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Ando devagar porque ja tive pressa

Levo esse sorriso porque ja chorei demais
Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe
S6 levo a certeza de que muito pouco eu sei
Eu nada sei

Conhecer as manhas e as manhas
O sabor das massas e das magas
E preciso amor pra poder pulsar

E preciso paz pra poder sorrir

E preciso a chuva para florir

Penso que cumpri a vida seja simplesmente
compreender a marcha ir tocando em frente
Como um velho boiadeiro

levando a boiada eu vou tocando os dias
pela longa estrada eu vou, estrada eu sou

Conhecer as manhas e as manhas
O sabor das massas e das magas
E preciso amor pra poder pulsar

E preciso paz pra poder sorrir

E preciso a chuva para florir

Todo mundo ama um dia, todo mundo chora
Um dia a gente chega e no outro vai embora
Cada um de ndés compbe a sua histdria
Cada ser em si carrega o dom de ser capaz
E ser feliz

Conhecer as manhas e as manhés
O sabor das massas e das magas
E preciso amor pra poder pulsar

E preciso paz pra poder sorrir

E preciso a chuva para florir

Ando devagar porque ja tive pressa

Levo esse sorriso porque ja chorei demais
Cada um de ndés compbe a sua histdria
Cada ser em si carrega o dom de ser capaz
E ser feliz

Tocando em frente
Almir Sater e Renato Teixeira



Dedico as “minhas mocinhas”, que foram
as maiores colaboradoras desse trabalho e

deixarao muitas saudades...



Agradeco...

...A minha mae, Sandra, que com seu jeito sério e objetivo me ensinou dia apds dia o
significado do amor incondicional. Ela é e sempre sera meu exemplo de luta,

determinacdo, dedicacéo e vitoria.

...Ao meu pai, Pedro, pelo carisma diario que me faz seguir seus passos. E pelo

entusiasmo e carinho nas ajudas durante o experimento.

...A minha irma, Bertha, por me ajudar a entender o significado da familia e por termos

criado juntas uma relagcdo de amizade, carinho e confianga indissoluvel.
...Ao Thiago, pelo amor, paciéncia, cumplicidade e sonhos compartilhados.

...Ao meu orientador, Prof. Dr. José Mauricio Barbanti Duarte, que me conduziu pelos
belos caminhos da ciéncia, sendo sempre um exemplo de competéncia e genialidade.

Sua paixao pela pesquisa e pelo seu trabalho € contagiante.

...Aos Profs. Drs. Elisabeth Criscuolo Urbinati, Paulo Henrique Franceschini, Claudio
Alvarenga de Oliveira pelas sugestbes pertinentes, que ajudaram a tornar esse trabalho

melhor.

...A FAPESP, por ter me dado o suporte financeiro, e consequentemente o equilibrio
psicologico necessario, para o desenvolvimento desse estudo.

..A Chris, & Nhola, ao Beterraba e ao Turquinho, pela ajuda imprescindivel com o

manejo.

..A Ana Paula e Sr. Orlando, pela boa manutencdo da liofilizadora e “galhos

quebrados” para me ajudar a cumprir 0s prazos dos relatorios.

...Ao Prof. Dr. Antonio de Queiroz Neto e a Isabel, por disponibilizarem o laboratdrio de

Farmacologia para o desenvolvimento desse estudo.



...Ao Prof. Dr. Gener Tadeu Pereira e ao querido Léo, pela ajuda com a estatistica.

..As “minhas mocinhas”, Fifi Valéria, Belinha, Nani, Penélope e Sofy, que
revolucionaram a visdo que eu tinha sobre o mundo animal. Elas me ensinaram muito

sobre respeito, sensibilidade e confianga.

...Ao Victor e a Natalia, pela dedicacdo ao trabalho, confianca em mim e nas minhas
sugestées e por terem se tornado amigos queridos. Vocés me ensinaram muito e sao

meus orgulhos!

...Aos amigos do NUPECCE que marcaram minha vida pra sempre, em especial a velha
guarda: Eveline, Vanessa, André, Geléia, Gafa, Ricardo, Javier. Vocés sdo muito
queridos!

...As amigas especiais: Xaxa, Kstanha e Eveline, que me fortalecem e tornam a
caminhada mais leve e prazerosa. Vocés me ensinam muito sobre confianga, respeito,

lealdade... sobre a amizade.
...Ao Beto, a Lu e a Pietra, pela amizade e momentos de boa convivéncia.

...As meninas de casa, que amenizavam o peso do dia-a-dia e compartilharam bons e
maus momentos da minha vida, Nhola, Gema, Kstanha, Aline, Norréia, Toskera,
Pentelha, Tia R6 e Carla.

...A Natalina, pelo cuidado materno e boas conversas.

...Ao Drake, pelos passeios, pela euforia ao me ver, pelo carinho e pelos conselhos
silenciosos. Vou sentir sua falta “dengucho”!



SUMARIO

RESUMO ... e e e e 8
SUMMARY ettt e e e e b e e e st e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 9

CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

LI 2T 5101071 10
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 11
2.1. O cervo-do-pantanal: generalidades e problematica para a conservacgao........ 11
2.2. Biologia e fisiologia reprodutiva em Cervideos............cccevreiiimreeeeiiniiieeeeeeeees 14
2.2.1. CICIO ESIral. . it 14
P € =T = o= Lo J PRSP 17
P2 T oo T o Y- U s (o FO TSR 21
2.3. HOIMONIOS fECAIS. ... uuutieieiiiiiiieieee ettt ee e 22
8. REFERENCIAS ...ttt ettt 25

CAPITULO 2 — DETERMINAGAO DOS PERFIS DE ESTROGENO E PROGESTINAS
FECAIS DURANTE O CICLO ESTRAL, GESTACAO E PERIODO POS-PARTO EM
CERVOS-DO-PANTANAL (Blastocerus dichotomus) EM CATIVEIRO

RESUMO . ...ttt n et ettt n s s st s s s s nennen e e 39
1. INTRODUGAO. ... oottt ns e nan s e e naeane 40
2. MATERIAL E METODOS.......oe oottt enee e ee e en e e, 42
8. RESULTADOS......cee ettt ettt en s en st 48
4. DISCUSSAOD.......oeieeeeeeeeeee ettt ee et n st et n s e ee s annans 57
5. CONCLUSOES.......eeeeeeeeeeee ettt e en e 63
8. REFERENCIAS. ...ttt ee e e en e, 64

CAPITULO 3 — IMPLICAGOES...........co.oooeeeeeeeeeeeeeeeee et 73



DETERMINACAO DOS PERFIS DE ESTROGENOS E PROGESTINAS FECAIS
DURANTE O CICLO ESTRAL, GESTACAO E PERIODO POS-PARTO EM CERVOS-
DO-PANTANAL (Blastocerus dichotomus) EM CATIVEIRO

RESUMO - Atualmente, o conhecimento sobre a fisiologia e a biologia
reprodutiva de cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) € escasso e as lacunas
existentes aumentam a vulnerabilidade da espécie a extingdo. Neste contexto, os
objetivos deste trabalho foram: (1) caracterizar alguns parametros relacionados a
fisiologia reprodutiva de fémeas de cervos-do-pantanal e (2) fornecer métodos
adequados para o acesso as diferentes fases do ciclo reprodutivo. Para isso, seis
fémeas da espécie foram utilizadas para a caracterizagdo hormonal do ciclo estral, da
gestacdo e do periodo pés-parto. Amostras fecais foram colhidas diariamente para o
monitoramento do ciclo estral, duas vezes por semana durante a gestacao e em dias
alternados no periodo pés-parto. As dosagens das progestinas fecais foram feitas por
EIA. Foram monitorados 16 ciclos estrais completos, cuja duracdo meédia foi de
21,3£1,3 dias (6,4%1,2d fase inter-luteal e 14,8+1,3d fase luteal). As concentracdes
médias de progestinas fecais para as fases inter-luteal e luteal do ciclo estral foram
834+311ng g"' e 3979+1611ng g, respectivamente, e o valor limite entre elas foi de
1457ng g'. Quatro fémeas levaram a gestacdo a termo, determinando um periodo de
gestacdo médio de 25314 dias. Houve um aumento significativo (p<0,05) na
concentracdo de progestinas fecais a partir do quarto més de gestacédo, o que pbde
direcionar o diagndéstico presuntivo de gestacao na espécie. Assim, concentragdes de
progestinas fecais = 15250ng g™ foram indicativas de gestacdo. No periodo de 60 dias
pds-parto em que as fémeas foram monitoradas, 75% (3/4) delas apresentaram estro

e/ou retomaram a atividade ovariana.

Palavras-chave: Blastocerus dichotomus, cervo-do-pantanal, conservacgdo, ensaio

imunoenzimatico, horménios fecais, reprodugéo



DETERMINATION OF THE FECAL ESTROGENS AND PROGESTINS PROFILES
DURING THE ESTROUS CYCLE, PREGNANCY AND POST PARTURITION PERIOD
IN CAPTIVE MARSH DEER (Blastocerus dichotomus)

SUMMARY - The scarce knowledge about reproductive physiology and biology
in marsh deer (Blastocerus dichotomus) increases the vulnerability of this species to the
extinction. Thus, the aims of this study were: (1) to characterize some parameters
related to the reproductive physiology of females marsh deer and (2) to turn available
adequate tools for the assessment of the reproductive cycle’s phases. Six females and
one male were used to the hormonal characterization of the estrous cycle, pregnancy
and post parturition period. Fecal samples were collected daily during the estrous cycle,
twice a week during the pregnancy and in alternated days during the post parturition
period of monitoring and the amount of fecal progestins was evaluated by enzyme
immunoassay. The mean length of the estrous cycle was 21.3+1.3 days (6.4+1.2d inter-
luteal and 14.8+1.3d luteal phase) and the fecal progestins concentrations were
834+311ng g ' and 3979+1611ng g, respectively for the inter-luteal and luteal phase.
The limit value between these phases was 1457ng g"'. Four females became pregnant
and exposed a mean pregnancy period of 25314 days. There was a significant increase
(p<0,0001) in the fecal progestins excretion since the fourth month of pregnancy, that
could provide guidelines for the pregnancy diagnosis in the species. Thus, fecal
progestins concentrations = 15250ng g were indicative of pregnancy. Seventy five
percent (3/4) of the females exhibit estrous and/or restarted the ovarian function during

the post parturition period of monitoring.

Keywords: Blastocerus dichotomus, conservation, enzyme immunoassay, fecal

hormones, marsh deer, reproduction
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducao

O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus), por seu carisma e especificidade
pelas areas alagadas (PINDER, 1996; PIOVEZAN et al., 2001), desempenha além de
sua fungao intrinseca para a biodiversidade (como uma espécie), outro papel ecoldgico
relevante: o de espécie-bandeira, auxiliando na conservacao de espécies que se
inserem no mesmo habitat de varzea, mas que nao tém a mesma visibilidade.

Embora seja um animal diurno e de grande porte, poucas caracteristicas
referentes a sua biologia e fisiologia foram completamente elucidadas e, virtualmente,
nao ha dados na literatura sobre sua reproducdo (HAYSSEN et al., 1993; WEMMER,
1998). Sendo assim, para um entendimento mais amplo desta espécie, novos estudos
devem ser gerados. Essa necessidade intensifica-se principalmente devido as
modificacbes drasticas que sdo impostas aos seus ambientes naturais em
consequéncia da atividade humana. Tal atividade provoca a reducgéo e fragmentacao do
habitat e torna a espécie vulneravel a extincdo ou extinta em areas significativas
(PINDER e SEAL, 1995).

O risco de extincao pode ser amenizado pela geragdo de conhecimento sobre a
espécie, especialmente sobre sua fisiologia reprodutiva, uma vez que as caracteristicas
e as estratégias reprodutivas de cada espécie determinam como o material genético
dos individuos vai ser transmitido para as geracées futuras (WILDT e WEMMER, 1999).
Adicionalmente, a reproducao esta diretamente relacionada ao sucesso na manutencao
dos efetivos populacionais. Neste contexto, a possibilidade de preservacdo do
patriménio genético de populacdes e o facil acesso a este material para programas de
conservacao, podem assegurar a sobrevivéncia desta espécie no caso de ocorréncia
de catastrofes (WILDT et al., 1997; WILDT e WEMMER, 1999). Por outro lado, embora
a manipulagéo reprodutiva de animais selvagens seja um método para a conservagao

das espécies, o uso das biotécnicas reprodutivas (ex: inseminacao artificial,
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transferéncia de embrides, produgédo in vitro de embrides e clonagem) é altamente
dependente de conhecimentos basicos referentes a fisiologia reprodutiva e estes nem
sempre sdo extrapolaveis de uma espécie para outra (DUARTE e GARCIA, 1995).

O conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva auxilia no manejo reprodutivo dos
animais, no monitoramento de populagdes de vida livre, no que diz respeito a sua
saude reprodutiva e dinamica populacional (WASSER et al., 1995; BORJESSON et al.,
1996) e na conducgdo de decisbes de manejo que visem a producéo de estratégias de
conservacao adequadas (PICKARD et al., 2001). Sendo assim, os objetivos desse
capitulo foram: (1) tracar um histérico sobre a espécie Blastocerus dichotomus e (2)
com base no conhecimento existente para outras espécies, fornecer subsidios que
apdiem o desenvolvimento e a compreensao de estudos relacionados a reproducao em

cervos-do-pantanal.

2. Revisao de literatura

2.1. O cervo-do-pantanal: generalidades e problematica para a conservacao

O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) pertence a ordem Artiodactyla,
subordem Ruminantia, infra-ordem Pecora, superfamilia Cervoidea, familia Cervidae,
subfamilia Odocoileinae e tribo Odocoileini (ROSSI, 2000). E o maior cervideo
neotropical e individuos adultos desta espécie podem atingir até 1,3 m de altura e 150
kg. Sua pelagem é castanho-avermelhada, com as extremidades dos membros, a
cauda, o focinho e a regido periocular pretas e a parte inferior do térax, o abdémen, a
garganta e o interior das orelhas brancos (TOMAS, 1992; DUARTE, 1996; WEMMER,
1998; D’ALESSIO et al., 2001). A distribuicdo geografica original desta espécie era
ampla e proporcionada pela exuberante rede fluvial existente na América do Sul, que
favorecia a formacdo de varzeas, seu habitat preferencial (MAURO et al., 1995; TOMAS
et al., 1997; PIOVEZAN et al., 2001). Entretanto, ocorreu uma acentuada retracdo na
area de ocorréncia da espécie (PINDER e SEAL, 1995), o que a tornou vulneravel ao
processo de extincdo (IUCN, 2001). Atualmente, sua distribuicdo se restringe ao
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Pantanal brasileiro (Mato Grosso e Mato Grosso do Sul), a llha do Bananal, ao Rio
Araguaia (Mato Grosso e Tocantins), ao Rio Guaporé (Rondbnia) e a populagdes
isoladas no Rio Parana (Mato Grosso do Sul, Parana e Sao Paulo), no Paraguai (ao
longo dos rios Paraguai e Parana), na Bolivia (Nordeste) e na Argentina (esteros de
lberd) (TOMAS et al., 1997).

Multiplos fatores interagem para determinar a fragilidade do cervo-do-pantanal, e
os mais relevantes sdo decorrentes da perda e fragmentacao do habitat (TOMAS et al.,
1997; GONZALEZ, 1998); da aproximacdo com animais domésticos, favorecendo a
transmissdo de patégenos (TOMAS et al., 1997) e da forte pressdo de caca (TOMAS et
al., 1997; GONZALEZ, 1998; WEMMER, 1998; D’ALESSIO et al., 2001). Varios destes
fatores puderam ser identificados e contribuiram para praticamente extinguir varias sub-
populagbes de cervo-do-pantanal do Rio Parana apdés a construcdo da Usina
Hidroelétrica de Porto Primavera (DUARTE, 2001). Frente a esse impacto, foi
implantado, em 1998, um programa de conservacao do cervo-do-pantanal em cativeiro,
visando principalmente expandir os conhecimentos sobre esta espécie e a manutencao
da variabilidade genética desta populagdo (DUARTE, 2001; ZANETTI e DUARTE,
2008).

Como consequéncia direta da expressiva redugdo nos efetivos populacionais
ocorre a perda da variabilidade genética (devido a deriva genética, depressao
endogamica e consanguinidade) e, neste contexto, é provavel que problemas de
fertilidade surjam (KRZYWINSKY, 1987; DUARTE e GARCIA, 1997; PICKARD et al.,
2001). Como alternativa para tal problema, a utilizacdo de biotécnicas ligadas a
reproducao (i.e. inseminacao artificial, transferéncia de embrides, fertilizacdo in vitro,
colheita e criopreservagdo de sémen) pode contribuir diretamente para a conservagao
de espécies ameacadas por facilitar o manejo reprodutivo, promover acréscimo da
variabilidade genética (WILDT, 1989; BAINBRIDGE et al., 1999) e a manutencao de
populacdes estaveis em cativeiro e bancos atualizados de germoplasma (WILDT et al.,
1997; WILDT e WEMMER, 1999). O sucesso na aplicagdo destas biotécnicas, no
entanto, € dependente de conhecimentos bdsicos relacionados a biologia, como
ocorréncia de sazonalidade reprodutiva e caracterizacdo da atividade ovariana e da



13

gestacdo (DUARTE e GARCIA, 1995), parametros esses que podem ser monitorados
através de analises dos hormdnios esterdides reprodutivos (progesterona e estrégeno).
Adicionalmente, para populagcbes pequenas ou ameacgadas, as analises enddcrinas
podem auxiliar na identificacdo de problemas na concepg¢ao, perda embrionaria e
aborto, sendo assim, um importante instrumento para a avaliacdo do sucesso
reprodutivo, da dindmica populacional e da saude da populacdo (WASSER et al., 1995;
BORJESSON et al., 1996).

Algumas caracteristicas reprodutivas ja foram abordadas anteriormente nesta
espécie. Sabe-se que as fémeas sao poliéstricas, possuem ciclo estral de
aproximadamente 24 dias (DUARTE e GARCIA, 1997; SCHWARZENBERGER e
DREBEN, 1998), periodo de gestacdo de 9 meses (FRADRICH, 1995; TOMAS et al.,
1997) e produzem um unico filhote por gestagédo, que possui a pelagem semelhante a
dos animais adultos (JABBOUR, et al., 1997; TOMAS et al., 1997). Ha citacdo de estro
pbs-parto em B. dichotomus (FRADRICH, 1995) o que possibilita a ocorréncia de mais
de um nascimento no ano e demonstra que, para a espécie, ndo ha estacionalidade
reprodutiva nas condigbes de cativeiro. Estes resultados foram confirmados por
SCHWARZENBERGER e DREBEN (1998), que monitoraram a espécie ao longo de um
ano e observaram que as trés fémeas estudadas ciclaram por todo o periodo do estudo.

Segundo PINDER (1996), nas varzeas do Rio Paranda, os nascimentos iniciam-se
no periodo em que a cheia entra no estado de vazante e estendem-se até o comeco do
periodo seco, quando 0s animais concentram-se nos locais mais baixos e alagados da
planicie. No entanto, outros periodos foram descritos para o nascimento dos filhotes
(JABBOUR et al., 1997; TOMAS et al., 1997). Provavelmente, esta diferenca se deva ao
ambiente distinto em que cada estudo foi conduzido, uma vez que as estratégias
reprodutivas sdo adotadas para aumentar as chances de sucesso reprodutivo e sédo
geralmente moldadas pelas condigdes ambientais (BRONSON, 1989).

Comportamentos agonisticos entre machos do Pantanal Mato-grossense foram
descritos, o que sugere que algum nivel de disputa por territério ou por fémeas possa
existir (TOMAS et al., 1997). Os machos ndo competem por haréns, ao invés disso, eles

defendem seus territérios e investigam quanto ao estro, periodicamente, as fémeas que
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interpolam a area de moradia com a sua. Quando detecta fémea sexualmente
receptiva, o macho tenta defendé-la até a copula e procura outra fémea em seguida
(TOMAS et al., 1997).

2.2. Biologia e fisiologia reprodutiva em cervideos
2.2.1. Ciclo estral

O ciclo estral € central para a fungdo reprodutiva. Ele é caracterizado por
padroes repetidos de proliferacao, diferenciacéo e transformacao celulares que cercam
o desenvolvimento folicular e a ovulagao, assim como a formacao, funcao e regressao
do corpo luteo (CL) (BERISHA e SCHAMS, 2005). O controle do ciclo estral € feito por
complexas interagées entre os horménios do eixo hipotadlamo-hipéfise-gbnadas. O
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), sintetizado e secretado pelo hipotalamo,
estimula a adenohipéfise a produzir e liberar as gonadotrofinas, o horménio foliculo
estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH), que por sua vez atuam nas génadas,
nas quais estimulam modificagbes estruturais, secrecdo de hormdénios esterdides
reprodutivos e outros fatores locais de controle da atividade reprodutiva (BROWN et al.,
2004).

O desenvolvimento inicial do foliculo é independente da acgédo das
gonadotrofinas. Essa primeira etapa de crescimento € caracterizada por proliferacao
das células da granulosa e aparecimento de receptores para o FSH e LH na granulosa
e na teca, respectivamente, dos foliculos primordiais, que os tornam responsivos as
gonadotrofinas (foliculo pré-antral). Na segunda fase, também conhecida como fase de
recrutamento folicular, ocorre intensa proliferacado e diferenciacao celular, os foliculos
adquirem capacidade esteroidogénica e tornam-se dependentes do aporte
gonadotréfico. Essa segunda fase permite a passagem para o estagio de selecao
folicular, ao final do qual emerge um foliculo dominante destinado a ovulagéo. Este
foliculo secreta horménios como o estradiol e a inibina, que suprimem a secrecao de
FSH a niveis abaixo do requerido para ativar o desenvolvimento de novos foliculos e
suficiente para provocar atresia dos demais foliculos da mesma onda (HUNTER et al.,

1992). A ovulagédo do foliculo dominante, no entanto, ndo é garantida, e depende do
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foliculo destinado a ovulacao estar no grupo de foliculos saudaveis com mais de 2mm
de diametro no momento da lutedlise (McNATTY, 1982; FORTUNE, 1994) e, em até 10
horas, emergir como um foliculo estrogénico ativo (McNATTY, 1982). Para a secregao
de estradiol, deve haver um sinergismo entre as células da teca e da granulosa que,
sob acdo de LH e FSH, respectivamente, produzem andrégenos (principalmente
testosterona) e a enzima aromatase. Os andrégenos produzidos pelas células da teca
difundem-se no fluido folicular e sob acao da aromase séo convertidos em estradiol. Os
niveis aumentados de estradiol causam proliferacdo das células da granulosa e
modificacdes nos receptores de FSH destas células, que passam a ser sensiveis ao LH.
Além disso, o estradiol induz o pico de secrecdo de LH, e consequentemente a
ovulacao (DAVIDSON et al., 1999). Por outro lado, se o foliculo emergir como
dominante na presenca de um CL, a secrecdo de grande quantidade de progesterona
inibe os pulsos de GnRH e consequentemente o pico de LH, impedindo a ovulacdo. A
diminui¢do dos pulsos de GnRH, por sua vez, causa um aumento na secrec¢ao de FSH,
que € necessario para ativar um novo recrutamento folicular (CHABBERT-BUFFER et
al., 2000; McCORKELL et al., 2006). Neste caso, o foliculo dominante entra em atresia
e ocorre nova onda de crescimento folicular.

