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ESTUDO COLPOCITOLOGICO E ASPECTOS ENDOCRINOS DE PACAS (Agouti
paca, L.1766) ADULTAS.

RESUMO - Objetivou-se com este estudo determinar o perfil preliminar das
progestinas, estrdgenos e corticosterdides, da paca, segundo maior roedor da fauna
brasileira, mediante a técnica de enzimaimunoensaio no extrato fecal de cinco fémeas
adultas, nao nuliparas, diagnosticadas nao prenhes por meio de exame
ultrassonografico e alojadas individualmente; também, verificaram-se os aspectos
morfolégicos, por meio da colpocitologia desses mesmos animais. Mediante as
condicoes e exigéncias em que o experimento foi conduzido pdde-se verificar
alteracdes na morfologia das células da mucosa vaginal, observando tipos celulares
caracteristicos das fases de proestro, estro e diestro, embora ndo se tenha verificado
sinais de anestro. No periodo em que se realizaram as andlises colpocitologicas nao foi
possivel caracterizar episodio de um ciclo estral completo. Dessa forma, para a
obtencdo de resultados mais consistentes, outros estudos referentes a analises
hormonais e colpocitologia, com delineamentos experimentais mais bem elaborados,
devem ser realizados.

Palavras-Chave: Agouti paca, colpocitologia, histricomorfos, membrana vaginal, roedor
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COLPOCYTOLOGIC STUDY AND ENDOCRINE ASPETS OF ADULT PACAS
(Agouti paca, L.1766).

SUMMARY - The aim of this study was to determine the preliminary profile of
fecal progestin, estrogen and corticosteroids of the Agouti paca, the second biggest
Brazilian rodent, through enzymeimmuneassay in five adults female paca, diagnosed
non-pregnant by ultrasonograph exam and housed individually; also verify the
morphological aspects of colpocytology in this animals. Thus, in the conditions and
requirements in which the experiment was conduced, morphological changes in vaginal
cells could be verified, observing cellular types proper of proestrus, estrus and diestrus,
thought signs of anestrous could not be verified. In the period of colpocytology analysis
it was not possible to determine the occurrence of a complete estrous cycle episode. To
obtain consistent results, other studies concerning the fecal hormone analysis and
colpocytology should be conducted with more elaborated experimental outlines.

Keywords: Agouti paca, colpocytology, histricomorphs, rodent, vaginal membrane



l. INTRODUGAO

A espécie Agouti paca, popularmente chamada de paca, constitui-se no
segundo maior roedor componente da fauna silvestre brasileira, cujos aspectos do ciclo
reprodutivo ndo foram totalmente elucidados até o momento e o esclarecimento das
varias peculiaridades que compdem este evento, em uma espécie, sem duvida,
contribuird para sua preservacao, pois a exploracao de métodos que acessem eventos
reprodutivos € essencial para o0 manejo de animais cativos e populagbes de vida livre
(MORROW & MONFORT, 1998).

No caso da paca, esse conhecimento, além de auxiliar na edificagdo de
criadouros racionais, fornecera subsidios para seu estabelecimento como um animal de
experimentagao; isto se deve ao fato de que esta espécie pertence a ordem dos
roedores e, como tal, juntamente com os lagomorfos representam grupos de animais
experimentais “ad hoc", em virtude de apresentarem aspectos caracteristicos tais como
tamanho adequado, preco acessivel e curto periodo de prenhez (BJORKMAN et
al.,1989).

A paca apresenta, segundo EISENBERG (1989), a seguinte classificacao na
escala zoologica: Reino: animal; Filo: chordata; Classe: mammalia; Ordem: rodentia;
Subordem: hystricomorpha; Familia: agoutidae; Superfamilia: caviidae; Género: agouti;
Espécie: Agouti paca (Linnaeus, 1766), e € conhecida como paca comum; 0os machos
adultos medem de 60 a 80 centimetros, do focinho a ponta da cauda, e as fémeas, de
55 a 70 centimetros (MONDOLFI, 1972; BENTTI, 1981) e seu peso corpoéreo varia de 5
a 10 kg, podendo chegar até aos 14 kg (MATAMOROS, 1982).

Distribuem-se geograficamente do Sudeste do México ao Sul do Brasil; vivem
em areas cobertas com vegetacédo alta, tais como matas e capoeirdes, sempre préximo
aos rios ou riachos, pois estes animais tém o costume de mergulhar, principalmente
quando se sentem ameacgados. Possuem habitos noturnos, apresentam audicdo e
olfato bem desenvolvidos, mas ndo enxergam muito bem. Abrigam-se em tocas,

geralmente situadas em meio a rochas ou a raizes, onde passam o dia todo, e saem



apenas a noite para se alimentarem. Ingerem vegetais diversos, mas parecem ter
preferéncia por frutos (MONDOLFI, 1972; SILVA, 1984).

Desta forma, enfatiza-se o melhor entendimento a cerca dos niveis hormonais
da paca, foco deste estudo, principalmente para que se possa compreender o ciclo
reprodutivo deste roedor histricomorfo, uma vez que, entre outras peculiaridades, ao
possuir habito noturno, ndo permitiu até o momento que seu ciclo fosse totalmente
esclarecido.

Inicialmente, julgou-se pertinente determinar os parametros hormonais desses
roedores mediante avaliacdo dos metabdlitos esteroidais de amostras fecais por técnica
nao invasiva de enzimaimunoensaio. Todavia, diante de alguns fatores limitantes na
execucdo dessa metodologia na paca, dada a dificuldade, apds varias tentativas, na
colheita de fezes dos animais convivendo em grupo e ainda, da manutencao de um
macho previamente vasectomizado, em um dos grupos, fatores imprescindiveis para o
éxito desta proposta, achou-se por bem, uma vez que o estudo ja se encontrava em
andamento, efetuar analises preliminares do perfil hormonal pela técnica de
enzimaimunoensaio em pacas fémeas, complementando com o estudo colpocitolégico
desses animais, técnica esta, comumente utilizada como diagndstico auxiliar na
deteccao das fases do ciclo estral.

Assim, objetivou-se inicialmente com este estudo determinar o perfil preliminar
das progestinas, estrébgenos e corticosterdides, mediante a técnica de
enzimaimunoensaio no extrato fecal em pacas fémeas adultas, ndo prenhes,
diagnosticadas por meio de exame ultrassonografico, alojadas individualmente, além de
determinar os aspectos morfolégicos celulares por meio da colpocitologia desses
animais. Face ao impedimento da utilizacdo dos resultados pertinentes as dosagens
hormonais, o objetivo final do presente trabalho foi determinar as caracteristicas
morfoldgicas celulares por meio da colpocitologia e abordar alguns aspectos enddécrinos
de pacas adultas ndo prenhes.



Il. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas Peculiares de Mamiferos

Para WEIR & ROWLANDS (1973), dentre as estratégia reprodutivas dos
mamiferos, a mais importante € a de produzir descendentes e assim perpetuar sua
espécie. Tratando-se dos roedores, estes representam aproximadamente um terco do
numero total de espécies de mamiferos, dentre os quais, 170 espécies pertencem a
subordem histricomorfa, na qual se insere a paca e onde os modelos reprodutivos
parecem ser mais diversificados do que em qualquer outro grupo de mamiferos.

Sendo assim, deve-se observar que a realizagdo de métodos que acessem
eventos reprodutivos é essencial para 0 manejo de animais cativos e populacdes de
vida livre (MORROW & MONFORT, 1998).

Uma das caracteristicas dos fenébmenos da reproducao dos mamiferos é que
alguns ovulam espontanea e ciclicamente, independentemente da presenca do
parceiro, enquanto outros apresentam ovulacao reflexa, dependente do coito ou da
estimulagdo genital. Esta ritmicidade sexual depende fundamentalmente das alteragdes
funcionais, ciclicas, que ocorrem no sistema hipotalamo—hipofisario-gonadal. Este
sistema é muito sensivel as modificacdbes ambientais: ritmo de claro e escuro,
temperatura, odores provenientes do animal do sexo oposto ou qualquer tipo de
estresse (ANTUNES-RODRIGUES & FAVARETTO, 1999).

Tanto as fémeas de mamiferos que apresentam ovulagdo induzida por
estimulacdo sensorial associada a copula, quanto as fémeas de ovulagdo espontanea
passam por periodos de estro comportamental, embora nos ciclos ovarianos destas
ultimas, a ovulacdo é induzida por horménios esteroidais ovarianos em intervalos
regulares (BAKKER & BAUN, 2000).

Muito se questiona sobre a rigidez que se atribui a classificagdo de ovulagao
espontanea ou induzida para uma espécie (ZARROW & CLARK , 1968; CONAWAY,
1971; JOCHLE, 1975; MILLIGAN, 1982). Em espécies de ovulagdo espontanea ha
varios exemplos da ocorréncia de coito induzido ou de coito facilitador da ovulagéo; os



ratos de laborat6rio sdo, provavelmente, os melhores exemplos de espécies, nas quais,
ambos 0s mecanismos ovulatérios parecem estar integrados (BAKKER & BAUN, 2000).

A fémea do rato precisa receber o estimulo da penetragdo como um comando
para o ovario desenvolver o corpo luteo completamente funcional. O estimulo da copula
libera prolactina pela pituitaria anterior, o que € necessario para a atividade luteal
(TERKEL, 1988). Todas essas observacbes sugerem que 0 circuito neural embasa a
liberacéo reflexa de hormonio luteinizante (LH) e este evento esta presente em algumas
espécies de ovulagdo espontanea. Ao contrario, espécies de ovulagdo induzida,
geralmente, ndo apresentam ondas de LH pré-ovulatorias promovidas por esteréides
(BAKKER & BAUN, 2000).

Em muitas espécies de ovulacao induzida o estimulo do trato genital feminino é
feito pela penetracao peniana, induzindo efetivamente a liberacao pré-ovulatéria de LH
pela pituitédria, embora haja relatos (ENDERS, 1952; ADAMS, 1981) de ocorréncia da
ovulacdo em fémeas de mink (mustelideos) apds breve exposicdo ao macho, mesmo
na auséncia de copula (BAKKER & BAUN, 2000).

Em espécie de ovulacdo induzida o estradiol é o Unico estimulo endécrino agindo
no cérebro para promover comportamento de estro (BAKKER & BAUN, 2000).

Animais gregarios, tal qual o esquilo terricola africano (Xerus inauris), cujo ciclo
estral € assincronico, sdo capazes de reproduzir o ano todo (HERZIG-STRASCHIL,
1978; WATERMAN, 1995; BOUCHIE et al., 2006), mas mesmo em animais com estas
peculiaridades, varias observagcées comportamentais podem indicar que possuam
ovulacao induzida (WATERMAN,1995; BOUCHIE et al., 2006).

Alguns roedores histricomorfos vivem isolados encontrando apenas por época do
acasalamento, quando é esperada a ocorréncia de ovulacao induzida (CONAWAY,
1971; WEIR & ROWLANDS, 1973; FLOWERDEW, 1987; BOUCHIE et al., 2006) e
embora se considere o habitat solitario para a paca, € descrito na literatura que este
roedor apresenta ovulacao espontanea (MATAMOROS & PASHOV, 1984; FIERRO &
MORALES,1995; GUIMARAES et al., 1999; PEREZ & BAZ, 2006).

Nas espécies comprovadamente de ovulagdo induzida, que incluem coelhos,
roedores, ferrets, visons, lhamas, alpacas, camelos, dromedarios e gatos domésticos a



ovulacao ocorre na dependéncia da copula (BAKKER & BAUM, 2000). Isso acontece
em virtude da estimulagdo de mecano-receptores (somato-sensoriais) presentes na
vagina por meio do contato com centenas de espiculas penianas (BANKS, 1986;
CHRISTIANSEN, 1988). Os estimulos sao responsaveis pela formagdo de impulsos
nervosos que induzem o hipotadlamo a secretar o GnRH, o qual atua na hipéfise que,
por sua vez, secreta o LH (BAKKER & BAUM, 2000). A elevacao de LH inicia-se poucos
minutos apos a copula, chega ao pico em 2h e retorna ao nivel basal em 8h (TSUTSUI
& STABENFELDT, 1993). A ovulacao é desencadeada de 26 a 58 h apds a copula
(WILDT et al., 1980, 1981).

