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PRESENCA DE ISOLAMENTO POS-ZIGOTICO ENTRE DIFERENTES
CITOTIPOS DE MAZAMA AMERICANA : AVALIACAO DE FEMEAS

RESUMO - O veado mateiro, Mazama americana, apresenta populacoes
cariotipicamente diferentes (citotipos) em diferentes regides brasileiras. Estes citétipos
apresentam uma diferenciagao cariotipica que originou duas linhagens evolutivas A e B.
Estas linhagens apresentam uma distancia genética entre elas, maior que em relagéo a
outras espécies de Mazama. A existéncia de mecanismo de isolamento reprodutivo
pds-zigotico, devido a distancia cariotipica das linhagens, comprovaria a existéncia de
pelo menos duas espécies dentro do que hoje denomina-se Mazama americana. Para
tal foram realizados cruzamentos inter e intracitotipos obtendo prole F1 hibrida (n=6) e
pura (n=3). As fémeas F1 foram analisadas quanto aos seus parametros reprodutivos
por meio da dosagem de metabdlitos fecais de progesterona, histologia de ovario e
producédo de embrides in vitro. As fémeas puras apresentaram parametros similares aos
ja descritos para fémeas de M. americana, porém os parametros das fémeas hibridas
apresentaram-se distintos das puras. Duas hibridas apresentaram esterilidade com
auséncia de células germinativas, resposta negativa ao protocolo de superovulagéo e
auséncia de foliculos para aspiracdo e posterior producdo de embrides in vitro. As
outras hibridas apresentaram subfertiidade. Uma vez encontrado o isolamento
reprodutivo entre as linhagens A e B, foi possivel identificar ao menos duas espécies
dentro de Mazama americana. Sugerimos que o0s citétipos podem ser divididos em
subespécies das linhagens, porém outros estudos devem ser realizados para que esta

hipGtese seja comprovada.

Palavras-chave: fémea, isolamento pds-zigético, Mazama americana
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PRESENCE OF POST-ZYGOTIC ISOLATION IN FEMALE F1 FROM BREEDING OF
CROMOSOME VARIANTS OF MAZAMA AMERICANA

ABSTRACT - The red brocket deer, Mazama americana, shows populations that
are karyotipically different (cytotypes) distinct regions in Brasil. These karyotype
differentiation led to two evolutionary lineages A and B. These lineages have a genetic
distance between them greater than for other species of Mazama. Once to these
differences culminate in a division of the taxon, need to require a study of reproductive
isolation among lineages. For these, crossings were performed within and between
cytotypes obtaining F1 hybrid (n = 6) and pure (n = 3) offspring. The F1 females were
analyzed as to their reproductive parameters. It was possible to infer the reproductive
capacity of these through the measurement of fecal progesterone metabolites, histology
of ovary and embryo production in vitro. The pure females showed parameters similar to
those described for females of M. American, but the parameters of the hybrid females
were lower than those of the pure. Two hybrid presented sterility with absence of germ
cells, negative response to the superovulation protocol, and absence of follicles for
aspiration and subsequent production of embryos. The other hybrids showed subfertility.
Once found the reproductive isolation between strains A and B, it was possible to
identify at least two species within Mazama americana. We suggest that these cytotypes
can be divided into subspecies strains, but other studies must be conducted so that this

hypothesis is verified.

Keywords: female, Mazama americana, post-zygotic isolation
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1. INTRODUCAO

A espécie Mazama americana, conhecida popularmente como veado-mateiro,
atualmente ndo possui subdivisbes em sua taxonomia. Esta proposta foi aceita depois
que ROSSI (2000) estudou a morfologia de animais existentes em museus brasileiros.
Porém, uma duvida em relacdo ao numero de cromossomos desses animais ainda nao
foi esclarecida.

Os estudos cromossdmicos realizados com a espécie descreveram variacdes
cromossomicas (citotipos) sugerindo a sua divisdo. DUARTE et al. (2008) sugerem a
existéncia de um complexo de espécies cripticas, pois apesar da similaridade
morfolégica entre os individuos, estes apresentam altos niveis de diferenciacao
genética e diversificacdo de haplotipos em diferentes localidades geograficas.

ABRIL et al. (2010) também sugeriram a divisdo da espécie em duas ou mais, ao
revelarem a presenca de duas linhagens no processo evolutivo dos citétipos de M.
americana e a presenca de dois clados, dentro da espécie, com grande distancia e
diferenciacéo genética entre eles, revelada através de anélises do DNA mitocondrial.

Levantou-se entdo duas hipoteses: i) as duas linhagens evolutivas apresentadas
por Abril et al. (2010) sdo duas espécies distintas e que 0s citotipos presentes dentro
destas linhagens devem ser divididas em subespécies; ii) os diferentes citotipos, devem
ser diferenciados em diferentes espécies.

Para exclarecer esta duvida seria necessario identificar a existéncia de espécies
distintas dentro desse taxa. O conceito de espécie mais aceito hoje é o conceito
bioldgico que descreve espécies como grupos de populagdes naturais que intercruzam
e estdo reprodutivamente isoladas de outros grupos. Assim, informagcdes que possam
identificar uma barreira reprodutiva entre os diferentes citétipos sdo de extrema

importancia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mazama americana: descricéo e classificacdo taxonémica

A espécie Mazama americana é conhecida popularmente como veado-mateiro,
veado-pardo, ou veado-vermelho (Figura 1). E considerada a maior espécie do género
Mazama com peso variando de 30 a 40 kg e sua altura de cernelha de 58 a 60 cm de
altura (VARELA ET AL., 2010). Sua coloracdo pode variar de castanho—avermelhada a
castanho levemente escuro, com presenca de manchas esbranquicadas abaixo da
cauda, face interna proximal dos membros, regido submandibular, ponta da maxila

superior e face interna da orelha (ROSSI, 2000).

Figura 1. Fémea de Mazama americana, do citotipo Parand 2N=52 e NF = 60, utilizada nos
cruzamentos para producéo F1 (hibrido e puro). Identificagdo do Animal T257.
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A espécie ocorre desde o norte da América do Sul ao norte da Argentina
(Misiones, Salta, Jujuy, Tucuman, Formosa, Chaco e Corrientes), Bolivia, Brasil,
Colébmbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Paraguai, Peru, Suriname, Trinidad e
Tobago e Venezuela (IJUCN, 2011) (Figura 2). Os individuos da espécie preferem
habitar as grandes matas, a beira dos rios, quase sempre cobertas de vegetacdo densa
(JUNQUEIRA, 1940). Na Argentina, OLROG & LUCERO (1981) relataram M. americana
ocupando cerrados fechados, selvas e bosques em regides de até 2.500 m de altitude.
EISENBERG (1989) acredita que a espécie ocupa desde florestas semideciduas até
cerrado fechado, pois como EMMONS (1990) citou, eles sdo adaptados para a vida na
floresta. Segundo BODMER (1997), esta espécie na Amazodnia prefere as encostas das
florestas Umidas de terra firme. Sua distribuicdo se sobrepde a de outros veados do
género, como M. gouazoubira, M. nana e possivelmente, M. bororo em uma variedade
de ecossistemas (EMMONS 1990; VOGLIOTTI, 2004; RIVERO et al., 2005; FERRARI
et al., 2005).

