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7
EFEITO DA OCITOCINA E CLOPROSTENOL NOS PARAMETROS SEMINAIS DE
VEADO-MATEIRO-DO-SUL (Mazama rufa) AO LONGO DO PROCEDIMENTO DE

ELETROEJACULACAO

RESUMO - O veado-mateiro (Mazama americana) € uma espécie de cervideo
neotropical com ampla distribuicdo classificado como Dados Deficientes pela IUCN.
Essa classificacdoo se d& pelo fato da espécie possuir inconsisténcia taxonémica que
inviabiliza a aplicacdo dos protocolos utilizados para categorizar as espécies em
categorias de ameaca. Estudos morfologicos, moleculares e citogenéticos
demonstraram que se trata de um complexo de espécies que possuem caracteristicas
morfolégicas semelhante, demonstrando a existéncia de seis cittipos para a espécie.
A partir de material coletado na localidade tipo da espécie (Caiena — Guiana Francesa)
e de material coletado préximo localidade tipo de M. rufa (Foz do Iguacu, PR) ficou
comprovado que o citotipo “Parana” é na verdade a espécie de ceado-mateiro-do-sul
(M. rufa) descrito por llliger em 1811. O veado-mateiro-do-sul ainda néo foi classificado
devido a sua redescricdo recente (2018), porém acredita-se que este esteja
vulneravel. Sendo assim, se faz prioritario 0 estabelecimento de estratégias de
conservacao in situ e ex situ para a espécie, destacando a formacao de banco de
germoplasma. A colheita de sémen pode ser feita por diferentes técnicas, porém para
cervideos as técnicas mais utilizadas sdo a colheita por vagina artificial e a
eletroejaculacdo. Na colheita por eletroejaculacdo, o animal deve estar contido
guimicamente e recebe estimulos elétricos nas glandulas acessorias que irdo
promover a ejaculacdo. A desvantagem da técnica sémen colhido € mais diluido
devido a maior secrecdo de plasma seminal, mas apresenta a vantagem de poder
coletar material de animal cativo e de vida livre sem a necessidade que que 0 mesmo
apresente libido. Com a finalidade de se minimizar os efeitos deletérios da técnica,
tem se associado o uso de protocolos hormonais utilizando ocitocina e cloprostenol
(prostaglandina F2a sintética) aumentando o volume e concentragao seminal, além
de diminuir o tempo e nimero de estimulos necessario para a eletroejaculacao devido
a sua acdo favorecendo a contracdo de musculo liso dos tubulos seminiferos e
epididimo. Assim, no presente trabalho o objetivo foi avaliar se protocolos utilizando
ocitocina e cloprostenol (associados ou ndo) podem aumentar o volume e
concentracdo hormonal de M. rufa ao longo do procedimento de eletroejaculacdo sem
gue houvesse a alteracdo de parametros de avaliacdo seminal. Ficou demonstrado
gue ndo houve aumento significativo no volume e concentracdo espermatica entre os
tratamentos realizados. O tratamento em que utilizou apenas cloprostenol apresentou
0s piores resultados, sendo este ndo indicado para a colheita de sémen de M. rufa.

Palavras-chaves: Cervidae, veado-mateiro-do-sul, biotecnologias reprodutivas,
colheita de sémen, estimulacdo hormonal.



8
EFFECT OF OXYTOCIN AND CLOPROSTENOL IN SEMINAL PARAMETRES OF
SOUTHERN RED BROCKET DEER (Mazama rufa) DURING

ELETROEJACULATION PROCEDURE

ABSTRACT - The Red Brocket deer (Mazama americana) is a neotropical deer
species with large distribution, and taxonomic inconsistency so is classified as Data
Deficient by IUCN. Because of this, it is impossible to apply the protocols used to
categorize the species into threat categories. Morphological, molecular and
cytogenetic studies have shown that it is a complex of species that have similar
morphological characteristics, demonstrating the existence of six cytotypes for the
species. From material collected in the type locality of the species (Cayenne - French
Guiana) and material collected near the type locality of M. rufa (Foz do Iguagu, PR), it
was proven that the cytotype “Parand” is actually the species of Southern Red Brocket
deer (M. rufa) described by llliger in 1811. Southern Red Brocket deer has not yet been
classified due to its recent redescription (2018), but it is believed to be vulnerable.
Therefore, it is a priority to establish in situ and ex situ conservation strategies for the
species, highlighting the formation of a germplasm bank. Semen collection can be
done by different techniques, but for deer, the most used techniques are artificial
vagina collection and electroejaculation. With electroejaculation, the animal must be
chemically contained and receive electrical stimuli in the accessory glands that will
promote ejaculation. The disadvantage of this technique is more diluted semen due to
greater secretion of seminal plasma, but it is useful to collect material from captive and
wild life animals without the need for it to show libido. In order to minimize the
deleterious effects of the technique, the use of hormonal protocols using oxytocin and
cloprostenol (synthetic prostaglandin F2a) has been associated, increasing seminal
volume and concentration, in addition to decreasing the time and number of stimuli
required for electroejaculation. This is possible because the hormonal action favoring
the contraction of smooth muscle of the seminiferous and epididymal tubules. Thus, in
the present study, the objective was to evaluate whether protocols using oxytocin and
cloprostenol (associated or not) can increase the volume and hormonal concentration
of M. rufa throughout the electroejaculation procedure without changing seminal
evaluation parameters. It was demonstrated that there was no significant increase in
the volume and sperm concentration between the treatments performed. The
treatment using only cloprostenol showed the worst results, which has not indicated
for the collection of M. rufa semen.

Key Words: Cervidae, Southern red deer, reproductive biotechnologies, semen
collection, hormonal stimulation.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

E not6rio que nos (ltimos anos a crescente preocupacdo com o ambiente,
principalmente pela possibilidade de que muitas espécies entrarem em processo
de extincdo por causas nao naturais (WILDT, 1992; HOLT; PICKARD, 1999).
Este processo tem acontecido em taxas cada vez mais elevadas devido as
atividades humanas que provocam a fragmentacgéao e destruicdo de habitat, caca
e pesca predatoria, introducdo de espécies exoticas, entre outras ameacas
(HOLT; PICKARD, 1999).

A reproducdo € a base da sobrevivéncia de qualquer espécie sendo seu
estudo fundamental para a conservagéo em diferentes niveis (individuo, espécie
e populacdo) podendo influenciar indiretamente a vitalidade de todo o
ecossistema, uma vez que a sua falha pode ter consequéncias drasticas como
a extincao (WILDT et al., 2003).

As biotécnicas reprodutivas, tais como colheita de células germinativas
(espermatozéides e od0citos), inseminacao artificial, fertilizacdo in vitro e
transferéncia de embrides, sao ferramentas importantes que devem ser
estudadas e aplicadas nos diferentes programas de conservagcao das espécies
(WILDT, 1992; HOLT; PICKARD, 1999; WILDT; WEMMER, 1999; WILDT et al.,
2003). O armazenamento de material genético a longo prazo em bancos de
germoplasma € essencial para o0 desenvolvimento de estratégias de
conservacao a serem aplicadas para o reestabelecimento de populagdes de vida
livre (WILDT, 1992; HOLT; PICKARD, 1999). A colheita e avaliacdo do sémen &

uma das primeiras etapas a serem realizadas, por determinar quais animais



10

estdo aptos tanto a reprodugcdo natural como artificial, fazendo uso de
espermatozoides frescos, refrigerados ou criopreservados (MOREIRA, 2017).

A criopreservacdo de sémen € de grande importancia, sobretudo por
proporcionar facilidades e vantagens como a transferéncia de material genético
entre instituigdes e zoologicos, eliminando assim os problemas relacionados com
o transporte de animais (custo e suscetibilidade ao estresse), incompatibilidade
de individuos, disseminacdo de doencas e injurias (PUKAZHENTHI, WILDT,
2004). A criopreservacao proporciona ainda que a genética, tanto de animais em
cativeiro como de vida livre, seja mantida e usada em programas de reproducéo
assistida de planos de manejo de espécies, permitindo a manutencédo da
diversidade genética (ZANETTI et al., 2010).