Quanto a este fato, chama a atencdo algumas particularidades inerentes aos
6rgaos copulatérios da paca, pois no macho, na regido de transicdo entre o corpo
peniano e a glande, se observa a presenca de uma lamina cartilaginosa e queratinizada
de margens espiculadas; também se verifica, internamente a glande, uma estrutura
sacular, onde se alojam dois espordes rigidos com extremidade livre pontiaguda
(MACHADO et al., 2004). Na fémea sao observadas na regido do clitoris, ventralmente
a abertura uretral, a presenca de duas estruturas pontiagudas, semelhantes a espinhos,
que sao detectadas somente quando se traciona cranialmente o prepucio que recobre o
clitoris (GERBASI et al., 2006).

Destaca-se também outra caracteristica da genitélia externa de roedores, pois
segundo KLEIMAN et al. (1980) e ROWLANDS & WEIR (1984), ha clara indicagao de
que todos os caviomorfos, exceto o Myocastor coypus, possuam uma membrana
vaginal oclusa, a qual, para ROWLANDS & WEIR (1984) e FOWLER (2003), é formada
em funcado da hiperplasia de células epiteliais, que se abre somente durante o estro e 0
parto. MATAMOROS & PASHOV (1984) consideraram a duracdo do ciclo estral da
paca como sendo o periodo compreendido entre o primeiro dia de abertura da
membrana vaginal e o dia anterior a abertura seguinte, estabelecendo a média de 31,16
dias de duragao, com amplitude de variagéo entre 12 e 67 dias. Contudo, NOGUEIRA
et al. (2005) salientam que se deve observar, detalhadamente, o tempo em que a
membrana vaginal, caracteristica nas fémeas de paca, permanece aberta, para a

possivel associacao entre a ocorréncia destes eventos e o ciclo estral.



2.2 Parametros Reprodutivos de Mamiferos

Nas fémeas ndo-primatas o ciclo sexual € chamado de ciclo estral e corresponde
ao periodo de alteracdes fisiolégicas e comportamentais ciclicas que consiste em
periodos distintos correspondentes ao estado enddcrino da fémea, isto é, proestro,
estro, metaestro, diestro e anestro também pode ser dividido em duas fases gerais: 1)
fase folicular correspondente ao periodo de crescimento e maturagcdo dos foliculos
ovarianos caracterizada por secrecdo estrogénica gradualmente acelerada e alteragéao
da mucosa uterina e vaginal; 2) fase lutea, iniciada pela ovulagdo do foliculo e sua
subsequente transformagéao em corpo luteo (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Cada ciclo reprodutivo animal consiste em uma fase folicular onde ocorre
crescimento e maturagdo de um ou mais foliculos ovarianos, e a fase luteal que
representa a ovulacao e o desenvolvimento do corpo luteo. Na fase folicular o hormonio
mais secretado € o estrogeno e na fase luteal, € a progesterona (BRAMBELL, 1956;
PERRY & ROWLANDS, 1962; PERRY, 1971).

A classificacao dos tipos basicos de ciclos reprodutivos ndo prenhes, nas
fémeas, baseia-se em trés tipos, a saber: O tipo | caracteriza-se pelo fato de que tanto a
ovulagcdo, quanto a pseudo-prenhez, sdo espontdneas e a copula estéril ndo altera o
periodo da fase progestacional. O tipo | apresenta os seguintes subtipos, A e B. No
subtipo A o ciclo tem duracao media de 2 a 5 semanas e a fase folicular é relativamente
variavel podendo durar, desde poucos dias, até muitas semanas, sendo a fase que
caracteriza este subtipo, ja que a fase luteal é relativamente constante, durando entre
12 e 16 dias; o0s ciclos deste tipo parecem ser regra nos ungulados, roedores
histricomorfos e primatas superiores. O subtipo B € caracteristico dos canideos
(CONAWAY, 1971).

No ciclo reprodutivo do tipo Il a ovulagao € induzida e ocorre pseudo-prenhez
espontanea. Também apresenta subtipos, no subtipo A o estro pode ser induzido pela
presenca do macho ou por estimulagao social; no subtipo B, o estro é mais espontaneo
na sua duracao e mais fixo do que o subtipo A (CONAWAY, 1971).

No ciclo reprodutivo do tipo Ill, tanto a ovulagédo, quanto o corpo luteo, formam-

se espontaneamente, mas a pseudo-prenhez é induzida mediante liberacdo do LH,



seguida da cépula nao fértil, resultando em um ciclo semelhante aos do tipo 1A e IlA.
Caso nao ocorra a copula, o ciclo sera curto, pois ndo havendo a cépula, ndo havera a
formacao do corpo luteo e a ovulagéo ocorrerd novamente, apds 4 a 7 dias. Este ciclo
tipo lll, altamente especializado ocorre em duas familias de roedores, a cricetidae e a
muridae (CONAWAY, 1971).

A ovulacgao induzida parece ser uma ocorréncia geral da primitiva ordem Eutheria
dos insetivoros. Entre os roedores, a ovulagdo induzida ocorre nos primitivos
sciuromorfas enquanto que entre os histricomorfos (mais evoluidos) parecem ter
ovulagao espontanea (CONAWAY, 1971).

O sucesso na reproducao de animais silvestres depende de fatores exdgenos e
enddgenos (BRONSON, 1989) e para a caracterizagao da reproducao de cada espécie
animal deve-se considerar varios parametros reprodutivos, dentre 0s quais a ocorréncia
de cio pés-parto, o numero de filhotes por parto, a endocrinologia, a colpocitologia e
épocas de parigao.

O periodo e o estado reprodutivo de varias espécies de mamiferos podem ser
alterados sazonalmente. Algumas espécies apresentam sua reproducao restrita a uma
época do ano. Outras espécies podem reproduzir-se ao longo de todo o ano,
apresentando picos ou ndo de reprodugdo em determinadas estacées (BRONSON,
1989).

Populagdes do roedor Mastomys natalensis que vivem na Africa apresentam
diferencas sexuais nas respostas as condigdes ambientais, sendo que os machos ficam
mais tempo ativos durante o inverno do que as fémeas (BRONNER et al., 1988). TOBIN
et al. (1994) observaram que o rato (Rattus rattus), no Havai, apresentou reproducao ao
longo de todo ano, mas com maior capacidade reprodutiva durante o més de abril.

BERGALLO (1995), ao estudar duas espécies de roedores da mata Atlantica na
Estacéo Ecoldgica Juréia-ltatins em Sao Paulo, verificou que Proechimys iheringi tem
pico reprodutivo durante os meses de verdo, enquanto Oryzomys intermedius nao
apresenta esta tendéncia.

Em estudo realizado na Venezuela foi verificado que nas pacas os nascimentos

ocorrem entre os meses de mar¢co a maio (MONDOFI, 1972). Na Costa Rica o maior



namero de nascimentos em cativeiro, para estes animais, deu-se entre abril e maio
(MATAMOROS & PASHOV, 1984).

Pacas criadas em cativeiro no Panama apresentaram maior nimero de paricoes
em duas épocas do ano, de margo a maio e, posteriormente, nos meses de agosto e
setembro (SMYTHE & BROWN de LA GUANTI, 1995). Na regido sudeste do Brasil,
NOGUEIRA et al. (2005) verificaram que os nascimentos de pacas em cativeiro foram
mais abundantes nos meses de julho (inverno) e entre novembro e janeiro (verao),
sendo observando nascimentos nos meses de fevereiro, margo e agosto Para DUBOST

et al. (2005), os nascimentos de filhotes de paca ocorrem mais de fevereiro a abril.

2.2.1 Endocrinologia

Dosagens de horménios tém sido utilizadas para determinar ciclos reprodutivos,
desenvolvimento de estratégias para inseminagdo artificial e monitoramento de
gestacao de animais silvestres, pois 0s hormbnios ovarianos (estrégenos e
progestagenos) exercem efeitos marcantes em todas as etapas do ciclo reprodutivo das
espécies animais (KIRBY & RIDYWAY, 1984; HELLGREN et al., 1985; SCHROEDER &
KELLER, 1989).

Sob o ponto de vista hormonal, o ciclo estral é controlado pela integracéo entre
0s seguintes horménios: foliculoestimulante (FSH), luteinizante (LH), estrégeno e
progesterona, que sao horménios comuns a todas as espécies, mas sua Secrecao e
seus efeitos variam entre elas, de modo a ocasionar variagbes e diferengas no ciclo
(McCRACKEN et al., 1999).

No ciclo estral, a primeira fase é denominada de folicular, caracterizada pelo
desenvolvimento do foliculo, estrutura do ovario que contém o 6vulo e culmina com sua
liberacdo. A segunda é a fase luteinica, caracterizada pelo desenvolvimento do corpo
luteo, estrutura que se forma apos a ruptura do foliculo e produz progesterona, que é o
hormdnio responsavel pela manutencado da gestacado. Se houver fertilizacdo, o corpo
liteo sera mantido caso contrario regridira e tera inicio uma nova fase folicular
(McCRACKEN et al., 1999).



Os horménios esterdides ovarianos, estrogenos e progestagenos, séao
sintetizados pelos foliculos ovarianos por meio de agdes combinadas das células da
granulosa e tecais. Durante o decorrer do ciclo estral, esses horménios sao
responsaveis pelas alteragbes que ocorrem no endomeétrio, na cérvix e na vagina e,
também, pela regulagéo por “feedback” da secrecao de FSH e LH, pela hipéfise anterior
(COSTANZO, 1999). A variabilidade da duracdo do ciclo estral esta intimamente
relacionada com a duragao da fase luteinica (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A fase folicular ou proliferativa é dominada pelo estrogeno (principalmente 17f3-
estradiol), cujos niveis aumentam gradativamente no inicio da fase, subindo depois
rapidamente até atingir o pico maximo, antes do pico pré-ovulatério do LH (ANTUNES-
RODRIGUES & FAVARETTO, 1999). Nos ovarios o periodo de estro é caracterizado
por elevada secrecdo de estrégenos dos foliculos pré-ovulatérios (HAFEZ & HAFEZ,
2004). Os altos niveis de estradiol promovem a proliferacdo do revestimento
endometrial uterino e inibem a secrecdo de LH pela hipéfise anterior, por meio de
“feedback” negativo (COSTANZO, 1999).

No final da fase folicular ocorre a ovulagdo, que consiste no rompimento do
foliculo maduro e liberagcao do évulo, que sera captado pelas fimbrias, podendo ou néao
ser fecundado. O restante do foliculo torna-se hemorragico, formando o corpo luteo,
que pode ser funcionante ou nao, segundo a espécie considerada (ANTUNES-
RODRIGUES & FAVARETTO, 1999). Os niveis de estradiol diminuem imediatamente
apds a ovulagcao, mas vai aumentar de novo, durante a fase lutea (COSTANZO, 1999).

Na fase lutea ou secretdria, o corpo luteo se desenvolve e comega a sintetizar
estradiol e progesterona. Os altos niveis de progesterona, durante esta fase, estimulam
a atividade secretora do endométrio e aumentam sua vascularizacdo (COSTANZO,
1999). O corpo luteo é formado por dois tipos celulares esteroidogénicos distintos e
ambos contribuem significativamente para a quantidade de progesterona total secretada
durante a fase luteinica do ciclo estral. As células luteinicas pequenas secretam pouca
progesterona estimuladas pelo LH, enquanto as células luteinicas grandes secretam
progesterona espontaneamente em alta propor¢ao (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Tardiamente na fase lutea, se ndo ocorre fertilizagdo o corpo luteo regride. Com essa
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regressao a fonte lutea de estradiol e progesterona é perdida e os niveis sanguineos
desses horménios caem abruptamente (COSTANZO, 1999). A prostaglandina F.a
(PGF2a) € o horménio luteolitico em varias espécies de mamiferos. A PGF.a uterina
controla a vida util do corpo luteo, que, em contrapartida, regula a extensdo do ciclo.
Ocorrendo gestagé@o, a influéncia luteolitica uterina é anulada, pois a progesterona
secretada pelo corpo luteo é necessaria para a manutencdo da gestacdo (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

A duragao do ciclo estral corresponde ao intervalo de dias entre a ocorréncia de
dois picos de metabdlitos de estradiol; quando este intervalo ultrapassa 60 dias, ou
seja, duas vezes o periodo de duracédo do ciclo estral da paca conforme relatado na
literatura (MATAMOROS & PASHOV, 1984; NOGUEIRA, 2005; PEREZ & BAZ, 2006;
GUIMARAES et al., 2008), considera-se como periodo de anestro (BROWN et al., 1996;
MOREIRA et al., 2001). Pode-se considerar a duracao do estro como o numero de dias
em que os valores dos metabdlitos de estradiol se mantiveram com concentragdes
acima do valor basal (elevagdes) associados a presenca de pico desse hormdnio
(MOREIRA et al., 2001).