No Brasil podemos encontra-los proximos a reservas, territérios indigenas e
areas protegidas na Amazbnia. Também ha relatos de ocupacdo de fragmentos de
Mata Atlantica no sul e sudeste, habitats que se converteram em areas de importancia
econbmica para agropecudria, onde muitas popula¢des possuem apenas fragmentos
isolados de mata para habitarem, em especial a populacéo presente na bacia do Rio
Parana, Brasil, que se mantém em uma regido fragmentada com areas de matas muito
restritas, necessitando de um manejo adequado para conservacdo da espeécie, 0 que

nao ocorre com a populagdo da Amazonia (VARELA et al, 2010).



13

Figura 2. Mapa da distribuigéo geografica da espécie Mazama americana (VARELA et al, 2010).

Em relacdo a taxonomia, no inicio do século XX, ALLEN (1915) considerava a
existéncia de 5 espécies (Mazama trinitatis, M. rufa, M. sartorii, M. gualea, M. fuscata e
M. zamora), as quais foram integradas por CABRERA (1960) como subespécies da
espécie Mazama americana (M. a. gualea, M. a. jucunda, M. a. rosii, M. a. rufa, M. a.
sarae, M. a. sheila, M. a. whitelyi, M. a. zamora e M. a. zetta). Mais tarde, em 1987,
CZERNAY adicionou mais 6 subespécies além das descritas anteriormente (M. a.
temama, M. a. cerasina, M. a. reperticia, M. a. americana, M. a. trinitatis e M. a.
carrikeri). Somente em 2000 que ROSSI, utilizando informacgdes morfoldgicas, prop6s a
existéncia de uma Unica espécie de M. americana no Brasil, sem a presenca de
subespécies.

Porém, apesar das semelhancas morfolégicas das populacdes de M. americana
descritas por ROSSI (2000), as andlises citogenéticas geram duvidas sobre esta
classificacdo taxondmica, uma ves que apresentaram resultados conflitantes com 2n
variando de 48 a 54 e NF variando de 54 a 70, o que deixou mais duvidas sobre o
padréo cariotipico da espécie (JORGE & BENIRSCHKE, 1977; NEITZEL, 1987).
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Em 1992, DUARTE encontrou estes mesmos conflitos no padrédo cromossémico
da espécie ao analisar quatro espécimes brasileiros. Segundo DUARTE & MERINO
(1997), este polimorfismo pode indicar a existéncia de varias espécies dentro dos M.
americana.

Para entender melhor estas variacdes, DUARTE & JORGE (1996) analisaram os
cariétipos de 33 M. americana de varias localidades do Brasil, encontrando extenso
polimorfismo, 2n= 42 a 53 cromossomos e NF= 48 a 57. Essa variacdo cromossdomica
apresentou coeréncia geografica, ou seja, alguns cariétipos eram caracteristicos de
algumas regides. A partir desses resultados, os autores descreveram sete citotipos
distintos: Rio Negro, Manaus, Jari, Acre, Rondbnia, Carajas e Rio Parana. Cada um
desses cit6tipos seriam potencialmente espécies distintas.

Ao comparar as particularidades cariotipicas dos citotipos Carajas (2N=48-51),
Parana (2N=51-53) e Rondobnia (2N=42-45), SARRIA-PEREA (2004) observou uma
maior semelhanca entre os citétipos Carajas e Parand, diferenciados apenas por uma
fusdo em tandem, do que o entre os citétipos Rondonia e Carajas, geograficamente
mais proximos porém, diferenciados por quatro fusées em tandem e uma translocacao
Robertsoniana. Estas mesmas diferengas foram encontradas na comparacdo entre 0s
citotipos Ronddnia e Parana. Levantou-se entdo, a possibilidade do citotipo Rondénia
ser distinto dos demais. Neste mesmo trabalho foi descrita pela primeira vez uma fusao
X-autossdmica que ocorreu no ancestral dos M. americana sul americanos, originando
um sistema sexual complexo do tipo XX/XY1Y2.

Em um estudo recente que associou analises citogenéticas e moleculares de 18
individuos de M. americana, foi possivel identificar 6 citotipos distintos (Rondénia, Juina,
Jari, Carajas, Santarém e Parana). O citdtipo Parana por possuir o maior namero
dipléide e numero fundamental, foi utilizado como base para comparag¢des entre 0s
caridtipos. A partir da relacdo encontrada entre os cariotipos foi criada a hipotese de
gue os citotipos identificados diferenciaram-se a partir de um ancestral comum em duas
linhagens evolutivas distintas: por meio de uma inverséo pericentrica e fusdes centricas
e em tandem surgiram os citétipos Parana, Carajas, Santarém e Jari; e, a partir de

fusdes céntricas e em tandem originaram os citétipos Juina e Ronddnia. Corroborando
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com os resultados citogenéticos, as analises moleculares do DNA mitocondrial
identificaram dois clados independentes (A e B), onde o clado A é composto pelos
citétipos Rondénia, Juina, Jari e Santarém e, o clado B, composto pelos citétipos
Parana, Carajas e Santarém. Foi observado um alto valor de diferenciacdo e de
distancia genética entre os dois clados e, o clado A aparece geneticamente mais
proximo das espécies Mazama bororo e Mazama nana do que do clado B, sugerindo
gue Mazama americana possa ser na verdade duas ou mais espécies distintas (ABRIL
et al., 2010).

Em 2008, DUARTE e colaboradores ja haviam descrito os altos niveis de
diferenciacdo molecular e citogenética dos M. americana, relatando este como um dos
casos mais surpreendentes de evolugcdo morfolégica convergente e de espécies
cripticas em mamiferos. Os autores também sugeriram que as relagdes filogenéticas de
cervideos, baseadas nos caracteres morfologicos externos sao problematicas, pois ha
extencas causas de homoplasia associadas a este tipo de prova.

Devido a toda esta incerteza em relagdo ao taxa, a espécie M. americana €
classificada como Dados Insuficientes segundo a I[UCN (2011). A justificativa é de que a
sistematica do taxa seja melhor compreendida, € impossivel avalid-lo nas categorias e
critérios da Lista Vermelha da IUCN. Somente apos definir a distribuicdo e o tamanho
da populacéo é que sera possivel estimar sua reducdo. Além disso, ndo ha evidéncias
de que a espécie se mantenha fora de éareas florestadas, dessa forma, algumas
populacbes (que podem ser espécies ou subespécies) podem estar ameacadas,
enquanto outras ndo 0 sao, e até que seja exclarecida a taxonomia, ndo se tem

informacdes suficientes para avaliar a espécie contra as ameacas.

