais curtos
gue antecederam ciclos estrais normais, observados por meio da dosagem hormonal
(POLEGATO, 2008). Até hoje nao ha referéncia de estudos de dinamica folicular nesta

espécie. No caso dos machos, sabe-se que nao ha sincronia no ciclo de troca dos
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chifres, com pouca ou nenhuma influéncia do fotoperiodo e que estes podem ser
férteis mesmo com os chifres encapados (PEREIRA, 2010).

2.5 Superovulacgéao

A manutencdo de populacfes cativas de fauna silvestre é importante para a
conservacao de espécies com alto risco de extincdo na natureza, sempre que esta
permite obter um conhecimento basico da biologia, fisiologia e ecologia destas
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004). Nesse contexto, as biotécnicas
reprodutivas aparecem como grande alternativa de auxilio ao manejo genético e na
manutencdo da variabilidade genética das espécies. Com isto, busca-se a obtencao
de uma populacdo com boa qualidade genética, que apos reintroducdo na natureza
auxilie populagdes ameacadas ou em perigo de extingdo (ZUCCARI; SERENO, 2006).

Assim, entre estas biotécnicas esta a SOV, a qual tem como objetivo estimular
o desenvolvimento de um grande numero de foliculos ovarianos por onda folicular,
bem como de ovulacdes, mediante a aplicacdo de gonadotrofinas exdégenas, obtendo-
se assim um maior numero de od0citos disponiveis para a fertilizacdo e,
consequentemente, de embrides a cada ciclo estral (ZUCCARI; SERENO, 2006). Isto
faz com que a SOV seja uma técnica muito utilizada nos programas de MOTE dos
cervideos (FENNESSY et al., 1989, 1994; WALDHALM et al.,1989; MORROW et al.,
1994; POLLARD; PLANTE; BRINGANS, 2007; ZANETTI, et al. 2014). Contudo, ainda
existe uma grande variabilidade de resposta superovulatéria vinculada a baixas taxas
de fertilizagdo e colheita de embrides devido a diversos fatores, entre os quais
podemos mencionar protocolos, doses e hormonios utilizados (THOMPSON; ASHER,
1988; ASHER et al., 1995; D’ALESSANDRO; MARTEMUCCI; TAIBI, 2005; ZANETTI;
DUARTE, 2012; ZANETTI et al., 2014), idade do animal, genética (ASHER et al.,
2000), sazonalidade reprodutiva (MCCORKELL; WOODBURY; ADAMS, 2013),
condicao folicular no inicio do tratamento de SOV (GONZALEZ-BULNES et al., 2002;
DE ROOVER et al., 2005; VEIGA-LOPEZ et al., 2005), nutricdo, manejo, estado
sanitario e lactacional (STROUD; HASLER, 2006), entre outros. Isto termina sendo
muito parecido com os resultados obtidos até hoje em pequenos ruminantes, onde

também existe uma alta variabilidade na resposta ovulatéria, limitante que da como
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resultado regressédo antecipada do CL, resposta folicular variavel, falhas na ovulacao,
fertilizacdo e taxa de recuperacdo e qualidade embrionéria (BUCKRELL et al., 1990;
VEIGA-LOPEZ et al., 2005; MENCHACA et al., 2010). No entanto, estudos recentes
sobre o controle da inducdo da emergéncia de onda folicular em C. elaphus
(MCCORKELL; WOODBURY; ADAMS, 2006; 2008) trazem uma nova perspectiva
para os protocolos de sincronizagéo e SOV, uma vez que a variabilidade na resposta
superovulatéria também esta relacionada a fase da onda folicular no momento de
inicio do tratamento superovulatorio como ja foi observado em bovinos (NASSER et
al., 1993).

Apesar disso, a SOV ja foi realizada com sucesso em diversas espécies de
cervideos, como Cervus elaphus, com producdo de 1,8 a 3,7 CL em animais ndo
selecionados pelas suas carateristicas reprodutivas (ASHER et al., 2000) e 5a 11 CL
em animais selecionados para os programas de TE (FENNESSY et al., 1989, 1994;
ASHER et al.,, 1992, 1995, 2000; ARGO et al., 1994; BAINBRIDGE et al., 1995;
SOLER et al., 2007). Protocolos de SOV em Dama dama, com producdo média de 6
a 10 CL (FENNESSY et al., 1994; MORROW et al., 1994; ASHER et al., 1995) e em
Elaphurus davidianus com producédo meia de 3,8 CL (ARGO et al., 1994). Ja entre os
cervideos neotropicais, contamos com o Odoicoleus virginianus, com uma producéo
média de 3,1 CL (WALDHALM et al.,1989), com o Mazama gouazoubira, com uma
producdo de 1 a 7 CL (DUARTE e GARCIA, 1995; ZANETTI; DUARTE, 2012;
ZANETTI et al., 2014) e o Mazama americana (CURSINO et al., 2014), sendo que
nesta Ultima espécie nao foi avaliada a presenca de CL, sendo que foi realizada
aspiracao folicular, obtendo-se um total de 26 odcitos aspirados (8,67 + 3,06 por
fémea, n=3) (Tabela 1).

Entre os diferentes protocolos de SOV desenvolvidos e adaptados para
cervideos, s&o dois os horménios maiormente utilizados, o FSH e o0 eCG. Zanetti et
al. (2014) avaliaram protocolos de SOV a base de uma unica aplicacdo de eCG
(700UI) e multiplas doses de FSH no M. gouazoubira, obtendo uma maior quantidade
de produgédo de CL para o primeiro (7 £ 1,8 CL) e uma minima resposta para o
segundo (2,6 £ 0,8 CL), porém suficiente para ser considerada SOV. Assim, foi
sugerida uma relacdo entre a baixa taxa de ovulagdes no tratamento de SOV com

FSH e o estresse induzido no manejo e contencao fisica em caixa para a aplicagéo



Tabela 1. Protocolos de superovulagcdo em cervideos neotropicais.
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Estimulo Método de
o . Ovulagdo Total (CL Método de  colheita e/ou Taxa de o
Espécie Protocolo de superovulacdo o . Referéncia
(CL) + fertilizacdo  contagem CL colheita
foliculo) ou foliculos
- E j i 1
Veado sponja com acetato de medroxiprogesterona 10 ou o Copula ] - . Waldhalm et
i ' i 5 , - aparotomia 6
galheiro 14 dias ou PGF2q (14 dias ap0s estro) + 1000Ul eCG natural p al.. 1989.
Veado- CIDR 8 dias + 0,25 ml E2 (dia 0) + 8 doses iguais ] 8,7
L Laparotomia no L )
mateiro? FSH (130 mg - inicio dia 4) o (aspiracdo)  Cursino et
- - - ultimo dia do
+35 al., 2014.
protocolo o
(slicing)
Veado- Esponja com acetato de medroxiprogesterona 13 ou 3 o
14 dias (t dia 7) + 700Ul eCG (dia 13 1) Copula Laparotomia, dia Duarte e
i i ias (troca dia 7) + e ia 13 ou + - - -
catingueiro _ natural 7° ou 8° Garcia, 1995
hCG dia 16, 17 ou no momento da IA
CIDR 7,5 dias + 0,25 ml E2 (dia 0) + 8 doses iguais 6 102 Cépula Laparoscopia, dia
FSH (130 mg - inicio dia 4,5) + PGF2q (dia 7,5) ’ ’ natural 7° ou dia 9¢ — 10° Zanetti et al.,
CIDR 8 dias + 0,25 ml E2 (dia 0) + 700Ul eCG (dia . s Copula Laparoscopia, dia 2014.
4) + PGF2q (dia 8) ' natural 7° ou dia 9¢ - 10°¢

CIDR = controlled internal drug release; CL = corpo liteo; E2 = benzoato de estradiol; eCG = gonadotrofina coridnica equina; FSH = horménio foliculo-estimulante;

hCG = gonadotrofina coribnica humana; IA = inseminacgéo artificial; PGF2q = prostaglandina Fza.

a Protocolo realizado para colheita de odcitos.

b NUmero de dias ap6s a |A ou primeira copula natural.