Os principais horménios reprodutivos incluem os derivados do hipotalamo, lobos
posterior e anterior da hipéfise, gbnadas (testiculos e ovérios), Utero e placenta, sendo
os hormoénios gonadais classificados como esteroidais, cujo precursor é a
pregnenolona, um esteréide com 21 carbonos derivado do colesterol, encontrada nos
tecidos produtores desse tipo de horménio, pois pode ser convertida em progesterona,
dehidroepiandrosterona (DHEA), cortisol e aldosterona dependendo das necessidades
dos tecidos (DEVLIN, 2005).

Um dos fatores que pode modificar o controle de glicocorticoides por “feedback”
negativo € o estresse, que pode resultar de impulsos fisicos ou psicologicos que sao
prejudiciais ao individuo. A resposta dos glicocorticoides ao estresse € imediata, pois
aumentam as concentracdes de cortisol rapidamente para atingir valores que sao varias
vezes maiores do que o normal dentro de poucos minutos. A resposta de

glicocorticéides é proporcional a gravidade do estresse, isto é, niveis menores de
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estresse resultam em menos producdo de cortisol quando comparados com elevados
niveis de estresse (GRECO & STABENFELDT, 1999).

As respostas ao estresse, classicamente conhecidas, incluem a ativagado do eixo
hipotalamo-pituitéria-adrenal (HPA), que provoca a liberagdo do horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e a subsequente liberagdo de horménio adrenocorticotrdpico
(ACTH) e de glicocorticéides pelo cortex da adrenal (RAZDAN et al., 2002).

Os horménios liberados em resposta ao estresse alteram as funcdes
reprodutivas por meio do eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal, inibem a secrecdo de
hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) e, consequentemente, interferem na
liberacao de FSH e de LH, de modo a alterar o efeito estimulante das gonadotrofinas na
secrecdo de esterdides sexuais. E bem conhecido o efeito negativo do estresse sobre o
desempenho reprodutivo, mas os exatos mecanismos que controlam este efeito ndo
estdo bem esclarecidos (RAZDAN et al., 2002).

Elevada concentragdo plasmatica de cortisol algumas horas ou dias proximos a
ovulagcdo causa mudancas que reduzem os niveis de LH e consequentemente,
inadequada luteinizagdo dos foliculos maduros. Neste caso os foliculos cisticos séo
formados e a fémea pode permanecer em constante estro ou anestro. Este exemplo
extremo serve para ilustrar como o estresse pode alterar os eventos hormonais e
modificar a habilidade dos animais de apresentar ciclo estral normal (VARLEY, 1991).

A proporcao e a composicao do glicocorticdide circulante no sangue varia entre
as espécies. Por exemplo, corticosterona é o principal glicocorticéide presente em aves
e pequenos mamiferos, ao passo que o cortisol é o glicocorticoide predominante nos
mamiferos de médio a grande porte, peixes e seres humanos (HADLEY, 1996;
MILLSPAUGH & WASHBURN, 2004). No entanto ha algumas excec¢des importantes
sobre este fato em alguns grupos de animais que podem influenciar a selecdo e
realizacdo do enzimaimunoensaio, como € 0 caso da cobaia que excreta o cortisol
(MILLSPAUGH & WASHBURN, 2004).

No ciclo estral de fémeas com ovulacao espontanea, o estro coincide com o

inicio da ovulacao; ja, nas fémeas com ovulagdo induzida, elas sdo receptivas ao
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macho em qualquer momento, e a ovulagao ocorre a intervalos variaveis apés o coito
(SILVA, 2007).

Os roedores de laboratério requerem estimulagdo coital para produzirem um
corpo luteo funcional durante a gestacdo. Tal estimulo ocorre no acasalamento, com
machos férteis ou inférteis, sendo que na segunda condicdo havera o desenvolvimento
de uma pseudogestacao. Considera-se a reproducdo destes roedores como altamente
eficiente, pois, desde que ndo haja um desenvolvimento espontaneo da fase luteal
admite-se a possibilidade das fémeas ovularem em intervalos muito curtos
(McCRACKEN et al., 1999).

2.2.1.2 Técnicas de dosagens hormonais

Para uma investigacao bem sucedida do perfil dos horménios reprodutivos ha a
necessidade da realizacdo da andlise de amostras sanguineas colhidas
frequentemente. No entanto, na maioria das espécies ndo domesticadas, estas
colheitas de sangue repetidas varias vezes ndo sao possiveis e, portanto, a avaliagao
desses metabdlitos esteroidais por técnicas ndo invasivas, feitas em amostras fecais e
urinarias, é muito utilizada (SCHWARZENBERGER et al., 1996).

Deve-se considerar que amostras de sangue podem nao ser apropriadas para a
monitoracdo da atividade adrenocortical, pois essas representam concentracdes
hormonais de um momento pontual. Também o manejo, a contengcédo fisica e o
procedimento para a colheita de sangue podem afetar expressivamente as
concentracoes de corticosterdide (BAUER et al., 2008). Neste sentido, verificou-se que
as concentragdes plasméaticas de cortisol na cobaia aumentaram significativamente em
5 minutos apds a manipulagéo do animal (SACHER, 1994).

Também ha de se ponderar que a contengdo do animal, repetidas vezes para a
realizacao de colheitas sequénciais de sangue, causa ativacao da adrenocortical com
liberacao de cortisol (STEPHENS, 1980). O cortisol atua de modo a mobilizar as
reservas de energia e adequa-las a necessidade fisioldgica que aumenta durante o
estresse e pode afetar os niveis plasmaticos de outros horménios, 0 que compromete a
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veracidade da informacgdo endécrina obtida (LASLEY et al., 1989; KORNDORFER,
1996; MORROW & MONFORT, 1998; HAMASAKI et al., 2001).

Como métodos nao invasivos, amostras de fezes e urina podem ser colhidas
para acessar o estado reprodutivo em animais selvagens e exdéticos em cativeiro,
embora a dificuldade na colheita de urina limita seu uso para a investigagdo em animais
de vida livre. Por esta razdo, a avaliacdo da amostra fecal € a escolha mais praticavel
para este propésito (SCHWARZENBERGER et al., 1996).

Os métodos nao invasivos de dosagens de metabdlitos fecais para verificar o
estado enddcrino de um animal iniciaram-se em 1970 com analise em aves (CZEKALA
& LASLEY, 1977; PALME, 2005) e em 1980 com a abordagem de mamiferos (MOSTL
et al., 1983; MOSTL et al., 1984; PALME, 2005; BROWN, 2006).

A anélise hormonal em amostra fecal € uma técnica completamente nao invasiva
e ja foi usada e validada com sucesso para monitorar atividade gonadal e adrenocortical
em inimeras espécies de animais de laboratério, domésticos, de zoolégicos e
selvagens (HUBER et al., 2003; TOUMA & PALME, 2005; SCHWARZENBERGER,
2007; PEREIRA et al., 2006; BAUER et al., 2008).

A colheita de fezes é facil e pode ser feita sem a manipulacdo do animal. Dessa
forma, amostragens repetidas sdo possiveis mesmo em fémeas prenhes ou animais
jovens sem interferir em seu estado endocrino. Além disso, pequenas quantidades de
amostras sao suficientes para varios ensaios hormonais diferentes. Outra vantagem é
que enzimaimunoensaios (EIEs) sensiveis podem mensurar os metabdlitos hormonais
nas fezes mesmo se apenas pequena porcentagem for excretada (PALME et al., 1996,
BAUER et al., 2008)

A rota de excrecdo dos esterbides varia entre as espécies, assim como 0s
proprios esterdides dentro da mesma espécie (SCHWARZENBERGER et al., 1996;
CHELINI et al., 2005). Em razao dos complicados eventos que sdo consequéncias da
acao enterohepatica, € dificil atribuir definitivamente a origem de qualquer esterdide
intestinal (SHILLE et al., 1990). Para SCHWARZENBERGER et al. (1996) o atraso
observado na excrecado fecal dos hormdnios esterdides € maior nos animais que

apresentam ceco funcional.
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Estudos de radioinfusdao tém contribuido para o entendimento da circulacao
entero-hepatica dos hormonios esterdides e indicam que a excre¢ao no intestino é por
meio da bile, embora se verifigue que pequena proporcao da circulagdao dos esterdides
€ secretada através da mucosa do intestino grosso (SHILLE et al., 1990).

Os metabdlitos de horménios esterdides sdo excretados nas fezes no intervalo
entre 0,3 e 3 dias, apds sua secrecao, de modo a refletir diretamente a duragdo do
transito gastrintestinal (PEREZ et al., 1988; ZIEGLER et al., 1989; HEISTERMANN et
al., 1993; SHIDELER et al., 1993; WASSER et al., 1994).

BUSSO et al. (2007) relatam que na chinchila apds o tratamento com *H-estradiol
e '“C-progesterona, o estradiol é rapidamente metabolizado e predominantemente
excretado na urina, enquanto a progesterona, cuja metabolizacdo origina varios
produtos sendo os principais a pregnanediona, pregnenolona e pregnanediol, apresenta
pico de excrecdo com atraso de 36h e é encontrado em quantidades iguais, tanto na
urina quanto nas fezes. Este padrdao de excrecao também é relatado para outros
roedores, como € o caso do hamster, cobaia e rato (TAYLOR, 1971; BUSSO et al.,
2007).

Diferente de humanos, que excretam metabdlitos de corticosterdide
primariamente através dos rins, no camundongo e no rato esterdides passam
rapidamente pelo figado e pelo intestino e sao excretados através do trato
gastrointestinal (DIRSCHERL & MOSEBACH, 1961; LOWY et al., 1969; HAN et al.,
1983).

Como metodologias analiticas para medir a concentracao de substancias como
0s hormdnios esterdides, ndo mensuraveis por métodos bioquimicos convencionais,
foram estabelecidos o método de radioimunoensaio em 1960 por Solomon Berson e
Rosalyn Yalow, em Nova York, e o método de analise de saturacéo, por Roger Ekins,
em Londres, ambos baseados no uso de um agente ligante especifico e de horménios
radioativos como tracadores, métodos de principios do radioimunoensaio (RIE)
(THORELL & LARSON, 1978).

O RIE utiliza material radioativo o que requer licenca especial da Comissao

Nacional de Energia Nuclear (CNEN), para sua execugdo, pois gera residuos
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radioativos que necessitam de cuidados especiais; também apresenta custo elevado
quando comparado a outras metodologias imunométricas

Como alternativa a esse método radioativo, foi desenvolvido para a quantificacao
hormonal em soro humano o enzimaimunoensaio (EIE), no qual as enzimas sédo os
marcadores mais utilizados na atualidade, com as vantagens de ndo apresentarem
riscos associados a exposicdo de radiois6topos, bem como a possibilidade da
amplificacao catalitica e da associagdo com outros marcadores, como por exemplo, 0s
quimioluminescentes e fluorescentes, resultando em ensaios de baixo limite de
deteccao (TSUJI et al, 1989; JOHANNSSON, 1991).

O exemplo significativo de enzimaimunoensaio heterogéneo € o método que
emprega anticorpos imobilizados em placa de poliestireno com numero variavel de
pocos de ensaio. Em protocolo classico o método é realizado nas seguintes etapas: 1-
ativacao da placa, 2-lavagem, 3-imobilizacdo dos anticorpos, 4-lavagem, 5-incubacéo,
6-lavagem, 7-adicdo de substrato cromogénico e 8-leitura Optica dos pocos. Este
sistema de placas possibilita a realizacdo do ensaio de maneira que garanta a
uniformidade de todas as etapas tanto para amostras e referéncias, condicao essencial
para confiabilidade dos dados. Outro ponto muito importante é que devido a alta
sensibilidade do método, ele é feito em micro escala o que o torna bastante econdmico
dada a reduzida quantidade de reagentes utilizados, além da rapidez do método.
(JOHANNSSON, 1991; ZIEGLER & WITTWER, 2005).

A maioria dos EIE utiliza anticorpos especificos para hormdnios esterdides nao
metabolizados ou conjugados de esterbides metabolizados, o que o0s torna mais
aplicaveis para a mensuracdo de horménios esterdides circulantes no sangue ou
metabdlitos conjugados na urina, respectivamente. Entretanto, fezes sdo mais faceis de
colher do que soro ou urina, sendo a analise de esterdides fecais o0 método preferencial
para o monitoramento ndo invasivo da funcdo ovariana em animais selvagens de
cativeiro ou de vida livre (LASLEY & KIRKPATRICK, 1991; MUNRO et al., 1991;
CZEKALA et al., 1994).