Em ruminantes a coleta de sémen pode ser realizada utilizando diferentes
métodos, sendo que, para cervideos, os mais utilizados séao a eletroejaculacao
e a vagina artificial (ZANETTI et al., 2010, ROLA; ZANETTI; DUARTE, 2012,
2013, ABRIL-SANCHEZ et al., 2017). Entretanto, o uso de eletroejaculador pode
ser estressante e doloroso o que leva a preocupacao do ponto de vista de bem-
estar animal, uma vez que podem-se provocar alteracdes dos padrdes
fisiolégicos como a concentracdo sérica de cortisol, frequéncia respiratéria e
cardiaca, assim como parametros hematolégicos e bioquimicos (STAFFORD et
al., 1996; MOSURE et al., 1998; ABRIL-SANCHEZ et al., 2017), sobretudo para
cervideos que sao altamente susceptiveis aos estimulos estressores (DUARTE,
2010).

Estudos realizados com bovinos, carneiros, bufalos e coelhos demonstraram
gue hd um aumento de volume seminal ap6s a aplicacdo intravenosa de

ocitocina cinco minutos antes da coleta de sémen, assim como ha o aumento da
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concentracdo e a quantidade de espermatozoides das amostras (KNIGHT,;
LINDSAY, 1970; BERNDTSON; IGBOELI, 1988; ASSINDER et al., 2010). Isso
ocorre, pois a ocitocina estimula a contratilidade de musculo liso do epididimo
aumentando, assim, o transporte de espermatozoides pelos ductos antes e
durante a ejaculacdo (KNIGHT, 1974; BERNDTSON; IGBOELI, 1988). A
prostaglandina F2a (PGF) também tem a capacidade de aumentar a
contratilidade de musculatura lisa tanto em fémeas como em machos, podendo
favorecer o processo de ejaculacdo como ja demonstrado em caes, garanhdes
badfalos e bovinos (CORNWELL; KOONCE; KREIDER, 1974; HESS, 2001;
IBRAHIM, 1988; PALMER et al.,2004). Assim, o uso de ambos os farmacos pode
fazer com que haja um aumento do volume e concentragcdo seminal, associado
a um menor numero de estimulos elétricos para obtencéo de sémen por meio da
eletroejaculacéo. Isso poderia diminuir os efeitos negativos associados a esta
técnica, contribuindo para o bem-estar animal.

Na ultima década vem aumentando o numero de estudos reprodutivos de
cervideos neotropicais (ZANETTI; POLEGATO; DUARTE, 2010; COSTA et al.,
2011; FAVORETTO; ZANETTI; DUARTE, 2012; ROLA; ZANETTI; DUARTE,
2013; CURSINO et al., 2014; ZANETTI et al., 2014), porém estes estudos ainda
se concentram em espécies como o0 veado-mateiro (Mazama americana) e
veado-catingueiro (M. gouazoubira), principalmente devido ao numero de
animais mantidos em cativeiro e a facilidade de manejo. Isso faz como que tais
espécies possam servir como modelo experimental para estudos reprodutivos
gue poderao ser aplicados futuramente em espécies com algum grau de ameaca
€ gue nao permitem um manejo tdo intenso como € o caso do cervo-do-pantanal

(Blastocerus dichotomus), por exemplo.
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Entretanto, estudos utilizando analises citogenéticas, moleculares e
morfolégicas refutam o trabalho realizado por Rossi (2000) que utilizou apenas
a morfologia e determinou que existe apenas uma espécie de veado-mateiro (M.
americana) de ocorréncia no Brasil (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO,
2008; ABRIL et al, 2010). Segundo Duarte, Gonzalez e Madonado (2008)
sugerem existéncia de um complexo de espécies cripticas dentro de M.
americana, informacdo corroborada por Abril e colaboradores (2010) que
demonstraram a existéncia de seis citétipos com variacdo cromossdmica entre
eles, que possivelmente seriam unidades evolutivas significante (ESUS).

Com base nesta informacdo, Rincén (2016) analisou um individuo de M.
americana capturado na localidade tipo da espécie (Caienas, Guiana Francesa),
propondo um neétipo, e demonstrando que a espécie descrita por Erxleben em
1777 é diferente de todos 0s citotipos propostos por Abril e colaboradores (2010).
Frente a necessidade da resolucdo taxonémica das espécies de cervideos que
ocorrem no Brasil, foram iniciados diversos trabalhos incluindo o realizado por
Luduvério (2018) que descreve um nedtipo para o citétipo que ocorre na Bacia
do Rio Parana (Citotipo Parana) e valida este citotipo como a espécie descrita
por llliger em 1811 como Mazama rufa (veado-mateiro-do-sul).

Pouco se sabe sobre a histéria natural dessa nova espécie, entretanto
acredita-se que esteja restrito as florestas estacionais semideciduais (DUARTE
et al., 2012) e, que quando seu status de espécie for atualizado, podera ser
classificado em categorias de animais ameacados de extincdo segundo
protocolos da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos

Recursos Naturais (IUCN; ABRIL et al., 2010).
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Dessa forma, se faz necesséria a realizacao de estudos aprofundados para a
resolucéo taxondmica dos Cervideos, assim como estudos sobre historia natural
e reproducdo que sirvam de subsidios para planos de manejo das espécies e o

uso de biotécnicas reprodutivas para conservacao in situ ou ex situ.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O veado-mateiro-do-sul (Mazama rufa)

Os Cervideos verdadeiros tiveram origem no Mioceno e inicio do Plioceno
a aproximadamente 20 milhdes de anos na Eurasia, com grande quantidade de
fosseis sendo registradas para o final do Plioceno (WEB, 2000; DUARTE;
GONZALEZ; MALDONADO, 2008). A historia evolutiva de como os Cervideos
chegaram na América do Norte ainda é incerta, entretanto, acredita-se que eles
tenham chegado na Ameérica do Sul no final do Plioceno quando houve a
elevacdo da ponte do Estreito do Panama, permitindo grande intercambio de
fauna entre as Américas (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008).

Ao menos oito formas ancestrais chegaram na América do Sul, obtiveram
sucesso dando origem a toda diversidade e espécies encontradas atualmente,
sobretudo pela grande disponibilidade de recurso e auséncia de outros
ruminantes (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008).

Os cervideos neotropicais atuais se dividem em dois grupos de acordo
com sua morfologia, no qual, o primeiro grupo, € formado por espécies de
cervideos que quando adultos possuem altura de cernelha de maior que 60cm,
machos possuindo chifres ramificados e que ocupam areas de florestas abertas,
pastagens, pampas e pantanos, sendo eles pertencentes aos géneros
Odocoileus, Hippocamelus, Ozotoceros e Blastocerus (DUARTE; GONZALEZ;

MALDONADO, 2008). O outro grupo é formado por espécies dos géneros



14

Mazama e Pudu, que possuem altura de cernelha até cerca de 60cm e machos
possuem chifres simples e ndo ramificados. Tais caracteristicas permitem que
esses animais ocupem de forma eficiente areas florestadas com vegetacao
densa e fechada (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008).

O veado-mateiro ou Mazama americana € a maior espécie de seu género
podendo chegar a 40 kg e 65 cm de altura (DUARTE, 1996). Esta espécie &
classificada como Dados Deficientes (DD) pela Lista Vermelha de espécies
ameacadas de extingdo da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza
e dos Recursos Naturais (IUCN) devido a sua inconsisténcia taxonémica que
inviabiliza a aplicacao dos protocolos utilizados para categorizar as espécies em
categorias de ameaca (DUARTE et al., 2012).