¢ Numero de dias ap6s terminado o tratamento.
Adaptada de Zanetti e Duarte, 2014.
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dos horménios, o que poderia ter gerado mudancas na pulsatibilidade do LH e
subsequentes falhas na ovulacdo (DIAS, 1997; DOBSON; SMITH, 2000;
MCCORCKEL; WOODBURY; ADAMS, 2013). Por outro lado, apesar dos beneficios
da sua aplicacdo Unica, em termos de manejo e contencdo dos animais, e sua
adequada resposta superovulatéria, o tratamento superovulatorio com eCG néao foi
considerado um protocolo definitivo para o M. gouazoubira, por apresentar numerosos
foliculos anovulatérios e um 66,7% dos animais (4 fémeas) com regressao prematura
do CL (ZANETTI et al., 2014).

2.6 Monitoramento Endécrino Néo Invasivo

As técnicas ndo invasivas de monitoramento endoécrino tém tido um
desenvolvimento notavel nas ultimas décadas, o qual tem sido de grande importancia
para estudos reprodutivos em espécies silvestres, tanto de cativeiro como de vida
livre. Estas ferramentas permitem avaliar com precisdo o estado enddcrino das
espécies, como a producdo e secrecdo de hormoénios relacionados a quadros de
estresse (PALME et al., 2005), e possibilitam a obtencdo de um conhecimento basico
de sua fisiologia reprodutiva (SCHWARZENBERGER et al., 1996). Dessa forma,
facilitam a utilizacao de biotécnicas reprodutivas e a implementacao de programas de
conservacgao ex situ e in situ das espécies silvestres, assim como estudos sobre suas
interacbes sociais e ecolégicas (SCHWARZENBERGER et al., 1996;
SCHWARZENBERGER, 2007).

Nesse sentido, a principal vantagem do monitoramento hormonal nao invasivo
€ a ndo necessidade de contencdo fisica ou quimica para coletar amostras
(MONFORT et al.,, 1990), evitando assim toda fonte de estresse desde que é
conhecido que estressores relacionados com o0 manejo animal resultam na secrecao
adrenal de progesterona. O que pode potencialmente interferir nos parametros
reprodutivos, como a alteragéo da frequéncia dos pulsos de LH e subsequentes falhas
na maturacéo folicular e ovulagdo (MONFORT et al., 1990; DOBSON; SMITH, 2000),
tornando-se um ponto vital no manejo de fauna silvestre. Além de que matrizes de
coleta ndo invasiva, como as fezes, podem ser coletadas sem perturbar ao animal;

permitindo assim uma amostragem frequente, mesmo durante longos periodos de
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tempo (PALME et al, 2005), sem que signifigue um risco para o animal ou o
pesquisador.

Mediante a dosagem hormonal de metabdlitos fecais, tem sido possivel
aumentar o conhecimento das caracteristicas reprodutivas e fisiologicas das
diferentes espécies de cervideos. Pavitt et al. (2015), observaram variacdes
relacionadas a estacdo do ano e a idade de machos de Cervus elaphus para
metabdlitos de andrégenos e corticoides. Também encontraram uma relacao positiva
entre concentracdes altas de glicocorticoides fecais com o tamanho do harém na
temporada reprodutiva (setembro-novembro), devido a que os machos tendem se
envolver em confrontos mais agressivos, na procura de obter um grande harém. Por
outro lado, Mithileshwari et al. (2016) realizaram o monitoramento da prenhez de
fémeas de Moschus chrysogaster mediante a dosagem de progestinas fecais e
avaliaram esta técnica como método de diagndstico de prenhez; sendo que o
imunoensaio enzimatico para pregnanodiol-3-glucuronideo, foi encontrado como o
mais apropriado para esta espécie. Além disso, a dosagem hormonal ndo invasiva
também tem sido utilizada em estudos com diversas espécies de cervideos
neotropicais, entre elas o cervo-do-pantanal (POLEGATO, 2008; CHRISTOFOLETTI,
PEREIRA; DUARTE, 2010), o veado-campeiro (PEREIRA; DUARTE; NEGRAO,
2005a,b), o veado-catingueiro (PEREIRA et al. 2006, CHRISTOFOLETTI; PEREIRA,;
DUARTE, 2010) e o veado-mateiro (CRIVELARO et al. 2009; VERSIANI; PEREIRA,;
DUARTE, 2009; KREPSCHI et al., 2013). Propiciando estudos com a sincronizacao
do estro (M. gouazoubira — ZANETTI, POLEGATO; DUARTE, 2010; M. americana —
CURSINO et al. 2014; B. dichotomus — POLEGATO, 2008) e a SOV (M. gouazoubira
— ZANETTI; DUARTE, 2012; ZANETTI et al., 2014), que podem ser utilizadas como
modelos e pontos de partida para que as biotécnicas reprodutivas sejam aplicadas na

conservacgao destas e outras espécies de cervideos ameacadas.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

e Avaliar a resposta ovariana a trés protocolos de superovulacdo em cervo-do-

pantanal (Blastocerus dichotomus) em cativeiro.

3.20bjetivos especificos

e Auvaliar a presenca e numero de corpos lateos e foliculos anovulatorios, em fémeas
superovuladas com diferentes protocolos.

e Quantificar as concentracbes de progestinas fecais durante os tratamentos
superovulatérios.

e Avaliar o nimero de embrides coletados.

4. MATERIAL E METODOS

Como explicado previamente, o presente estudo surgiu em resposta as
dificuldades enfrentadas com os protocolos de sincronizacdo do estro e SOV do
projeto “O futuro da conservagdo de pequenas populagdes ameagadas: banco
gendmico e reintroducao de embrides de cervos-do-pantanal”’. Nesse contexto e ante
0s resultados prévios poucos favoraveis (Apéndice A), foi proposta a realizacédo deste
estudo. Dessa forma, foram avaliados 3 (trés) tratamentos de SOV com eCG para 0
Blastocerus dichotomus, os quais foram sendo adaptados por “tentativa a erro” de um
tratamento a outro, no intuito de chegar a um protocolo eficiente em termos
superovulatérios e assim poder cumprir com as metas tracadas no projeto tematico.
Os tratamentos néo levaram em consideracgéo as estac¢des do ano, pois B. dichotomus

nao apresenta sazonalidade reprodutiva (POLEGATO, 2008).
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4.1 Animais

Foram utilizados sete animais adultos da espécie B. dichotomus, sendo cinco
fémeas entre 3 e 15 anos de idade (Tabela 2), com pesos entre 80,0 e 95,0 kg e
diferentes estados reprodutivos (uma nulipara, uma primipara e trés multiparas), e
dois machos inteiros de 2 e 5 anos de idade, pesos entre 100,0 e 120,0 kg. O animal
MBD1 (macho mais novo) ndo tinha fertilidade comprovada no momento do
experimento, enquanto o animal MBD2 (macho mais velho) contava com fertilidade
comprovada mediante sua prole pré e pos experimento. Nenhuma fémea foi
submetida a outras biotécnicas, nem procedimentos cirurgicos prévios. Uma semana
prévia aos tratamentos foi realizado o periodo de adaptacdo ao manejo, com excecao
do Tratamento 1, onde ndo houve tal periodo. A identificacdo da fase do ciclo estral
de cada fémea ndo foi realizada prévio ao experimento, porém nenhuma estava
prenhe de acordo com os registros reprodutivos de cada instituicdo. Todos os animais
pertencem a instituicdes vinculadas ao Programa de Conservagéo ex situ do Cervo-
do-Pantanal e alguns deles foram transferidos e mantidos provisoriamente nas
instalacdes do Nucleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos (NUPECCE), do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV)
da UNESP, Campus de Jaboticabal.