Esses ensaios enzimaticos tém sido usados com sucesso para quantificacao de

metabdlitos de progesterona em fezes de animais de produ¢cdo como vacas de corte,
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com o objetivo de facilitar o manejo e permitir 0 monitoramento do ciclo ovariano.
ISOBE et al. (2005) concluiram que o EIE é um 6timo método para a mensuragédo de
progesterona fecal em gado de corte. Este tipo de ensaio permite resultado rapido,
sensivel a concentragbes de progesterona plasmatica inferiores a 1,0ng/mL, é
relativamente mais barato e pode ser realizado com maior facilidade, até mesmo em
trabalhos a campo (SINGER et al., 2004).

Especificamente as pesquisas concernentes a analises de metabdlitos
hormonais, em roedores, foi verificado em porco espinho, mediante dosagem
plasmatica de estradiol e progesterona, que as caracteristicas hormonais do ciclo estral
de fémeas, tanto alojadas com machos vasectomizado, quanto com machos néao
vasectomizados, eram semelhantes, embora o autor tenha verificado perfis
inconsistentes quanto as relacdes entre estrégeno e progesterona, em quatro dos doze
ciclos analisados, alegando ser este fato, proveniente de ciclos anovulatérios, regressao
luteal precoce ou falhas nos mecanismos hormonais responsaveis pela formacao do
corpo luteo (van AARDE, 1985).

Também em ratos de laborat6rio observou-se que a concentragado plasmatica de
estradiol aumenta a partir do proestro, atingindo o pico no inicio do estro. Ja, a
progesterona, apresenta dois picos: um produzido pela adrenal no final do proestro e
inicio do estro, e outro produzido pelo corpo liteo durante o metaestro. Este é
dependente da producao de prolactina pela hipéfise (ECKERT et al., 1988; BRONSON,
1989).

As concentracdes de estrogenos, tanto no plasma quanto nas fezes de cobaia,
apresentam dois picos distintos e refletem a fase folicular bifasica do ciclo estral
(BLAND, 1980; HUTZ et al.,, 1990; BAUER et al., 2008). BAUER et al. (2008)
observaram o primeiro pico cinco dias antes do estro, que indica o desenvolvimento da
primeira onda folicular, e o segundo pico préximo ao estro, que procede a ovulagao do
segundo grupo de foliculos.

As poucas pesquisas referentes a determinacdo do ciclo estral da paca,
baseiam-se na colpocitologia vaginal, somente PEREZ & BAZ (2006) se embasaram na

andlise hormonal do plasma destas fémeas e verificaram que os niveis de esterodides na
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fase folicular foram de 1,6+0,65 ng/ml e 39+24 pg/ml, para progesterona (P4) e estradiol
(E2), respectivamente; para a fase luteal foram de 6,2+3,7 ng/ml para P4, e de 29+16
pg/ml, para E2.

Em roedores que n&o ovulam ndo ha a formagao de corpo luteo, mas o foliculo
terciario desenvolvido pode se tornar um foliculo luteinizado ndo rompido e produzir
pequena quantidade de progesterona durante o ciclo ovariano, mesmo sem a
ocorréncia da ovulacdo. Estes foliculos podem ainda atuar como um corpo luteo
acessorio, cuja funcao seria de manter niveis adequados de progesterona durante o
periodo de gestacao. Esta ocorréncia foi observada em algumas espécies de roedores
histricomorfos (WEIR & ROWLANDS, 1974) e em outras espécies com ovulagao
induzida (BOUCHIE et al., 2006).

2.2.2 Colpocitologia

As fases do ciclo estral, nos mamiferos em geral, podem ser determinadas com
base na resposta do epitélio vaginal ao estimulo hormonal, especialmente estrogénios e
progesterona. Tal observacao € considerada um meio indireto de avaliacao da funcao
ovariana e do estado hormonal do individuo (FARIA, 2000; LUSTOSA et al, 2002), pois
o estudo da citologia vaginal possibilita a observagdo da variagdo dos tipos celulares
vaginais, coincidentes com a fase hormonal correspondente, sofrendo modificagdes ao
longo do ciclo estral, sob a influéncia dos horménios esterdides E2 e P4 (SCHUTTE,
1967).

Sob a acao dos estrégenos o epitélio vaginal torna-se espesso e no esfregaco
predominam células superficiais, queratinizadas, que apresentam nucleo picnético e
citoplasma aciddfilo, caracterizando periodo de estro (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2008).

A fase inicial do proestro € caracterizada pela presenca de células parabasais,
intermediarias, superficiais e leucécitos. Apdés a metade deste periodo, as células
parabasais, as intermedidrias pequenas e os leucécitos estdo ausentes, aumentando

assim, o numero de células intermediarias grandes e superficiais (ROSZEL, 1975).
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No estro, as células superficiais perfazem mais que 80% do total de células do
esfregaco vaginal, podendo chegar a 100% (FELDMAN & NELSON, 1987).

O inicio do metaestro pode ser determinado pela subita aparicao de neutrdfilos,
células parabasais e intermediarias no esfregago vaginal. No anestro sdo encontradas
poucas células intermediarias e parabasais, com moderado numero de leucocitos
presentes ou ausentes (POST, 1985).

O ciclo estral da rata é composto por quatro fases que além de expressarem
mudancgas na mucosa vaginal com prsenca de células nucleadas, leucécitos e celulas
cornificadas em cada periodo (MATTHEWS & KENYON, 1984), exibem variagcoes nas
concentracbes hormonais de esterbides gonadais e consequentemente de
gonadotrofinas. Também, associada a essas mudangas ciclicas é posivel observar
alteracbes comportamentais. Por exemplo , a noite do proestro é o periodo no qual a
fémea apresenta o “desejo sexual’, isto €, ela esta pronta para o coito, o proestro dura
de 12 a 14 horas e precede o estro. O estro dura de 25 a 27 horas e é durante este
periodo, mais precisamente durante a madrugada do estro que ocorre a ovulacdo. Se
nao ha concepcao, apdés o estro existe um periodo de recuperacdo, denominado
metaestro ou diestro |, cuja duracao € de 6 a 8 horas, seguido pelo diestro Il que durad
55 a 57 horas, onde se reinicia a secre¢do de hérmonios ovarianos para o proximo ciclo
(FREEMAN, 1994).

Na rata o esfregaco da parede vaginal revela padrao mutavel de células e muco.
No comeco do estro, o esfregaco é composto quase exclusivamente de células
epiteliais cornificadas. No fim do estro, aparece muito muco enquanto as células
cornificadas ainda sdo bastante conspicuas. Doze horas mais tarde no metaestro, o
esfregaco apresenta células cornificadas, muitos leucécitos e quase nenhum muco. Na
rata, o ciclo se sucede rapidamente: os corpo amarelos ndo sao secretores e o
metaestro € curto, a ndo ser que se instale um processo de gravidez ou
pseudogravidez. Em animais cujos corpos amarelos sao secretores, 0 metaestro é
prolongado. O diestro é associado a um esfregago vaginal que contém quase apenas
leucécitos e ocasionalmente células ovais com grandes nucleos, células epiteliais

nucleadas. Um dia depois o esfregaco se caracteriza por células epiteliais nucleadas
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apenas; o animal esta entdo no proestro. Diestro, proestro e estro ocorrem na fase
folicular da fungdo ovariana, enquanto que o metaestro ocorre na fase lutea
(MARCONDES et al., 2002)

Para a cutia (Dasyprocta prymnolopha), GUIMARAES et al. (1997) verificaram
reproducgao do tipo poliestral continua. A duragdo média dos ciclos estrais de 30,69 +
4,65 dias e periodo médio de gestacdo de 104,33 = 0,57 dias. Com relacdo ao estudo
da citologia esfoliativa, notou-se que no proestro houve frequéncia maior de células
superficiais anucleadas, intermediérias e parabasais; no estro observou-se em numero
elevado, as células superficiais (anucleadas e nucleadas) e auséncia de leucécitos; na
fase de metaestro houve aumento de células intermediarids e leucdcitos; no diestro, as
células parabasais foram observadas em nimero maior de vezes.

Na analise do ciclo estral da paca por meio da citologia esfoliativa, foi observada
a presenca de todas as células do epitélio vaginal (superficial, intermediaria, parabasal
e basal), cuja frequéncia dos tipos celulares variava de acordo com as fases do ciclo
estral (proestro, estro, metaestro e diestro) (NOGUEIRA et al., 2005; GUIMARAES et
al., 2008).

Na paca, a duragdao média do proestro foi de 10,3 = 4,21 dias (7-12 dias), e nesta
fase ocorreu aumento progressivo de célula superficial (nucleada), concomitantemente
com a diminuicao na frequéncia dos outros tipos celulares (NOGUEIRA et al., 2005;
GUIMARAES et al., 2008), além da presenca de grande quantidade de leucécitos, que
diminuiram, gradativamente, até o final da fase (MATAMOROS & PASHOV, 1984;
GUIMARAES et al., 2008).

A duracdo média do estro nestes roedores foi de foi de 1,05 = 0,22 dias. As
células superficiais anucleadas representaram quase a totalidade celular observada e
nao foi verificada a presenca de leucocitos (MATAMOROS & PASHOV, 1984;
NOGUEIRA et al., 2005; GUIMARAES et al., 2008). Nesta fase o muco estava mais
abundante e com aspecto fluido, entretanto néo foi observada a sua presenca durante a
analise microscopica do material, ap6s o processo de coloracdo. Clinicamente, a vulva
apresentava-se edemaciada e com mucosa hiperémica (GUIMARAES et al., 2008).
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O metaestro, na paca, apresentou duracao média de 5,6 + 3,87 dias (4-9 dias);
nesta fase observou-se a prevaléncia das células intermediarias com aumento na taxa
leucocitaria (MATAMOROS & PASHOV, 1984; NOGUEIRA et al., 2005; GUIMARAES et
al., 2008). Foram verificadas também as células de Foam (com a presencga de vacuolos
no citoplasma) e as células do metaestro (com leucécito em seu citoplasma); também
nesta fase, a quantidade do muco diminuiu tornou-se mais viscoso e a vulva
apresentava-se rosada e com aspecto normal (GUIMARAES et al., 2008).

A média de duracdo do diestro na paca foi de 14,7 + 4,57 dias (7-20 dias). As
células parabasais e basais ocorreram em numero elevado em relagao as outras fases,
com reduzida presenca de leucécitos. Nesta fase, foi possivel observar as células
intermediarias frequentes e células em processo degenerativo (NOGUEIRA et al., 2005;
GUIMARAES et al., 2008).

NOGUEIRA et al. (2005), ao analisarem as mudancas colpocitolégicas durante o
ciclo estral da paca, registraram, em média, periodo de 33,4 dias; também relataram
para esta espécie reproducao do tipo poliestral, com estimativa de produgao de duas
paricdes anuais por fémea e apenas um produto por cria, mas salientaram que ainda
existem algumas divergéncias quanto a definicdo de cada fase deste ciclo estral,
enfatizando a necessidade de observagdes mais detalhadas quanto as mudangas que
ocorrem neste evento, sugerindo que se determine, com maior precisdo, a duracao de

suas diferentes fases.
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ll. MATERIAL E METODOS

Para o estabelecimento dos grupos experimentais propostos no projeto inicial,
realizaram-se trés exames ultrassonograficos em 18 pacas fémeas adultas nao
nuliparas, do plantel da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de
Jaboticabal, UNESP, com intervalos de quinze a vinte dias entre eles. Assim, até maio
de 2007, doze pacas fémeas, adultas, ndo prenhes, foram separadas’.

Para a realizagdo do exame de ultrassom, a captura dos animais foi feita mediante
utilizacao de puca apropriado (constituido de corda de polipropileno); apds a apreensao,
o animal foi conduzido, no proprio pucd, para uma sala préxima as baias, onde a paca
foi colocada em uma gaiola de barras de ferro com prensagem lateral, adequada para a
contencao de pequenos felinos. O animal era mantido em posi¢do quadrupedal, sendo
realizada a ultrassonografia percutdnea mediante utilizacdo de transdutor eletrénico
setorial bi-frequencial de 5,0 e 7,5 MHz, em modo B (Figura 1).