Em Cervus elaphus, o desenvolvimento folicular ocorre em ondas caracterizadas
por crescimento regular e sincrénico de um grupo de foliculos, que se inicia
imediatamente apds a ovulagdo (BERISHA e SCHAMS, 2005). Nesta espécie, o
desenvolvimento do foliculo antral é similar ao de outras espécies de ruminantes
monovulares, e pelo menos um foliculo grande (~8mm de didmentro) pode ser
observado em todos os estagios do ciclo estral (McLEOD et al, 2001).
Contraditoriamente, ASHER et al. (1997) reportaram que poucas fémeas tiveram
foliculos = 6 mm de didmentro antes de 3-4 dias apds a ovulagdo. O numero de ondas
de crescimento folicular por ciclo variou entre 2 e 4 e relacionou-se positivamente com a
duracdo do ciclo estral e inversamente com a magnitude da dominancia folicular
(diametro e duracéao do foliculo dominante) (BERISHA e SCHAMS, 2005). Este numero,
no entanto, parece ser influenciado por fatores genéticos, nutricionais, estresse térmico
e meio ambiente, em bovinos (FORTUNE, 1994).
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Apbs a ovulacgéao, o foliculo colapsado sofre luteinizagdao, que consiste em uma
série de mudancas morfolégicas e bioquimicas que ocorrem nas células da teca interna
e da granulosa, devido ao pico pré-ovulatério de LH. Uma das principais modificagdes
que ocorre nesta fase é a angiogénese, pois, para o desenvolvimento do CL é
necessario um aporte sanguineo adequado (BERISHA e SCHAMS, 2005). Entre os
dias 2 e 5 do ciclo estral, o aporte sanguineo aumenta gradualmente no CL em
formacao, em paralelo com o aumento do seu volume e da concentragdo plasmatica de
progesterona (ACOSTA et al.,, 2003). Em ruminantes, os horménios luteotréficos
primarios sdo o LH e o horménio do crescimento (GH). O LH estimula a secrecao de
progesterona pelas células luteais pequenas, enquanto que o GH age principalmente
nas células luteais grandes, que s&o responsaveis por aproximadamente 80% da
producédo total de progesterona pelo CL. Além da producdo de progesterona, o GH
estimula a secrecao de oxitocina pelo CL (NISWENDER et al., 1985; LIEBERMANN e
SCHAMS, 1994; KOELLE et al., 1998; NISWENDER et al., 2000).

A luteodlise ocorre ao final de cada ciclo nao-fértil devido a exposigéo prolongada
dos tecidos a agao da progesterona. Acredita-se que nas fases luteais inicial e média
do ciclo estral seu efeito seja antiluteolitico e na fase Iutea final a progesterona atue
restabelecendo a sensibilidade endometrial a oxitocina, favorecendo a lutedlise. A
oxitocina secretada pelo CL estimula o endométrio a secretar PGF,,, que por sua vez
estimula a secrecdo de oxictocina pelo CL, o que configura uma relagdo de retro-
alimentacao positiva entre o utero e o CL (BAINBRIDGE et al., 1996). PGF,, € uma
luteolisina primaria em Cervus elaphus (BAINBRIDGE et al., 1995), e 0 aumento na sua
secrecao pelo endométrio causa inicialmente a perda da capacidade esteroidogénica
do CL em até 12h (lutedlise funcional). Posteriormente, inicia-se a morte celular,
ocorrendo reabsorcdo e involucdo tecidual em poucos dias (lutedlise estrutural)
(BERISHA e SCHAMS, 2005).

A vida util do CL influencia a duragao do ciclo estral e 0 numero de ondas de
crescimento folicular que havera em cada ciclo. Essa deve ser suficientemente longa
para permitir ao embrido recém desenvolvido sintetizar e liberar fatores que mantenham

o CL e consequentemente a gestagdo e, a0 mesmo tempo, ser relativamente curta para



17

que o animal ndo fecundado possa retornar ao estado potencialmente fértil o mais
rapido possivel (DAVIDSON et al., 1999).

A taxa de fertilidade, o numero de filhotes nascidos por gestagdo (em espécies
que possuem ovulagbes multiplas) e a proporcao entre os sexos dos filhotes sao
caracteristicas reprodutivas comumente reportadas como ambiente-dependentes
(BRONSON, 1989). A hierarquia da fémea parece influenciar a freqiiéncia do sexo dos
filhotes em Cervus elaphus e Odocoileus virginianus (VERME e OZAGA, 1981;
CLUTTON-BROCK et al., 1984), sendo que fémeas dominantes produzem mais filhotes
machos e as subordinadas produzem mais fémeas. Esta estratégia aumenta as
chances da fémea dominante propagar sua genética em sistemas de acasalamento
poliginicos (nos quais um macho fecunda varias fémeas) e favorece a dispersédo do
material genético desta, caso ela consiga produzir um filhote macho com capacidade de
se tornar dominante. Neste contexto, foi descrito que o investimento materno € maior
quando o filhote € macho (CLUTTON-BROCK et al., 1981). Em termos bioldgicos,
pouco se sabe sobre como esta selecdo se da em C. elaphus. FLINT et al. (1997)
formularam a hip6tese de que alguma caracteristica que confira dimorfismo sexual ao
trofoblasto (ex: secrecao diferenciada de interferon) seja capaz de induzir respostas
uterinas, sob influéncia da progesterona, capazes de causar morte embrionaria
prematura do concepto, dependendo do seu sexo. VERME e OZAGA (1981) sugerem
que as fémeas dominantes de O. virginianus tém privilégios na hora da cépula, e que a
hora de fertilizagéo influencia o sexo do filhote. Segundo estes autores, as fémeas que
copularam mais tardiamente (49-95h depois do inicio do estro) apresentaram 81% de
filhotes machos, enquanto das que copularam em até 24h do inicio do estro, apenas
14% dos filhotes foram machos.

2.2.2. Gestacao

A duracdo da gestacdo possui uma ampla variacdo entre as espécies de
cervideos em conseqléncia da alta diversidade morfologica e fisiolégica que existe
entre elas. De acordo com McKEOWN et al. (1976), os padrdes reprodutivos em

mamiferos sao influenciados pela selegcdo natural, que determina qual estratégia
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reprodutiva cada espécie vai adotar. Estas estratégias podem ser influenciadas pelo
crescimento fetal, nimero de fetos produzidos, duracdo da gestacdo e maturidade do
filhote ao nascimento. Em geral, a duragdo da gestacéo é diretamente relacionada ao
tamanho corporal da fémea e a maturidade do filhote ao nascimento e inversamente
relacionada ao numero de filhotes produzidos por gestacédo. Estas relacées podem ser
observadas para os cervideos, nos quais gestagdes mais curtas geralmente ocorrem
em espécies menores (ex: M. gouazoubira- 7 meses; PEREIRA et al., 2006) e
gestacdes mais longas em espécies de maior tamanho corpéreo (ex: B. dichotomus- ~9
meses; FRADRICH, 1995). A espécie O. virginianus, apesar de seu grande porte,
apresenta gestacoes de 6,5 meses (VERME, 1969), que geralmente sdao gemelares.

A respeito da gestagdo propriamente dita, ela compreende o periodo entre a
fertiizacdo e o parto e sua manutengdo é dependente de processos altamente
controlados. Um dos mecanismos mais refinados envolvidos na gestacdo é o
reconhecimento materno, quando o feto sinaliza sua presenca para a mae através da
secrecdo do interferon-tau (IFN-t) produzido pelo trofoblasto, que desencadeia
respostas nos tecidos da fémea gestante. IFN-t suprime a liberagéo pulsatil de PGFy,
pelo endométrio, inibe a expressao de receptores de oxitocina endometriais € modula a
atividade dos receptores de estrogenos, que estdo relacionados a estimulacao da
sintese de receptores para oxitocina (DEMMERS et al., 2001; DRION et al., 2003). A
identificacdo de receptores para IFN-t no hipotalamo e hipofise e a capacidade deste
composto diminuir a liberagdo de oxitocina extra-ovariana podem sugerir 0
envolvimento do sistema nervoso central no reconhecimento materno da gestacao em
cervideos (BAINBRIDGE e JABBOUR, 1999).

BAINBRIDGE et al. (1996) mostraram que fémeas de Cervus elaphus retardaram
a lutedlise apds a administracdo de uma molécula analoga ao INF-t, o INF-a, durante o
ciclo estral. Para esta espécie, o INF-t € mais evidente no fluido uterino entre os dias 14
e 20 da gestacdo (DEMMERS et al., 1999), com maior liberacdo no dia 18, devido a
mudancgas que ocorrem no blastocisto, que passa da forma esférica para a alongada
(DEMMERS et al., 2000). Esta liberagao de INF-t, que ocorre no fim da fase luteal do



19

ciclo normal, previne a regressao do corpo luteo. A manutengao dos niveis elevados de
progesterona suprime o ciclo subseqliente e suporta a gestacao (DRION et al., 2003).

Durante a gestagéo, a placenta sintetiza progesterona na maioria das espécies
de cervideos, no entanto, a importancia desta secre¢do € variavel. Em espécies nas
quais o CL é o 6rgao mais importante de secrecao de progesterona, a concentracao
desse hormonio permanece relativamente constante e similar a observada para a fase
luteal do ciclo estral durante toda a gestagdo e a placenta tem um papel secretério
secundario. Nesse caso, hd uma correlagdo entre o nivel sérico de progesterona, o
namero de fetos produzidos e, consequentemente, o numero de CLs formados
(PLOTKA et al., 1977). Outras espécies que apresentam esse padrao de secrecao de
progesterona sao O. virginianus (PLOTKA et al., 1977), Rangifer tarandus tarandus
(FLOQOD et al., 2005) e pelo menos no inicio da gestacdo em Cervus elaphus (ASHER
et al., 1996).

A placenta, no entanto, assume uma importante funcdo secretéria em véarias
espécies de cervideos e esta fonte adicional de progesterona provoca um aumento
expressivo na concentracdo deste horménio geralmente a partir do segundo trimestre
de gestacdo. Esse aumento ocorre devido a presenca de células binucleares
caracteristicas na interface entre o feto e a méae. Estas células sdo produzidas
continuamente no trofoblasto, e migram para o epitélio materno onde se fusionam com
células de origem materna para formar massas sinciciais que subsequentemente sao
reabsorvidas pelas células do trofoblasto (FLOOD et al.,, 2005). Estas células sao
sabidamente esteroidogénicas em bovinos, ovinos e caprinos (REIMERS et al., 1985;
GOSS e WILLIAMS, 1988; WOODING et al., 1996).

A esteroidogénese é evidentemente mais rapida nos tecidos luteais do que na
placenta, portanto, no inicio da gestagdo, quando a massa placentaria € pequena, a
importancia desta fonte de sintese e secrecao de progesterona é limitada. A partir do
meio da gestacdo a massa placentéria torna-se muito maior do que a massa lutea.
Portanto, é provavel que nas fases intermediaria e final da gestagcdo a placenta seja
uma fonte fisiologicamente significante de sintese de esterdides (FLOOD et al., 2005).

Com o desenvolvimento embrionario e o estabelecimento da placenta, ocorre um
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aumento na concentracdo sanguinea de progesterona que se correlaciona
positivamente com o tamanho do concepto em Capreolus capreolus (SEMPERE et al.,
1989). Adicionalmente, foi relatado que o feto possui uma importancia significativa na
secrecao de esterdides reprodutivos em uma série de espécies. Esta secrecao esta
biologicamente relacionada ao desenvolvimento das glandulas mamarias e a inibicao
da lactacdo (MOLLETT et al., 1976) e seria uma estratégia de competicéo entre o feto e
o filhote lactente, com a qual o feto asseguraria quantidades maiores de energia sendo
direcionadas para o seu crescimento (FLOOD et al., 2005). Sendo assim, os niveis de
progestinas foram utilizados para varias espécies como um método indireto para
diagnéstico de gestagdo (Capreolus capreolus: SEMPERE, 1977; Cervus elaphus
nelsoni: WHITE et al., 1995; GARROT et al., 1998; Cervus elaphus nannodes: STOOPS
et al., 1999; Cervus eldi thamin: MONFORT et al., 1990; Dama dama: WILLARD et al.,
1998).

De forma distinta, os niveis séricos de estrdgenos foram baixos durante a maior
parte da gestacao em O. virginianus, Rangifer tarandus tarandus e Cervus eldi thamin,
e comegaram a aumentar seis semanas antes do parto, a medida que este se
aproximava (PLOTKA et al., 1977; MONFORT et al., 1990; ROPSTAD et al., 2005). O
aumento nos niveis de estrdgenos nao foi associado com o numero de fetos, mas pode
ser associado com o aumento dos corticéides, que determina o fim da gestacdo. Os
niveis de estrégeno diminuiram abruptamente ap6s o parto (PLOTKA et al., 1977).