Estudos realizados pelos pesquisadores do Nucleo de Pesquisa e
Conservacdo de Cervideos (NUPECCE - UNESP/Jaboticabal) vem
demostrando que a espécie apresenta inconsisténcias cromossémicas
coerentes com a distribuicdo geografica, sugerindo entdo a existéncia unidades
evolutivamente estaveis distintas. Estas informacdes vao de encontro com o que
foi relatado por Rossi (2000) que apds analise com animais depositados em
colecdes cientificas e museus, a partir de analises morfolégicas, descreve a
existéncia de uma Unica espécie de M. americana para o Brasil, incluindo como
sinonimia a espécie M. bororo (veado-mateiro-pequeno) descrito como espécie
distinta por Duarte e Jorge (2003).

Diferentemente de Rossi (2000), Abril e colaboradores (2010), a partir de
amostras de sangue e pele de 18 individuos identificados como M. americana
proveniente de diferentes regides do Brasil, realizaram analises citogenéticas e

moleculares demonstrando a existéncia de seis citétipos para a espécie (Figura
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1). Tal informag&o corrobora com o apresentado por Duarte, Gonzélez e
Maldonado (2008) que apresentam M. americana como um complexo de
espécies cripticas, ou seja, morfologicamente similares, mas cromossémica e

molecularmente distintas.
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Figura 1. Mapa da distribuicdo geogréafica da espécie Mazama americana (veado-mateiro)
segundo a Uni&o Internacional para a Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN;
2019 modificado) contendo a informagao de distribuicdo dos seis cariétipos apresentados por
Abril e colaboradores (2010) e com a localidade do neétipo de M. rufa coletado e descrito por
Luduvério (2018; estrela branca). Sendo: quadrado azul escuro = citétipo Jari; quadrado azul
claro = citétipo Juina; quadrado verde = cit6tipo Rondbnia; quadrado rosa = citétipo Carajas;
guadrado vermelho = cit6tipo Parana.

A existéncia do complexo M. americana, com diferentes espécies, &
sustentada por estudos reprodutivos que demonstraram que quando produzidos
machos e fémeas a partir de diferentes linhagens cromossdémicas (citotipos),
estes individuos serdo inférteis ou sub-férteis e que quanto maior a diferenca

cromossOmica entre 0s progenitores maior a barreira reprodutiva (CURSINO et



16

al., 2014; SALVIANO et al.,2017). Quando essa analise é feita observando o
comportamento reprodutivo tal barreira é inexistente, ou seja, machos e fémeas
reconhecem o0s comportamentos reprodutivos de outro citétipo como proprio,
reconhecendo o estro e aceitando a cépula (CARRANZA; ROLDAN; DUARTE,
2018).

Com base no exposto e na necessidade de resolugdo taxondmica da
espécie, Rincon (2016) analisou um individuo macho da espécie coletado na
localidade tipo (Caiena — Guiana Francesa, descrito por Erxleben em 1777) e
propbs um neétipo para a espécie. A partir das analises citogenéticas,
moleculares e morfoldgicas do individuo coletado, Rincén (2016) demonstrou
gue a espécie M. americana é diferente de todos 0s citotipos descritos para o
Brasil, sugerindo que tais citétipos sdo de espécies distintas. Face ao exposto,
novos trabalhos de descricdo das espécies de cervideos neotropicais do género
Mazama foram realizados e outros estdo em andamento com a finalidade de
resolver as incertezas taxonémicas do género (MARAN, 2016, BORGES, 2017,
SANDOVAL, 2019).

Um desses estudos foi realizado por Luduvério (2018) que analisou um
individuo descrito como M. americana coletado nas proximidades do Parque
Nacional do Iguacu (Foz do Iguacu — PR), cerca de 290 km de distancia da
localidade tipo (Assuncédo, Paraguai) da espécie M. rufa descrita por llliger em
1811, segundo Azara (1802). Luduvérico (2018), demonstrou com base nas
analises morfolégicas, citogenéticas e moleculares que o citétipo “Parana” de M.
americana na verdade € a espécie M. rufa, e assim valida a espécie descrita por

llliger.
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Ludovérico (2018), descreve os individuos da espécie M. rufa (Figura 2 e
3) como individuos de coloracdo predominante castanho avermelhado, flancos
acinzentados até o inicio do térax. O pescoco é castanho claro na porc¢ao ventral,
apresentando faixa de pelos antevertidos na nuca, salpicado de castanho, com
presenca de faixa rostral larga, castanha enegrecida em dire¢cdo ao posterior e
por toda a linha lombar. A lateral da cabeca é de coloracao parda e a regido gular
pardo claro com mancha nasala presente, assim como mancha mentoniana
branca. Possui faixas orbitais superiores e inferiores ausentes, assim como
auséncia de mancha superciliar. As orelhas sdo pequenas e angulares com a
borda interna castanho, com pelagem branca na borda lateral inferior e nas
pregas, com a parte externa da orelha castanho enegrecido semelhante a faixa
rostral. A cor da regido proximal é acinzentada como nos flancos e a regido distal
castanho escuro como na linha dorsal e area rostral, sendo presente tufo de pelo

tarsal.

= iV & ;_"j.:i.‘ A
Figura 2. Individuo macho da espécie Mazama rufa (veado-mateiro-de-sul)
alojado no Nucleo de Pesquisa e Conservacédo de Cervideos (NUPECCE -
UNESP/Jaboticabal). Fotos Bianca Ferrari.
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Figura 3. Individuo fémea com filhote de poucos dias da espécie Mazama
rufa (veado-mateiro-de-sul) alojado no Nucleo de Pesquisa e Conservacao
de Cervideos (NUPECCE - UNESP/Jaboticabal). Fotos Bianca Ferrari.

Ainda ndo ha na literatura trabalhos especificos para M. rufa quanto a
reproducdo, ecologia e uso do ambiente, entretanto, acredita-se que sua
distribuicdo esteja restrita as florestas estacional semidecidual e que os aspectos
reprodutivos sejam semelhantes ao descrito para M. americana com auséncia
de sazonalidade reprodutiva tanto para fémeas quanto para machos, no qual
machos ndo apresentam troca anual dos chifres (DUARTE et al., 2012).
Entretanto, como relatado, € emergencial que sejam realizados estudos de
historia natural e estudos reprodutivos voltados a conservacéo da espécie haja
vista a provavel classificacdo na categoria de ameaca vulneravel quando seu

status taxondémico for atualizado (ABRIL et al., 2010; DUARTE et al., 2012).

2.2. Banco de germoplasma como ferramenta para a conservagcao de
animais selvagens

A extingdo é um processo evolutivo irreversivel que ocorre naturalmente
e de forma lenta, mantendo o equilibrio entre as especiacdes, mutacdes e
modificacdes em alelos para a geracao de novas espécies (WILDT, 1992; HOLT,;

PICKARD,1999; PRIMACK; RODRIGUES, 2002). Tais processos de extingéo
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sdo acelerados por agbes antropicas que interferem diretamente no sucesso
reprodutivo, como a incapacidade de encontrar parceiros reprodutivos e
endogamia, levando a diminuicdo artificial e crescente de populagdes,
principalmente devido a agricultura em larga escala, caca e pesca predatorias,
silvicultura, extracdo mineral e vegetal, desvio e armazenamento de &gua,
construcéo de estradas e urbanizagcédo (WILDT, 1992; HOLT; PICKARD, 1999).
Dessa forma, se faz necessario o desenvolvimento e aplicacdo de estratégias de
conservacao in situ e ex situ para as espécies silvestres com diferentes graus de
ameaca.

As estratégias de conservagéo in situ sdo sem duvidas a melhor forma de
se conservar a biodiversidade, sobretudo, por manter os individuos em seu
habitat natural, permitindo que estes sofram 0s processos evolucionarios
naturais das espécies (PRIMACK; RODRIGUES, 2002). Ja as estratégias ex situ
sdo aquelas em que a diversidade genética € mantida fora do seus habitats
naturais tendo como o principal objetivo subsidiar e apoiar a conservacédo da
diversidade genética em seu habitat natural (MAUNDER; BYERS, 2004).