Nao houve a necessidade da realizagdo de procedimento de tranquilizagdo por
medicamentos nos animais, pois estes apresentavam-se calmos, e os exames foram

realizados por meio de contengéo fisica.

"Processo n°008580-07 da Comissédo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da FCAV/ UNESP- Jaboticabal
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Figura 1. Fotografias do procedimento da apreensdo, contencdo e
realizacdo de exame ultra-sonografico das pacas fémeas
adultas. A) animal contido em puc¢a; B) paca em gaiola de ferro
apropriada, com prensa lateral (seta); C) procedimento de
ultra-sonagrafia; D) detalhe do transdutor (seta), utilizado no
exame ultra-sonagrafico, FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.

Considerando-se que no inicio do projeto foi proposto a colheita de fezes dos
seguintes grupos de animais: G1 - quatro fémeas nao-prenhes que permaneceriam
juntas em uma baia; G2 - quatro fémeas mantidas alojadas com um macho
vasectomizado; G3 - quatro fémeas mantidas com um macho nao-vasectomizado, na
mesma baia, realizou-se, além da selecdo das fémeas por meio de exames
ultrassonograficos, a vasectomia em dois machos (um deles para ser utilizado se
necessario), viabilizando-se todos o0s grupos até maio de 2007.

Para a colheita das fezes, considerando-se o habitat solitario dessa espécie
(FOWLER, 2003), achou-se por bem colocar os animais de G1 (constituido apenas por
fémeas), em baias individuais e dessa forma G1 passou a ser composto por quatro
pacas isoladas (Figura 2).
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Figura 2. Registro fotografico das baias individuais das pacas do G1, FCAV-
UNESP, Jaboticabal — 2009.

Nessas condi¢cdes a colheita das fezes foi realizada no proprio recinto de cada
animal, diariamente, entre 7 e 9 horas, periodo em que as fezes se encontravam mais

frescas (Figura 3).

Figura 3. Fotografias da colheita das fezes no recinto das pacas do G1.
A) fezes no recinto da paca (seta); B) colheita das fezes; C)
armazenamento das fezes em saco plastico, FCAV-UNESP,
Jaboticabal — 2009.
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Quanto aos outros grupos, a colheita se iniciou diretamente do reto dos animais,
conforme a proposta inicial. Entretanto, j& no inicio da colheita, constatou-se a
impossibilidade da realizacdo deste procedimento, pois nem sempre havia fezes na
ampola retal e ainda, tal processo causava estresse nas pacas, tanto em decorréncia
da contengdo, quanto no desconforto que promovia nos animais, na tentativa de
retirada de fezes.

Procurando solucionar este problema, quatro pequenas baias foram construidas
dentro das baias maiores (Figura 4), a fim de fazer com que os animais defecassem
separadamente, cada um em sua respectiva baia. Desta forma, as fémeas eram
colocadas nas baias durante o dia (das 9:00h até as 17:00h) e eram soltas para que
tivessem seu comportamento natural durante a noite, visto que sdo animais de habitos
noturnos e acasalam durante este periodo. Porém, por este mesmo motivo, os animais

nao defecaram durante o dia, nao se obtendo sucesso desta forma.

Figura 4. Registro fotografico das baias auxiliares (seta) construidas
dentro da baia onde as fémeas foram agrupadas, FCAV-
UNESP, Jaboticabal — 2009.
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Varios tipos de manejo diferentes foram feitos no intuito de que os animais
defecassem durante o dia. A alimentagdo foi fornecida pela manha para que os animais
fossem presos apds se alimentarem, mas também somente algumas fémeas saiam
para se alimentar e mesmo assim ndo defecavam. Entdo resolveu-se colocar a
alimentacdo dentro da baia individual, mas os animais também nao defecaram.

Apéds tantas tentativas, mais uma opcéo foi avaliada e colocada em pratica:
corantes alimenticios de diferentes tonalidades (azul, vermelho, laranja, verde, rosa),
diferentes texturas (liquido e em pd) e em diferentes quantidades foram incorporados
aos alimentos oferecidos diariamente aos animais, na esperanca de que defecassem
em cores distintas e assim pudéssemos identificar as fezes de cada um. Embora varios
testes tenham sido realizados, as fezes ndo apresentaram coloragdes diferentes,
também se cogitou em fornecer tipos diferentes de frutas e legumes, mas nao
encontramos quatro alimentos que pudessem resultar em cores ou aspectos diferentes
para a identificacdo das fezes.

Desta forma, nao foi possivel fazer a colheita das pacas dos grupos G2 e GS3.
Assim, decidiu-se por organizar outro delineamento, formando-se apenas um grupo, o
G1 com cinco animais, pois sé havia cinco baias individuais disponiveis e realizar, tanto
a colheita das fezes, quanto, apds o término desse procedimento, a colpocitologia, por
30 dias, a fim de obter outros parametros reprodutivos. A colpocitologia nao foi
realizada concomitantemente com a colheita das fezes para ndo causar estresse nos
animais e assim ndao comprometer as analises hormonais fecais.

As fezes colhidas eram levadas até o Laboratério de Anatomia no Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV, onde foram armazenadas em freezer a

temperatura de -20°C e posteriormente processadas para a obtengédo do extrato fecal.

3.1 Obtencao do Extrato Fecal
As fezes retiradas do freezer -20°C e ap6s ficarem 24 horas na estufa, a uma
temperatura de aproximadamente 95°C, foram moidas até ficarem em pé, e

posteriormente acondicionadas em tubos plasticos com tampa e congelados,
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novamente, a -20 °C. Estas fezes em p6 foram usadas no processo de extragao
hormonal.

Para a extracdo dos hormoénios esteroidais das fezes, se usou 0,1g de fezes
moidas, mensuradas em balanca de precisdo. A cada amostra, colocada em tubo de
ensaio de vidro (de 8,5 cm de comprimento e capacidade total de 15 mL), foram
adicionados 5 mL de alcool etilico 90%. Esses tubos foram tampados, agitados em
vértex (agitador de tubos — PHOENIX) durante 10 segundos e colocados em um
homogeneizador de sangue (AP22 — PHOENIX) durante 30 minutos.

Apds agitacdo, as amostras foram centrifugadas (Centrifuga ALC, PK121R a
811,67 g durante 20 minutos).

O sobrenadante de cada tubo foi colocado em outro tubo maior, com 20 cm de
altura e com capacidade para 80 mL, com a mesma identificagdo. Ao primeiro conjunto
de tubos foi adicionado, novamente, 5 mL de alcool etilico 90%, agitado por 30
segundos no vortex e colocado novamente na centrifuga com a mesma velocidade
durante 20 minutos. O sobrenadante desta segunda etapa foi novamente colocado nos
tubos maiores correspondentes, completando entdo 10 mL de solugao por tubo. Cada
tubo, contendo 10 mL de extrato, foi colocado em banho-maria, a uma temperatura de
aproximadamente 90 °C, até secar todo o conteudo liquido.

Apo6s seco, foram adicionados 5 mL de alcool absoluto a cada tubo e deixado
durante 8 minutos em um banho de ultrassom para que despregasse todo o conteudo
ressecado da parede do tubo. Os tubos eram agitados em vértex durante 20 segundos
e colocados novamente em banho-maria para secarem. Depois de seco foi adicionado
1 (um) mL de metanol a cada tubo, colocado por mais 8 minutos no banho de ultrassom
(Ultrasonic Cleaner — 740D) e agitados por 20 segundos no vértex, obtendo-se o extrato
final da fezes.

O extrato obtido foi colocado em “eppendorfs” devidamente identificados e
armazenados em freezer — 20°C, para a posterior realizacdo das dosagens, que foram
feitas no Laboratério de Endocrinologia, de responsabilidade do Prof. Dr. Juan Carlos
lllera del Portal, no “Departamento de Fisiologia (Fisiologia Animal)” da “Universidad

Complutense de Madrid”.



27

3.2 Dosagens Hormonais do Extrato Fecal
Para a determinagcdo dos hormdnios mediante utilizacdo da técnica de EIE
(Enzimaimunoensaio) de competicao foram feitos, inicialmente, “pools” dos extratos
fecais e, a partir destes, analises com diferentes quantidades (200ul, 100ul, 50pl e 25ul)
de extrato para a determinacdo da quantidade de extrato a ser utilizada na realizagao
do EIE para cada hormdnio. Apds analise destes resultados determinou-se o padrao
conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Quantidades de extrato fecal utilizadas para a realizacdo de
enzimaimunoensaio dos respectivos hormoénios e sua diluicdo em solugao
tampao (EIA buffer), Madri — 2009.

Horménio Quantidade EIA buffer
extrato
Cortisol 12,5 pl 150 pl
Corticosterona 10 ul 150 pl
Estrona (E1) 100 pl 150 pl
Estradiol (E,) 12,5 pl 150 pl
Progesterona (P,) 12,5 ul 150 pl
Glucuronato de pregnanediol (PdG) 10 pl 300 pl

Para a técnica de EIE se utilizou microplacas de poliestireno com 96 cavidades de
base reta e de baixa absorcéo, recobertas com fitas adesivas de acetato.

O desenvolvimento da técnica compreendeu as seguintes etapas: o
enzimaimunoensaio foi realizado com base no protocolo descrito por ILLERA et al.
(2003). A técnica consiste na marcagéo de placas (NUNCe Maxisorb) de 96 pogos com
100u! de uma solugao de anticorpo purificado, diluido conforme a Tabela 2, em solugéo
de coating (coating buffer; Na2COs, NaHCOs, H20, pH9,6), exceto o primeiro po¢o que
foi utilizado como branco (B). As placas foram cobertas com selador plastico
(SARSTEDT) e incubadas a 4°C por 16 horas. Os anticorpos nao aderidos a placa
foram removidos através de trés lavagens em lavadora automatica (Modelo: Fluido 96-
2, Asys Hitech- Anthose) com solugéo de lavagem (NaCl 1,5M, 0,05% Tween 20). A
placa foi coberta com os padrées e amostra (Figura 5). As solugcées padrbes foram
mantidas dissolvidas em etanol a -20°C. Foram utilizados os padrdes nas diluigbes:
0,1;1;10;100;1000 e 10000 pg/poco. O etanol foi evaporado em fluxo de ar comprimido
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e os padrdes ressuspendidos em uma solugdo de conjugado (concentracbes conforme
Tabela 2) com solugao de ensaio (EIA Buffer, Na2HPO4 0,1M; NaH2PO4 0,1M; NaCl
0,15M cm 0,1% BSA, pH7,0).

2 3 |4 |5 |6 |7 |8 (9 |10 11 |12
A |B 10 1 5 |9 [13 (17 |21 |25 |29 |33 |37
B [Bo 100 1 5 |9 [13 (17 |21 (25 |29 |33 |37
C |Bo 100 2 |6 |10 |14 (18 (22 |26 |30 |34 |38
D |01 1000 2 |6 |10 |14 (18 (22 |26 |30 |34 |38
E |01 1000 3 |7 |11 |15 (19 (23 (27 |31 |35 |39
F |1 10.000 (3 |7 (|11 |15 |19 |23 |27 |31 |35 |39
G |1 10.000 (4 (8 |12 |16 |20 |24 |28 |32 |36 |40
H |10 Boe 4 |8 |12 |16 [20 (24 (28 |32 |36 |40

Figura 5. Representacdo esquematica da microplaca, utilizada no auxilio da analise hormonal, FCAV-
UNESP, Jaboticabal — 2009.

B = Branco Bo = Ponto zero
Boe = Controle final 1 a 40 = Amostras experimentais
0,1 a 10.000 = Diferentes concentragdes das solugdoamostras padrao

As amostras finais foram preparadas com diferentes quantidades de extrato
fecal para cada horménio dosado (Tabela 1) e os tubos deixados para secagem em
capela “overnight” e ressuspendidos em solugéo do conjugado (Tabela 2). Padrbes
e amostras experimentais foram analisados em duplicata. Os pogos da primeira
coluna foram denominados Bo (maxima ligacdo entre o anticorpo € o conjugado).
Para a curva padrao, 100ul de EIA buffer seguido de 50ul de cada padrao foram
pipetados nos pogos das colunas 1 e 2. Para as amostras de extratos fecais, 100pl
de EIA buffer seguido de 50ul de amostra foram pipetados no pocos das colunas 3 a
12 (Figura 5).
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Tabela 2. Registro do valor das concentragbes padronizadas referentes ao conjugado e
anticorpo utilizados na determinagao da quantidade hormonal no extrato fecal, Madri — 2009.