Tabela 2. Identificacdo das fémeas da espécie Blastocerus dichotomus utilizadas

nos Tratamentos de superovulagéo A, B e C.

Historico
Tratamento Identificacido Idade Instituicio de Procedéncia
Reprodutivo
Tratamento A FBD1 5 anos Multipara CCCp
‘ Zoologico Municipal de
Tratamento B FBD2 5 anos Primipara o
Piracicaba
FBD3 6 anos Multipara Bosque e Zoo Féabio Barreto
FBD4 15anos  Multipara NUPECCE
Tratamento C
Zooldgico Municipal de
FBDS 3 anos Nulipara

Piracicaba
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4 2Local de estudo

Tratamento A

O tratamento foi realizado entre os meses de novembro e dezembro de 2014
nas instalacées do CCCP, Promissao, SP. Os animais foram mantidos isolados em
piquetes individuais de 20 m x 60 m, com contato auditivo e olfatério com machos e
fémeas coespecificos expostos a flutuacbes normais no fotoperiodo O alimento foi
oferecido nos piquetes todas as manhas. A dieta foi composta por aproximadamente
1 kg de concentrado (racéo equina Essence Traditional — Presence®; 15% de proteina
bruta, 7% de extrato etéreo, 10% de fibra bruta), 500 g de abdbora (Abobra tenuifolia),

250 g de hibisco (Hibiscus sabdariffa) e 4gua ad libitum (Figura 3).
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Figura 3. Fémea de cervo-do-pantanal e cocho com racao e ab6bora dentro de um

piguete no Centro de Conservacao do Cervo-do-Pantanal.
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Tratamentos Be C

Os tratamentos foram realizados entre os meses de abril e junho de 2015 nas
instalacdes do NUPECCE, Jaboticabal, SP. Os animais foram isolados em baias
individuais de 4.0 m x 4.0 m, com contato auditivo e olfatério com machos e fémeas
coespecificos expostos a flutuacdes normais no fotoperiodo ao serem soltos
diariamente em um piquete de 20 m x 30 m. A dieta e o manejo foram padronizados
com o alimento sendo oferecido nas baias em dois tempos, as 9:00 e 17:00 horas. A
dieta foi composta por aproximadamente 1 kg de concentrado (ragdo equina Equi
Tech 12MA - Presence®; 12% de proteina bruta, 4% de extrato etéreo, 10% de fibra
bruta) fornecido diariamente pela manha, 2 kg/animal/dia de alimento volumoso: soja
perene (Neonotonia wightii), rami (Boehmeria nivea) ou ramos de amoreira (Morus
alba), de acordo com sua disponibilidade no campo, no fim de tarde (sempre
molhados, com finalidade de manté-los por mais tempo aceitaveis pelos animais), e
agua ad libitum (Figura 4).

Figura 4. Instalacbes do Nucleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos. (A)

corredor entre baias, (B) piquete, (C) baia.
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4. 3Tratamentos hormonais

Tratamento A

Em dia aleatorio (D0), o estro da fémea foi sincronizado por meio da insercéo
de um dispositivo intravaginal impregnado com 0,33 g de progesterona, desenvolvido
para ovinos e caprinos (CIDR® - Tipo T - Controled Internal Drug Release® - Pfizer® -
EUA) que foi mantido por 7 dias. Ainda no DO, foram realizadas aplicacdes i.m. de 0,5
mg de benzoato de estradiol (BE) (Sincrodiol® - Ourofino Satde Animal Ltda - Brasil)
e de 0,11 mg de diacetato tetraidratado de gonadorelina (GnRH) (CYSTORELIN® -
Merial® - USA). A fémea também recebeu uma aplicacédo de 800Ul de eCG (Folligon®,
Intervet® do Brasil Veterinaria Ltda) 5 dias apds a insercdo do CIDR® (D5), com intuito
de induzir a SOV. No momento da retirada do CIDR® (D8) foi realizada uma aplicacdo
de 530 pg de cloprostenol sédico (PGF2,) (Ciosin®- Shering Plough Coopers® - Brasil).
Logo apds a deteccédo do estro, foi realizada uma aplicacdo i.m. de 0.11 mg de GnRH

para induzir a ovulagéo (Figura 5).

Tratamento B

Em dia aleat6rio (DO0), o estro da fémea foi sincronizado por meio da insercéo
de um CIDR® que foi mantido por 8 dias. Ainda no DO, foram realizadas aplicacdes
i.m. de 0,5 mg de BE e de 0,11 mg de GnRH. A fémea também recebeu uma aplicacéo
de 1200UI de eCG 5 dias ap6s a insercdo do CIDR® (D5). No momento da retirada do
CIDR® (D8) foi realizada uma aplicacdo de 530 pg de PGF2,. Logo ap6s a deteccdo
do estro, foi realizada uma aplicacéo i.m. de 0.11 mg de GnRH para induzir a ovulagéo
(Figura 5).

Tratamento C
Em dia aleatério (D0), os estros das fémeas foram sincronizados por meio da

insercdo de um CIDR® que foi mantido por 8 dias. Ainda no DO, foram realizadas
aplicacoes i.m. de 0,5 mg de BE e de 0,11 mg de GnRH. As fémeas tambéem



22

receberam uma aplicacdo de 1200UI de eCG 5 dias ap6s a insercédo do CIDR® (D5).

No momento da retirada do CIDR® (D8) foi realizada uma aplicacdo de 530 ug de

PGF2.. Entre 12 -18 horas apods a deteccgédo do estro, foi realizada a aplicacéo i.m. de

2,5 mg de hormonio luteinizante de pituitaria suina (LH) (LUTROPIN®-V - Bioniche® -

Canadd) (Figura 5).