A Convencéo da Diversidade Biologica (CBD) recomenda que programas
de conservacao ex situ somente sejam iniciados quando a espécie ou populacéo
ameacada possua sua biologia conhecida e que a sua manutencéo em cativeiro
ira aprimorar de forma efetiva as estratégias de conservacao in situ (MAUNDER,;
BYERS, 2004). Entretanto, a mesma instituicdo reconhece que quando a sua
manutencdo em cativeiro permitir o desenvolvimento de protocolos e o
conhecimento mais aprofundado da espécie antes que essa seja ameacada em

vida livre, ele devera ser feito (MAUNDER; BYERS, 2004).
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Entre as estratégias de conservacdo ex situ de espécies podemos
destacar a manutencdo de espécies em colecbes cientificas (plantas ou
animais), parques zooldgicos, aquarios e jardins botanicos, instituicbes de
pesquisa e bancos de germoplasmas de espécies selvagens e domésticas

(Figura 4; WILDT, 1992; HOLT; PICKARD, 1999, MAUNDER; BYERS, 2004).

“Transferéncia
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Figura 4. Representacéo do desenvolvimento e aplicacdo de biotecnologia reprodutiva para uso
de conservacéo de animais selvagens (BAINBRIDGE; JABBOUR, 1998 modificado)

O estudo de biotecnologias da reproducédo como a inseminacao artificial
(IA), transferéncia de embrido (TE), criopreservacdo de gametas
(espermatozoides, od6citos e células germinativas) e embrides, colheita,
maturacdo (MIV) e fertilizacdo in vitro (FIV), clonagem, injecao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), estudos de células-tronco e
células-tronco pluripotentes induzidas (IPS), possuem potencial de solucionar ou
prevenir a perda de diversidade genética das populacdes ex situ e in situ (LEIBO;
SONGSASEN, 2002). Dentre as biotécnicas reprodutivas citadas, o banco de
germoplasma permite (Figura 5; HOWARD et al., 2016, ZOMKUS;

HASSAPAKIS; HOUCK, 2018):
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— Salvaguardar o material genético das espécies a um custo baixo,
sendo necessario menos espaco para manutencdo quando
comparado com animais Vivos;

— Estocar diversidade para uso futuro;

— Promover o intercambio de material genético entre instituicdes,
entre populagbes cativas e de vida livre superando a
incompatibilidade sexual e injarias caudas durante o transporte;

— Estender ou reduzir o intervalo entre geragoes.
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} \ . Banco de
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. . enéticos
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* Transferéncia de embrido (TE)
» Outras biotécnias

Figura 5. Papel da criacdo de banco de germoplasma como estratégia de conservagéo ex situ
de espécies ameacadas (ZOMKUS; HASSAPAKIS; HOUCK, 2018 adaptado).

O uso de material genético armazenado em bancos de germoplasma
permitem, por exemplo, introduzir novo material genético em popula¢des de vida
livre através de inseminacdo artificial ou transferéncia de embribes em
populacbes ameacadas que estejam isoladas e/ou com problema de

homozigose (SILVA et al., 2015). Além disso, o transporte do material é facilitado
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e menos custoso do que se transportar um animal vivo, o que viabiliza trocas
genéticas entre animais de vida livre e cativos em instituicdbes de pesquisa,
zoologicos e aquérios localizados em mesma regido geografica ou paises e
continentes diferentes (JOHNSTON; LACY, 1995, SILVA et al., 2015, HOWARD
et al., 2016, ZOMKUS; HASSAPAKIS; HOUCK, 2018).

E possivel que sejam criopreservados diferentes tipos celulares de
diferentes linhagens como: células sométicas de diferente tecidos, células tronco
embrionarias, soro, plasma, DNA e DNA mitocondrial, gametas masculinos e
femininos e embrides (BENIRSCHKE, 1984, ZOMKUS; HASSAPAKIS; HOUCK,
2018). A colheita e preservacgéo de gametas masculinos é mais eficiente e menos
problematica que a colheita de gametas femininos (DURRANT, 1990), sendo
possivel criopreservar sémen, espermatozoides coletados diretamente do
epididimo e espermatogonias coletadas diretamente do tecido testicular ou
isoladas (BAINBRIDGE; JABBOUR, 1998, SILVA; MORATO; SILVA, 2004,
SILVA et al., 2015).

Cada tipo celular possuem exigéncias especificas durante o processo de
criopreservacao (SILVA et al., 2015). Espermatozoides retirados diretamente do
epididimo, por exemplo, ndo tiveram contato com o plasma seminal secretado
pelas glandulas acessoérias (YU; LEIBO, 2002). Algumas dessas células ainda
nao entraram em processo de maturacao celular e por isso podem ter alterar a
sensibilidade ao resfriamento e resisténcia ao congelamento inviabilizando o uso
da células caso tais caracteristicas ndo sejam levadas em considera¢ao durante
o procedimento de criopreservacdo (COOPER, 1998, YU; LEIBO, 2002,

DACHEUX; GATTI; DACHEUX, 2003, SILVA et al., 2015).
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Existem diferentes técnicas para a preservagcdo das células, porém em
bancos de germoplasma, as células passam pelo procedimento de preservagao
a frio em que os processos metabdlicos e biodeteriorativos sofridos pelas células
sejam desacelerados (RAWSON; MCGREGOR; LLOYD, 2011, SILVA et al,
2012). A criopreservacdo é um método de congelamento ultra-rdpido em que o
material € armazenado a temperaturas de -80°C ou -196°C, combinadas ou ndo
a técnicas de refrigeracdo ou liofilizacdo (RAWSON; MCGREGOR; LLOYD,
2011, SILVA et al, 2012).

Durante o processo de criopreservacdo, ha uma queda nos niveis de
energia cinéticas impedindo que haja o movimento celular, paralisando a
atividade bioldgica da célula que levariam ao envelhecimento e morte celular
(MAZUR, 1984, GROUT; MORRIS, MCLELLAN, 1990). Entretanto, apesar da
preservacao celular, a técnica precisa ser empregada com cuidados, pois as
células poderdo sofrer danos durante o procedimento de congelacdo por
formacéo de cristais de gelo, sendo necessario associar a técnica crioprotetores
(e. g., glicerol, DMSO) para que as les@es celulares sejam minimizadas (MAZUR,

1984, GROUT; MORRIS, MCLELLAN, 1990).

2.2.1. Colheita de sémen

Como ja citado, € possivel criopreservar espermatozoides através de
diferentes técnicas de colheita (DURRANT, 1990, BAINBRIDGE; JABBOUR,
1998, SILVA; MORATO; SILVA, 2004, SILVA et al., 2015).

Entre os animais selvagens, a eletroejaculacdo € o método mais
frequentemente empregado por permitir a colheita evitando o risco de injurias
para o animal e coletor, pois 0 animal estara imobilizado através de contencéo

guimica (SILVA et al., 2012).
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A técnica de eletroejaculacédo baseia-se na inducao do reflexo ejaculatério
devido ao estimulo elétrico aplicando no assoalho da ampola retal (CASTELO;
SILVA, 2014). Tal estimulo ird atuar nos nervos simpaticos lombares (nervo
hipogastrico) provocando contracdo da musculatura lisa da regido resultando na
emissao e ejaculacdo do sémen (CASTELO; SILVA, 2014). As diferentes
espécies respondem de diferente maneiras aos protocolos de estimulo elétrico
da eletroejaculacdo, e por esse motivo, tais protocolos necessitam de
adaptacdes baseados na resposta dos individuos (DURRANT, 1990, CASTELO;
SILVA, 2014).