Algumas variaveis podem influenciar o aparecimento de mudangas nas
caracteristicas da gestagédo. Para O. virginianus, uma restricdo nutricional significante
pode resultar no prolongamento da gestacdo e nascimento de filhotes com massa
corporal reduzida (VERME, 1965). Como a reducdo na massa corpérea dos filhotes ao
nascimento correlaciona-se com o aumento na mortalidade desses, a fémea deve
investir grande quantidade de energia para o desenvolvimento do feto, ainda que isso
resulte em perda de sua prépria condicdo corporal (GARCIA et al., 2006). Esta relagcédo
pode ser ressaltada pelo fato de que, em alces, mesmo quando as fémeas estao
expostas a condigdes extremamente criticas de dieta e com condi¢cao corporea muito

ruim ou proxima da morte, a ocorréncia de abortos é rara a partir do segundo trimestre
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da gestacao (COOK et al., 2002). Isso se deve ao alto custo energético do processo
reprodutivo, e a perda da gestacao a partir desse periodo, implica na mobilizacdo de
grande quantidade de energia, sem obter sucesso na reprodugdo. A espoliacdo
energética da fémea, no entanto, pode causar a interrupgdo da sua reprodugado e ser
uma estratégia adequada em termos de balanco energético, além de aumentar as
chances de sucesso reprodutivo depois do periodo de descanso (PLOTKA et al., 1977).
PUTMAN (1988) descreveu que para cervideos 0s nascimentos gemelares sdo mais
comuns em areas com densidade populacional baixa e grande disponibilidade de
alimentos, constituindo-se outra estratégia reprodutiva para a adaptacao de cervideos

as condicoes ambientais.

2.2.3. Pés-parto

Acredita-se que estro pés-parto ocorra na maioria dos cervideos neotropicais.
Este ja foi descrito para B. dichotomus (FRADRICH, 1995), Pudu puda (BLANVILLAIR
et al., 1997), Mazama americana (GARDNER, 1971), M. nana (GARDNER, 1971) e M.
gouazoubira (PEREIRA et al.,, 2006). Assim como para a maioria das espécies de
mamiferos, as estratégias reprodutivas em cervideos sado altamente moldadas pelas
condicbes ambientais (BRONSON, 1989). A abundancia de alimentos de forma
continua na natureza parece fornecer a energia necessaria para a mae e o filhote de
cervideos tropicais, uma vez que no fim da gestacéo e na lactagéo a fémea requer mais
energia devido ao rapido crescimento fetal e do filhote (ROBBINS, 1983). Neste
contexto, a ocorréncia de estro apds o parto pode ocorrer principalmente em espécies
que ocupam ambientes nos quais nao ha restricao suficiente na disponibilidade de
alimentos para limitar a atividade reprodutiva ao longo do ano (PINDER, 1992).

Quando o ambiente provém recursos alimenticios para a recuperagcao da
condigdo corporal, as fémeas geralmente concebem no estro pds-parto (BUNNELL,
1987). Entretanto, o ambiente hormonal depois do parto pode propiciar uma condi¢ao
favoravel para a expressdo do estro comportamental, mas o trato reprodutivo ainda ndo
estar preparado para sustentar uma nova gestacao (PEREIRA et al., 2006). Em Gazella

dama mohor, observou-se uma taxa de concepcao de apenas 30,8% no primeiro estro
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poés-parto (PICKARD et al.,, 2001). Esta baixa eficiéncia reprodutiva pode estar
relacionada a caracteristicas proprias do periodo pés-parto. Em ovinos, a secrecao de
progesterona ocorre de forma mais lenta do que o normal e é freqiente a observacao
do primeiro ciclo ovariano com curta duragdo no inicio do periodo pés-parto. Essas
alteracoes decorrem da influéncia luteolitica do utero em involucdo, que libera PGF», de
forma crescente e prolongada e da incompleta restauracdo na liberacdo de
gonadotrofinas, que provoca crescimento e maturacao folicular insuficientes e ovulagdo
de foliculos com reduzido numero de células na granulosa (SCHIRAR et al., 1989).

2.3. Horménios fecais

O monitoramento dos parametros reprodutivos e da fisiologia reprodutiva em
animais selvagens, especialmente de cervideos, é dificil. Parte das limitagées impostas
aos estudos desse grupo esta relacionada ao comportamento intratavel dos animais e a
alta susceptibilidade desses ao estresse. Nesse contexto, o uso de técnicas invasivas
para avaliacdo reprodutiva (ex: ultrassonografia e a colheita sistematica de amostras
sanguineas) € complexo em cervideos, por se tornarem potenciais fontes de estresse e
de causas de injurias aos animais. Os métodos ndo-invasivos de monitoramento dos
parametros enddcrino-reprodutivos sdo os de eleicdo para este grupo, pois dispensam
contengdo quimica ou fisica para colheita de amostras de sangue sucessivas, evitando
0s riscos intrinsecos desses procedimentos e situagdes de estresse (MONFORT, 2002;
SCHOENECKER et al.,, 2004). Nessas situacdes, ocorre a ativacdo da cortical da
adrenal com liberacédo de cortisol (STEPHENS et al., 1980), que atua mobilizando as
reservas de energia e adequando-as a necessidade fisioldogica que aumenta durante o
estresse, e de adreno-progesterona, que suprime o pico pré-ovulatério de LH
(MONFORT et al., 1990). Neste processo, os eventos reprodutivos podem ser
interrompidos, comprometendo a veracidade da informagdo enddcrina obtida (LASLEY
et al., 1989; MORROW e MONFORT, 1998; HAMASAKI et al., 2001).

Varias matrizes biolégicas podem ser utilizadas para monitorar eventos
endécrinos (ex: sangue, fezes, urina, saliva e suor), e cada uma delas apresenta

vantagens e desvantagens sobre as demais. As dosagens hormonais realizadas a partir



23

das fezes tornaram-se confiaveis apdés demonstracdo de correspondéncia entre a
concentracdo plasmatica dos hormobnios esterdides e a concentragcdo de seus
metabolitos nas fezes (MONFORT et al., 1993; SHAW et al., 1995; BERKLEY et al.,
1997; THOMPSON et al., 1998; CAPEZZUTO et al., 2008). Para melhor entendimento
desta correspondéncia, os mecanismos de metabolismo e excrecdo destes horménios
devem ser considerados. Os hormoénios esteréides sdo rapidamente secretados no
sangue apoés sua sintese (CHALLIS et al., 1973; GANJAM et al., 1975; THOMPSON et
al., 1998), mas levam de 12 a 18 horas para serem excretados nas fezes de ruminantes
(MORROW e MONFORT, 1998; THOMPSON et al., 1998). Esse periodo reflete o
tempo necessario para que sejam metabolizados pelo figado, excretados com a bile e
conduzidos pelos intestinos com o bolo fecal (TAYLOR, 1971; THOMPSON et al.,
1998). A velocidade do transito intestinal é o principal fator que determina este periodo,
e ela pode ser influenciada pela digestibilidade da dieta, quantidade de alimento
ingerido e por caracteristicas funcionais e estruturais do trato digestivo (STEVENS e
HUME, 1995; PALME et al., 1996; SCHWARZENBERGER et al., 1996; WASSER et al.,
2002).

A dosagem dos hormdnios esterdides e seus metabdlitos feita a partir das fezes
€ amplamente utilizada em espécies selvagens, embora nao seja possivel uma
caracterizacao muito precisa dos eventos reprodutivos através desta técnica (por nao
ser possivel investigar os hormdnios protéicos, LH e FSH, e por haver um intervalo
entre a secrecao do hormdnio e sua excrecao nas fezes). Esta matriz possibilita a
conducgao de estudos em ambientes naturais, de individuos ou de grupos, a colheita
das amostras pode ser feita do chao, nas condigdes mais adversas e sem riscos para
0os animais ou para o0 homem (HEISTERMANN et al., 1993; MONFORT et al., 1993;
HODGES, 1996; SCHWARZENBERGER et al., 1996). Outra vantagem € que os
metabdlitos distribuem-se uniformemente pelas fezes, como observado em alce
(THOMPSON et al., 1998), carneiro (PALME et al., 1996) e Oryx dammah (MORROW e
MONFORT, 1998) e, portanto, pequenas quantidades da amostra sdo necessarias para
gue uma acurada caracterizagao do estado enddcrino e fisiologico do animal seja feita.
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No entanto, a partir de 12 horas ap6s a defecacdo, pode haver variacdo na
concentragdao hormonal original devido a degradacao microbiana (GRAHAM, 2001).

Algumas das aplicagbes mais importantes relacionadas ao monitoramento dos
hormonios esterdides envolvidos no processo reprodutivo sdo: (1) acessar o inicio da
puberdade, através do inicio da atividade esteroidogénica das génadas; (2) geracéao de
dados espécie-especificos como ocorréncia de sazonalidade, duracao de ciclo estral,
estro, fase inter-luteal e fase luteal ndo-gestante; (3) previsdo de parto, identificacdo de
prenhez e caracterizacdo do periodo pods-parto; (4) identificagdo de causas de
inatividade ou hiperatividade reprodutiva, incluindo patologias como cistos foliculares e
retencdo do corpo luteo; (5) otimizacdo do tratamento exégeno com gonadotropinas,
usado em reproducdo assistida, com objetivo de avaliar a resposta ovariana; (6)
acessar os niveis fisiolégicos de estresse como método para avaliar e melhorar o
ambiente, manejo e o bem estar do animal visando potencializar a reprodugéo e (7)
fazer comparacdes entre espécies para estudos em conservacdo e evolucao de
mecanismos reprodutivos (BROWN e WILDT, 1997). Neste aspecto, varios estudos
foram realizados com ungulados visando o monitoramento enddcrino ndo-invasivo da
reproducao, através dos horménios esterdides fecais e seus metabdlitos (SHAW et al.,
1995; WHITE et al., 1995; BORJESSON et al., 1996; BLAINVILLAIN et al., 1997;
GARROTT et al., 1998; MORROW e MONFORT, 1998; THOMPSON et al., 1998;
KAPKE et al., 1999; STOOPS et al., 1999; PICKARD et al., 2001; OSTROWSKI et al.,
2005; PEREIRA et al., 2006; entre outros).

Assim, este estudo pretende contribuir para um entendimento mais amplo sobre
a espécie, cervo-do-pantanal, e fornecer dados consistentes relacionados a sua
reproducdo. Espera-se também que tais conhecimentos possam auxiliar no manejo
reprodutivo desta espécie e que, de alguma forma venham a favorecer sua

conservagao.
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CAPITULO 2 — DETERMINAGAO DOS PERFIS DE ESTROGENOS E PROGESTINAS
FECAIS DURANTE O CICLO ESTRAL, GESTACAO E PERIODO POS-PARTO EM
CERVOS-DO-PANTANAL (Blastocerus dichotomus) EM CATIVEIRO

RESUMO - Seis fémeas de cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) tiveram
o ciclo estral monitorado por 90 dias. O perfil hormonal obtido das amostras fecais
colhidas diariamente indicou que a duracao média do ciclo estral foi de 21,3+1,3 dias
(6,4d fase inter-luteal e 14,8d fase luteal; n=16 ciclos estrais). As concentracdes médias
de progestinas fecais para as fases inter-luteal e luteal do ciclo estral foram de
834+311ng g e 3979+1611ng g, respectivamente, e o valor limite entre elas foi
1457ng g'. Ndo houve diferencga significativa na concentracdo de estrégenos fecais ao
longo do ciclo estral, e os valores mais elevados da razado estrdgenos:progestinas
correlacionaram-se com o estro comportamental. As fémeas tiveram o estro
sincronizado com cloprostenol e foram fertilizadas por um macho intacto. Nesta espécie
0 corpo luteo mostrou-se pouco responsivo ao cloprostenol até o sexto dia do ciclo
estral, periodo anteriormente observado como referente a fase inter-luteal. Metade das
fémeas tornou-se gestante ap6s o tratamento com cloprostenol e outras duas fémeas
foram fertilizadas em ciclos estrais naturais. Das cinco fémeas que se tornaram
gestantes, quatro levaram a gestacao a termo em um periodo médio de 25314 dias.
Durante as 11 primeiras semanas de gestacédo as concentragdes de progestinas fecais
ficaram praticamente constantes, aumentando significativamente apds este periodo, o
que possibilitou que o diagnostico presuntivo de gestacao fosse possivel (>15250ng g
"). No periodo de 60 dias pés-parto em que os animais foram analisados, 75% (3/4)

deles apresentaram estro e retomaram a atividade ovariana.