Insergao CIDR®

Remo¢ao CIDR®

0,5 mg BE B0OULN eCG 530 pg PGF; 0,11 mg GnRH
0,11 mg GnRH
I I I I I I I I I I
k] o1 o3 D4 D5 D& o7 ] o9 Exli)

Insercao CIDR®

Remo¢3o CIDR®

12000 e0G 0,11 mg GnRH

0,5 mg BE 530 pg PGF;
0,11 mg GnitH
| | | | | | | | | | I
0 ol o3 i} o5 Db o? i} A (311 D11
Inser¢do CIDR™ Remogdo CIDR
0,5 mg BE 1200l ecs 530pgPGF; % MEA
0,11 mg GnRH
| | | | | | | | | | I
(i} ol o3 4 o5 i o? it} o i3 T (i3

Figura 5. Esquemas dos Tratamentos A: CIDR® (7 dias) + BE + GnRH (D0) + 800Ul
eCG (D5) + PGF2, (D7) + GnRH logo ap6s a deteccéo do estro; Tratamento B: CIDR®
(8 dias) + BE + GnRH (D0) + 1200Ul eCG (D5) + PGF2, (D8) + GnRH logo apés a
deteccéo do estro; e Tratamento C: CIDR® (8 dias) + BE + GnRH (D0) + 1200Ul eCG

(D5) + PGF24 (D8) + LH entre 12-18h apoés a deteccao do estro; realizados na espécie

Blastocerus dichotomus.
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No Tratamento A, a insercéo e retirada do CIDR®, e aplicagdes de BE e GnRH
no primeiro dia de tratamentos e a aplicagdo de PGF2, no ultimo dia do tratamento,
foram realizadas durante contencdo quimica da fémea com a associacdo i.m. de 1
mg/kg de Azaperone (Stresnil®, Janssen Pharmaceutica, Bélgica) e 0.5 mg/kg de
Cloridrato de Xilazina (Sedomin®, Konig do Brasil Ltda. Brasil) (FERRARI, 2015)
aplicada com dardo a distancia mediante o uso de uma arma anestésica JM-standard
(Dan-Inject). A aplicacdo do eCG foi realizada mediante uso de dardo e zarabatana.

Nos Tratamento B e C, a insercéo do CIDR®, e aplicacdes de BE e GNnRH no
primeiro dia de tratamento, foram realizadas durante a contencdo quimica das fémeas
com a associacdo i.m. de 1 mg/kg de Azaperone (Stresnil®, Janssen Pharmaceutica,
Bélgica) e 0.5 mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Sedomin®, Koning do Brasil Ltda.
Brasil) (FERRARI, 2015) aplicada com dardo a distancia mediante o uso de uma arma
anestésica. As outras aplicacdes hormonais, assim como a retirada do CIDR® foram
realizadas com o auxilio de uma caixa-brete com uma pequena janela para restricao
e manipulacédo dos animais (DUARTE; UHART; GALVES, 2010).

4.4Deteccéo do estro e fertilizagéo

No tratamento A, os sinais de estro foram determinados duas vezes por dia (30
minutos cada vez) a partir de um dia apds a retirada do CIDR®. Para isso, tentativas
de aproximacao foram realizadas para testar o reflexo de parada a pressao na fémea,
como descrito por Polegato (2008). Uma vez confirmado o estro da fémea, foi aplicado
o indutor da ovulacdo e logo apés, a fémea FBD1 foi conduzida até o piquete do
macho MBD1, para permitir a cépula. Foram observadas 2 cépulas em um periodo de
25 minutos, sendo que a fémea ficou até um dia depois no piquete do macho para
assegurar o maior numero de cépulas possiveis.

Para o caso dos Tratamentos B e C, os sinais de estro foram determinados
duas vezes por dia (10 minutos cada vez) a partir de um dia apds a retirada do CIDR®.
Para isso, cada fémea foi solta junto a um macho MBD2 no piquete e foi observada
sua resposta a tentativa de monta por parte deste. O estro comportamental foi definido
como o periodo em que as fémeas permitiam a copula (PEREIRA et al., 2006). Para

0 caso do Tratamento B, uma vez detectado o estro da fémea, esta foi recolhida e



24

colocada na caixa-brete para aplicagdo do indutor da ovulagdo, depois solta
novamente no piquete. Para o Tratamento C, uma vez detectado o estro de cada
fémea, foi esperado entre 12-18 horas para realizar a aplicacdo do indutor da
ovulacdo. Esta foi realizada antes de soltar as fémeas pela manha ou ao recolhé-las
no periodo da tarde. Entre os dois periodos de observacéo (manha e tarde) os animais
eram deixados soltos no piquete, no intuito de aproveitar o maior nimero de copulas,
para depois ser levados até suas respectivas baias. Uma excecao foi o caso da fémea
FBD5 (tratamento C), que no dia da deteccéo do estro, depois de ser recolhida para
a baia permaneceu em contato com o macho (as portas das baias permaneceram
abertas, permitindo o acesso ao corredor entre baias para assegurar 0 maior nimero

de cépulas possiveis).

4.5Avaliacdo da resposta ovariana e colheita de embrides

A resposta superovulatoria foi avaliada pela contagem de CL tanto no ovario
direito como no ovario esquerdo e o estimulo folicular total pela contagem de CL e
foliculos persistentes (grandes foliculos anovulatérios) (BLANCO; SIMONETTI;
RIVERA, 2003) 8 dias apds a copula mediante procedimento cirargico de laparotomia
mediana ventral, tal que animais com dois ou mais CL foram classificadas como
responsivas a superovulacdo (ZANETTI et al.,, 2014). Embora o foco do presente
trabalho ndo tenha sido a producdo nem avaliacdo de embriGes, esta foi realizada
dentro da proposta do projeto “O futuro da conservacdo de pequenas populagbes
ameacadas: banco gendmico e reintroducédo de embrides de cervos-do-pantanal”, do
qual este estudo faz parte.

Para o procedimento cirargico as fémeas foram submetidas a jejum alimentar
e hidrico de 24 horas. A contencdo quimica foi feita com a administracdo da
associacdo de 7.0 mg/kg de Cloridrato de Cetamina (Vetaset® - Fort Dodge - Brasil) e
1 mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Rompun® - Bayer - Brasil) por meio de dardo a
distancia. Em seguida, foram intubadas com sonda endotraqueal n° 9 e mantidas sob
anestesia geral inalatéria em plano anestésico cirargico com isoflurano (Isoflurano
Genérico - Instituto Biochimico Ind. Farm.Ltda. - Brasil). ApGs posicionamento em

decubito dorsal, foi realizada a canulagdo da veia cefalica para a administracdo de
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fluidoterapia na taxa de 10 ml/kg/h com solucédo de NaCl 0,9%. A preparacao do
campo cirurgico foi feita com a tricotomia da regido abdominal, antissepsia cirirgica
(Alcool 70% e lodo-povidona) e colocaciio de panos de campo estéreis. A lavagem
dos cornos e das tubas uterinas foi realizada de acordo ao descrito por Duarte e
Garcia, (1995), com excecao do Tratamento A, onde s6 foi realizada lavagem uterina.
Para a lavagem foi usada uma solucéo salina em tamp&o fosfato (PBS) (Nutricell
Nutrientes Celulares® - Campinas - Brasil) associada a 1% de soro fetal bovino (SFB)
(Nutricell Nutrientes Celulares® - Campinas - Brasil) (ZANETTI, 2009) e aquecida a
37°C. Ao final do procedimento, para o fechamento da ferida cirargica foi realizada a
sutura com fio nylon 2-0. No pds-operatério imediato os animais receberam uma
aplicacao i.m. de 40.000 Ul/Kg de penicilina benzatina e 500 mg de fenilbutazona, i.v.
As fémeas receberam uma aplicacdo de 530ug de Ciosin®, para induzir a lutedlise
dos multiplos corpos luteos e prevenir a implantacao de embrifes que, eventualmente,

permaneceram apoés a avaliacéo.

4.6 Avaliacdo dos embrides

Para avaliacdo dos embrides, o liquido obtido pela lavagem dos cornos e das
tubas uterinas foi analisado em estereomicroscopio com aumento de 10x. Os
embrides colhidos foram lavados em PBS acrescido de 10% SFB para retirada de
debris celulares e classificados (com aumento de 50x) de acordo com o estadio de
desenvolvimento (nimero de células e morfologia), seguindo como referéncia os
padrdes utilizados para embriées bovinos (STRINFELLOW; SEIDEL, 1998).