Entre as vantagens do uso da coleta de eletroejaculacdo estdo a
possibilidade de colheita de material de animal cativos e de vida livre, diminuicao
do risco para animal e operador, ndo necessidade de um manequim (fémea no
cio) para que ocorra a colheita, pois ndo necessita que o animal tenha libido
(SPINDLER; WILDT, 2010). Entretanto, o uso de eletroejaculador pode ser
estressante e doloroso o que leva a preocupacéo do ponto de vista de bem-estar
animal, uma vez que podem-se provocar alteracbes dos padrdes fisiologicos
como a concentracao sérica de cortisol, frequéncia respiratéria e cardiaca, assim
como parametros hematoldgicos e bioquimicos (STAFFORD et al.,, 1996;
MOSURE et al., 1998; SPINDLER; WILDT, 2010, ABRIL-SANCHEZ et al., 2017).
Além disso, devido ao estimulo das glandulas seminais, h4 um aumento do
volume do ejaculado por aumentar a secrecao de plasma seminal, sem alterar a
gualidade dos parametros seminais (SPINDLER; WILDT, 2010).

Devido as vantagens da colheita de sémen por eletroejaculacdo e com o
objetivo minimizar os efeitos da técnica tem se utilizado a associacdo de outros

métodos para colheita de sémen como o uso de protocolos hormonais (KNIGHT;



25

LINDSAY, 1970; BERNDTSON; IGBOELI, 1988; ASSINDER et al., 2010). Em
animais domésticos, o uso de horménios como ocitocina e prostaglandinas tem
sido utilizado para diminuir o tempo e o niumero de estimulos elétricos da colheita
de sémen por eletroejaculacdo, aumentando o volume e a concentracao seminal
sem alterar os parametros de avaliagdo de qualidade seminal (KNIGHT;
LINDSAY, 1970, CORNWELL; KOONCE; KREIDER, 1974, KNIGHT, 1974,
BERNDTSON; IGBOELI, 1988, IBRAHIM, 1988, HESS, 2001, PALMER et

al.,2004, ASSINDER et al., 2010).

2.3. Ocitocina

A ocitocina € constituida por um nonapeptideo ciclico com uma ponte de
dissulfeto entre os residuos de cistina 1 e 6, leucina na posi¢éo 8 e isoleucina na
posicao 3, essa Ultima necessaria para a ligacdo aos receptores de ocitocina
(THACKARE; NICHOLSON; WHITTINGTON, 2006).

E um horménio neuro-hipofisario de meia vida curta secretado pelos
neurdnios de hipotalamo e armazenados na hipdfise posterior, junto com sua
molécula transportadora (neurofisina, Npl) até o momento de sua secrecao na
corrente sanguinea (OT-Npl) (DEN HERTOG; DE GROOT; VAN DONGEN;
2001, THACKARE; NICHOLSON; WHITTINGTON, 2006). Npl € responséavel por
reconhecer, empacotar e armazenar a ocitocina em granulos antes de sua
secrecdo na corrente sanguinea (GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001).

Conhecido tradicionalmente como um horménio feminino com acéao
durante o processo fisioldgico do parto e ejecdo de leite na lactacdo, a ocitocina
€ usada clinicamente como indutor de parto (THACKARE; NICHOLSON;

WHITTINGTON, 2006). Estudos demonstraram que a ocitocina também possui
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acdo paracrina no trato reprodutor feminino provocando a regressdo do corpo
[Uteo no ovario (GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001).

Sua acéao pode ser direta ativando a da cadeia leve de miosina (contracao
muscular) ou indireta estimulando a sintese de prostaglandina F2a (FUCHS;
HUSSLEIN; FUCHS, 1981, PHANEUF et al., 1993).

Em machos, a ocitocina estd associada a erecdo peniana e seu pulso
hipotalamico com a ejaculagdo (THACKARE; NICHOLSON; WHITTINGTON,
2006). A primeira vez que foi demonstrado in vitro que a ocitocina age
aumentando a contratibilidade dos tdbulos seminiferos foi quando Niemi e
Kormano (1965) adicionaram ocitocina ao meio de cultura, fato esse confirmado
por Worley e colaboradores (1985). A ocitocina age contraindo as células
midides dos tubulos seminiferos favorecendo a espermiacdo quando o0s
espermatozoides ainda ndo possuem motilidade. (HARGROVE et al., 1977,
THACKARE; NICHOLSON; WHITTINGTON, 2006).

O mecanismo de acdo de como a ocitocina atua na espermiacao atraves
da contracdo dos tubulos seminiferos, e consequentemente a transferéncia de
espermatozoides para o epididimo, ndo esta completamente elucidado
(THACKARE; NICHOLSON; WHITTINGTON, 2006). Era de se esperar que
receptores de ocitocina fossem encontrados nas células dos tubulos seminiferos
e epididimo, fato ainda n&o demonstrado (THACKARE; NICHOLSON;
WHITTINGTON, 2006). Acredita-se que sua ligacdo ndo ocorra diretamente em
receptores de ocitocina, mas sim em receptores de vasopressina que possui
molécula semelhante a ocitocina e que estdo presente nas células midides dos
tubulos seminiferos (HOWL et al.,, 1995, HARRIS; NICHOLSON, 1998,

THACKARE; NICHOLSON; WHITTINGTON, 2006). Outra explicacao seria de
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gue a ocitocina tem acado mediada indiretamente por outras células (e. g. célula
de Sertoli) que possuem receptores de ocitocina (Figura 6; EINSPANIER; IVELL,
1997, FRAYNE; NICHOLSON, 1998, THACKARE; NICHOLSON,;

WHITTINGTON, 2006).
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Figura 6. Viséo geral das func¢des paracrinas e autdcrinas da ocitocina nos testiculos, epididimo
e préstata (THACKARE; NICHOLSON; WHITTINGTON, 2006; modificado).

Ainda nos testiculos, a ocitocina também teria um papel modulador da
estereoidogénese, pois atuaria nos receptores presentes nas células de Leydig
aumentando a secrecao de testosterona (GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001). Ang e
colaboradores (1994) demonstraram que a super expressao do gene de
ocitocina ira fazer como que a concentracdo de testosterona seja reduzida, mas
gue a concentracdo de di-hidrotestosterona seja aumentada por aumento da
acdo da enzima 5a-redutase.

A ocitocina, juntamente com outras substancias, também ird provocar a

contratibilidade do epididimo favorecendo o transporte e a maturacdo
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esperméatica (THACKARE; NICHOLSON; WHITTINGTON, 2006). No epididimo,
a ocitocina ird provocar movimentos contrateis, aumentando a amplitude e
frequéncia das contracdes, assim como o aumento do ténus (HIB, 1977,
THACKARE; NICHOLSON; WHITTINGTON, 2006).

Em animais domésticos, a administracdo de ocitocina antes do
procedimento de colheita de sémen aumentou a concentracdo espermatica de
diferentes espécies de mamiferos como ovinos, coelhos, bovinos, bufalos,
garanhdes e caes, favorecendo a eletroejaculagdo (FJELLSTROM;
KIHLSTROM; MELIN, 1968, CORNWELL; KOONCE; KREIDER, 1974, KNIGHT,
1974, BERNDTSON; IGBOELI, 1988, IBRAHIM, 1988, HESS, 2002, PALMER et
al., 2004, BOZURT; TURK; GUR, 2007).

Dessa forma, entender a secrecdo, mecanismos de acao da ocitocina e
fatores que regulam a expresséao de receptores de ocitocina no trato reprodutor
permitira o desenvolvimento de terapias estratégicas para tratamento de
individuos com oligoespermia, com desordens ejaculatdrias e impoténcia, além
de tratamento de hiperplasia prostatica benigna (THACKARE; NICHOLSON,;
WHITTINGTON, 2006), além da otimizacdo da colheita de espermatozoides de

espécies de interesse da producdo animal e conservacao.

2.4. Prostaglandina

Prostaglandinas sdo eicosanoides que possuem 20 carbonos em sua
molécula e sdo derivados do acido araquiddnico. (SQUIRES, 2010,
KOBAYASHI; HORI; KAWAKAMI, 2013). Sado produzidas pela membrana
plasmatica de diferentes células e ndo por glandula especifica como acontece
com os horménios (EDQVIST; STABENFELDT, 2008, SQUIRES, 2010). O acido

araquidénico, componente da membrana celular, é liberado pelas fosfolipases e
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lipases e prontamente metabolizado por enzimas como a ciclooxigenase ou COX
(ZAKAR; MITCHELL, 1998). O composto gerado pela acado da COX é chamado
de prostaglandina G2, que também sofrera acdo da COX dando origem a
diferentes compostos de prostaglandinas e tromboxanos (ZAKAR; MITCHELL,
1998).