Hormonios Conjugado Anticorpo
Cortisol 1/40.000 1/4.000
Corticosterona 1/40.000 1/4.000
Estrona (E; Gluc.) 1/20.000 1/4.000
Estradiol (E,) 1/160.000 1/4.000
Progesterona (P,) 1/40.000 1/2.000
PdG 1/80.000 1/20.000

Apés incubacdo em temperatura ambiente por 2 horas, as placas foram lavadas
novamente e 100ul de solucdo de substrato (Enhanced K-Bluee TMB Substrate,
Neogen Corporation) foi adicionada a cada pogo. Uma vez passado o tempo de reacao
do substrato, a reacao foi parada com 100ul de solugdo de 10% de H2SO4 e se se
procedeu a leitura da densidade éptica da cor desenvolvida. Esta leitura se realiza em um
leitor automatico ELISA (Eurogenetics), de leitura bicromatica que elimina a cor produzida
por uma possivel reagao de fundo inespecifico. Os filtros utilizados sdo de 450 e 600 nm.

O processamento dos resultados obtidos da analise hormonal se realiza com o
auxilio de um “software” desenvolvido, especialmente para este fim, no Departamento de
Informética da Universidade da Califérnia, Davis - EUA.

O computador calcula as concentragdes das amostras experimentais tomando como
referéncia as curvas-padrao. Para expressar estas concentragdes nas unidades corretas é
necessaria a introducdo de um fator de correcdo, ja que as amostras sofrem distintas
diluicoes.

Para a determinacdo dos valores basais foi realizado um processo matematico
para cada fémea, onde os valores que excederam a média acrescida de 1,5 desvios-
padrao foram excluidos. Com os valores restantes uma nova média foi calculada e o
processo repetido sucessivamente até o momento em que nenhum valor excedeu o
critério adotado (MOREIRA et al., 2001).

Para as progestinas foi utilizado o mesmo critério descrito acima, exceto pelo fato
da utilizagao de 2,0 desvios-padrao. Para caracterizar uma ovulagao, os valores altos
de progestinas deveriam permanecer elevados por no minimo uma semana apos um

pico de metabdlitos de estradiol.
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Os valores dos perfis hormonais entre as progestinas, entre os estroégenos e entre os
corticosteréides foram analisados estatisticamente através do teste de Correlagcdo de

Pearson.

3.3 Avaliacao Colpocitologica

No intuito de complementar as analises hormonais, apds o término das colheitas
hormonais, realizou-se avaliagdo colpocitolégica nas cinco fémeas adultas nédo prenhes,
mantidas em baias individuais. O material para este exame foi colhido diariamente,
durante 30 dias. O animal foi contido com puca e antes de efetuar a colheita a limpeza
da regido perineal foi efetuada, um “swab” esterilizado inserido cuidadosamente até
terco médio da vagina. A haste do “swab” foi movimentada no sentido da direita para a
esquerda e retirada com o0 mesmo movimento.

O material coletado foi gentilmente colocado sobre a superficie de uma lamina de
microscopia e fixado com solucéo de alcool-eter (1:1) por aproximadamente 60 minutos,
em seguida as laminas foram coradas pelo corante Panético.

Posteriormente as laminas foram analisadas quanto aos tipos celulares em
microscopio de luz Leica DM 5000 B (ocular de 10x e objetiva de 20X e 40x), sendo as
preparacdes documentadas. O estudo colpocitolégico se baseou na dindmica e
morfologia das células epiteliais da mucosa vaginal (basais, parabasais, intermediarias,
superficiais).
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IV. RESULTADOS

Os resultados referentes as andlises do extrato hormonal fecal das pacas obtidos
por meio da técnica de enzimaimunoensaio ndo estdo registrados nesta dissertagao
mediante a solicitacdo da Professora Josefina Maria lllera de Portal, do Departamento
de Fisiologia (Fisiologia Animal) da Faculdade de Veterindria da Universidade
Complutense de Madri (Apéndice).

Colpocitologia

No estudo microscédpico do material do epitélio vaginal de pacas verificou-se,
para a paca B7 nos dias 2, 3,4,5,6,7,8,9, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 27, 28, 29 e 30 de
colheita, presenca das seguintes células: parabasais, intermediarias, poucas células
parcialmente queratinizadas e neutréfilos, com predominancia de células intermediarias,
caracterizando periodo de proestro.

Ainda para a paca B7, nas amostras relativas aos dias 10, 11, 21, 22, 23, 24 e 26
verificou-se presenga de poucas células intermediarias, células parcialmente
queratinizadas e células queratinizadas em maior quantidade, sugerindo periodo de
estro.

Também em B7 no dia 25 de colheita, constatou-se a presenca de muitos
neutrofilos, células parabasais e células intermediarias, caracterizando periodo de
diestro.

As caracteristicas da colpocitologia da paca B7, em 30 dias, estdo registradas

nas Figuras 6, 7 € 8.
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Figura 6. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B7 no dia 15/11/2008 (2° dia de
colheita), sugerindo periodo de proestro. Observa-se a presenca de células
intermediarias (setas largas) que variam em tamanho. Também pode ser
observada a presenca de polimorfonucleares - neutréfilo (ponta de seta) e de
células parcialmente queratinizadas (seta). Aumento de 20x, coloracédo Panético®,
FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.

—p>

Figura 7. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B7 no dia 5/12/2008 (22° dia de
colheita). Observa-se a presenca de células superficiais queratinizadas, grandes,
mortas e irregulares correspondendo ao periodo de estro (seta). Aumento de 20x,
coloracao Panético®, FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.
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Figura 8. Fotomicrografias de citologia vaginal da paca B7 no dia 25/11/2008 (120),
sugerindo periodo de diestro. Observa-se a presenca de células intermediarias
(seta) e muitos neutréfilos (ponta de seta). Aumento de 20x, coloracéao Panético®,
FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.

Para o animal B8, nos dias 1, 2, 4, 5, 6, 16, 17, 29 e 30 verificou-se nas amostras
analisadas presenca de células parabasais e intermediarias, além de poucas células
parcialmente queratinizadas e neutréfilos, com predominancia de células intermediarias,
caracterizando periodo de proestro.

Nos dias 9, 10, 11, 12, 18, 19, 20, 21, 22, 23 e 24, também para B8 verificou-se
presenca de poucas células intermediarias, células parcialmente queratinizadas e em
maior quantidade, ocorréncia de células queratinizadas, sugerindo periodo de estro.

Neste mesmo animal nos dias 13, 14, 15, 25, 26, 27 e 28 verificou-se a presenca
raras células queratinizadas, neutréfilos, células parabasais e células intermediérias,
caracterizando periodo de diestro.

As caracteristicas das células encontradas na citologia vaginal esfoliativa da

paca B8 estao representadas nas Figuras 9, 10, 11.
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Figura 9. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B8 no dia 18/11/2008 (5° dia),
sugerindo periodo de proestro. Observa-se a presenga de células intermediarias
(setas largas). Também pode ser observada a presenga de polimorfonucleares -
neutréfilo (ponta de seta) e de células parcialmente queratinizadas (seta).
Aumento de 20x, coloragao Panético®, FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.

-

Figura 10. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B8 no dia 6/12/2008 (23%ia).
Observam-se células superficiais queratinizadas, grandes, mortas e irregulares
correspondendo ao periodo de estro (seta larga) e ainda a presenca de células

parcialmente queratinizadas (seta). Aumento de 20x, coloragao Panético®, FCAV-
UNESP, Jaboticabal — 2009.

34



35

g

Figura 11. Fotomicrografias de citologia vaginal da paca B8 no dia 11/12/2008 (280),
sugerindo periodo de diestro. Observa-se a presenca de células intermediarias
(seta), células parabasais (seta vazada), células queratinizadas (seta larga) e
neutréfilos (ponta de seta). Aumento de 20x, coloragdo Panético®, FCAV-UNESP,
Jaboticabal — 2009.

<+

Nos esfregacos vaginais do animal B9 verificou-se nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14,
15 e 19 a presenca de células parabasais, células intermediarias, poucas células
parcialmente queratinizadas e neutréfilos, predominando as células parabasais e
intermediarias, caracterizando periodo de proestro.

J4, nos dias 8, 9 e 10, verificou-se presenca de poucas células intermediérias,
células parcialmente queratinizadas e células queratinizadas em maior quantidade,
sugerindo periodo de estro.

Para este mesmo animal raras células queratinizadas, muitos neutréfilos e
células intermediarias foram observados nos dias 11, 12, 13, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29 e 30, caracterizando periodo de diestro.

As caracteristicas da colpocitologia de B9, em 30 dias de observacgdes, estao

registradas nas Figuras 12, 13 e 14.



Figura 12. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B9 no dia 17/11/2008 (4° dia de
colheita), sugerindo periodo de proestro. Observa-se a presenca de células
intermedidrias (setas largas). Também podem ser verificados polimorfonucleares -
neutréfilo (ponta de seta% e células parcialmente queratinizadas (seta). Aumento de
20x, coloracao Panético™, FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.

Figura 13. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B9 no dia 21/11/2008 (8° dia).
Verificar células superficiais queratinizadas, grandes, mortas e irregulares (seta),
correspondendo ao periodo de estro. Observar também células parcialmente
queratinizadas (seta larga) que também podem estar presentes no estro. Aumento
de 20x, coloragao Pan6tico®, FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.
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Figura 14. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B9 no dia 25/11/2008 (12° dia),
sugerindo periodo de diestro. Observa-se a presenca de células intermediarias
(seta), células queratinizadas (seta larga) e neutréfilos (ponta de seta). Aumento de
20x, coloragao Panético®, FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.

Na fémea B10 foi também observada a presenca de células parabasais, células
intermediarias, poucas células parcialmente queratinizadas e neutrofilos, com
predominancia de células parabasais e intermediarias nos dias 10, 11, 12, 14, 15, 16,
29 e 30, caracterizando para estes dias periodo de proestro.

Nos dias 18, 19, 20, 21, 23, 26 e 27 verificou-se, nas amostras destes animais,
presenca de poucas células intermediarias, células parcialmente queratinizadas e
células queratinizadas em maior quantidade, sugerindo periodo de estro.

Nao se constataram para esta fémea, no periodo de andlise, caracteristicas
exclusivas da fase de diestro, observando-se nos dias 24 e 25 a presenca de grande
quantidade de células queratinizadas, muitos neutréfilos e raras células intermediarias,
sugerindo para este periodo uma fase intermediaria entre estro e diestro.

Salienta-se que este animal apresentava a membrana vaginal completamente
fechada durante os primeiros nove dias de colheita, fato que ndo pemitiu a realizagao

de observacgdes neste periodo.
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As caracteristicas das células encontradas na citologia vaginal esfoliativa da
paca B10, correspondentes ao periodo de 23/11/2008 a 13/12/2008 estao

representadas nas Figuras 15, 16 e 17.

Figura 15. Fotomicrografia da citologia vaginal da paca B10 no dia 28/11/2008 (15O de
colheita), sugerindo periodo de proestro. Observa-se a presenca de células
intermediarias (setas largas). Também pode ser observada a presenca de
polimorfonucleares - neutréfilo (ponta de seta), células parcialmente queratinizadas
(seta) e células parabasais (seta vazada). Aumento de 20x, coloragao Panotico®,
FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.



Figura 16. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B10 no dia 3/12/2008. Observar a
presenca de células superficiais queratinizadas, grandes, mortas e irregulares
correspondendo ao periodo de estro (seta). Aumento de 20x, coloragéao Panético®,
FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.

~
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Figura 17. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B10 no dia 8/12/2008 (250). Observa-
se a presenca de células intermediarias (seta), células queratinizadas (seta larga)
e neutrofilos (ponta de seta), sugerindo periodo de transicio entre estro e diestro
dada a presenca de grande quantidade de neutréfilos e células queratinizadas.
Aumento de 20x, coloragao Panético®, FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.
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Para a paca B11 nosdias 1, 2, 3,4, 7,9, 10, 13, 14, 15, 16,17, 18 e 19 verificou-
se a presengca de células parabasais, células intermediarias, poucas células
parcialmente queratinizadas e neutréfilos, com predominancia de células parabasais e
intermediarias, caracterizando para estes dias, periodo de proestro.

Nos dias 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 e 30 observou-se também para B11
ocorréncia de células parcialmente queratinizadas e células queratinizadas em
abundancia, caracterizando periodo de estro.