2.2. Especiacao e Isolamento Reprodutivo

7

Dentre os mamiferos, a familia Cervidae € marcada por uma grande
diversificagdo cromossdomica e, a diferenciacdo entre as linhagens envolve tipos
especificos de rearranjos cromossdémicos, sendo o padrdo cariotipico do género
Mazama considerado como o mais complexo (FONTANA & RUBINI, 1990).
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Para DUARTE & JORGE (1996), a complexidade do padrdo cromossémico do
género vai além da variacdo cariotipica insterespecifica, havendo polimorfismos
cromossdmicos intraespecificos surgidos a partir de rearranjos, como no caso dos M.
americana, e a presenca de cromossomos supranumerarios. Os principais rearranjos
cromossdmicos encontrados na variacdo cariotipica dos M. americana sdo fusdes
centricas e em tandem (ABRIL et al., 2010).

Enquanto a subfamilia Cervinae divergiu seu cariotipo exclusivamente por
translocacbes Robertsonianas, nos géneros Mazama e Muntiacus predominaram as
fusdes em tandem, mesmo sendo este tipo de rearranjo, promotor de altas frequencias
de desbalanco cromossdmico em heterozigotos e podendo levar a baixas taxas de
fertilidade na populacdo (NEITZEL, 1987). A diferenciacdo cromossdmica das linhagens
da familia Cervidade seguiu o principio da ortosselecdo cariotipica (FONTANA &
RUBINI, 1990), onde um tipo de alteracdo apresenta uma tendencia de ocorrer
repetidamente em wuma determinada linhagem evolutiva resultando em uma
uniformidade nos cariotipos dos organismos, uma tendencia para que todos o0s
cromossomos de uma espécie sejam semelhantes em tamanho e forma WHITE (1977).

Para NEITZEL (1987) as frequencias de mutacdes cromossOmicas na evolucao
da familia Cervidae foram mais altas que em outros taxa. As transmissbes destes
rearranjos cromossémicos dependeram principalmente da estrutura das populacdes e
se fixam apenas naquelas que apresentaram alto grau de “inbreeding” (cruzamentos
entre espécies relacionadas). Somente 0s cruzamentos que causaram pequenos danos
foram os que promoveram a fixacdo homozigota dos rearranjos cromossomicos, como
no caso dos géneros Muntiacus e Mazama, 0sS quais apresentaram alta taxa de
evolucédo cariotipica dentro da familia Cervidae. A fixacdo destes rearranjos pode ter
agido como um mecanismo de isolamento e por sua vez, permitido o acimulo de outros
fatores de isolamento, promovendo assim, a divercificacdo anatdbmica (NEITZEL, 1987).

Segundo WHITE (1977), a existéncia quase universal, se ndo universal, de
diferencas entre os cariotipos de espécies proximas sugere fortemente que o0s
rearranjos cromossdmicos devam ter desempenhado um papel direto, ou indireto, na

especiacao.
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A definicdo de espécie mais aceita atualmente € o Conceito Biolégico em que,
espécies nao sdo tipos morfoldgicos, mas sim, popula¢des variaveis que sdo isoladas
reprodutivamente de outras populacdes (FUTUYMA, 2002). Segundo SENE (2009),
existe dois tipos de isolamento que podem caracterizar uma populacdo, o isolamento
geogréfico (ndo ha contato entre os individuos de duas populacbes, alopatria,
impedindo assim, que ocorra fluxo génico entre elas), e o isolamento reprodutivo
(presenca de barreiras bioldgicas que impedem o fluxo génico entre populagbes
simpatricas).

Podemos classificar o isolamento reprodutivo como, mecanismos pré-zigéticos,
que sao barreiras que atuam antes do cruzamento e/ou fertilizacdo dos gametas
podendo ser descritos como: mecanico (diferencas morfolégicas); comportamental
(individuo de uma espécie rejeita o individuo de outra espécie); temporal (onde
espécies apresentam periodo de puberdade em periodos distintos, assim como
diferentes épocas reprodutivas); e morte dos gametas (quando ha cépula porém o
gameta masculino morre por causas fisiologicas dentro do trato reprodutivo da fémea)
(SENE, 2009); e mecanismos p0s-zigoticos, que sao as barreiras que atuam apos a
fertilizacdo dos gametas sendo descritos como inviabilidade do hibrido (zigoto inviavel,
ou com viabilidade reduzida), esterilidade do hibrido (onde a prole F1 ndo produz
gametas viaveis em um ou ambos 0s sexos) e desmoronamento do hibrido (onde a
prole F2 ou hibridos retrocuzados tem a viabilidade ou fertiidade reduzida)
(DOBZHANSKY, 1970).

Para RIDLEY (2006), “especiacao significa a evolugédo do isolamento reprodutivo
entre duas populacdes”.

Estudos de especiacao por diferencas cromossémicas ja foi descrita em outras
espécies de mamiferos. Como os gerbils do género Taterillus, do oeste da Africa.
Apesar da similaridade morfolégica foram identificados dois cariotipos distintos, os
quais apdés um estudo minucioso apresentaram grandes diferencas (translocactes
Robertsonianas e em tandem), sugerindo até figuras polivalentes de arcos ou correntes

como provavel resultado do pareamento mei6tico de um hibrido (DOBIGNY et al. 2002).
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Um estudo recente, com roedores da espécie Ctenomys minutus, do sul do Brasil,
apresentou diferentes padrfes cariotipicos separados por barreiras geogréaficas. Foram
observadas zonas de hibridizacdo entre estas populacdes e discuti-se a importancia
deste fluxo génico entre as populacdes, aumentendo a variabilidade genética destas e
levando a uma subsequente evolucédo (GAVA & FREITAS, 2003).

2.3. Aptidao de fémeas hibridas

A ddvida ainda se mantém quanto as variacdes cariotipicas da espécie M.
americana. Sera que os citotipos desta espécie, que possuem distribuicdo geografica
distinta, também poderiam ser diferenciados em espécies?

Segundo SENE (2009), para que diferentes populactes, alopatricas e de uma
mesma espécie, sejam caracterizadas como espécies distintas seria necessario realizar
um teste de simpatria com estas. Uma vez observada a presenca de isolamento
reprodutivo entre elas, seria possivel separa-las em mais de uma espécie.

Para observamos a presenca de isolamento reprodutivo devemos entdo cruzar
as populacdes e observar se € possivel ou ndo produzir um individuo. Uma vez que
duas populactes distintas conseguem produzir hibridos, frequentemente a prole tem
baixa aptiddo. Os hibridos podem ser estéreis, ou ter viabilidade reduzida. A aptidao
reduzida dos hibridos € um exemplo do isolamento pés-zig6tico pois, os hibridos podem
apresentar uma forma intermediaria entre as duas espécies parentais e serem mal-
adaptados porgue ha poucos recursos para essa forma e/ou, ter baixa aptiddo porque
as duas espécies parentais contém genes que ndo funcionam bem quando em uma
mesma prole (RIDLEY, 2006).