Os diferentes tipos de prostaglandinas serdo determinados pela sua
conformacao molecular e sua acao determinada pelo tecido onde é encontrada
(ZAKAR; MITCHELL, 1998), sendo sua meia vida muito curta justamente por néo
haver armazenamento (EDQVIST; STABENFELDT, 2008).

Como ja citado, as prostaglandinas terdo diferentes efeitos biologicos,
sendo alguns deles bastante intensos (ZAKAR; MITCHELL, 1998). Esta
intimamente relacionada com processos bioldgicos como estimulo do processo
inflamatorio, tdnus vascular com a regulacdo do fluxo sanguineo e pressao
sanguinea, funcdo renal, termorregulacdo, proliferacdo celular, lutedlise,
implantacdo de embrido, entre outros (ZAKAR; MITCHELL, 1998. SQUIRES,
2010).

Assim como a ocitocina, é amplamente estudada e aplicada na
reproducdo de fémeas, sendo os tipos E2 e F2 os encontrados no trato
reprodutivo (SCHATTEN; CONSTANTINESCU, 2007). A descoberta de seu
papel de lutedlise do corpo Iateo e sua ac¢do na contracao uterina fez com que
fosse empregada como principal ferramenta para manipulacdo do ciclo estral
(SCHATTEN; CONSTANTINESCU, 2007).

Em machos, foram detectadas no plasma seminal e por esse motivo
acreditava-se que elas eram produzidas pela prostata (SCHATTEN;

CONSTANTINESCU, 2007), entretanto sugere-se que sua origem seja
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majoritariamente da vesicula seminal devido a sua correlacdo com a frutose
encontrada no ejaculado (KELLY, 1981).

Kelly (1981) sugere que séo trés as fungdes da prostaglandina encontrada
no plasma seminal: participar do processo de ejaculacéo, estimular a contracao
do trato reprodutivo feminino e assim facilitar o transporte dos espermatozoides
apos a ejaculacao, e acao nos proprios espermatozoides durante a ejaculacéo.
As duas primeiras a¢des estao relacionadas ao fato de que as prostaglandinas
controlarem a atividade vascular do musculo liso e agirem no reticulo
sarcoplasmético liberando os ions de célcio do citoplasma, desencadeando o
processo de contragdo muscular (KELLY, 1981, ZAKAR; MITCHELL, 1998,
SCHATTEN; CONSTANTINESCU, 2007, SQUIRES, 2010).

Sua acéo direta no espermatozoide também estaria relacionado com o
fluxo de calcio para dentro das células e através das membranas, pelos mesmos
mecanismos sugeridos para o efeito luteolitico do corpo Iuteo (VOGLMAYR,
1973, KELLY, 1981).

Devido seu efeito no procedimento de ejaculagéo, a prostaglandina F2a,
principalmente seu derivado sintético cloprostenol, vem sendo empregado nos
procedimentos de coleta de sémen (KREIDER; OGG; TURNER, 1981), pois
aumenta o numero de espermatozoides no primeiro ejaculado sem alterar os
parametros seminais (HESS, 2002). Seu uso tem demonstrado que ha aumento
no namero de células espermaticas no ejaculado de touros, coelhos, garanhdes,
porco e ovinos. Hemsworth e colaboradores (1977) observaram que quando
usada antes da colheita de sémen de porcos causa uma redistribuicdo das

células espermaticas do ejaculando, sendo estas liberadas em maior quantidade
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na fracdo rica do ejaculado aumentando também o volume de plasma seminal
da fragao.

Sendo assim, 0 uso de prostaglandina pode otimizar o procedimento
colheita de sémen aumentando o nimero de células espermaticas coletados
devido a sua acdo na musculatura lisa do epididimo fazendo que os
espermatozoides ali armazenados sejam transportados para o ducto deferente

(HESS, 2002).
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CAPITULO 2 - “Efeito da Ocitocina e Cloprostenol nos parametros seminais de
veado-mateiro-do-sul (Mazama rufa) ao longo do procedimento de
eletroejaculagao”
Claudia Maria Herédias-Ribas*, José Mauricio Barbanti Duarte
Nucleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos (NUPECCE), Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp/Jaboticabal)

*Autor correspondente: herediasribas@gmail.com

ABSTRACT

A formacéo de bancos de germoplasma € uma das estratégias de conservagao ex situ
no qual podem ser criopreservados diferentes tipos celulares. Procedimentos de
criopreservacdo de gametas permite que a geneética seja preservada e usada em
programas de reproducao assistida. Entre os gametas, a célula espermatica pode ser
coletada por diferentes técnicas, incluindo a eletroejaculacédo, que € utilizada em
animais selvagens devido a possibilidade de coletar animais em vida selvagem e em
cativeiro. Para minimizar os efeitos deletérios da técnica, o uso de protocolos
hormonais com ocitocina e cloprostenol (prostaglandina sintética F2a) tem sido
associado. Esses protocolos demonstraram aumentar o volume e a concentracao
seminais, além de reduzir o tempo e 0 nimero de estimulos necessarios para a
eletroejaculacdo para acbes que favorecam a contracdo da musculatura lisa dos
tubulos seminiferos e epididimo. Assim, no presente estudo, o objetivo foi avaliar se
protocolos utilizando ocitocina e cloprostenol (associados ou nhdo) podem aumentar o
volume e a concentracdo hormonal de Mazama rufa durante o procedimento de
eletroejaculacdo sem alterar os parametros de avaliacdo seminal. Foi demonstrado

gue ndo houve aumento significativo no volume e na concentracdo espermatica entre
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os tratamentos realizados. O tratamento utilizando apenas cloprostenol apresentou os
piores resultados, o que né&o foi indicado para a coleta de sémen de M. rufa.
Keywords: Cervidae, veado-mateiro-do-sul, biotecnologias reprodutivas, colheita de

sémen, estimulacdo hormonal.

1. INTRODUCAO

E notdrio que nos ultimos anos tem sido crescente a preocupacéo global com
o bem-estar do ambiente principalmente pela possibilidade de que muitas espécies
estejam entrando em processo de extingdo por causas ndo naturais e nao por
processos evolutivos lentos como esperado (WILDT, 1992; HOLT; PICKARD, 1999).
Tais processos de extingdo sao acelerados por acdes que interferem diretamente no
sucesso reprodutivo, como a incapacidade de encontrar parceiros reprodutivos e
endogamia, levando a diminuicao artificial e crescente de populacdes, principalmente
devido a agricultura em larga escala, caca e pesca predatorias, silvicultura, extracao
mineral e vegetal, desvio e armazenamento de agua, construcdo de estradas e
urbanizacdo (WILDT, 1992; HOLT; PICKARD, 1999). Assim sendo, se faz necessario
o desenvolvimento e aplicacdo de estratégias de conservacgao in situ e ex situ para as
espécies silvestres com diferentes graus de ameaca.

Um dos desafios para a implementacéo de programas de conservacao, seja in
situ ou ex situ, é a falta de disponibilidade de material biolégico que possa ser utilizado
em biotécnicas reprodutivas (eg. Inseminacao artificial) com a finalidade de maximizar
a eficiéncia reprodutiva e assim aumentar populacdes de espécies criticamente
ameacadas. Entre as estratégias utilizadas esta a criacdo de bancos de germoplasma
onde sédo criopreservados gametas, embrides e células somaticas, proporcionando

gue a genética, tanto de animais em cativeiro como de vida livre, seja preservada e
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usada em programas de reproducdo assistida de planos de manejo de espécies,
permitindo a manutencéo da diversidade genética (ZANETTI et al., 2010).