Ainda em B11, nos dias 11, 12 e 22 verificou-se presenca de muitos neutréfilos e
células intermediarias, o que sugere para estes dias, periodo de diestro.

Nas Figuras 18, 19 e 20 esta registrada a colpocitologia de B11.

~

Figura 18. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B11 no dia 15/11/2008 (20 dia de
colheita), onde se verifica presenca de células intermediarias (setas), células
parcialmente queratinizadas (seta larga) e polimorfonucleares - neutréfilo (ponta de
seta), sugerindo periodo de proestro. Aumento de 20x, coloragao Panético®,
FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.



Figura 19. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B11 no dia 8/12/2008 (25°dia).
Observar a presenca de células superficiais queratinizadas, grandes, mortas e
irregulares (seta) correspondendo ao periodo de estro. Aumento de 20x, coloragao
Panético®, FCAV-UNESP, Jaboticabal — 2009.

Figura 20. Fotomicrografia de citologia vaginal da paca B11 no dia 25/11/2008, sugerindo
periodo de diestro. Observam-se a presenca de células intermediarias (setas) e
neutréfilos (ponta de seta). Aumento de 20x, coloragédo Panético®, FCAV-UNESP,
Jaboticabal — 2009.
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Diariamente, no ato da colheita verificava-se para cada animal, o comportamento
da membrana vaginal, ou seja se esta estrutura apresentava-se totalmente fechada,
parcialmente aberta ou totalmente aberta.

Vale salientar que as fémeas ficaram alojadas em baias individuais e
completamente isoladas do macho. No entanto, ao final do periodo de colheita, no dia
05/12/2008 (correspondente ao dia 22 da colheita), foi necesséario alojar uma paca
macho na baia ao lado da baia da fémea B11, estabelecendo-se assim, o contato visual
e olfativo entre eles.

Para todos os animais pertencentes ao estudo pdde-se verificar, quanto ao
comportamento da membrana vaginal, que em certos dias ela permanecia parcialmente
aberta e, em outros, conservava-se fechada. Apenas na fémea B11, foi observada
maior abertura vaginal, com presenca de muco na regido, a partir do dia seguinte da
introdugdo do macho, na baia ao seu lado, permanecendo dessa forma até o final da
colheita (Figura 21 e Tabela 3).



C

Figura 21. Registro fotografico das diferentes apresenta¢gdes da membrana vaginal em
pacas adultas. Em A, membrana completamente fechada. Em B, incio da
abertura da membrana. Em C, membrana pouco aberta. Em D, membrana
totalmente aberta. Verifica-se ainda presenga de muco na regido, caracteristica
apresentada apds contato visual e olfativo entre macho e fémea, FCAV-UNESP,
Jaboticabal — 2009.
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Tabela 3. Registro dos dias e datas de colheita do material para a colpocitologia das fémeas alojadas individualmente
nas baias sete, oito, nove, dez e doze; da fase do ciclo estral correspondente as células do epitélio

vaginal e da caracteristica da membrana vaginal, para cada fémea, diariamente. Jaboticabal - 2008.

DIA DATA B7 B8 B9 B10 B11
DIESTRO/
1 14/11/08  SRoESTRO - M3 PROESTRO - M3 PROESTRO - M3 M PROESTRO - M3
2 15/11/08 PROESTRO - M3 PROESTRO - M3 PROESTRO - M3 M PROESTRO - M3
PROESTRO/
3 16/11/08  PROESTRO-M3  orps. w3 PROESTRO - M3 M1 PROESTRO - M3
4 17/11/08 PROESTRO - M3 PROESTRO - M3 PROESTRO - M3 M1 PROESTRO - M3
PROESTRO/
5 18/11/08 PROESTRO - M3 PROESTRO - M3 PROESTRO - M2 M1 ESTRO - M3
PROESTRO/
6 19/11/08 PROESTRO-M3  PROESTRO-M3  PROESTRO - M2 M1 ESTRO - M3
7 20/11/08 PROESTRO-M8  LoorSTROT . PROESTRO - M2 M1 PROESTRO - M3
PROESTRO/ PROESTRO/
8 21/11/08 PROESTRO - M3 ESTRO - M3 ESTRO - M2 M ESTRO - M3
9 22/11/08 PROESTRO - M2 ESTRO - M3 ESTRO - M2 M1 PROESTRO - M3
10 23/11/08 ESTRO- M2 ESTRO - M2 ESTRO - M2 PROESTRO - M2 PROESTRO - M3
11 24/11/08 ESTRO- M2 ESTRO - M3 DIESTRO- M2 PROESTRO - M2 DIESTRO- M3
PROESTRO/
12 25/11/08  tstro- M2 ESTRO- M3 DIESTRO- M2 PROESTRO - M2 DIESTRO- M3
13 26/11/08 PROESTRO - M3 DIESTRO- M3 DIESTRO- M2 PROESTRO - M2 PROESTRO - M3
14 27/11/08 PROESTRO - M3 DIESTRO- M3 PROESTRO - M2 PROESTRO - M3 PROESTRO - M3
15 28/11/08 PROESTRO - M3 DIESTRO- M3 PROESTRO - M2 PROESTRO - M3 PROESTRO - M3
16 29/11/08 PROESTRO-M3  PROESTRO-M3  poorS'"O'  PROESTRO-M3  PROESTRO-M2
PROESTRO/ PROESTRO/
17 30/11/08 PROESTRO - M2 PROESTRO - M3 ESTRO - M2 ESTRO - M2 PROESTRO - M2
PROESTRO/ PROESTRO/
18 112/08  co1Ro.- M2 ESTRO - M3 ESTRO - M2 ESTRO - M2 PROESTRO - M2
19 2/12/08  PROESTRO - M3 ESTRO - M3 PROESTRO - M2 ESTRO - M2 PROESTRO - M3
PROESTRO/ PROESTRO/ PROESTRO/
20 3/12/08  tsTRo- M3 ESTRO - M3 ESTRO - M2 ESTRO - M2 ESTRO - M3
ESTRO/
21 4/12/08 ESTRO- M2 ESTRO - M3 DIESTRO- M2 ESTRO - M2 DIESTRO - M3
22 5/12/08  ESTRO- M2 ESTRO - M3 DIESTRO- M2 ESTRO - M2 DIESTRO- M3
23 6/12/08 ESTRO - M2 ESTRO - M3 DIESTRO- M2 ESTRO - M2 ESTRO - M4
24  7/12/08 ESTRO- M2  ESTRO- M3  DIESTRO- M2 EﬂzTRO/ DIESTRO  EqtRo. M4
25  8/12/08 DIESTRO- M2  DIESTRO- M3  DIESTRO- M2 ,'\EETRO/ DIESTRO  estRo- M4
26 9/12/08 ESTRO - M2 DIESTRO- M3 DIESTRO- M2 ESTRO - M2 ESTRO - M4
27 10/12/08 PROESTRO - M2 DIESTRO- M3 DIESTRO- M2 ESTRO - M2 ESTRO - M4
28 11/12/08 PROESTRO - M2 DIESTRO- M3 DIESTRO- M2 PROESTRO - M2 ESTRO - M4
29 12/12/08 PROESTRO - M2 PROESTRO - M3 DIESTRO- M3 PROESTRO - M2 ESTRO - M4
30 13/12/08 PROESTRO - M2 PROESTRO - M3 DIESTRO- M3 PROESTRO - M2 ESTRO - M4

M1 — Membrana totalmente fechada
M2 — Membrana com abertura infima
M3 — Membrana parcialmete aberta
M4 — Membrana completamente aberta

B7 — Fémea da baia 7
B8 — Fémea da baia 8
B9 — Fémea da baia 9

B10 — Fémea da baia 10
B11 — Fémea da baia 12
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V. DISCUSSAO

Sabe-se que as fases do ciclo estral, nos mamiferos em geral, podem ser
determinadas com base na resposta do epitélio vaginal ao estimulo hormonal,
principalmente estrogénios e progesterona e esta observacao é considerada um meio
indireto de avaliacdo da fung¢do ovariana e do estado hormonal do individuo (FARIA,
2000; LUSTOSA et al, 2002), ja que o estudo da citologia vaginal possibilita a
observacao da variagdo dos tipos celulares vaginais, coincidentes com a fase hormonal
correspondente, sofrendo modificagdes ao longo do ciclo estral (SCHUTTE, 1967).

Diante das observacdes microscépicas do material do epitélio vaginal das pacas
B7, B8, B9, B10 e B11, pode-se caracterizar a ocorréncia de periodo de proestro, estro
e diestro, ndo se verificando sinais de anestro; as outras fases foram identificadas ao se
observar a presenca de células do epitélio vaginal que correspondem a estas fases, ou
seja, células intermediarias polimorfonucleares e células parcialmente queratinizadas
que caracterizam o proestro; células superficiais queratinizadas, grandes, que
assinalam o estro, além de células intermediarias e muitos neutréfilos que indicam o
diestro (ROSZEL, 1975; MATTHEWS & KENYON, 1984; POST, 1985; FELDMAN &
NELSON, 1987; FREEMAN, 1994; GUIMARAES et al., 1997; MARCONDES et al.,
2002; NOGUEIRA et al., 2005; GUIMARAES et al., 2008; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2008).

Considerou-se para a paca que a fase de metaestro € uma parte da fase de
diestro, conforme os registros de FREEMAN (1994), ao descrever o ciclo estral do rato,
dessa forma utilizou-se apenas a denominacéo de diestro neste trabalho.

Mesmo constatando-se a ocorréncia de células caracteristicas de todas as fases
do ciclo estral, supra citadas, para a paca, nao foi possivel definir o periodo exato de
cada uma delas, determinando seu ciclo estral, diferentemente do que descreveram
GUIMARAES et al. (1997) para a cutia, MARCONDES et al. (2002) para o rato;
NOGUEIRA et al. (2005) e GUIMARAES et al. (2008), para a paca.
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Atribui-se a nao definicao do periodo exato do ciclo estral de cada uma das
fémeas avaliadas, ao manejo dos animais no decorrer desta pesquisa, pois as pacas
foram alojadas individualmente para que apresentassem as mesmas condi¢cdes quando
da colheita de material para a andlise homonal fecal. Entretanto, € imprescindivel
considerar que uma das caracteristicas dos fendbmenos da reproducdo dos mamiferos €
que alguns ovulam espontdnea e ciclicamente, independentemente da presenca do
parceiro, enquanto outros apresentam ovulacdo reflexa, dependente do coito ou da
estimulagdo genital. Esta ritmicidade sexual depende fundamentalmente das alteragbes
funcionais, ciclicas, que ocorrem no sistema hipotalamo—hipofisario-gonadal, sistema
este muito sensivel as modificacdes ambientais: ritmo de claro e escuro, temperatura,
odores provenientes do animal do sexo oposto ou a qualquer outro tipo de estresse
(ANTUNES-RODRIGUES & FAVARETTO, 1999). Estes fatores deveriam ser melhor
caracterizados para cada um dos animais avaliados, mediante protocolo especifico para
tal.

Finalmente, embora nao fizesse parte das propostas dessa pesquisa, cabe
registrar que, diariamente, no ato da colheita do material para a colpocitologia,
verificava-se o comportamento da membrana vaginal para cada animal, a qual se
apresentava, ora totalmente fechada, em outras oportunidades, parcialmente aberta ou
ainda, em certas ocasides totalmente aberta, pois segundo KLEIMAN et al. (1980) e
ROWLANDS & WEIR (1984) ha clara indicagdo de que todos os caviomorfos, exceto o
Myocastor coypus, possuam uma membrana vaginal oclusa, a qual, para ROWLANDS
& WEIR (1984) e FOWLER (2003) é formada em funcdo da hiperplasia de células
epiteliais e que se abre somente durante o estro e o parto; além disso, MATAMOROS &
PASHOV (1984) consideram a duragéo do ciclo estral da paca como sendo o periodo
compreendido entre o primeiro dia de abertura da membrana vaginal e o dia anterior a
abertura seguinte, situacdo esta, que nesta oportunidade, ndo se conseguiu
estabelecer.

Maior evidéncia deu-se ao fato de que, no decorrer das colheitas as fémeas
ficaram alojadas em baias individuais e completamente isoladas de machos e, no 22°

dia de colheita, por uma questdo de manejo geral do criatério, houve a necessidade de



47

se alojar uma paca macho, na baia ao lado da baia da fémea B11, estabelecendo
assim, o contato visual e olfativo entre eles. A partir dai, foi constatada para essa
fémea, maior abertura vaginal, com presenca de muco na regidao, situacdo que
permaneceu até o final da colheita e que coincidiu com as seguintes observacdes a
colpocitologia: presenca de células superficiais queratinizadas, grandes, mortas e
irregulares que caracterizam periodo de estro.