Palavras-chave: Blastocerus dichotomus, cervo-do-pantanal, ciclo estral, gestacao,

hormonio fecal, pos-parto
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Introducao

O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) € o maior cervideo neotropical e
possui grande especificidade por ambientes umidos (DUARTE, 1996; PINDER, 1996;
TOMAS et al., 1997). Sua distribuicdo geogréfica original foi drasticamente reduzida
devido a expansao da atividade humana, sendo que aproximadamente 65% das areas
ocupadas pela espécie foram perdidas nas ultimas quatro décadas (WEBER e
GONZALEZ, 2003). Atualmente ela encontra-se ameacada de extincdo ou extinta em
algumas regides especificas e em um contexto geral é classificada como vulneravel
(WEMMER, 1998; IUCN, 2001).

Os conhecimentos relacionados a essa espécie sdo escassos, e as lacunas
existentes, principalmente no que se refere a sua reproducdo, tornam-na mais
susceptivel em casos de catastrofes ou de uma ameaca eminente, nas quais medidas
de conservagao mais intensivas devam ser adotadas. Em 1998 foi criado o programa
de conservagao desta espécie em cativeiro, visando manter um estoque genético apto
a ser utilizado para reintrodugdo. Seu sucesso depende de um manejo que garanta
fluxo genético entre as instituicbes envolvidas no programa e a maximizacao da
diversidade genética da populacdo (DUARTE, 2001; ZANETTI e DUARTE, 2008).
Sabe-se que em populacdes pequenas a perda de variabilidade genética ocorre
principalmente devido a deriva genética e endogamia, e que 0 uso de técnicas de
reproducao assistida pode potencializar a reprodugéo, garantir a formagéo de bancos
gendmicos atualizados e facilitar o manejo reprodutivo, evitando assim tais perdas
(WILDT et al., 1997; WILDT e WEMMER, 1999).

A utilizacdo de técnicas de reproducdo assistida, no entanto, depende do
entendimento de alguns aspectos referentes a biologia reprodutiva da espécie, tais
como o inicio da puberdade, sazonalidade reprodutiva, ciclicidade ovariana, funcao
luteal e gestacdo (DUARTE e GARCIA, 1995). O estabelecimento de métodos
eficientes para a manipulagdo do ciclo estral, como técnicas para sincronizagdo do
estro, sdo fundamentais para a realizagdo de inseminacao artificial e transferéncia de

embrides (PICKARD et al., 2001), que tém grande potencial para auxiliar os programas
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de conservacdo. No entanto, até o momento o conhecimento sobre a biologia
reprodutiva na espécie é escasso e nao ha descricao de manipulacdo do ciclo estral em
cervos-do-pantanal.

O estabelecimento de métodos confiaveis para acessar os eventos reprodutivos
de uma espécie permite ndo sé a avaliagcao do uso das biotécnicas reprodutivas, como
também o manejo e monitoramento reprodutivo de populagdes cativas e selvagens.
Esse monitoramento pode ser util para estudos ecoldgicos e principalmente, para
avaliacdo da saude reprodutiva de pequenas populagdes, por auxiliar na identificagao
de problemas na concepcao, perda embrionaria e aborto, sendo assim, um importante
instrumento para a analise do sucesso reprodutivo, da dinamica populacional e da
saude da populagéo, fatores esses que podem determinar a continuidade da espécie
em longo prazo (WASSER et al., 1995; BORJESSON et al., 1996).

Uma estratégia comumente adotada é a utilizacdo de espécies menos
ameacadas como modelo para tais estudos, no entanto, a extrapolacdo dos resultados
muitas vezes ndo € valida, principalmente no caso de cervideos, que apresentam
variagdes genéticas, morfoldgicas e biolégicas bastante marcantes para poderem se
adaptar aos diferentes habitats nos quais estdo distribuidos (ASHER et al., 1999).
Assim, a realizagdo de experimentos em espécies ameacadas muitas vezes se faz
necessaria para a producao de dados que efetivamente poderdo ser aplicados para a
conservacao dessas especies.

Parte do conhecimento relacionado a fisiologia reprodutiva da espécie pode ser
conseguido a partir da caracterizagao do perfil dos horménios esteréides reprodutivos,
gue € uma alternativa para o monitoramento das fases do ciclo reprodutivo. No entanto,
a utilizagcdo de métodos tradicionais, baseados em contencdo e colheita periddicas de
sangue para afericdo dos niveis desses horménios pode ser inadequada, devido a
grande resisténcia desses animais a manipulacao e sensibilidade ao estresse. Quando
submetidos a tais condigdes, pode ocorrer interrupcdao ou falha na reproducao,
prejuizos catabdlicos aos animais e aumento das chances de traumas e de
desenvolvimento de outras injurias (STEPHENS et al.,, 1980; LASLEY et al., 1989;
MONFORT et al., 1990; MORROW e MONFORT, 1998; HAMASAKI et al., 2001;



42

MONFORT, 2002; SCHOENECKER et al., 2004;). Dessa forma, a utilizacdo de
métodos nao-invasivos para o monitoramento da atividade reprodutiva em espécies
selvagens possibilita que estudos sejam desenvolvidos com tais espécies, através da
dosagem dos metabdlitos dos horménios esterdides, que sdo excretados nas fezes,
urina e saliva. As facilidades conferidas pela utilizacdo de fezes, tornam-na uma
alternativa pratica e segura. Sendo assim, os objetivos desse estudo foram (1) validar a
dosagem de hormdnios esterdides reprodutivos e seus metabdlitos fecais para o
monitoramento reprodutivo na espécie, (2) caracterizar alguns parametros relacionados
a fisiologia reprodutiva de fémeas de cervos-do-pantanal; (3) fornecer métodos
adequados para a diferenciacdo das fases do ciclo reprodutivo; (4) avaliar o efeito da
administragdo de cloprostenol (analogo sintético da prostaglandina F»q) nesta espécie,
buscando uma maior compreensédo sobre sua fisiologia e sobre a dindmica do corpo

[Uteo.

Material e métodos

Animais

Seis fémeas e um macho de cervo-do-pantanal fizeram parte do experimento
(Tabela 1). Todos os animais eram oriundos da populagdo afetada pela Usina
Hidrelétrica de Porto Primavera no Rio Parand, entre os Estados de S&o Paulo e Mato
Grosso do Sul. O grupo experimental foi mantido nas instalagbes do Nucleo de
Pesquisa e Conservacao de Cervideos (NUPECCE), na Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Jaboticabal — Sdo Paulo — Brasil. No inicio do estudo, as fémeas foram
isoladas do macho por seis meses e houve trés meses destinados ao condicionamento
dos animais ao manejo (que sera descrito a seguir), o que garantiu que nenhuma fémea
estivesse gestante durante o monitoramento do ciclo estral. A dieta e 0 manejo
alimentar foram padronizados, com o alimento oferecido na baia as 17:00 horas. Este
foi composto por aproximadamente 1 kg de concentrado (racdo eqiiina - Omolene® -
niveis de garantia: umidade [max.] - 13%; proteina bruta [min.] - 15%; extrato etéreo
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[min.] - 6%; matéria fibrosa [max.] - 10%; matéria mineral [méax.] - 10%; calcio [max.] -
1%; fésforo [min.] - 0,45% e energia disponivel [min.] - 3200kcal/kg), 2 kg de volumoso
(soja ou soja-perene) e agua ad libitum.

Tabela 1 - Dados dos animais que constituiram o grupo experimental.

ANIMAL IDADE (ANOS) PESO (Kg) PROCEDENCIA HISTORICO REPRODUTIVO COMPORTAMENTO

F36 8 (~03/1998) 74,9 NATUREZA® PLURIPARA REATIVA®
F105 8 (~05/1998) 81,2 NATUREZA PLURIPARA REATIVA
F261 6 (16/05/2000) 89,3 CATIVEIRO PLURIPARA REATIVA
F262° 5 (15/03/2001) 87,0 CATIVEIRO PLURIPARA POUCO REATIVA®
F269 3 (03/03/2003) 63,1 CATIVEIRO NULIPARA MUITO REATIVA®
F270 3 (15/10/2003) 62,5 CATIVEIRO NULIPARA POUCO REATIVA
M52 12 (~12/1995) ~110 NATUREZA - REATIVO

®Fémea lactante; bCapturados na bacia do Rio Parand; °Nao permitiam o toque (exceto quando em estro), mas toleravam bem o
manejo; “Permitiam o toque; ®N&o permitia o toque e tolerava o manejo com restricées.

Monitoramento do ciclo estral

Durante trés meses as fémeas foram submetidas a um manejo misto que
consistia em serem transferidas diariamente - entre 7:00 e 9:00 horas - das baias
individuais para o piquete, sendo pesadas antes da soltura. As baias individuais
mediam 4x4 metros e o piquete 30x50 metros, e nesse as fémeas permaneciam juntas.
A tarde - entre 17:00 e 18:00 horas - elas eram reconduzidas as baias, onde o alimento
era oferecido. Nestes dois periodos de manejo as fémeas eram observadas para
identificagdo de sintomas de estro. Estes se caracterizavam pela fémea permitir a
aproximacao (mesmo quando esta era reativa), apresentar reflexo de parada a pressao
exercida no dorso pelo examinador, secrecdo vulvar mucdide abundante (sem
observagdo de descargas vaginais) e hiperemia vulvar (Figura 1). A ingestdo do

alimento concentrado foi monitorada neste periodo.
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F36

Figura 1 - Aspecto da vulva durante o estro. Presenga de secre¢gdo mucoéide abundante e

hiperemia da mucosa vaginal.

Manipulacéao do ciclo estral e fertilizagdo das fémeas

Buscando um entendimento maior a respeito do ciclo estral na espécie, as
fémeas foram submetidas a dois tratamentos de sincronizacdo do ciclo estral (n=3
animais por tratamento) constituidos por duas aplicacbes de analogo sintético da
prostaglandina Faq, 0 cloprostenol sédico (2ml — 530ug IM — Ciosin® — Shering Plough
Coopers®), com intervalos varidveis. No primeiro tratamento, o intervalo entre as
aplicacoes foi de 12 dias e no segundo, a aplicacao foi feita com 6 dias de intervalo. As
fémeas foram examinadas quanto ao estro duas vezes ao dia (as 8:00 e as 17:00
horas), e o estro foi detectado por um macho intacto apds a segunda administracdo do
farmaco. Depois da cépula (Figura 2), a fémea continuou sendo posta em contato com
o0 macho no piquete até que deixasse de estar sexualmente receptiva. As fémeas que
nao apresentaram estro apdés o tratamento receberam uma dose adicional de
cloprostenol (2ml-530pug IM) aproximadamente 15 dias depois da primeira
administragdo, e 0 mesmo manejo realizado anteriormente foi adotado, com a deteccao
de estro e copula sendo realizadas pelo macho. O dia do ciclo estral em que cada
fémea se encontrava durante o tratamento foi considerado para a analise.

Apos o tratamento de sincronizagdo, as fémeas que retornaram ao estro foram
colocadas novamente com o macho intacto e tiveram pelo menos duas cépulas

observadas.
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Figura 2 - Cépula em cervos-do-pantanal subseqiente ao tratamento de sincronizagéo do estro
(F262).

Monitoramento da gestacéo e do periodo pos-parto

As fémeas foram mantidas no piquete durante a gestacédo, e no dia anterior a
colheita de fezes elas eram presas nas baias individuais para o controle da massa
corpérea, da ingestao alimentar (tanto do alimento concentrado quanto do volumoso) e
para facilitar a colheita das amostras fecais. Aproximadamente quinze dias antes do
parto as fémeas foram mantidas somente nas baias, para ter um controle maior sobre
os partos e facilitar o manejo dos filhotes.

Apbés o parto, as fémeas foram mantidas em baias individuais e foram

inspecionadas quanto ao estro duas vezes ao dia (8:00h e 18:00h).

Colheita e processamento das amostras fecais
As amostras fecais frescas foram colhidas diariamente pela manha - entre 8:00 e

10:00 horas - durante o monitoramento e manipulacdo do ciclo estral. Durante a
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gestacao, a freqiiéncia de colheita foi de duas amostras semanais (terca-feira e sexta-
feira), que se iniciaram imediatamente ap6s a cépula e estenderam-se até o parto. No
periodo pos-parto as amostras foram colhidas em dias alternados por 60 dias. Apds a
colheita, as amostras foram armazenadas em sacos plasticos, identificadas com nome,
namero do animal e data da colheita e congeladas a -20°C até as analises.