Trés causas genéticas podem levar a problemas de aptiddo em um hibrido:
diferentes arranjos cromossémicos, diferentes niveis de ploidia, ou diferentes alelos que
nao funcionam propriamente quando colocados juntos em um individuo (COYNE &
ORR, 1998).

KING (1993) acredita que rearranjos cromossOmicos que causam uma heterose
potencialmente negativa, como fusbes em tandem, translocacdes e inversdes, podem
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estar relacionados com o processo de isolamento reprodutivo. Em contrapartida,
COYNE & ORR (1998) acreditam que o isolamento reprodutivo é causado por
diferencas na bagagem genética e ndo por grandes rearranjos cromossOmicos.
RIESEBERG (2001), apresenta uma razdo nao tradicional para os modelos de
especiacdo cromossémica sugerindo que, os rearranjos cromossémicos causam efeito
na reducéo do fluxo génico, através da supressao da recombinac¢ao e/ou isolamento de
genes no hibrido, e ndo no valor adaptativo deste.

Para SWITONSKI & STRANZINGER (1998) a presenca de rearranjos
cromossdmicos em heterozigose pode causar pareamentos andmalos durante a meiose,
0 que resulta em falhas na gametogénese e producdo de gametas desbalanceados,
causando uma diminuicédo da fertilidade ou esterilidade do individuo.

A presenca de rearranjos cromossomicos pode afetar a fertilidade de uma fémea,
porém com menores danos do que quando presentes em machos. SETTERFIELD e
colaboradores (1988) encontraram falhas no pareamento meidtico de fémeas de
camundongo com translocacédo Robertsoniana 52, com reducéo de tecido ovariano e
no nimero de odécitos em relacdo as fémeas sem translocacdo. Apesar dessa reducao,
a taxa de ovulagédo e a foliculogénese nao foi afetada, uma vez que as fémeas com
translocacao ainda apresentavam um pool de odcitos, mesmo que reduzido.

Em 1922, HALDANE observou que “em uma prole de dois animais diferentes de
racas distintas, um sexo € ausente, raro ou estéril, sendo este o sexo heterozigoto
(heterogamético ou XY)”. Segundo ORR (1997), a Regra de Haldane pode ser
explicada através da Teoria de Dominancia, criada a partir do Modelo de especiacao
Dobzhansky-Muller, que considera a existéncia de genes de especiagdo ligados ao X,
gue quando em dominancia podem causar a inviabilidade e/ou esterilidade do hibrido.

Por outro lado, MALONE & MICHALAK (2008), acreditam que a explicagdo para
fertilidade de fémeas hibridas (neste caso do género Xenopus) esté relacionada com a
Teoria Faster-Male, que considera (1) que a espermatogénese € sensivel as
perturbacbes que ocorrem no hibrido e/ou (2) que a selecdo sexual nos genes
especificos do macho os leva a uma evolucdo mais rapida em relacdo aos genes

especificos das fémeas, acarretanto em defeitos nos machos hibridos. Apdés realizarem
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estudos com modificagdo dos sexos fenotipicos e cromossdmicos de machos e fémeas
Xenopus, levantaram a hip6tese de que a gametogénese do macho apresentaria maior
sensibilidade para expressao génica, possivelmente por que foi identificado um maior
namero de genes nos testiculos das espécies estudadas, do que nos ovarios, e por isso
a producdo de gametas seria mais facilmente afetada em um hibrido macho do que em
uma fémea.

Realmente sdo comuns os casos de fémeas hibridas que apresentam certo grau
de fertilidade, como mulas adultas que apresentam atividade ovariana com presenca de
cistos foliculares, corpos liteos em seus ovarios (BENIRSCHKE & SULLIVAN, 1966),
até mesmo casos de sucesso reprodutivo em que o cruzamento entre uma mula (Equus
cabalus x Equus asinus) e um jegue (Equus asinus) resultou em nascimento de filhote
saudavel (RONG et al.,1988).

Porém, ainda podemos observar casos de fémeas hibridas com reducdo de
tecido ovariano e auséncia de estruturas foliculares e até mesmo de células
germinativas (WEST et al., 1978). Talvez porque, como descrito por TAYLOR & SHORT
(1973), parte das células germinativas presentes nas gbnadas de hibridas neonatas
nao se desenvolvem e acabam morrendo durante a meiose, provavelmente por

irregularidades no pareamento cromossémico.

2.4. Parametros Reprodutivos de fémeas

Muitos trabalhos realizados com fémeas hibridas procuram demonstrar a
presenca de esterilidade ou subfertilidade utilizando pardametros reprodutivos como
pareamentos meiéticos em células germinativas de fetos (SETTERFIELD et al., 1988;
AKHVERDYAN & FREDGA, 2001), cortes histoldgicos de ovério de individuos adultos
(BENIRSCHKE & SULLIVAN, 1966; TAYLOR & SHORT, 1973; WEST et al., 1978) e
sucesso reprodutivo com producao de filhotes viaveis (RONG et al., 1988; CLOSE &
BELL, 1997). Porém outros parametros reprodutivos in vitro (realizados em laboratorio),

também podem ajudar a inferir a capacidade reprodutiva de uma fémea.
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A presenca de células germinativas pode ser inferida através da presenca de
atividade ovariana, que por sua vez possui alta relacdo com a regulacdo de horménios
esterdides como a progesterona e o estrdgeno. Sabe-se que a concentracao periférica
de metabolitos de progesterona estd associada a atividade ovariana, pois quando o
comportamento de estro se pronuncia a concentracdo de metabdlitos apresenta-se
baixa (PICKARD et al, 2001). SHIMIZU (2005) constatou que metabolitos fecais de
hormonios esteroides de macacos refletem, com acuracia, os eventos ovarianos
demonstrando um mesmo perfil de dosagens de horménios esterdides plasmaticos.Um
método muito utilizado para avaliagdo ovariana em animais silvestres € a dosagem de
metébolitos fecais de progesterona (SCHWARTZ et al, 1995; WASSER et al, 1995; e
SCHWAZENBERGER et al, 2000). Em cervideos neotropicais, especificamente M.
gouazoubira, as caracteristicas dos eventos reprodutivos foram descritas através deste
método de acompanhamento endocrino (PEREIRA et al, 2006).

O balanceamento genético das células germinativas das fémeas hibridas
também poderia ser inferido utilizando a técnica de producdo de embrides in vitro, uma
vez que, apenas 0S 00citos que possuem uma bagagem genética balanceada terdo
capacidade de ser fertiizados e posteriormente a competéncia de iniciar a
embriogénese.