4.7Colheita de fezes

Tratamento A

A colheita de fezes foi realizada a partir de um dia depois da insercdo do CIDR®
e ndo desde 2 dias antes de iniciar o tratamento como aconteceu com as demais

fémeas. Devido em parte a questdes de logistica por parte dos funcionarios do CCCP,

gue nao podiam adiar a data de inicio do experimento, e ao fato da fémea FBD1 se
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encontrar em um piquete em companhia de outras fémeas, sendo que sé foi
transferida para um novo piquete no dia de inicio do tratamento. A fémea foi contida
guimicamente para a insercéo do CIDR® e aplicagGes de hormdnios, impossibilitando
a colheita de fezes nesse dia. Até o dia 10 do tratamento, s6 foi possivel a coleta de
uma amostra por dia devido a diversos fatores, como a alta reatividade da fémea ante
a presenca de pessoas (uma vez que sentia a presenca de pessoas no piquete
comecava correr se afastando), a grande extensdo do piquete (40 m x 80 m,
aproximadamente) que dificultava a observacdo da defecacdo, fatores climaticos
(fortes chuvas nesse periodo do experimento) e estresse do animal pela aplicacéo
dos outros hormonios, assim como a necessidade de realizar mais uma contencao
quimica para poder retirar o CIDR® (dia 7). A partir do dia 11 até o dia do procedimento
cirdrgico, foi possivel a coleta de fezes duas vezes por dia, uma no periodo da manha
(8:00 - 9:30) e outra no periodo da tarde (16:00 —17:30), que foi possivel apés a
habituacdo ao manejo. O intuito de realizar duas coletas por dia, era para observar
possiveis flutuacdes entre as concentracbes de progestinas fecais. Assim, foram
coletadas fezes frescas a forma de evitar ter que procurar pelo piquete todo e coletar
fezes antigas. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos, previamente
identificados com o niumero do animal, data e hora. Logo apdés a colheita, o material
foi congelado (-20° C) e mantido nesta temperatura até o seu processamento.

Tratamento B e C

As fezes das fémeas foram colhidas diariamente desde 2 (dois) dias antes do
inicio do tratamento de sincronizacao/superovulacdo até o dia da laparotomia mediana
ventral (dia da colheita de embrides). As fezes foram colhidas diariamente entre 8:00
- 9:30 horas e entre as 16:00 —17:30 horas. As fémeas foram retiradas das baias e
soltas no piquete, até ser observada a defecagdo. Dessa forma foi garantida a colheita
de amostras (fezes) frescas. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos,
previamente identificados com o nome do animal, data e hora. Logo ap6s a colheita,
o material foi congelado (-20° C) e mantido nesta temperatura até o seu

processamento.
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4 .8Extracdo de metabdlitos fecais

Todas as amostras colhidas foram secadas em estufa (Mod. 320-SE® - Fanem®
Ltda - S&o Paulo - Brasil) a 56°C por aproximadamente 72 horas (YAMAUCHI et al.,
1997; HAMASAKI et al., 2001). As amostras secas foram trituradas com auxilio de um
martelo de borracha, diminuindo a influéncia da agua nas dosagens hormonais,
favorecendo a homogeneizacdo destas nos casos de disfuncdes gastroentéricas,
como diarreia e constipacéo, e facilitando o manuseio e armazenamento das amostras
(BROWN; WILDT, 1997).

Os metabolitos esteroides foram extraidos das amostras fecais como descrito
por Graham et al. (2001). Sucintamente, foram pesados 0,59 da amostra processada
e adicionados em um tubo de 5mL de metanol a 80%. A mistura foi agitada em vortex
por 30 segundos, 12 horas em agitador horizontal (Mod. AP22® - Phoenix Ltda —
Araraquara - Brasil) e novamente em vortex por 10 segundos. Posteriormente, a
solucéao foi centrifugada a 400 g por 20 minutos, o sobrenadante foi separado e

armazenado a —20°C para analises posteriores.

4.9Validacao das dosagens hormonais

O teste de validacdo proposto por Brown, Walker e Steinman (2004), o
paralelismo, foi utilizado para averiguar a eficacia das dosagens dos hormonios e seus
metabdlitos nas fezes do cervo-do-pantanal. Sendo que o Teste de Paralelismo
permite determinar se o ensaio esta realmente medindo o que deveria estar medindo,
ao mostrar se as ligacdes entre os hormoénios das amostras e o anticorpo, seguem
uma distribuicdo semelhante a este Ultimo com a curva padrdo. Além disso,
proporciona a diluicho amostral a ser utilizada no ensaio, sendo que € escolhida a
diluicdo mais proxima ao 50% de ligagao na curva. Para isto foi elaborado um “pool”
com todos os extratos das amostras fecais, seguido de uma diluicdo seriada deste em
EIA buffer, que foi desde o “pool” (1:1) até 1:33554432. A curva-padrdo e a curva
formada pelo “pool” de amostras diluidas foram comparadas e se validou este teste
através da observacdo de uma disposicdo paralela entre elas. A diluicdo que

apresentou aproximadamente 50% de ligagcdo entre o anticorpo e as progestinas



28

fecais foi de 1:4096. Sendo entdo utilizada aquela diluicdo para trabalhar com as

amostras na dosagem hormonal.

4.10 Ensaio Imunoenziméatico (EIA)

As dosagens foram realizadas por meio de EIA, com a colaboracdo do
Laboratério de Endocrinologia do NUPECCE - FCAV/UNESP Jaboticabal, utilizando
o anticorpo CL425 (California University — Davis — CA - USA) para progestinas. Este
anticorpo foi escolhido por apresentar alta reatividade cruzada com os metabalitos
excretados nas fezes de Blastocerus dichotomus - 5a- e 5B- pregnanes (POLEGATO,
2004). Todos os extratos de progestinas fecais (PF) foram diluidos em tampéo de
diluicdo (1:4096) e dosados em duplicata. Durante as dosagens hormonais foram
utilizados como controles internos os coeficientes de variagéo intra- (<10%) e inter-
ensaio (7,8% e 5,5% de ligacéo para o controle baixo e alto, respectivamente) para o,
gue asseguraram a acuracia, a repetibilidade e a comparabilidade dos dados obtidos
com EIA. As concentracdes de progestagenos foram expressas em nanograma por

grama de fezes secas (ng/g fezes).

5. ANALISE DOS DADOS

So foi utilizada estatistica descritiva para apresentar os dados de cada animal,
devido ao reduzido numero de animais, também como aos riscos e dificuldades de

trabalhar com uma espécie classificada como em risco de extin¢ao.
6. RESULTADOS
6.1Estro e resposta ovariana
Os resultados para estro e resposta superovulatéria sdo mostrados na Tabela
3. Todas as fémeas manifestaram estro comportamental e copularam com o macho.

O tempo para o inicio do comportamento do estro apds a retirada do CIDR® foi de 48

horas para o Tratamento A, 48 horas para o Tratamento B e uma média * erro padrao
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da média de 32 £ 4,62 horas para o Tratamento C. A fémea FBD3 (Tratamento C) foi
a Unica a manifestar comportamento estral um dia depois da insercédo do CIDR®.

Dos 3 tratamentos o0 Unico que ndo resultou em SOV foi o Tratamento B,
embora tenha induzido um superestimulo de desenvolvimento folicular, sendo
contados oitos foliculos anovulatérios (Figura 6). Os animais do Tratamento C tiveram
uma melhor resposta de estimulagéo de desenvolvimento folicular com uma média de
8 + 2,52 CL, de 2 + 1,53 foliculos anovulatérios e 10 + 3,46 estruturas ovarianas

(estimulo folicular total) (Figura 7).