Mediante anadlise colpocitologica realizada nesta pesquisa ndo foi possivel se
constatar, neste periodo, o episédio de um ciclo estral completo. Dessa forma, para que
se possa obter resultados mais consistentes, experimentos com delineamentos mais
elaborados devem ser realizados.

Enfim, é imperioso se considerar que entre os roedores, a subordem
histricomorfa, na qual se insere a paca, os modelos reprodutivos apresentados
parecem ser mais diversificados, do que em qualquer outro grupo de mamiferos (WEIR
& ROWLANDS, 1973).
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VI. CONCLUSOES

Nas condi¢cdes e exigéncias em que o experimento foi conduzido pode-se
concluir que:

1. Verificaram-se alteracbes na morfologia das células da mucosa vaginal, das
pacas estudadas.

2. Tipos celulares caracteristicos das fases de proestro, estro e diestro foram
verificados na colplcitologia das pacas estudadas.

3. Mediante as analises colpocitolégicas das pacas, nao se observou fase de
anestro.

4. A presencga do macho interfere claramente na analise colpocitoldgica.
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Excelentisimo y Magnifico Sr. Rector Prof. Dr. Herman Jacobus Cornelis Voorwald —

Me dirijo a Vd. para explicarle los motivos por los que nos hemos visto cbligados a interrumpir la estancia de
investigacion de Ana Carolina Gonzalves Reis, estudiante de postgrado de la [FCAV-UNESP), estancia gque se
encontraba realizando en el Laboratorio de Endocrinologia del Departamento de Fisiologia Animal, de |a Facultad de

b LSOO SCSEE JERT B TSy il SESEEN i e e iy [E T WY |

4. Al preguntarle por qué no habla seguido el protocalo, dijo que “alguien de su Universidad le habla aconsejado no
traer muestras de las que se pudieran sacar resultados, por si estos resultados fueran publicados posteriormente sin
incluirla a ella entre los autores de la publicacidn®.

5. Como Vds pueden entender, esa ofensa jamas la habiamos escuchado y la Directora del Laboratorio de
Endocrinologia la Prof. Gema Silvan, propuso interrumpir |a estancia en ese momento, poniendo yo conocimiento de
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la USP. Por ello, Ana Carolina completo el mes de estancia en el Laboratorio de Endocrinologia, en el cual se le
proporciono |la formacién suficiente para que ella, posteriormente en Brasil, pudiese realizar las determinaciones

hormonales.

7. Para evitar disparidad en |os resultados, fue redisefiado el protocolo de experimentacidn y fue invitada de nuevo a
realizar una segunda estancia de investigacion en el afio 2008, una vez completade el periodo de recogida de
muestras,

2® Estancia. Iniciada durante el mes de cctubre de 2008, Durante esta estancia Ana Carolina vino acompafiada por su
tutora la Prof. Marcia Rita Fernades FCAV-de la UNESP.

1.

Aparentemente las muestras de heces estaban bien tomadas, y por lo tanto se podia completar la parte
experimental de la Tesina,

Se comenzd realizanda el trabajo que se debia haber hecho el afio anterior. Sin embargo los resultades no
parecian ser concluyentes.

Nuevamente descubrimos que, sin conocimiento de nadie (ni de su Tutora ni nuestro), habla incumplido el
protocalo experimental, entre otras cosas, no traia ninguna muestra de sangre y habla retirade los machos de la
proximidad de las hembras. Por lo tanto, nuevamente, se habia invertido bastante tiempo y mucho dinero para no
obtener absolutamente nada,

Al no obtenerse resultados y comprobarse de nuevo el incumplimiento del protocolo experimental, se le recordd a
Ana Carolina los acontecimientos que habian sucedido en la primera estancia y ella, ne sélo no se disculps, sino
que negd ser ella la causante, dando a entender que la Directora del Laboratorio habia mentido y que,
probablemente, todo era debido a un problema de idioma, es decir un simple malentendido. Esta discusidn tuvo
lugar en presencia de su Tutora, de la Directora del Laboratorio y de mi misma, pero fue escuchada por el resto del

mareanal del Nanartamantn
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2. Incumplio el protecolo de recogida de muestras gue se le habia propuesto en Brasil, trayendo a Madrid muestras
con las que era imposible poder obtener resultados coherentes, por lo que estas muestras no valian para nada, y por
tanto, su estancia en 2| Departamento deberia haber finalizado en ese momento.

3. El protocolo decla que debia recoger muestras de heces todos los dias y una vez a la semana sangre en un grupo de
hanbrss da Aamitl Dass doresnta dar clelar arteslor soaranlatas A Bladedd dohnels fecss los csoiscbioes oalo Jo Jox
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6. En una reunidn entre la Directora del Laboratorio, el Director del Departamento v yo misma, se acordd no
expulsarla en ese momento, debido a los compromisos y a la amistad que nos une a la Prof. Maria Angelica Miglino de
la USP. Por ello, Ana Carolina completo el mes de estancia en el Laboratorio de Endocrinclogia, en el cual se le
praporciono la formacion suficiente para que ella, posteriormente en Brasil, pudiese realizar las determinaciones

hormonales.

formacién de esta estudiante, mas los gastos que las estancias han originado (1.548 muestras total= 8.000,00 Euros), que
han sido financiados a cargo de los presupugstos de nuestro Departamento |compromiso que adquirimos en nuestra visita

a FCAV-UNESP).
Por dltimo queremos afiadir, que nosotros no hemaos firmado ningdn documento que acredite la estancia de Ana Caralina
Gonzalves Reis durante el mes de octubre de 2008,

Atentamente

.
——
ik '_\"‘——-_._\_\_\_\_‘__\_H_

Fdo: Josefina Maria lilera del Portal
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nuestro departamento, y yo misma losefina, Profesora Titular del Departamento de Fisiologiala la FCAV-UNESP. En esa
visita se planteo una colaboracion entre la Profesora Marcia Rita Fernandes y nuestro Departamento, con el fin de que
Ana Carolina Gonzalves Reis pudiera completar su Tesina de Maestrazgo,

Pasamos a continuacion a resumir los hechos acontecidos durante las dos estanclas:
1# Estancia. Tuvo lugar durante el mes de septiembre de 2007.

1. Ana Carolina vino a Madrid el 31 de agosto de 2007, (10 dias antes de lo acordade), sin tener noticias nosotros de
ello e intento incorporarse al departamento una semana antes de lo acordado. No habiendo nadie para recibirla en
ese momento.

2. Incumplic el protocalo de recogida de muestras que se le habia propuesto en Brasil, trayendo a Madrid muestrae
con las que era imposible poder obtener resultados coherentes, por lo que estas muestras no valian para nada, y por
tanto, su estancia en el Departamento deberfa haber finalizado en ese momenta,

3, El protocolo decia que debia recoger muestras de heces todos los dias y una ver a la semana sangre en un grupo de
hembras de Agouti Paca, durante dos ciclos estrales completos. A Madrid deberia traer las muestras solo de dos
hembras durante los dos ciclos estrales, con el fin de validar la técnica de andlisis harmonal ¥ determinar los perfiles
hormonales en esta animal. A Espafia trajo muestras de varios animales al azar ningun ciclo complete y ni una muestra

e
OE Saligre.

4. Al preguntarle por qué no habia seguide el protocolo, dijo que “alguien de su Universidad le habia aconsejado no
traer muestras de las que se pudieran sacar resultados, por si estos resultados fueran publicados posteriormente sin
incluirla a ella entre los autores de la publicacién®,

5. Como Vds pueden entender, esa ofensa jamas |a habiamos escuchado y |a Directora del Laboratorio de
Endocringlogia ia Prof. Gema Silvan, propuse interrumpir la estancia en ese momenta, poniendo yo conocimiento de
su Tutora los hechos que habian acontecido.

6. En una reunidn entre la Directora del Laboratorio, el Director del Departamento y yo misma, se acordd no
expulsarla en ese momento, debido a los compromisos y a la amistad que nos une a la Prof. Maria Angelica Miglino de
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la USP. Por ello, Ana Carolina completo el mes de estancia en el Laboratario de Endocrinologia, en el cual se le
praoporciono la formacidn suficiente para que ella, posteriormente en Brasil, pudiese realizar las determinaciones
hormaonales.

7. Para evitar disparidad en los resultados, fue redisefiado el protocolo de experimentacidn y fue invitada de nueveo a
realizar ina weeunda sctancia de invecticaridn en el afin 2008 1ina wer ramnlatades ol narinda da rerasids da

ENPETITHEMLE O 1 1 25Ind,

2. Se comenzo realizando e trabajo que se debia haber hecho el afio anterior. Sin embargo los resultades no
parecian ser concluyentes,

3. Nuevamente descubrimos gue, sin conocimiento de nadie (ni de su Tutora ni nuestro), habia incum plido &l
protocolo experimental, entre otras cosas, no traia ninguna muestra de sangre y habia retirado los machos de la
proximidad de las hembras, Por lo tante, nuevamente, se habla invertido bastante tiempo y mucho dinero para na
abtener absolutamente nada.

4, Alnoobtenerse resultadas y comprobarse de nueva el incumplimiento del protocolo experimental, se le recordd a
Ana Caralina los acontecimientos que habian sucedido en la primera estancia y ella, no sélo no ze disculpd, sino
que negd ser ella |a causante, dande a entender que la Directora del Laboratorio habia mentido ¥ que,
probablemente, todo era debido a un problema de idioma, es decir un simple malentendido. Esta discusidn tuvo
lugar en presencia de su Tutora, de la Directora del Laboratorio y de mi misma, pero fue escuchada por el resto del
personal del Departamentao.

5. A la vista de la actitud Inaceptable de esta estudiante, la Directora del Laboratorio exigit la expulsidn del mismo,
por haberla calificado de "Mentirosa” delante de todo el personal del Departamentao.

6. La Tutora intercedio por ella y prometic que al llegar a Brasil hablaria con ella, aqui simplemente le indicd que no
volviera al Laboratorio.

7. Se adquirié con la Tutora el compromiso de analizar las muestras que faltaban, siempre ¥ cuande, estos resultados
no fuesen utilizados nara [a Tesina de esta estudiants
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12 Estancia. Tuvo lugar durante el mes de septiembre de 2007.

1. Ana Carolina vino a Madrid el 31 de agosto de 2007, (10 dias antes de lo acordado), sin tener noticias nosotros de

ello e intento incorporarse al departamento una semana antes de lo acordado. No habiendo nadie para recibirla en
ese momento.

7 InFumnlid 8l nratacnln de recoeida de muestras oue se le habia nranuestn an Rracll travendn o Madrid moscteac

hormaonales en esta animal. A Espafia trajo muestras de varios animales al azar ningdn cicla com pleto y ni una muestra
de sangre.

4. Al preguntarle por gué no habia seguido el protocolo, dijo que “alguien de su Universidad le habia aconsejado no

traer muestras de las que se pudieran sacar resultados, por si estos resultados fueran publicados posteriormente sin
incluirla a ella entre los autores de la publicacion”.
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6. En una reunién entre la Directora del Laboratorio, el Director del Departamento v yo misma, se acordd no
expulsarla en ese momento, debido a los compromisos y a la amistad que nos une a la Prof. Maria Angelica Miglino de
la USP. Por ello, Ana Carolina completo el mes de estancia en el Laboratorio de Endocrinologia, en el cual se le
proparciono la formacidn suficiente para que ella, posteriormente en Brasil, pudiese realizar las determinaciones

hormaonales.

L L R e e TR L L T L e Ty R S TRV LT T TRTE S

Como puede Vd comprender, el comportamiento de Ana Carolina Reis dos Santos, estudiante de su Universidad, ha
sido completamente inadmisible, Nosotros llevamos recibiende y formando estudiantes, profesares e investigadores de
todo el mundo y nunca nos habia pasado una cosa semejante, por lo que en el futuro nos pensaremos mucho, volver a
admitir en nuestro Departamente a ningun estudiante de la FCAV-de la UNESP, por no mencionar la pérdida de tiempo en
la formacién de esta estudiante, mds los gastos que las estancias han originado (1,548 muestras tatal= 8.000,00 Euros),

o b e " -
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