Para a extracdo dos metabdlitos (progestinas e estrdgenos) das amostras fecais,
utilizou-se o método descrito por GRAHAM et al. (2001). Sucintamente, a 0,5g da
amostra liofilizada e triturada foram adicionados 5 ml de metanol 80%. A mistura foi
agitada em vortex por 30 segundos, por 12 horas em homogeneizador horizontal e
novamente em vortex por 15 segundos. Ap6s centrifugacao a 1500rpm por 20 minutos,
o sobrenadante foi separado e constituiu o extrato final.

Dosagens hormonais

Os extratos fecais tiveram as concentracbes de progestinas e estrogenos
mensuradas por EIA, e as dosagens foram feitas no Laboratério de Farmacologia
Animal da FCAV/ UNESP Jaboticabal. Foram utilizados os anticorpos CL425 e R4972
(Quidel Corporation — San Diego — USA), respectivamente para progestinas e
estrogenos. A reatividade cruzada do anticorpo CL425 foi descrita por GRAHAM et al.
(2001) como: 4-pregnen-3,20-diona (progesterona) 100,0%; 4-pregnen-3oa-ol-20-ona
188,0%; 4-pregnen-3B-ol-20-ona 172,0%; 4-pregnen-11a-0l-3,20-diona 147,0%; 5o-
pregnan-3p-ol-20-ona 94,0%; 5a-pregnan-3a-ol-20-ona 64,0%; 5a-pregnan-3,20-diona
55,0%; 5B-pregnan-3p-ol-20-ona 12,5%; 5B-pregnan-3,20-diona 8,0%; 4-pregnen-11p-
ol-3,20-diona  2,7%; 5B-pregnan-3a-ol-20-ona  2,5%;  5B-pregnan-3o,20c-diol
(pregnanediol) <0,1%; outros metabdlitos <0,1%. A reatividade do anticorpo R4972 foi
descrita como sendo: estradiol-178 100%, estrona 3,3%; progesterona 0,8%;
testosterona 1,0%; androstenediona 1,0%; outros esterdides <1,0% (C. MUNRO,
comunicagcdo pessoal). Estes anticorpos foram escolhidos por apresentarem alta
reatividade cruzada com os metabdlitos excretados nas fezes de Blastocerus
dichotomus- 50- e 5B- pregnanes e estradiol-178 (POLEGATO e DUARTE, 2004).
Todos os extratos fecais foram diluidos em tampéao de diluicdo, na diluicao de 1:500
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(durante o ciclo estral e inicio da gestacao), 1:1500 (no meio da gestacao) ou 1:2500
(no fim da gestacao) para progestinas e 1:32 (durante o ciclo estral) para estradiol-173
e dosados em duplicata. A validacao das dosagens hormonais foi feita como descrito
por BROWN et al. (2004), (1) pela significativa recuperagdo dos horménios exdgenos
adicionados as amostras fecais devidamente diluidas (y=1,149x-2,2556/ R®=0,99 e
y=1,088x+1,6021/ R?=0,99 para progestinas e estrégenos, respectivamente), o que
determinou que nenhuma substancia presente na amostra diluida (extrato fecal e
tampao de diluicédo) interferiu na ligacdo do hormdénio com o anticorpo do ensaio; (2)
pela observacdo de uma disposicao paralela entre a curva-padrao e a formada pelo
pool de extratos fecais preparados por diluicdo seriada em tampao de diluicao
(R?=0,9914 e R?=0,9744 , respectivamente para progestinas e estrégenos fecais), o que
determinou que ambos os hormdnios, o da curva-padrdao e o da amostra, se ligaram de
forma similar ao anticorpo do ensaio e consequentemente, que os valores da curva-
padrdo puderam ser utilizados como referéncia para os das amostras fecais; e (3) pela
relevancia fisiolégica dos resultados obtidos quando as diferentes fases do ciclo
reprodutivo foram comparadas. Os coeficientes de variagao intra- e interensaio foram
avaliados para dois controles internos (um com alta e o outro com baixa concentragao
hormonal). Os coeficientes de variacdo intraensaio foram <10% para todos os
hormbnios e controles avaliados. Os coeficientes de variacdo interensaio foram de
10,1% (~35% de ligagédo e n=57 placas) e 12,1% (~75% de ligacdo e n=57 placas) para
0s progestinas e 7,4% (~20% de ligacao e n=29 placas) e 13,9% (~50% de ligacao e
n=29 placas) para os estrégenos. A sensibilidade do ensaio foi de 0,78ng g™ (93,7% de
ligacdo) e 1,95ng g' (89,5% de ligagdo) para progestinas e estrégenos,
respectivamente. As concentragées de progestinas e estrégenos estdo expressas em
nanograma por grama de fezes secas (ng g ' fezes).

Analise dos dados

Para a analise dos dados do ciclo estral, os trés menores valores de progestinas
de cada ciclo estral foram considerados basais e a partir deles calculou-se a média e o
desvio padrao (DP). Com base em modificacdes feitas a partir do modelo proposto por
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THOMPSON et al. (1998), valores acima do limite (média+2DP) foram considerados
indicativos de fase luteal e valores abaixo deste foram considerados indicativos de fase
inter-luteal. Para o calculo da duracdo do ciclo estral, o primeiro dia em que o nivel de
progestinas fecais atingiu valor indicativo de fase inter-luteal foi considerado o primeiro
dia do ciclo (D1).

Os dados estao apresentados como média + EPM. Comparacdes entre as fases
do ciclo estral (fase inter-luteal e luteal), os diferentes meses da gestagdo e o anestro
foram realizados através de analise de variancia de medidas repetidas, seguido pelo
teste Scott-Knott. As transformacbes sugeridas para as varidveis (concentracdo de
progestinas fecais, massa corpérea da fémea e ingestdo de alimentos) foram feitas
quando necessario. A correlacdo entre as variaveis foi feita utilizando-se o teste de
correlagédo de Pearson. Todas as analises foram feitas com o programa SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) e o nivel de significancia para todos os testes estatisticos
foi de 5% (p<0,05).

Resultados

Foram avaliados dezesseis ciclos estrais completos, cuja duracdo média, aferida
através dos dados comportamentais e dos perfis hormonais, foi de 21,3+1,3 dias
(variando entre 19-23 dias). A fase inter-luteal do ciclo teve duracdo média de 6,4+1,2
dias, enquanto a duracado da fase luteal foi de 14,8+1,3 dias (Figura 3). Nesta média
estdo inclusos dados de todas as fémeas, com excecado da F269 que permaneceu em
anestro a partir do 12° dia de monitoramento. N&o foram observadas diferengas
significativas (p>0,05) na duragdo do ciclo estral entre as fémeas e nem entre diferentes
ciclos da mesma fémea. Duas das fémeas estudadas (F105 e F270) exibiram estro
comportamental regularmente e outras trés (F36, F261 e F262) de forma esporadica, e
em todos os casos, o comportamento reprodutivo foi correlacionado com as dosagens
hormonais (Figura 4). Dos 20 estros observados pelo perfil dos progestinas fecais, 14
foram também detectados através do comportamento (70%). A eficiéncia de deteccao
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do estro comportamental aumentou nos periodos finais do monitoramento,
concomitantemente com o0 aumento no numero de dias em que os animais foram

manejados. A duracao do estro comportamental variou de 1-2 dias (n=14 estros).
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Figura 3 — Concentragéo de progestinas fecais (média + EPM; n=16) durante o ciclo estral em

cinco fémeas de cervo-do-pantanal.

A massa corpérea das fémeas e a ingestdo alimentar ndo se alteraram
significativamente ao longo do ciclo estral (p>0,05). No entanto, estas duas variaveis
correlacionaram-se positivamente (r=0,37; p<0,001).

Através do perfil individual das progestinas fecais, foi possivel determinar que as
concentragcdes médias observadas para as fases inter-luteal e luteal do ciclo estral
foram 8344311 ng g" (393-1431 ng g') e 3979+1611 ng g' (1498-11364 ng g),
respectivamente. Com base nos critérios anteriormente definidos, a concentragcdo de
1457 ng g constituiu-se o valor limite entre estas duas fases. As concentracdes fecais
de estradiol-178 (E») nao diferiram ao longo do ciclo estral (p>0,05), no entanto, a razédo
entre as concentragbes deste horménio (Ez) e as de progestinas (P) — Eo/P — diferiu
(p<0,05). Houve uma correlagdo negativa entre a concentragdo de progestinas e a
razao E./P (r=-0,39; p<0,001). Os maiores valores observados para a razdo E2/P
coincidiram com o comportamento de estro ou ocorreram um dia depois do estro

comportamental (Figura 4).
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(--) Progestinas fecais (na a™)
(--) Razao estrogenos:progestinas fecais (E»:P)
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Figura 4 — Monitoramento do ciclo estral através da mensuracdo das progestinas (--) e da

razdo estrégenos:progestinas fecais (--) em seis fémeas Blastocerus dichotomus. As setas
indicam os dias de deteccdo do estro comportamental.
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Cloprostenol sédico se mostrou adequado para promover lutedlise em fémeas
ciclicas de cervo-do-pantanal (Figura 5). Quando utilizado até o 6° dia do ciclo estral o
farmaco ndo desencadeou resposta luteolitica efetiva. Todas as fémeas que
responderam ao farmaco exibiram estro comportamental, que teve inicio em média 58
horas apds sua administracdo (variacdo de 42-64 horas). A F269, que estava em

anestro, nao respondeu ao tratamento.
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Figura 5 — Sincronizacao do estro em cervos-do-pantanal com cloprostenol (setas brancas; dia
do ciclo estral em que cada fémea se encontrava no momento da administracdo do farmaco) e
dias de deteccdo do estro comportamental (setas cinzas; tempo, em horas, entre a
administragao do farmaco e a detecgao do estro comportamental).

Trés fémeas tornaram-se gestantes apos o tratamento com cloprostenol (F105,
F262 e F270) e outras duas foram fertilizadas em estros naturais (F36 e F261). De
acordo com os dados enddcrinos, constatou-se que a F105 foi fertilizada (apds a cépula
houve o prolongamento da atividade luteinica por aproximadamente 60 dias, o que nao
ocorreu anteriormente- durante o monitoramento do ciclo estral n&do houve nenhum
caso de persisténcia de CL), mas abortou ainda no inicio da gestacédo (Figura 6). Das
quatro fémeas que levaram a gestacdo a termo, duas adoeceram no seu terco final
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(F261 e F270), o que causou um aumento de aproximadamente uma semana no

periodo gestacional (Tabela 2). A duracao média da gestacao foi de 2534 dias.

CQJ;IDC}EPQAO ABORTO CONCEPCAO ABORTO

(ng g™
:
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Dias pés-concepcao

Figura 6 — Provaveis gestacdes e abortos sofridos pela F105. As setas indicam os dias de estro

comportamental.

Tabela 2 — Caracteristicas referentes a fertilizacdo, a gestagéo e aos filhotes de fémeas de
cervo-do-pantanal.

Fertilizacao Gestacao Filhote
Animal Estro Estro Duracao Sexo Massa
manipulado natural (dias) corporea (Kg)
F36 N S 249 F 4,1
F105 S - Aborto - -
F261* N S 257 M 4,5
F262 S - 250 F 4,9
F269 N - - - -
F270* S - 257 M 2,4

* Animais que adoeceram no tergo final da gestagao
S=ocorréncia do evento; N=auséncia do evento; F=fémea e M=macho.

Pela caracterizagdo enddcrina da gestagdo foi possivel observar que as
concentragcdes de progestinas fecais permaneceram compativeis com valores
referentes a fase luteal do ciclo estral aproximadamente até a 112 semana de gestacao

e depois comegaram a aumentar progressivamente (Figura 7). No 4° més de gestacéo
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a concentracao de progestinas praticamente dobrou com relacdo aos meses anteriores
e no 8% més chegou a um maximo, sendo em média seis vezes superior ao observado

para as suas fases iniciais.