O segundo MATZUK et al (2002) a embriogénese s6 tem inicio se o odcito
acumular alguns fatores maternos especificos em sua fase de desenvolvimento folicular,
e para isso este deve estar geneticamente balanceado. O odécito de um mamifero em
crescimento, mesmo bloqueado na profase | da meiose, mantém transcrigbes ativas,
produzindo um estoque de mMRNA e proteinas para serem utilizados no inicio da fase de
clivagem do embrido. A atividade transcricional embrionaria s6 tem inicio apos a
ativacdo do seu genoma que ocorre depois que o embrido iniciou o processo de divisdo
celular e, por isso, seu desenvolvimento inicial € dependente dos mRNA e das
proteinas sintetizadas anteriormente pelo odcito (BETTEGOWDA & SMITH, 2007).
Essa passagem é chamada de transicdo materno-embrionaria e para que ocorra de

forma adequada com subsequente desenvolvimento embrionario normal, € necessario
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gue o0s gametas, em especial o odcito, estejam geneticamente balanceados
(BETTEGOWDA et al., 2008).

Utilizando técnicas laboratoriais como dosagem hormonal, histologia de ovério e
producdo in vitro de embrides, para inferir a capacidade reprodutiva de uma fémea,
poderiamos obter um resultado satisfatério em um tempo mais curto, principalmente
guando nos referimos aos mamiferos de médio e grande porte, onde a estimativa do
sucesso reprodutivo, que depende do nascimento de um filhote viavel, levaria meses ou
até mesmo anos para se obter o resultado. Isso porque teriamos que esperar a

maturidade da fémea e depois todo o periodo de gestacao.
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3. OBJETIVO

Visto o problema, o objetivo deste trabalho foi estudar a existéncia deste
isolamento reprodutivo entre as diferentes populacdes (citétipos) de M. americana, e
assim tentar elucidar esta duvida que inda existe sobre a taxonomia da espécie. Para
tal, buscamos estudar parametros reprodutivos de fémeas, como perfil hormonal de
progestageno fecal, histologia de ovério e producdo de embrido in vitro, que pudessem

inferir as possiveis barreiras reprodutivas entre os citotipos da espécie M. americana.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

As fémeas utilizadas no experimento foram geradas pelo cruzamento de animais
da espécie M. americana pertencem ao Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de
Cervideos — NUPECCE, do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp/Jaboticabal. Os parentais foram cariotipados e
identificados como integrantes de diferentes citotipos: Carajas (2N=50), Juina (2N=43-
45), Parana (2N=52-53), Rondbnia (2N=42) (Figura 2).

Foram realizados cruzamentos entre individuos de mesmo citétipo e entre
individuos de citotipos diferentes (Tabela 1). Para melhor visualizarmos as diferencas
do nimero de cromossomos entre 0s citétipos, foram apresentados apenas 0s nimeros
de autossomos (2Na) dos individuos parentais, uma vez que 0s machos do género
Mazama possuem sistema sexual multiplo (XY1Y;). Dos parentais utilizados nos
cruzamentos, duas fémeas e um macho apresentaram fusdo cromossdmica 6:21 e 7:20,
respectivamente. Para os produtos (F1) foi dada a diferenca entre os autossomos
parentais (DAP) tendo como base o célculo do nimero de autossomos (2Na) do pai

menos o numero de autossomos (2Na) da méae.
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Tabela 1- Cruzamentos entre os animais dos diferentes citotipos da espécie M. americana (Carajés,
Juina, Parana e Rond6nia) para a obtencdo de animais puros — intracitétipos (P), e hibridos -
intercitotipos (H).

Citétipos Parentais Cruzamentos
Macho Fémea F1

Juina (2Na=42) Juina (2Na=42) P1 (DAP= 0)

Juina (2Na= 42) Juina (2Na= 41) P2 (DAP=1)
Rond6nia (2Na= 39) Rond6nia (2Na= 40) P3 (DAP=-1)
Parana (2Na=50) Juina (2Na=41) H1 (DAP=9)
Juina (2Na=42) Parana (2Na=50) H2 (DAP= -8)
Juina (2Na=42) Carajas (2Na=48) H3 (DAP= -6)
Parana (2Na=50) Juina (2Na=42) H4 (DAP= 8)
Parana (2Na=50) Ronddnia (2Na=40) H5 (DAP= 10)*
Rond6nia (2Na=39) Juina (2Na=41) H6 (DAP= -2)

2Na: nimero diploide de autossomos; DAP: diferenca do nimero de autossomos dos parentais; *Obito aos 11
meses de idade.

4.2. Manejo em cativeiro

4.2.1. Instalacdes

O projeto foi desenvolvido no Galpdo de Manejo de Mazama do NUPECCE. Os
animais foram mantidos isolados em baias de alvenaria de 12 m? dispostas em um
galpao fechado, com corredor central. O Galpdo de Manejo possui sistema para o
correto manejo, contencdo e manipulacdo dos animais, para que sejam evitados 0s

acidentes, comuns nesse grupo taxondémico.

4.2.2. Alimentacéao

Os animais do plantel receberam em sua dieta uma ragéo para equino de alta
palatabilidade (Purina; Omolene tradicional), perfazendo até 1 kg/animal/dia. Além de
forragem, perfazendo até 2 kg/animal/dia. As forragens aceitas pelos animais sdo: soja
(Glicyne max), soja-perene (Neonotonia white), rami (Boehmeria nivea) e amora (Morus
alba).
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4.3. Dosagem de metabolitos fecais de progesterona

4.3.1. Colheita de fezes

A colheita das amostras fecais utilizadas para a dosagem hormonal das fémeas
foi realizada no periodo de um ano, com intervalos de 7 dias entre cada colheita,
iniciando-se aos 6 meses de idade e finalizando aos 18 meses de idade de cada animal.
A colheita so teve inicio apés o desmame dos animais (6 meses), pois até este periodo
o filhote permaneceu na mesma baia da fémea, tornando dificil a individualizacdo das
fezes. As baias foram limpas na tarde do dia anterior a coleta e as fezes colhidas na
manha seguinte. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos e mantidas a -

20°C até o inicio da etapa de dosagem.

4.3.2. Processamento das amostras

a) Homogeneizacéao
As amostras foram desidratadas em estufa a 56°C por aproximadamente 72 horas e

trituradas com auxilio de um martelo. Este processamento diminui a influéncia da agua
nas dosagens hormonais e favorece a homogeneizagdo destas nos casos de
disfuncbes gastroentéricas, como diarréia e constipacdo (BROWN & WILDT, 1997).
b) Extracdo dos metabdlitos fecais

Os metabdlitos foram extraidos das amostras fecais assim como descrito por
GRAHAM et al. (2001). Sucintamente, 0,5g da amostra processada adicionada a 5 mL
de metanol 80% e agitada em vortex por 30 segundos, por 12 horas em agitador
horizontal e novamente em vortex por 10 segundos. Entdo, apds passar por uma
centrifugacao (377g por 20 minutos) o sobrenadante foi separado e diluido em tampé&o
diluicdo (0.2M NaH,PO4, 0.2M Na,HPO4, NaCl, BSA e agua destilada, pH 7,0) para

posteriores analises.