A criopreservacdo de sémen é de grande importancia, sobretudo por
proporcionar facilidades e vantagens como a transferéncia de material genético entre
instituicdbes e zoologicos, eliminando assim os problemas relacionados com o
transporte de animais, custo, suscetibilidade ao estresse, incompatibilidade de
individuos, disseminacao de doencas e injurias (PUKAZHENTHI, WILDT, 2004). A
colheita de sémen pode ser realizada por diferentes técnicas como a vagina artificial,
eletroejaculacéo, colheita de sémen do epididimo e biopsia testicular (BAINBRIDGE;
JABBOUR, 1998, SILVA; MORATO,; SILVA, 2004, SPINDLER; WILDT, 2010, SILVA
et al., 2012, SILVA et al., 2015). Para animais selvagens, a técnica de escolha tem
sido a eletroejaculacéo principalmente pelo fato de se permitir a coleta de animais de
vida livre e cativos, sem a necessidade de que o animal apresente libido (SPINDLER,;
WILDT, 2010).

Estudos realizados com animais domésticos demonstraram que ha aumento de
volume seminal e na quantidade de células espermaticas apdés a aplicacdo
intravenosa de ocitocina cinco minutos antes da colheita de sémen (KNIGHT;
LINDSAY, 1970; BERNDTSON; IGBOELI, 1988; ASSINDER et al., 2010). Isso ocorre,
pois a ocitocina estimula a contratilidade de musculo liso do epididimo aumentando,
assim, o transporte de espermatozoides pelos ductos antes e durante a ejaculacéo
(KNIGHT, 1974; BERNDTSON; IGBOELI, 1988). A prostaglandina F2a (PGF)
também tem a capacidade de aumentar a contratilidade de musculatura lisa tanto em

fémeas como em machos, podendo favorecer o processo de ejaculacdo como ja
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demonstrado em caes, garanhdes, bufalos e bovinos (CORNWELL; KOONCE;
KREIDER, 1974; HESS, 2002; IBRAHIM, 1988; PALMER et al.,2004).

Dessa forma, no presente trabalho o objetivo foi avaliar se o uso de farmacos
como ocitocina e cloprostenol (analogo sintético da prostaglandina F2a) aumenta a
concentracdo espermatica e o volume seminal de veado-mateiro-do-sul (Mazama
rufa) sem alteracdo dos parametros indicadores de qualidade seminal ao longo do

procedimento de eletroejaculagéo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Animais

Para esse estudo foram utilizados quatro machos adultos da espécie Mazama
rufa (veado-mateiro-do-sul) alojados em baias individuais de 12m? no Nucleo de
Pesquisa e Conservacdo de Cervideos (NUPECCE) da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias FCAV — Unesp/Jaboticabal. Diariamente foram oferecidos
agua ad libitum e dieta constituida por racdo equina (15% proteina bruta, 10% fibra
bruta, 5% de extrato etéreo; Purina Co., Paulinia, Brasil) e aproximadamente
1lkg/animal/dia de soja perene (Neonotonia wigthii), rami (Bohemea livia) ou ramos de
amoreira (Morus alba) frescos.

Todos os procedimentos realizados neste experimento foram avaliados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da unidade de Ensino (processo n°
4620/2018) que aprovou e certificou sua conformidade com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.2. Procedimentos gerais
Para a colheita de sémen, os animais foram contidos quimicamente com a

associacao de 1mg/kg de xilazina e 7mg/kg de cetamina, por via intramuscular (IM).
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Apébs decubito lateral, os animais tiveram o reto esvaziado para que ndo houvesse
interferéncia das fezes sobre a conducdo dos estimulos elétricos e tiveram ainda o
prepucio lavado com solucéo fisioldgica a 0,9%.

As colheitas foram realizadas a cada 35 dias por eletroejaculacao utilizando a
metodologia descrita por Favoretto, Zanetti e Duarte (2012) modificada. O
eletroejaculador (P-T Eletronics®; Boring, OR; USA) consiste em um aparelho gerador
de estimulos elétricos e uma probe com 2,0cm de diametro e 28,0 cm de comprimento
com trés eletrodos longitudinais ao longo de sua superficie e com distancia de 1,5cm
entre cada eletrodo. Durante a colheita de sémen, cada macho recebeu 10 estimulos
(eletrochoques) com intensidade variando de 250mA a 750mA, com duragédo de 3
segundos cada e com 3 segundos de descanso entre estimulos. Foram realizados
trés ciclos de 10 estimulos com intervalo de 5 minutos entre ciclos para colheita de
sémen em tubo cbnico previamente aquecido em banho-maria (37°C). O tubo de
colheita de sémen foi trocado a cada ciclo de eletro estimulos, sendo mantido em
banho-maria (37°C) até o momento da avaliacio que era realizada
independentemente com a finalidade de avaliar se haveriam alteracbes dos
parametros seminais nos diferentes tempos de um mesmo procedimento de
eletroejaculacédo.

2.3. Tratamento hormonal

Cada animal foi submetido a cinco colheitas de sémen, sendo a primeira
colheita realizada para esvaziamento do trato reprodutor (PALMER et al., 2003) e nas
colheitas seguintes submetido a um tratamento diferente (Figura 07). Os tratamentos
foram administrados via intramuscular (IM) 10 minutos antes do inicio do estimulo de

eletroejaculacéo, sendo eles: 1) 0,5 ml de solucéo salina (Tratamento Controle), 2) 20
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Ul de ocitocina (Ocitocina Forte, UCBVet Saude Animal, Jaboticabal, SP, Brasil;

Tratamento Ocitocina), 3) 0,25 mg de cloprostenol (prostaglandina sintética, Ciosin®,

MSD Saude Animal, Sao Paulo, SP, Brasil; Tratamento Cloprostenol), 4) 20 Ul de

ocitocina + 0,25 mg de cloprostenol (Tratamento Associacdo). A sequéncia de

tratamentos seguindo o delineamento experimental de quadrado latino de forma que

a sequéncia de tratamentos nunca se repetiu para dois animais, eliminando assim, o

efeito da sequéncia dos tratamentos e do efeito individual.
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Figura 7. Esquema de colheita de sémen em veado-mateiro-do-sul (Mazama rufa) com a sequéncia
entre tratamentos distribuidos através de quadrado latino no qual os tratamentos nunca se repetem
entre os animais e colheitas.

2.4.Avaliacdo espermatica

O sémen foi avaliado quanto as caracteristicas fisicas e morfolégica conforme

sugere o0 Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (2013), sendo realizadas por um

Unico avaliador que ndo sabia qual o tratamento aplicado para eliminar o efeito
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avaliador (duplo cego). Cada ejaculado foi avaliado quanto ao volume (micropipeta
automdtica, pl), cor (esbranquicada, branca, marfim, amarela ou outra), aspecto
(cremoso, leito ou aquoso), pH (fita reagente Merck, Darmstadt, Alemanha),
turbilhonamento (movimento em massa dos espermatozoides, 0 a 5) utilizando sémen
fresco sem diluicdo. Devido a alta concentracdo de espermatozéides no ejaculado de
cervideos do género Mazama (1.100 — 3.995 x108 espermatozéides/ml para M.
americana, FAVORETTO; ZANETTI; DUARTE, 2012), o sémen recebeu uma diluicéo
inicial (1:2) de Tris-Gema (tamp&o Tris, glicerol, acido citrico, glicose, 4gua destilada
e gema de ovo) para entdo ser avaliado quanto ao vigor (intensidade de movimento
flagelar dos espermatozoides, 0 a 5), motilidade (proporcdo de espermatozoides
moéveis, %), além de ser avaliado quanto a integridade de acrossoma utilizando
coloracéo simples para acrossoma (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991), integridade de
membrana plasmatica utilizando corante supra vital (eosina-nigrosina).