Tabela 3. Dados do estro e resposta ovariana de cinco fémeas da espécie Blastocerus
dichotomus, submetidas a trés diferentes tratamentos de superovulagao (Tratamento
A: CIDR® (7 dias) + BE + GnRH (D0) + 800Ul eCG (D5) + PGF2, (D7) + GnRH logo
apos a deteccdo do estro; Tratamento B: CIDR® (8 dias) + BE (D0) + 1200Ul eCG (D5)
+ PGF2, (D8) + GnRH logo apés a deteccéo do estro; Tratamento C: CIDR® (8 dias)
+ BE (D0) + 1200Ul eCG (D5) + PGF2, (D8) + LH 12-18h apds a deteccao do estro.

Tratamentos A B C
Animais FBD1 FBD2 FBD3 FBD4 FBD5

Periodo entre remocao
do CIDR® e inicio do 48 48 32 24 40
estro (horas aprox.)
N° de CL 2 1 10 3 11
N° de foliculos
anovulatérios 0 8 0 ! >
Estimulo folicular total 2 9 10 4 16
Estruturas recuperadas 0 0 28 20 5¢

CIDR® = Controlled drug release; CL = corpo luteo

aestruturas néo fecundadas

b embriées degeneradas

¢ 2 estruturas viaveis, 2 estruturas néo fecundadas, 1 estrutura com bloqueio de divisao celular.
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1

Figura 6. Cornos e corpo uterino junto a ovario direito da fémea FBD2 da espécie
Blastocerus dichotomus, submetida ao Tratamento B: CIDR® (8 dias) + BE + GnRH
(DO) + 1200UI eCG (D5) + PGF2, (D8) + GnRH logo apoés a detecgéo do estro. Note-

se a presenca de foliculos anovulatorios (setas pretas).

Figura 7. Cornos e corpo uterino junto OVArio esquerdo da fémea FBD5, da espécie
Blastocerus dichotomus, submetida ao Tratamento B: CIDR® (8 dias) + BE + GnRH
(DO) + 1200UIl eCG (D5) + PGF2, (D8) + GnRH logo ap6s a deteccdo do estro.
Observa-se a presenca de foliculos anovulatérios (setas brancas) e corpos luteos

(setas pretas).
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6.2Colheita de embrides

Neste estudo foram recuperadas um total de nove estruturas, dentro da
proposta do projeto “O futuro da conservacéo de pequenas populacbes ameacadas:
banco genbmico e reintroducdo de embrides de cervos-do-pantanal”’. Todos foram
produto das lavagens de Utero e tuba uterina das fémeas do Tratamento C, sendo que
s6 dois embrides (Figura 8), recuperados da fémea FBD5, foram vidveis para
Transferéncia de Embrides segundo a classificacdo e avaliagdo morfoldgica (IETS -
STRINFELLOW; SEIDEL, 1998). No Tratamento C, a taxa de recuperacdo para
fémeas de Blastocerus dichotomus foi de 37,5% (9/24)
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Figura 8. Estruturas recuperadas da fémea FBD5, da espécie Blastocerus
dichotomus, apés Tratamento C: CIDR® (8 dias) + BE + GnRH (D0) + 1200Ul eCG
(D5) + PGF2, (D8) + LH 12-18h apds a deteccdo do estro. As setas pretas indicam

duas estruturas viaveis para Transferéncia de Embrionaria.
6.3 Perfis enddcrinos

Os valores das concentragbes médias de PF na Fase Inter-luteal (834 + 311
ng/g), Fase Luteal (3979 £ 1611 ng/g) e Prenhez (15250 ng/g; apds 11 semanas de
gestagdo) para o Blastocerus dichotomus foram tomados como referéncia do estudo
de Polegato (2008) para criar os gréaficos de flutuagdo de PF para cada tratamento. As

Figuras 9, 10 e 11 mostram os dados para os Tratamentos A, B e C, respectivamente.
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Figura 9. Perfil das concentracdes de progestinas fecais da fémea FBD1, da espécie Blastocerus dichotomus, apés receber o
Tratamento A: CIDR® (7 dias) + BE +GnRH (D0) + 800Ul eCG (D5) + PGF2, (D7) + GnRH logo apés a deteccédo do estro.
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Figura 10. Perfil das concentracdes de progestinas fecais da fémea FBD2, da espécie Blastocerus dichotomus, apds receber
Tratamento B: CIDR® (8 dias) + BE + GnRH (DO0) + 1200Ul eCG (D5) + PGF2, (D8) + GnRH logo ap6s a deteccéo do estro.
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Figura 11. Perfil das concentracdes de progestinas fecais das fémeas FBD3, FBD4 e FBD5, da espécie Blastocerus
dichotomus, apés receber o Tratamento C: CIDR® (8 dias) + BE + GnRH (D0) + 1200Ul eCG (D5) + PGF2, (D8) + LH entre 12-

18h apss a deteccao do estro).
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Foi observado em todos os tratamentos o incremento das concentracdes de PF
logo apds a insercdo do CIDR®, e a consequente queda destas uma vez retirado o
dispositivo. A Fémea FBD1 e FBD4 tiveram concentrac6es maiores de PF em relacéo
ao valor da Prenhez, posterior a inser¢do do CIDR®. Enquanto as outras fémeas
tiveram concentracoes de PF entre os valores da Fase Luteal e da Prenhez. Todas as
fémeas tiveram concentracdes de PF iguais ou levemente maiores ao valor da Fase
Inter-luteal, alguns dias depois da retirada do CIDR®. Para a data da colheita de
embrides, todas as fémeas atingiram concentracdes de PF maiores ao valor da Fase
Luteal. Porém, s6 as fémeas FBD3 e FBD5 (Tratamento C) atingiram concentracdes

maiores de PF ao valor da Prenhez, coincidindo com suas superovulagdes.

7. DISCUSSAO

A pesar de todos os avancos em matéria de reproducdo animal, ainda se
observa a necessidade de diversos estudos que fornegcam maior informacdo e um
melhor entendimento da fisiologia reprodutiva das diferentes espécies de cervideos
neotropicais. Sob esta premissa, 0 NUPECCE tem desenvolvido diversos estudos
com SOV na espécie M. gouazoubira (DUARTE; GARCIA, 1995; ZANETTI; DUARTE,
2012; ZANETTI et al., 2014) e M. americana (CURSINO et al., 2014), obtendo
resultados promissores. O presente estudo fornece a avaliacdo de uma nova
ferramenta para a conservacdo do cervo-do-pantanal, o desenvolvimento de
protocolos de SOV baseados no uso de eCG. Assim este horménio ja tem sido
utilizado em protocolos de SOV em outra espécie de cervideo neotropical, o veado-
catingueiro. Porém todos estes estudos utilizaram doses menores (300Ul, 600UlI;
ZANETTI, DUARTE, 2012; e 700Ul; DUARTE; GARCIA, 1995; ZANETTI et al., 2014)
em comparacao as doses de 800Ul e 1200UlI utilizadas neste trabalho.