4.3.3. Ensaio Imunoenzimatico (EIA)

Para as dosagens através de EIA, foi utilizando o anticorpo monoclonal CL425

(Universidade da Califérnia — Davis — CA — USA) para progestagenos. A reatividade
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cruzada do anticorpo CL425 foi descrita por GRAHAM et al. (2001) como: 4-pregnen-
3,20-diona (progesterona) 100,0%; 4-pregnen-3a-ol-20-ona 188,0%; 4-pregnen-3p-ol-
20-ona 172,0%; 4-pregnen-11a-o0l-3,20-diona 147,0%; 5a-pregnan-3p3-ol-20-ona 94,0%;
5a-pregnan-3a-o0l-20-ona 64,0%; 5a-pregnan-3,20-diona 55,0%; 5B-pregnan-3p3-ol-20-
ona 12,5%; 5pB-pregnan-3,20-diona 8,0%; 4-pregnen-11(-ol-3,20-diona 2,7%; 5p-
pregnan-3a-o0l-20-ona 2,5%; 5B-pregnan-3a,20a-diol (pregnanediol) <0,1%; outros
metabdlitos <0,1%. Este anticorpo foi escolhido por apresentar alta reatividade cruzada
com o0s metabdlitos excretados nas fezes de Mazama americana - 5a - e 58 -
pregnanes (POLEGATO, 2004). Todos os extratos fecais foram diluidos em tampéao de
diluicdo e dosados em duplicata. A validacdo das dosagens hormonais foi feita como
descrito por BROWN et al. (2004), pela observacédo de uma disposicéo paralela entre a

curva-padréao e a formada pelo pool de extratos fecais, preparados por diluicdo seriada.

4.3.4. Andlise dos Resultados

Os resultados seréao apresentados como ng de progestinas fecais/ g de fezes. Os
perfis das fémeas puras foram analisados individualmente. Por serem coletas semanais
de amostras, ndo foi possivel identificar corretamente os pontos da fase interluteal, e
sim os picos de progesterona das fases luteais. Foram identificados os ciclos e obtidas
médias individuais dos picos de progesterona das trés fémeas puras (Mpl; Mp2; Mp3).
Uma vez obtidas estas médias, calculamos o valor minimo da fase luteal (min lutp1, min
lut,, @ min lutps), para cada fémea, como sendo a média (Mp) menos duas vezes 0
desvio padrdo (DP) [Mp-(2*DP)]. Foi entdo obtida uma média geral de MIN LUT para
das fémeas puras (min luty; + min luty,, + min luty,s / 3 = MIN LUT) a qual foi utilizada
para todas as fémeas puras e hibridas do experimento. As concentracdes acima do
valor do MIN LUT, foram consideradas como fase luteal, e as concentra¢cdes abaixo do
valor do MIN LUT, foram consideradas como fase interluteal. Os pontos outlier foram
retirados para os calculos.

O momento em que o valor ultrapassou duas vezes a concentragdo MIN LUT ou
gue se mantinham acima desta concentracdo por mais de uma semana e sua queda

durou menos de duas semanas foi considerado como inicio do ciclo luteal e final da
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fase de anesto. Por serem coletas semanais ndo foi possivel identificar o inicio e o final
dos periodos luteais e interluteais, porém foi considerado um ciclo completo cada pico
da fase luteal.

4.4. Histologia do ovario

Aos 18 meses de idade, as fémeas foram submetidas a ovariectomia unilateral
para avaliacao histolégica e obtencao de odcitos para fertilizacao in vitro .

O preparo das laminas histolégicas foi realizado segundo o protocolo
estabelecido pelo Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da FCAV/UNESP - Jaboticabal (Anexol). Foram feitos cortes seriados de S5um
utilizando um micrétomo e as laminas foram submetidas a dois tipos de coloracao:

Hematoxilina-Eosina (Anexo Il) e Tricomico de Masson (Anexo lI).

4.4.1. Analise dos Resultados

Os cortes foram observados em micriscopio Optico e a quantidade de estruturas
ovarianas encontradas, descricdo no Anexo X (BACHA & BACHA, 2003), foram
anotadas. O resultado da presenca de estruturas ovarianas estd como média + erro
padrdo da contagem de trés cortes histoldgicos para cada animal. O resultado foi

comparado entre as fémeas hibridas e puras.

4.5. Superovulacao, aspiracdo de odcitos “in vivo” e retirada do ovario

Para o procedimento de aspiracdo in vivo e retirada do ovario, o estro das
fémeas foi sincronizado utilizando um dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR® -
Controled Internal Drug Release® - Pfizer® - EUA, contendo 0,33 gramas de
progesterona, tipo-T, desenvolvido para ovinos e caprinos) por 8 dias (ZANETTI, 2006),
seguido de aplicacdo intramuscular de 0,25 mL de benzoato de estradiol, no dia da
colocacao do implante (D0). No quarto dia (D4) de implantacdo do dispositivo de

progesterona iniciou-se a administracdo de 130mg de FSH (Folltropin®-V - Tecnopec -



30

Canadda), dividido em 8 doses iguais, aplicado a cada 12 horas para estimular o
desenvolvimento folicular.

Oito dias apds o inicio do tratamento (D8) foi realizada a laparotomia para
aspiracao folicular in vivo de um dos ovarios e ovariectomia do ovario contra-lateral.
Para tal os animais foram anestesiados (apés jejum solido e hidrico de 24 horas) com
associacdo de quetamina, xilazina e midazolam e mantidos em isoflurano durante o
procedimento.

A aspiragdo in vivo foi realizada com um dispositivo de infusdo intravenosa
nimero 22 (BD®) acoplado a uma seringa de 20 mL (Figura 3). O ovario que apresentou
maior namero de foliculos foi selecionado para aspiracao. O fluido folicular aspirado foi
mantido em solucdo PBS completo com heparina (10Ul/ml) aquecido a 37°C, até o
inicio da Producéo in vitro (PI1V). O ovério retirado também foi mantido no mesmo meio
(até o encaminhamento para o laboratoério). Posteriormente foi dividido em duas partes
iguais: uma destinada a obtencéo de odcitos atraves de fatiamento e a outra destinada
ao exame histolégico (conforme descrito anteriormente).

Ap6s o término da cirurgia, o dispositivo intravaginal CIDR® foi retirado.