A concentracdo espermatica foi realizada com uma aliquota de sémen fresco,
sem diluidor, fixado em formol salina (diluicdo 1:200) utilizando camara
hemocitométrica de Neubauer obtendo a concentracao por mililitro de ejaculado (sptz
x 10%ml) e em seguida a concentracdo de espermatozoides em cada ejaculado. Apds
obtencdo da concentracdo espermatica do ejaculado, foi realizada a correcdo de
guantidade de diluidor (TRIS-gema) necesséaria para o sémen ser envasado em

palhetas de 0,25ml com dose inseminante de 25 x 10 espermatozoides.

2.5.Analise dos dados
Os dados seminais foram apresentados e analisados por estatistica descritiva
(média e erro padréo) utilizando o software R (R Development Core Team, 2013). Para

verificar se ha diferenca entre os tratamentos, entre os ejaculados dentro de um
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mesmo tratamento e dos ejaculados entre os diferentes tratamentos, foi
primeiramente realizado teste de normalidade de residuos através do teste de
Shapiro-Wilk a 5% de significancia e teste de homogeneidade de variancia atraves do
teste de Bartlett a 5% de significancia. A partir dos resultados dos testes mencionados,
foram realizados teste F para dados paramétricos e Tukey para ndo paramétricos

também a 5% de significancia.

3. RESULTADOS

Os ejaculados foram obtidos em praticamente todas as tentativas de colheita,
sendo que quatro procedimentos de colheita de sémen (dois tratamentos controles,
um tratamento cloprostenol e um tratamento ocitocina) iniciaram a ejaculacao antes
do procedimento de eletroejaculacédo (T0), possivelmente devido ao relaxamento
provocado pelos anestésicos administrados.

Todas as amostras foram classificas com a cor branca e seu aspecto variando
de cremoso, leitoso a aquoso indicando uma maior ou menor proporgcao de plasma
seminal e células espermaticas na amostra. Os resultados da avaliacdo espermatica
obtidos sob o uso dos tratamentos hormonais sao apresentados nas Figuras 1 e 2.

Os tratamentos foram comparados as diferencas significativas foram
encontradas para pH (p=0,004), vigor (p=0,0002), motilidade (p=0,003), nimero de
células esperméticas no ejaculado (p=0,03) e porcentagem de células com membrana

plasmatica integra (p=0,006).
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Figura 1. Representacao grafica da avaliacdo espermética média de diferentes ejaculados de veado-
mateiro-do-sul (Mazama rufa) colhido por meio de eletroejaculagéo sob efeito de cloprostenol (PGF2a),
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ocitocina, associagdo de ocitocina e cloprostenol ou solugéo fisioldgica (tratamento controle) Sendo:
Letras mailsculas indicam diferengas entre os tratamentos quanto ao ejaculado como todo.
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Figura 2. Representacéo gréfica da avaliagdo seminal de diferentes ejaculados de veado-mateiro-do-
sul (Mazama rufa) colhido por meio de eletroejaculagéo sob efeito de cloprostenol (PGF2a), ocitocina,
associacdo de ocitocina e cloprostenol ou solucao fisioldgica (tratamento controle). Sendo: TO=
ejaculado obtido antes dos procedimento de eletroejaculacdo; C1= ejaculado obtido depois do primeiro
ciclo de eletroejaculagdo; C2= ejaculado obtido depois do segundo ciclo de eletroejaculacao; C3=
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ejaculado obtido depois do terceiro ciclo de eletroejaculagdo. Letras minlUsculas indicam diferencas
entre os tratamentos quanto ao ejaculado como todo ou individualmente e letras mailsculas indicam
diferencas entre os ejaculados dentro de um mesmo tratamento.

4. DISCUSSAO

Este foi o primeiro trabalho avaliando as c

aracteristicas da espécie veado-mateiro-do-sul (Mazama rufa) que foi
recentemente descrito (LUDUVERIO, 2018), espécie até entdo considerada na
sinonimia de veado-mateiro (Mazama americana).

Suas caracteristicas seminais quanto ao volume médio o volume médio total,
assim como as demais caracteristicas seminais estdo dentro do padrédo encontrado
para Mazama americana, espécie proxima filogeneticamente da espécie aqui
estudada (ROLA; ZANETTI; DUARTE, 2013).

A ocitocina e a prostaglandina s&o tradicionalmente conhecidas como
horménios envolvidos na reproducdo de fémeas, facilitando a contracdo uterina e a
ejecao de leite durante a lactacdo e mais recentemente estudos tém mostrado seu
papel enddcrino na reproducéo de machos, principalmente no processo de ejaculacao
(EL-BADRY; GABAR; SHAKER, 2013). Ainda ndo se conhece totalmente os
mecanismos de producdo e acdo da oxitocina no aparelho reprodutor masculino,
porém Filippi et al. (2002) demonstraram a presenca de receptores de ocitocina no
epididimo de humanos e ratos, sugerindo que este hormbnio possui como funcao
principal controlar algumas, se néo todas, as funcdes do epididimo. A ocitocina tera
entdo acdo na musculatura lisa do testiculo e do epididimo promovendo o transporte
e a maturacdo dos espermatozoides (FILIPPI et al.,, 2002; EL-BADRY; GABAR;
SHAKER, 2013).

AplicacBes de ambos os hormbnios podem promover o aumento do nimero de

células no ejaculado em equinos, bovinos, coelhos e pequenos ruminantes (PALMER
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et al., 2004, UNGERFELD et al., 2016). Para a espécie estudada este resultado foi
encontrado apenas no tratamento associacdo que foi diferente significativamente do
tratamento controle, porém semelhante ao tratamento ocitocina e cloprostenol.

Os protocolos que usaram prostaglandina foram os protocolos que tiveram as
maiores taxas de espermatozoides com lesdo de membrana plasmética
possivelmente pelo fato da prostaglandina exercer papel no controle seletivo da
membrana fosfolipidica do espermatozoide durante a capacitacdo espermatica,
processo importante na fecundacédo do oécito (VOGLMAYR, 1973, KELLY, 1981). A
utilizac&o de tal protocolo pode ter adiantando o processo de maturagao e capacitacao
espermatica deixando o0 espermatozoide susceptivel a lesdo de membrana
plasmatica.

N&o foi encontrada na literatura trabalhos em que a colheita de sémen foi
avaliada durante o procedimento de eletro ejaculacdo como realizado neste trabalho.
Oliveira et al. (2012), apds colheitas de sémen sucessivas de ovinos utilizando vagina
artificial, observaram que ha um declinio nos parametros indicadores de qualidade
seminal. Para este estudo, houve um decaimento significativo de turbilhonamento
(controle, tratamento ocitocina e tratamento associacdo), motilidade (tratamento
controle) e concentracdo espermatica (tratamento ocitocina), além do aumento da
lesdo acrossoma (tratamento ocitocina), sugerindo entdo que os primeiros ciclos de
eletroejaculacédo podem fornecer sémen com melhor qualidade de seus parametros.

A maioria dos estudos que administram esses hormbénios antes do
procedimento de colheita de sémen tentam mostrar que seu uso diminui o tempo e
estimulos necessarios para a ejaculacdo (PALMER et al., 2004, UNGERFELD et al.,

2016), mas este parametro ndo foi avaliado no presente estudo. Entretanto, os
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protocolos hormonais utilizados nesse estudo aumentaram o numero de células
esperméticas do ejaculado sem alterar o tempo de contencao quimica para conclusao
do procedimento, pois nao foi necessaria a aplicacao de se elevar a dose ou repetir a

aplicacédo de anestésicos.

5. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que ndo ha o aumento volume do ejaculado e
concentracdo de células espermaticas coletados por eletroejaculacdo associados a
protocolos hormonais de ocitocina e/ou cloprostenol. Também foi observado que os
primeiros ciclos de estimulos elétricos apresentam parametros indicadores de
gualidade seminal melhores, sugerindo que o procedimento de eletroejaculacdo pode
ser encerrado assim que houver a ejaculagdo sem comprometer o volume e
caracteristica seminal.

Assim, com base nos resultados apresentados, sugerimos que ndo seja
utilizado protocolo de cloprostenol associado ao protocolo de eletro ejaculacéo para a

espécie veado-mateiro-do-sul (Mazama rufa).
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