O Tratamento A usou a dose de 800Ul de eCG, resultando em SOV, embora
tenha apresentado s6 2 CL. Isto pode ter sido o resultado de uma dose insuficiente do
horménio, falhando em produzir o superestimulo de desenvolvimento folicular. De fato,
estudos realizados em vacas leiteiras mostraram que doses entre de 200 a 1000UI de
eCG conseguem estimular uma uUnica ovulacdo, enquanto doses requeridas para

induzir uma adequada SOV devem ser aproximadamente de 2500Ul de eCG (DE
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RENSIS; LOPEZ-GATIUS, 2014). Do mesmo modo, Rainio (1991) sugeriu que uma
dose de 1500Ul de eCG 48 horas antes de retirar o progestdgeno seria adequada
para gerar SOV em ovelhas Finnsheep, observando uma relacédo positiva entre o
namero de ovulagdes e o incremento da dose do eCG; porém, hoje em dia a eCG nédo
é utilizada isoladamente em protocolos de SOV nos pequenos ruminantes devido a
alta taxa de foliculos anovulatorios que gera, os quais se luteinizam (OLIVEIRA, 2011).
Gozalez-Reyna et al. (1999) também notaram a proporcéo de ovelhas com foliculos
persistentes e aquelas com CL presente no dia da laparotomia, aumentou de forma
dependente da dose eCG em ovelhas Pelibuey. Nesse contexto, podemos assumir
gue o cervo-do-pantanal poderia precisar de uma dose maior de eCG para obter uma
resposta superovulatéria positiva, contrario ao veado-catingueiro, espécie que
apresentou resposta superovulatoria boa sob doses menores as utilizadas neste
estudo (ZANETTI et al., 2014). Contudo, ndo se devem rejeitar outros fatores, entre
eles o fator individual, partindo da premissa que este protocolo nao foi testado em
outras fémeas e a variabilidade de resposta de um animal a outro pode ser alta e ndo
deve ser ignorada. Além disso, as concentracoes de PF no Tratamento A foram
levemente maiores ao valor médio para a Fase Luteal obtida por Polegato (2008), no
dia da colheita de embrides. Se bem que a presenca de 2 CL deveria estar
acompanhada de concentracdes altas de progesterona e consequentemente de PG
na dosagem hormonal, um maior numero de CL n&o é obrigatoriamente proporcional
a incrementos nas concentracdes de PG. Como acontece na lutedlise, a diminuicao
das concentracfes plasmaticas de progesterona ocorre mais rapidamente e de forma
mais abrupta quando comparadas com a diminuicdo da area do tecido lateo (92 contra
10% de reducao, respectivamente), marcando uma clara diferenca entre a lutedlise
funcional e a lutedlise estrutural, como visto em ruminantes domésticos (VIANA et al.,
1999; SIMOES et al., 2007; ARASHIRO et al., 2010). Semelhante a excrecéo dos
metabdlitos hormonais nas fezes, a qual conta com um tempo de atraso (“lag time”)
especifico para cada espécie, a partir do pico de concentracdo hormonal no plasma
sanguineo até que aparece nas fezes (PALME, 2005). Apresentando uma estreita
relacdo com o tempo do transito intestinal desde o duodeno até o reto, sendo
considerado um “lag time” de 12-24 h para esteroides fecais nos ruminantes
(SCHWARZENBERGER et al., 1996; PALME, 2005). Nesse sentido, e entendendo
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que a dosagem hormonal ndo € uma técnica definitiva para indicar quantos CL s&o
funcionais ou sofrem regresséo antecipada, é possivel explicar a relagdo néo positiva
entre 0 niumero de CL e as concentracfes de PG do Tratamento A. Semelhante ao
observado por Arashiro et al. (2010) qguando cabras da raca Toggenburg com mais de
um CL e maior area de tecido luteo, ndo apresentaram concentracao plasmética de
progesterona superiores a daquelas com uma ovulacéo (5,92 £ 0,59 vs 7,04 + 0,79 ng
/ mL). Contudo é necessario indicar que os valores meédios para a Fase Inter-luteal,
Luteal e Prenhez (valor obtido as 11 semanas de gestacdo, como meétodo de
diagnostico presuntivo de gestacdo na espécie) tomados como referéncia do estudo
de Polegato (2008) foram obtidos como uma metodologia diferente ao presente
estudo, a liofilizacdo. Enquanto no presente trabalho as amostras de fezes foram
secadas em estufa a 56°C por 72 horas, trazendo consigo variagcdes ao momento de
realizar a dosagem hormonal. No entanto, permanecem como uma referéncia boa,
ante a falta de dados para esta espécie.

Dessa forma, ante a resposta nao satisfatéria ao Tratamento A, foram
realizados alguns ajustes prévios a implementacdo do Tratamento B, no intuito de
conseguir cumprir 0s objetivos do projeto tematico ao qual pertencia este estudo (para
a producao de embrides). O Tratamento B, mudou a dose do eCG para 1200Ul e
ampliou em um dia o estimulo da progesterona exégena (CIDR®), buscando permitir
maior estimulacéo folicular e maior tempo para o crescimento folicular, resultando na
presenca de 1 CL e 8 foliculos anovulatoérios. O incremento da dose resultou em um
maior estimulo de desenvolvimento folicular em comparacéao ao Tratamento A; porém,
falhou na inducédo da ovulacdo. Esta falha pode estar relacionada a diversos fatores,
como o proprio uso do eCG, o qual tem sido associado com a ocorréncia de
desenvolvimento folicular assincrono, presenca de foliculos anovulatérios em nimero
proporcional & dose usada (GONZALEZ-REYNA et al., 1999), ao estrese gerado
durante o manejo, o que é conhecido de afetar a maturag&o oocitaria e suprimir o0 pico
de LH (GONZALEZ et al., 2008), entre outros. Zanetti et al., (2014) ja tinham
observado a presenca de varios foliculos anovulatérios como resultado ao tratamento
de SOV com eCG no veado-catingueiro (4,5 £ 1,7), porém esta resposta ovariana néo
foi exclusiva do eCG, ja que o tratamento de SOV com FSH também apresentou

grande quantidade de foliculos anovulatérios (7,6 £ 0,9). Isto pode ser explicado
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devido ao estresse por manejo gerado nas mdltiplas aplicacdes de FSH, o que foi
corroborado com as concentracdes altas de glicocorticoides fecais ao momento da
primeira aplicacdo de FSH, em comparacao com concentracdes de 2 dias prévios ao
tratamento (P < 0.05). Estas concentracdes de glicocorticoides fecais nao tiveram
diferenca significativa com as resultantes do protocolo com eCG, o que indicaria que
uma Unica aplicacdo deste hormdnio teve um efeito semelhante em termos de
estresse por manejo, quando comparado ao tratamento de SOV com FSH, porém, as
concentracdes de glicocorticoides fecais foram menores que as do tratamento com
FSH. Além disso, outro fator a considerar, e mais provavel, € o nao conhecimento de
sincronicidade entre uma adequada maturacao folicular e a aplicagdo do indutor da
ovulacdo, o GnRH. A aplicacdo do GnRH, quando bem no inicio do estro, faz com que
incrementem os pulsos de LH no intuito de forcar e adiantar a ovulacéo, o qual pode
ndo acontecer se os foliculos ovulatérios ndo tivessem desenvolvido a quantidade
necessaria de receptores de LH, sendo conduzidos a uma luteinizacéo folicular sem
ovulacdo (XU et al., 1995; D’OCCHIO et al., 1997, 1999; LIU; SIROIS, 1998; KAIM et
al., 2003; OLIVEIRA, 2011). Contudo, as concentracdes de PF para este tratamento,
no dia da colheita de embrides, foram maiores que os do Tratamento A e ao valor
médio da Fase Luteal, embora ndo tenha acontecido SOV. Isto pode ser explicado
pela producéo de progesterona dos foliculos anovulatorios luteinizados, uma vez que
aconteceram falhas na ovulacao (OLIVEIRA, 2011), ou também por uma producéo de
progesterona da glandula adrenal, em resposta ao estresse do manejo (MONFORT et
al., 1990).