Figura 4. Aspiracéo folicular in vivo da fémea P1, no oitavo dia do protocolo de superovulagéo,
utilizando dispositivo de infusao intravenosa nimero 22 (BD®) acoplado a uma seringa de 20 mL.
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4.6. Producao de embrides “in vitro”

A PIV foi realizada segundo o protocolo para ovinos utilizado no Laboratorio do
Departamento de Reproducdo Animal da FCAV/UNESP - Jaboticabal (AnexolV). A
porcdo do ovério destinada a obtencdo de odcitos foi fatiada em solugdo PBS completo
com heparina (10UI/ml) aquecido a 37°C. Posteriormente, as solu¢cbes obtidas do
fatiamento e da aspiracdo in vivo foram analisadas com auxilio de uma lupa para a
colheita dos odcitos. A classificacdo realizada seguiu 0s parametros para bovinos
(LEIBFRIED & FIRST, 1979). Aqueles classificados como de melhor qualidade foram

encaminhados para a PIV.

4.6.1. Colheita de sémen para fertilizagédo “in vitro” (FIV)

Os doadores de sémen foram os pais das fémeas doadoras dos odcitos. A
colheita de sémen para a FIV foi realizada por eletroejaculacdo. O sémen coletado foi
pré-diluido em Tris-gema (DUARTE & GARCIA, 1997) e analisado quanto a motilidade,
vigor e concentracdo. Em seguida a concentracdo foi ajustada para 50x10°
espermatozoéides/mL e o sémen envasado em palhetas de 0,25mL e congelado em
congelador portétil TK-3000®, sendo mantido em botijdo criogénico até a realizacdo da
FIV.

4.6.2. Coloracao Nuclear Hoechst 33342

Apoés o décimo dia de cultivo in vitro, os embrides foram corados em Hoechst
33342 para avaliar a fertilizagdo através da presenca ou auséncia de pronucleos. Para
a coloracdo foi seguido o protocolo utilizado no Laboratorio do Departamento de
Reproducéo Animal da FCAV/UNESP, Jaboticabal .

Em uma lamina, foram colocadas uma gota de solucdo de bloqueio e uma gota
de 10uL de Hoechst 33342, acrescido de glicerol. Os od6citos/embrides foram
transferidos para a gota da lamina e entdo cobertos com uma laminula. As laterais da

laminula foram vedadas com esmalte. Apos duas horas as analises foram realizadas
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em microscopio de epifluorescéncia (filtro de excitacdo BP 330-385nm e filtro de
barreira BA 420) e fotografadas com camera digital (Olympus® C-5060 5.1megapixel).

4.6.3. Analise dos Resultados

A resposta a superovulacdo foi avaliada segundo a quantidade de odcitos
obtidos da aspiracédo de foliculos desenvolvidos das fémeas hibridas (média + desvio
padrao). A producdo de embrides foi avaliada por observacdo da coloracdo nuclear
Hoechst 33342 dos odcitos/embrides. Foram considerados ndo fecundados 0s o0citos
gue apresentassem nucleos em diferentes fases da meiose. Foram considerados
fertilizados quando apresentassem pronucleos ou ndcleos de blastbmeros.
Odcitos/embrides degenerados, fragmentados ou com presenca de muitas células do
cumulus impedindo a visualizagdo dos nucleos foram considerados como nao

conclusivos.
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5. RESULTADOS

5.1. Dosagem de metabolitos fecais de progesterona

5.1.1. Teste de Validagédo do Ensaio Imunoenzimatico

Foi realizada a sobreposi¢do da curva-padrdo com diluicbes seriadas, de um
pool das amostras contendo duas amostras aleatorias de cada fémea, e obtivemos um
paralelismo entre as curvas (Figura 4). A diluicdo 1:256 foi escolhida para ser utilizada
em todas as amostras pois se situou na parte mais estavel da curva, entre 30 e 70% de

ligacdo.

120 - Paralelismo
—&— Curva-padréo

100 - - #~- Diluicbes

% de Ligacao
B (2] (@]
o o o

N
o
|

o

1 2 3 4 5 6 7 8
Log da Concentracao

Figura 5. Resultado do Teste de validadacdo do Ensaio Imunoenzimatico. Presenca de paralelismo
entre as curvas padréao e diluicao, e o ponto de diluicdo escolhido (1:256) por estar na parte mais
estavel da curva, entre 30 e 70% de ligagao.
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5.1.2. Perfis Hormonais

As fémeas puras P1, P2 e P3 entraram em puberdade aos 8 e 13 meses de
idade, respectivamente (Figura 5). Quatro das cinco fémeas hibridas estudadas
entraram em puberdade, sendo H1 aos 6 meses, H2 e H3 aos 9 meses e H6 aos 14
meses (Figura 6). A fémea H4 ndo apresentou ciclo luteal mantendo-se em anestro por

todo o periodo de coleta das amostras.
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Figura 6. Perfil de progestinas fecais (ng de progestinas/g de fezes) das fémeas Puras
(P1, P2, P3) no periodo de 6 a 18 meses de idade. MIN LUT : Representacéo da
concentragdo minima de progestinas da fase luteal (linha pontilhada).
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Quanto aos ciclos luteais, as fémeas puras apresentaram diferentes
concentracdes de progestinas nos picos da fase luteal sendo P1 1799,0 + 245,07 ng de
progestinas fecais/g de fezes, P2 3168,00 + 1156,72 ng/g e P3 2681,04 + 645,20 ng/g.
As hibridas H2 e H3 apresentaram maiores concentracdes de progestinas nos picos da
fase luteal com uma média de 4239,72 + 739,80 e 4035,46 + 929,83 ng/g em relacao as
puras e as outras hibridas H1 e H6, que apresentaram concentracdes mais baixas com
média de 2163,05 £ 765,57 e 2667 + 490,26 ng/g.

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos das fémeas hibridas, separadas
conforme as linhagens descritas por ABRIL et al. (2010).

Tabela 2 — Resultados obtidos dos perfis de progestinas fecais das fémeas hibridas e puras
apresentados conforme os cruzamentos realizados.

Cruzamento Cruzamentos Concentragdo média
. Puberdade
Fémeas entre as entre os (méses) da fase luteal
linhagens citotipos (média £ DP)
H1 (DAP=9) BxA PrxJu 6 2163,05 + 765,57
H4 (DAP= 8) BxA PrxJu - -
H2 (DAP= -8) AxB JuxPr 8 4239,72 + 739,80
H3 (DAP= -6) AxB JuxCa 9 4035,46 + 929,83
H6 (DAP= -2) AXA RoxJu 14 2667,96 + 490,26
P1 (DAP=0) AxA JuxJu 13 1799,00 + 245,07
P2 (DAP=1) AxA JuxJu 8 3168,00 + 1156,72
P3 (DAP=-1) AxA RoxRo 13 2681,04 + 645,20

5.2. Histologia do ovério

Tanto as fémeas puras quanto as hibridas apresentaram foliculo em
desenvolvimento, foliculo primordial, corpo lateo, corpus albicans e foliculo em atresia
(Figura 7). A média da contagem das estruturas das fémeas puras foi superior em
relacdo as das fémeas hibridas (Tabela 3). As fémeas H1 e H4 apresentaram numero

muito reduzido de estruturas em relacdo as demais.
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A histolégia do ovario da fémea H5 foi realizada no intuito de observar a
presencga ou ndo de foliculos primordiais, uma vez que esta veio a 6bito antes dos 18
meses de idade. Portanto, o ovario nao estava superovulado, como no caso das outras
fémeas, mas foi possivel observar estruturas como foliculos terciarios e corpo Iuteo,
indicando sua plena atividade aos 11 meses de idade (Figura 8).