CONCEPCAO PARTO
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Figura 7 — Concentragdo de progestinas fecais (média + EPM; n=4 fémeas) antes da
concepcao, durante a gestacao e apds o parto em cervos-do-pantanal.

Os dois animais que adoeceram foram excluidos da andlise da ingestao de
alimento e dos dois ultimos meses da evolu¢do da massa corporea. Este procedimento
foi adotado porque os animais apresentaram anorexia ou hiporexia por um periodo
prolongado, além de uma acentuada diminuicdo na massa corpérea em consequéncia
da doenca. Com relagédo a ingestao de alimentos, ndo houve diferenca entre fémeas
gestantes e ndo gestantes. No entanto, a ingestdo de volumoso tendeu a diminuir
conforme a gestacdo se estendeu. Houve uma correlagdo negativa entre a massa
corpérea das fémeas e a ingestao de alimento volumoso (r=-0,56; p<0,0001) (Figura 8).
A porcentagem de acréscimo na massa corporal das fémeas diferiu entre os meses de
gestacdo (p<0,05) e correlacionou-se fortemente (r=0,81, p<0,0001) com a
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concentracdo de progestinas fecais durante a gestacéao (Figura 9). Essa variavel péde
ser utilizada como um “marcador” fenotipico de gestacao, e aumentos maiores do que
8,6% na massa corpdrea da fémea, quando comparados ao seu estado anterior ndo

gestante, foram indicativos de gestacao, e ocorreram a partir do 5° més de gestacgéo.

e coneanTRADO
o VOLUMCSO A + 82,00

2,00 + -+ 80,00
+ 78,00
1,80 + + 76,00

+ 74,00

-+ 70,00

0,50 + -+ 68,00

Ingestao de alimentos (Kg)
Massa corporea (Kg)

0,00 - f f 64,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Meses de monitoramento
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?
8
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
Meses de monitoramento

Figura 8 — Comparacéao entre fémeas nao gestantes (A) e gestantes (B) de cervo-do-pantanal
no que diz respeito a média da ingestdo de alimentos e da massa corpoérea. Correlagao
negativa entre a massa corpérea da fémea e a ingestdo de alimento volumoso ao longo da
gestagao (r=-0,56; p<0,0001).
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Figura 9 — Correlagédo entre a porcentagem de acréscimo na massa corpérea (média £+ EPM) e
a concentracdo de progestinas fecais (média) durante a gestacdo em fémeas de cervo-do-
pantanal (r=0,81; p<0,0001).

Pequenos fragmentos placentarios foram encontrados na baia de apenas um
animal apds o parto, o que sugere que placentofagia seja um comportamento padrao
para esta espécie. Os niveis fecais de progestinas comegaram a diminuir no final da
gestacao (variando de uma semana a um més antes do parto) e atingiram niveis basais
somente depois do parto (4-8 dias). No periodo de anadlise depois do parto, trés dos
quatro animais estudados voltaram a apresentar um padrédo ciclico na excrecao de
progestinas fecais 0 que demonstra a retomada da atividade ovariana e confirma a
existéncia de estro poés-parto para a espécie (F262 e F270 - Figura 10). Uma
caracteristica comum destes animais foi a observacdo de um ciclo mais curto e com
menor concentracdo de progestinas fecais antecedendo ciclos normais. As principais
caracteristicas dos periodos peri-parto e pos-parto foram altamente influenciadas pelo
fator individuo para todas as variaveis analisadas (retorno dos progestinas fecais aos

niveis basais e tempo para retomada da atividade reprodutiva).
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Figura 10 — Perfil de excrecao dos progestinas fecais no periodo pés-parto em quatro fémeas
de cervo-do-pantanal. As setas indicam estro comportamental.

Houve diferenca significativa (p<0,0001) na concentracdo de progestinas fecais
entre as fases do ciclo reprodutivo (Figura 11). Com base nestes dados foi possivel
diferenciar animais gestantes de nao gestantes a partir 4° més de gestacéo, no entanto,
foi impossivel diferenciar animais em fase inter-luteal do ciclo estral e em anestro e
animais na fase luteal do ciclo e no 12, 2° e 3° meses de gestacdo. Assim, o diagndstico
de gestacao feito a partir das dosagens hormonais pode ser direcionado a partir do 4°
més de gestacao para esta espécie. A concentracdo de progestinas fecais = 15250 ng

g foi indicativa de gestagao.
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Figura 11 — Concentragéo de progestinas fecais (média + EPM) nas diferentes fases do ciclo
reprodutivo de cervos-do-pantanal. Letras distintas indicam diferenca estatistica pelo teste de
Scott-Knott (p<0,0001).

Discussao

O uso de analises hormonais realizadas a partir das fezes mostrou-se uma
alternativa eficiente para o monitoramento dos eventos reprodutivos em cervos-do-
pantanal. Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que esta técnica tem
potencial para esclarecer o status reprodutivo na espécie, por possibilitar a
caracterizacao e diferenciacao das fases do ciclo reprodutivo. Devido ao seu carater
nao-invasivo, pode ser aplicada tanto para o monitoramento de outras populacbes
cativas, quanto para o de populagcées que estejam inseridas em ambientes naturais,
mesmo se tratando de uma espécie bastante sensivel ao estresse.

A duragao meédia do ciclo estral obtida neste estudo em cervos-do-pantanal, de
21,3 dias (19-25 dias), mostrou-se ligeiramente inferior a observada anteriormente para
a espécie (24 dias — DUARTE e GARCIA, 1997; SCHWARZENBERGER e DREBEN,
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1998), e prdéxima a de outras espécies de cervideos com tamanho corpéreo similar (17-
21 dias em Axix axix- CHAPPLE et al., 1993; 13-22 dias em Cervus unicolor e 15-24
dias em Cervus elaphus — ASHER et al., 1997; 14-23 dias em Cervus eldi thamin —
MONFORT et al., 1990; 17-21 dias em Cervus nippon taiouanus — LIU et al., 2002). Nao
houve diferenga na duragéo do ciclo estral entre ciclos de uma mesma fémea ou entre
fémeas de cervo-do-pantanal. Sabe-se que alguns fatores ambientais e sociais podem
influenciar o comportamento e a fisiologia reprodutiva em ungulados, e um dos fatores
mais importantes é a presenca do macho. Esse fator p6de tornar a fémea capaz de
ajustar a duracédo de seu ciclo estral para dominar a atencdo do macho e demonstrar
sua dominancia sobre outras fémeas do grupo (MORROW et al., 1999; THOMPSON,
1995). Adicionalmente, a presenca direta ou indireta do macho foi capaz de adiantar o
pico pré-ovulatério de LH em Cervus eldi thamin, o0 que sugere que uma maior
concentracao de estros no grupo possa melhorar 0 desempenho reprodutivo dos
machos, aumentar a probabilidade de prenhéz e reduzir a energia e o tempo gastos
esperando a fémea estar receptiva (HOSACK et al., 1999). Portanto, o fato das fémeas
deste experimento terem sido mantidas isoladas dos machos, pode ter influenciado na
exibicao de ciclos estrais com duracgao relativamente constante.

A diferenca entre as fases luteal e inter-luteal do ciclo estral foi evidenciada pelo
monitoramento das progestinas fecais, no entanto, os resultados desse estudo sugerem
que o momento da ovulagdo sé pdde ser indicado indiretamente com a obtencdo dos
niveis de estrégenos fecais. Nao foram observadas diferencas na concentracéo de
estrégenos fecais entre as fases do ciclo estral, mas a razdo estrégenos:progestinas
fecais pareceu ser importante para a determinacdo do comportamento de estro. Existe
a indicagdo de que os estrogenos podem induzir fémeas adultas a expressar 0s
comportamentos de estro ou maternal, e que a progesterona acentua o papel do
estrbgeno no comportamento sexual (KEVERNE et al., 1983). Assim, a razdo
estrégenos:progestinas pareceu ser mais efetiva do que a analise isolada dos
hormbnios esterdides para prever ovulagcao, como sugerido anteriormente em Gazella
dama mhorr (PICKARD et al., 2001) e descrito em humanos (LENTON et al., 1989).

Nesse aspecto, a aquisicAo de dados comportamentais, que se correlacionaram
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fortemente com o perfil hormonal, assegurou a acuracia do monitoramento feito através
dos horménios esterdides reprodutivos e de seus metabdlitos nas fezes e deu suporte
aos dados enddcrinos obtidos.

A fase inter-luteal do ciclo estral também esta relacionada a um periodo de
refratariedade do CL, que foi evidenciado pela resposta fisiologica da fémea a
administracédo de cloprostenol. O cloprostenol foi adequado para promover lutedlise em
cervos-do-pantanal, sendo, portanto, um importante composto para ser utilizado na
manipulagéo do ciclo estral dessa espécie. No entanto, esse farmaco tem sua agéo
diretamente relacionada a presenca de um CL funcional (ASHER et al., 1993; WHITLEY
e JACKSON, 2004). Assim, o cloprostenol nao foi capaz de promover a lutedlise em
cervo-do-pantanal quando o tratamento foi feito em animais que estavam em anestro,
como foi observado para a fémea F269, ou quando a administracao foi feita até o 6° dia
do ciclo estral, periodo no qual o CL esta ausente ou hipofuncional. Este resultado é
similar ao observado para Cervus elaphus, que se mostraram pouco sensiveis a agcao
da PGF,, até o 6° dia do ciclo estral (ASHER et al., 1995) e contrastam com o
observado para ovinos, nos quais a lutedlise consegue ser induzida a partir do 3° dia do
ciclo estral (RUBIANES et al., 2003). Esse periodo de refratariedade do CL coincide
com a fase inter-luteal do ciclo estral (que tem duracdo média de 6,4 dias na espécie),
na qual o CL, ainda em formacgao, secreta pequena quantidade de progesterona e é
formado basicamente por células luteais pequenas, que s&o pouco responsivas a
PGF., (BERISHA e SCHAMS, 2005).

Os animais apresentaram estro comportamental em média 58 horas apds o
término do tratamento de sincronizacdo. Todos os animais que responderam ao
cloprostenol (exibindo estro comportamental) tiveram ovulagcdo e formacgao de corpo
luteo, monitorados pelos niveis de progestinas fecais. A possibilidade de monitoramento
hormonal durante a manipulagao do ciclo estral garante um melhor entendimento dos
processos fisioldgicos ocorridos e evita duvidas na interpretagcdo dos dados. Embora
estes resultados sejam preliminares e haja a necessidade de mais estudos para a
determinacao dos efeitos e alteragbes mais detalhadas que este farmaco pode produzir
no ciclo estral, eles ja demonstram a aplicabilidade do cloprostenol para a manipulacao
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do ciclo estral em cervos-do-pantanal. O tempo para inicio do estro comportamental
variou entre 42 e 64 horas e esta variacao esta relacionada ao estagio folicular presente
no momento da inducdo da lutedlise (RUBIANES et al.,, 2000; BARROS e ERENO,
2004). Se um foliculo dominante estiver se desenvolvendo no momento da indugéo da
lutedlise, o estro e a ovulagdo ocorrem em um curto periodo de tempo, ao contrario do
que acontece se o foliculo dominante estiver regredindo nesse momento, o que obriga
a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular e a selegéo de outro foliculo
dominante, prolongando o inicio do estro (MENCHALA et al., 2004). Este periodo foi
similar ao descrito anteriormente para outras espécies de cervideos como Mazama
gouazoubira (40-69 horas, ZANETTI e DUARTE, 2006) e Dama dama (42-64 horas,
JABBOUR et al., 1993).