Novamente, ante um resultado insatisfatério no Tratamento B, foi decidido
realizar alguns reajustes no protocolo de SOV. Dessa forma, o Tratamento C
apresentou uma resposta de SOV positiva em todas as fémeas, tendo sido modificado
o indutor da ovulacéo, para o LH, e atrasado o tempo de aplicacédo deste (12-18 horas
apos deteccao do estro), em comparacdo ao Tratamento B. O efeito positivo desta
mudanca pode ter sido o atraso no momento da aplicagcdo do indutor da ovulacgéo,
permitindo dessa forma uma maturacdo adequada dos foliculos ovulatérios e
consequentemente uma resposta adequada ao estimulo direto de pico pré-ovulatorio
de LH, permitindo uma SOV efetiva. A fémea FBD4 teve a menor resposta em termos

superovulatérios, apresentando s6 3 CL com este tratamento e concentracdes de PF
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semelhantes as obtidas no Tratamento A, onde a fémea FBD1 apresentou 2 CL. Em
nossa opiniao, isto esta relacionado a idade do animal (15 anos), desde que esse fator
esta relacionado a uma reducdo do estoque de foliculos ovarianos, como observado
por Peixoto et al. (2006) quando observaram que a resposta dos corpos luteos e das
estruturas recuperadas diminui a medida que a idade aumenta em zebu, demostrando
certa eficiéncia deste tratamento e permitindo a suposicdo de uma melhor resposta
de SOV em relacédo a uma 6tima idade reprodutiva, como foram os casos das fémeas
FBD3 e FBD5. Estas duas ultimas atingiram concentracdes de PF acima do nivel
médio para a Prenhez (quarto més de gestacédo; POLEGATO, 2008), no momento da
colheita de embrides, tendo uma relagdo com o nimero de CL observados, 10 e 11,
respectivamente. Por tanto, é plausivel vincular uma resposta superovulatoria positiva
com uma dose relativamente alta (1200Ul) de eCG. Outro dado importante € que sé
foi possivel a recuperacdo de embrides nas fémeas do Tratamento C. Isto pode ser
explicado pela maior taxa de ovulagdo em comparacao aos Tratamentos A e B, e pela
nao realizacdo da lavagem tubarica no Tratamento A. No Tratamento C, a taxa de
recuperagéo para fémeas de Blastocerus dichotomus foi de 37,5% (9/24), resultado
semelhante a outros estudos em cervideos como Elaphus davidianus (29,3%; ARGO
etal., 1994), Cervus elaphus (32,7%; ASHER et al., 1995; 43,1%; ARGO et al., 1994)
e Dama dama (30,6%; ASHER et al., 1995). Das nove estruturas recuperadas, quatro
eram células néo fertilizadas e dois embrides degenerados. Dos restantes trés
embrides, dois eram de qualidade transferivel e foram vitrificados e dispibilizados para
uso no projeto “O futuro da conservacao de pequenas populagdes ameacgadas: banco
gendmico e reintroducdo de embrides de cervos-do-pantanal’. Os dois embrides
viaveis foram recuperados da fémea FBD5, a mais nova ao momento do tratamento
(3 anos), cuja resposta ovariana foi de 11 CL e 5 foliculos anovulatorios, obtendo a
melhor resposta de desenvolvimento folicular entre as fémeas do Tratamento C. Isto
sugere que fémeas em idade reprodutiva Otima tem uma melhor resposta ao
tratamento superovulatorio.

Além disso, a combinacdo de BE com o CIDR® (para induzir atresia folicular) e
a aplicacdo de GnRH (para induzir ovulacdo) foram benéficas na sincronizacdo do
estro devido a incerteza da fase de onda folicular no momento de inicio dos

tratamentos. E importante também mencionar que o monitoramento endécrino ndo
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invasivo das PF permitiu ter um panorama maior e uma melhor avaliagdo da resposta
superovulatéria em cada tratamento, além dos dados comportamentais (deteccdo do
estro e copula), sendo que para os graficos por cada tratamento de SOV, foi decidido
apresentar os dados como média por dia de tratamento apesar de ter sido realizada a
coleta de amostras duas vezes por dia.

Foi utilizada uma analise estatistica descritiva devido ao numero limitado de
unidades experimentais disponiveis, as dificuldades envolvidas no manejo de
cervideos e devido ao numero de tratamentos avaliados, lembrando que o passo de
um tratamento a outro foi resultado da necessidade de resolver as problematicas do
projeto tematico do qual surgiu este estudo. Além disso, o cervo-do-pantanal € uma
espécie vulneravel de acordo com a Lista Vermelha da IUCN e sua presenca na
natureza € limitada, assim como em cativeiro, onde existe a complexidade para obter

um grande numero de animais.

8. CONCLUSAO

Os tratamentos superovulatérios baseados em eCG foram efetivos em induzir
um superestimulo de desenvolvimento folicular em fémeas de cervo-do-pantanal. O
Tratamento C, com uma dose de 1200UIl de eCG e 2,5 mg de LH para inducéo da
ovulacdo entre 12 — 18 horas pOs deteccdo do estro, gerou a melhor resposta
superovulatéria entre os trés tratamentos testados neste trabalho. Foi possivel a
recuperacdo de embrides (dois vidveis para transferéncia) da espécie Blastocerus
dichotomus, sendo este o primeiro relato para esta espécie. O Tratamento C é

recomendado para futuros estudos com SOV em cervo-do-pantanal.
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Tabela A. Tabela com trés diferentes tratamentos de superovulacéo testados dentro
da proposta do projeto “O futuro da conservagdo de pequenas populacdes
ameacadas: banco gendmico e reintroducdo de embrides de cervos-do-pantanal”
entre os anos de 2013 — 2014.

Animal Cio Coépula CLD CLE FOD FOE Embrides

Tratamento 1

0,03 mg 1 N&o - - - - - -
Afisterone + 2 mg 2 Sim Nao - - - - -
Sincrodiol (DO); Sim
. 3 a0 - - - - i}
1500 Ul Folligon (D14)
(D4); 0,53 mg Sim .
. 4 Sim 0 0 0 01 0
Ciosin (D7) (D8)
Tratamento 2
CIDR Ovino + 5 Nao - - - - - -
1mg Sincrodiol 6 Nao - - - - - -
(D0); 1200 Ul 7 N&o - - - - - -
Folligon (D4); Sim* .
_ 8 Sim 0 0 0 02 -
retirada CIDR + (D11)
0,53mg Ciosin Sim* 01
9 Sim 01 01 0 0
(D8) (D10) (Degenerado)
Tratamento 3
CIDR Ovino + Sim _
) _ 10 Sim 0 01 02 05 0
1mg Sincrodiol (D10)
(DO0); 1200 Ul Sim _
_ 11 Sim 0 0 01 03 0
Folligon (D3); (D10)
retirada CIDR + S 01 (Bloqueio
im
0,53mg Ciosin 12 (D9) Sim 0 01 01 02 no desenvol-
(D7) vimento)

* Aplicacdo de 2,5 mg de LH (LUTROPIN®-V - Bioniche® - Canada) logo ap6s identificacéo do cio.
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