Apdbs a sincronizagdo com cloprostenol, a taxa de prenhéz foi de 50% (3/6), e
embora tenha sido baixa, foi superior a observada para Orix dammah e Dama dama
quando utilizado um tratamento similar, seguido por inseminagao artificial (37,5% -
MORROW et al., 2000; 40,7% - JABBOUR et al., 1993). Nesse caso, no entanto, a
diferenca na metodologia empregada pode ter influenciado a disparidade nos
resultados encontrada entre os estudos. O periodo médio de gestacao de 253 dias
observado para a espécie foi inferior ao descrito anteriormente (271 dias; FRADRICH,
1985) e é compativel com o de outras espécies uniparas de cervideos de tamanho
corporeo similar (Cervus elaphus: ASHER et al., 2005; Cervus elaphus nannodes:
STOOPS et al., 1999; Cervus eldi thamin: MONFORT et al., 1990; Cervus nippon:
HAMASAKI et al., 2001; Dama dama: WILLARD et al.,, 1998; Rangifer tarandus
tarandus: ROPSTAD et al., 2005). Esse periodo, no entanto, pode se prolongar caso a
fémea sofra uma restricdo alimentar severa e em alguns casos pode levar ao
nascimento de filhotes com massa corpérea abaixo do normal (VERME, 1965). Devido
a correlacdo que existe entre a mortalidade do filhote e sua massa corpérea ao
nascimento, as fémeas podem espoliar significativamente suas reservas energéticas
para tentar assegurar que o filhote nasgca com uma massa corpdérea adequada
(GARCIA et al., 2006). Essa maleabilidade na resposta fisiolégica pdde ser observada
para as duas fémeas que adoeceram no terco final da gestacdo (F261 e F270), e que
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tiveram a gestacao estendida de forma compensatéria. A F270 mesmo tendo a massa
corpérea gravemente reduzida e prolongando o periodo de gestacdo, produziu um
filhote pequeno (2,4 Kg), que morreu um dia depois do nascimento.

Embora tenha havido algumas modificagbes nas caracteristicas da gestacao
para as duas fémeas que adoeceram, o padrdao de excrecao de progestinas fecais foi
similar para todos os animais do estudo. Com base nos dados hormonais, o diagndstico
presuntivo de gestacdo em Blastocerus dichotomus pode ser direcionado a partir do
segundo trimestre de gestacdo. Esses resultados sdo similares aos observados para
outras espécies de cervideos (Capreolus capreolus: SEMPERE, 1977; Cervus elaphus
nelsoni: WHITE et al., 1995; GARROT et al., 1998; Cervus elaphus nannodes: STOOPS
et al., 1999; Cervus eldi thamin: MONFORT et al., 1990; Dama dama: WILLARD et al.,
1998) e se devem ao fato de que durante a gestacéo, a placenta sintetiza progesterona
na maioria das espécies de cervideos. Em Rangifer tarandus tarandus, células
binucleares caracteristicas foram encontradas na interface entre o feto e a mae
(FLOQOD et al., 2005) e sabe-se que essas células sao esteroidogénicas em bovinos,
ovinos e caprinos (REIMERS et al., 1985; GOSS e WILLIAMS, 1988; WOODING et al.,
1996). A esteroidogénese é evidentemente mais rapida nos tecidos luteais do que na
placenta, portanto, no inicio da gestacdo, quando a massa placentaria € pequena, a
importancia desta fonte de sintese e secrecao de progesterona é limitada. A partir do
meio da gestacdo a massa placentaria torna-se muito maior do que a massa lutea e é
provavel que a placenta seja uma fonte fisiologicamente significante de sintese de
esterdides a partir desse periodo (FLOOD et al., 2005). Adicionalmente, foi relatado que
o feto possui uma importancia significativa na secrecao de esterdides ovarianos em
uma série de espécies. Esta secrecdo esta biologicamente relacionada ao
desenvolvimento das glandulas mamarias e a inibicdo da lactagdo (MOLLETT et al.,
1976) e seria uma estratégia de competicao entre o feto e o filhote lactente, com a qual
o feto asseguraria quantidades maiores de energia sendo direcionadas para o0 seu
crescimento (FLOQOD et al., 2005).

A forte correlacdo observada entre 0 aumento percentual da massa corpérea na
fémea gestante e o aumento na concentracdo de progestinas fecais ao longo da
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gestacao evidenciou que ambos sao desencadeados pelo mesmo fator, o crescimento
do feto. Em Capreolus capreolus, o desenvolvimento embrionario e o estabelecimento
da placenta desencadearam um aumento na concentragdo sanguinea de progesterona
que se correlacionou positivamente com o tamanho do concepto (SEMPERE et al.,
1989). O aumento no tamanho do concepto teve duas consequéncias diretas: o
aumento concomitante na massa corpérea da fémea gestante, que serviu como um
“‘marcador” fenotipico de gestacdo para a espécie e trouxe uma alternativa direta e
pratica para ser utilizada em condi¢cdes de cativeiro; e 0 aumento no requerimento
energético da fémea, o que aparentemente fez com que essa apresentasse uma maior
seletividade do alimento ingerido. A reducao, ainda que nao significativa, na ingestao de
alimento volumoso observada nesse estudo, parece ser uma estratégia adotada pela
espécie para garantir a ingestao de alimentos mais energéticos nos periodos finais da
gestacdo. O espaco ocupado pelo utero, que contém o feto em estagio avancado de
desenvolvimento, acaba restringindo a distensao do riumen e limitando o volume de
alimento ingerido pela fémea. Associado a isso, € sabido que a exigéncia energética da
fémea no final da gestagéo e inicio da lactagao € maior do que nos demais estagios do
ciclo reprodutivo, devido ao rapido crescimento do feto e do filhote nestes periodos
(ROBBINS, 1983; BRONSON, 1989).

O estro pos-parto, cuja ocorréncia ja havia sido descrita anteriormente para a
espécie (FRADRICH, 1995), parece estar relacionado a abundancia de alimentos e a
estabilidade do habitat (ROBBINS, 1983) e foi observado em trés dos quatro animais
que levaram a gestacdo a termo. A retomada da atividade ovariana pdde ser
caracterizada através do perfil hormonal e apresentou algumas particularidades, como
o aparecimento de ciclos mais curtos e com uma menor amplitude na excrecado de
progestinas fecais que antecederam ciclos estrais normais. Esses ciclos podem estar
relacionados a influéncia luteolitica do Utero em involugéo, que libera PGF,, de forma
crescente e prolongada, e da incompleta restauracéo na liberacdo de gonadotrofinas,
que provoca crescimento e maturagéo folicular insuficientes e ovulagéo de foliculos com
reduzido numero de células na granulosa, assim como descrito anteriormente para

ovinos (SCHIRAR et al., 1989). Outra caracteristica do periodo p6s-parto foi a resposta
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individualizada na expressdao de suas principais variaveis (retorno dos progestinas
fecais aos niveis basais e retomada da atividade ovariana). Essas diferencas podem
estar relacionadas a novos fatores ambientais, como a presenca do filhote e o alto
requerimento energético em virtude da lactagdo, que possuem um impacto significativo
na funcao reprodutiva da fémea. Sabe-se que as espécies de mamiferos possuem suas
estratégias reprodutivas moldadas pelas condicées ambientais (BRONSON, 1989) e,
quando estas condi¢cdes ndo sao restritivas, os animais podem expressar com maior

flexibilidade suas necessidades individuais.

Conclusoes

Considerando os objetivos delineados, a metodologia utilizada e os resultados
obtidos pode-se concluir que:

(1) O uso de ensaio imunoenzimatico (EIA) para a dosagem de progestinas fecais
mostrou-se um método pratico e eficiente para a caracterizacao e diferenciacdo das
fases do ciclo reprodutivo, e pode auxiliar na conservagao in situ e ex situ da espécie.

(2) Alguns parametros relacionados a fisiologia reprodutiva da espécie foram
elucidados, como a duracdo do ciclo estral e de suas fases luteal e inter-luteal, o
periodo de gestacdo e a ocorréncia de estro pdés-parto, bem como o perfil de
progestinas fecais foi estabelecido para o ciclo estral, a gestacao e o periodo pés-parto

da espécie.

(3) Esse estudo contribui para um maior entendimento sobre a biologia e a fisiologia
reprodutiva na espécie Blastocerus dichotomus e disponibiliza métodos Uteis para o
monitoramento das diferentes fases do ciclo reprodutivo, como a dosagem dos
hormonios esterdides e seus metabdlitos fecais e 0 uso da massa corporea como um

“marcador” fenotipico para a espécie.
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(4) Cloprostenol sédico foi eficiente em produzir lutedlise quando utilizado na presenca
de um CL funcional. Assim, animais em anestro ou na fase inter-luteal do ciclo estral

nao responderam a administragéo do farmaco.
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CAPITULO 3 - IMPLICAGCOES

O presente estudo trouxe contribuigbes importantes para o entendimento da
espécie Blastocerus dichotomus. Os dados referentes a reproducao foram enfocados e
elucidaram, ainda que de forma parcial, a biologia e a fisiologia reprodutiva da espécie.
Estes dados, no entanto, abrem um caminho de muitas possibilidades para estudos
futuros, tanto que visem a manipulagcdo reprodutiva em cativeiro, quanto o
monitoramento de populagcdes em seus ambientes naturais.

A caracterizacdo hormonal do ciclo estral fornece subsidios para o manejo
reprodutivo em cativeiro. Através do monitoramento das progestinas fecais € possivel
diferenciar as fases do ciclo estral (luteal e inter-luteal) e prever o periodo de
receptividade sexual da fémea, uma vez que a duragdo média do ciclo estral foi
definida. Além disso, a identificacdo de animais com problemas reprodutivos (como o
anestro, por exemplo) foi viabilizada, assim como a avaliagdo do uso de biotécnicas
reprodutivas. Como a espécie encontra-se ameagada e possui um programa de
conservagao em cativeiro, tais conhecimentos poderdo otimizar o0 seu manejo
reprodutivo e favorecer o desenvolvimento de novas tecnologias que garantam o fluxo
genético necessario para a manutengcdo da variabilidade genética e do vigor da
populagao cativa de cervos-do-pantanal.

Os conhecimentos relacionados ao ciclo estral auxiliaram na avaliagdo da
resposta fisiolégica das fémeas de cervo-do-pantanal a administracdo de cloprostenol.
Como se trata do primeiro relato de manipulagdo do ciclo estral para a espécie, 0os
resultados, ainda que preliminares, abrem uma gama de possibilidades e ja apontam
para algumas limitages da técnica, como o periodo de refratariedade observado no
inicio do ciclo estral. A manipulacao do ciclo estral é fundamental para a otimizacao do
manejo em cativeiro, e pensando na dificuldade e custo da movimentagdo de animais
para garantir o fluxo genético dentro do programa de conservagéo, o uso de biotécnicas
ligadas a reprodugéo, como iseminacgao artificial e transferéncia de embrides, pode ser

uma alternativa viavel e atraente. O cloprostenol também se destacou por ser de
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simples administracao e exigir pouca manipulacéo do animal, o que é vantajoso quando
se trata de cervideos.

Um dos métodos com maior potencial de uso para populagdes de vida livre € o
diagnéstico presuntivo de gestagédo feito de forma n&o-invasiva, através da
concentragdo de progestinas fecais. Esse método possibilita o desenvolvimento de
estudos sobre dinamica populacional e a avaliacdo da saude reprodutiva de populacdes
pequenas, que sdo mais impactadas pela perda de variabilidade genética, e por isso,
mais susceptiveis a diminuicdo da fertilidade. A metodologia empregada, com a
dosagem das progestinas de duas amostras fecais por semana, mostrou-se adequada
para diagnosticar gestacdo a partir de aproximadamente 30 dias pds-copula e para
detectar abortos através do perfil hormonal. Devido ao maior numero de colheitas
necessarias, ela tem sua importancia restrita ao cativeiro. Outra alternativa interessante
para o cativeiro € a avaliacdo do acréscimo na massa corpérea das fémeas, € 0 uso
dessa variavel como um indicador fenotipico de gestacao pratico, simples e rapido.

O periodo de gestacao observado nesse estudo (253 dias) foi inferior ao descrito
anteriormente para a espécie (271 dias). Ele deve ser considerado principalmente para
garantir um maior monitoramento dos partos, que € um periodo bastante critico devido
a fragilidade dos filhotes ao nascimento.

Portanto, os objetivos tracados para o estudo foram atingidos e em alguns
aspectos (como no que se relaciona ao comportamento reprodutivo € manipulagao do
ciclo estral) foram superados. O controle imposto ao experimento favoreceu a aquisicéo
de dados bastante confiaveis e altamente aplicaveis no manejo reprodutivo da espécie.
O estudo obteve éxito em elucidar alguns pontos cruciais para a reproducao em cervos-
do-pantanal, e a metodologia aplicada permitiu 0 monitoramento das diferentes fases
do ciclo reprodutivo nesta espécie, que € bastante resistente a manipulacdo e

susceptivel ao estresse.
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