Na Tabela 3 é possivel observar que a fertiidade das fémeas hibridas pode
variar de estéril a subfertil conforme o tipo de cruzamento realizado entre as linhagens
(Linhagem A: citétipos de Rondonia e Juina,; e Linhagem B: citétipos de Parana e
Carajas). Cruzamentos entre machos da linhagem B com fémeas da linhagem A
produzem fémeas estéreis (H1 e H4) com auséncia de estruturas foliculares. Ja o
cruzamento entre machos da linhagem A com fémeas da linhagem B produzem fémeas
subférteis (H2 e H3) com presenca de estruturas foliculares, porém em menor nimero
gue nas fémeas puras. Nesta tabela foi excluida a fémea H5 por nao ter sido
superovulada nem ter a mesma idade das demais.

Muito interessante foi o resultado da fémea H6, que apesar de ser originada de
um cruzamento entre dois citétipos da mesma linhagem (Linhagem A), apresentou

valores muito baixos de estruturas foliculares similares as das fémeas H1 e H4.
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Figura 8. Imagens de cortes histolégicos dos ovarios: A) FéEmea H1: Células do corpo lateo; B)
Fémea H3: 1- foliculo em inicio de atresia, 2- Corpus albicans; C) Fémea H2: 1- Foliculo terciario,
3- Corpo luteo; D) Fémea P3: Foliculo primordial; E) Fémea P2: Foliculo terciario; F) Fémea P1:
Foliculos primordiais (setas).
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Figura 9. Presenca de foliculos em diversas fases de crescimento: 1) Foliculo terciario e 2)
Foliculo secundario. H5 aos 11 meses de idade, sem a agédo do protocolo de
superestimulacdo. (amplificagdo 40x).

5.3. Superovulacgéo, aspiracéao folicular e Produc&o de embrides “in vitro”

As fémeas P1, P2 e P3 apresentaram uma boa resposta ao tratamento de
superovulacdo, com desenvolvimento de foliculos e uma média 8,67 + 3,06 (total
26) oocitos aspirados de um ovario, por fémea. O total de odcitos obtidos, das
fémeas puras, por fatiamento (de metade de um ovario) foi de 105 (35 = 9 por
fémea). Todos os odcitos foram encaminhados para a maturacéo, fertilizacdo e
cultivo/desenvolvimento in vitro. Apos a coloracdo em Hoechst, 32, 82% (43 de
131) embrides apresentaram clivagem celular e 36,64% (48 de 131) foram
considerados odcitos nao fertilizados, para os 30,53% (40 de 131) restantes a
coloracao néo foi conclusiva (Tabela 4). Todos os embrides bloquearam antes do
estagio de blastocisto, porém foi possivel obter mérulas com mais de 20 células
(Figura 10).
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Figura 10. Mérula - embrido da fémea P2 apresentando mais de 20 nacleos corados com
Hoechst 33342 ap6s o sétimo dia de desenvolvimento.

A fémea H1 e H4 n&o responderam ao tratamento de superovulacdo, ndo
apresentando desenvolvimento de foliculos no momento da aspiracéo, diferente
das H2, H3 e H6 que apresentaram foliculos bem desenvolvidos (Figura 10). No
total, foram obtidos 14 odcitos (2,8+5,6 por fémea) por aspiracdo, e 36 00citos
(7,2£11,57 por fémea) pela técnica de fatiamento de metade de um ovario (de
cada fémea). Desses, 37 odcitos foram encaminhados para maturacao, e 36 para
a fertilizacdo e cultivo/desenvolvimento in vitro (Tabela 4). Apds a coloragdo em
Hoechst observamos uma taxa de 11,11% de fertilizacao, inclusive presenca de
poliespermia, e uma taxa muito baixa de clivagem de 5,55%. Desesseis de 37
(44,44%) foram considerados odcitos nédo fertilizados e 44,44% (16 de 37) ndo
foram conclusivos. Todos os embrides bloquearam antes do estagio de morula,
com divisdo de 4 a 6 células apenas, inclusive em estagio de pronucleo (Figura
11).
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Figura 11. Ovério apos tratamento de superovulacéo. A) Fémea H1; B) Fémea H3; C) Fémea
P3.

Figura 12. Embriées produzidos ap6s 10 dias de cultivo: A- embrido clivado em quatro
células da fémea H3; B- presenca de pronucleo em embrido da fémea H (setas).



43

Tabela 4 - Resultado da recuperacdo de oécitos e da PIV apés as analises da coloragao
nuclear com Hoechst 33342 das fémeas hibridas e puras.

Odcitos Recuperados cv Nao Fertilizado N&o Conclusivos*
MIV  FIV Fertilizados Clivados

Aspiragdo Fatiamento n° % n° % n° % n° %
H1 1 4 2 2 0 000 0 o000 1 50,00 1 50,00
H2 6 12 12 12 2 16,67 1 8,33 5 41,67 5 41,67
H3 3 11 10 10 2 20,00 1 10,00 3 30,00 5 50,00
H4 0 0 0O O 000 O 000 O 0,00 0 0,00
H6 4 13 12 0 000 O 0,00 7 58,33 5 41,67
Hi{)‘;;g'as 14 36 37 36 4 1111 2 556 16 4444 16 4444
P1 12 26 38 38 6 1579 6 15,79 20 52,63 12 31,58
P2 6 44 50 50 27 54,00 27 54,00 9 18,00 14 28,00
P3 8 35 43 43 10 23,26 10 23,26 19 44,19 14 32,56
gg::ls 26 105 131 131 43 32,82 43 32,82 48 36,64 40 30,53

MIV: Maturagdo in vitro; FIV: Fertilizagdo in vitro; CIV: Cultivo in vitro; *Foram computados o0s
od6citos/embrides degenerados, fragmentados e/ou com presenga de muitas células do cumulus impedindo a
visualizacéo dos nucleos.
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6. DISCUSSAO

6.1. Inferéncia da capacidade reprodutiva

Os parametros reprodutivos utilizados neste trabalho (dosagem de
metabdlitos fecais de progesterona, histologia de ovario, resposta superovulatoria
e producdo de embrides in vitro) possibilitou inferir a capacidade reprodutiva das
fémeas, uma vez que foram observados perfis de ciclos luteais, presenca de
estruturas ovarianas, resposta superovulatéria positiva e embrides produzidos in
vitro.

O perfil hormonal de progestagenos fecais das fémeas puras nos indicou a
presenca de ciclos luteais, representativos de sua atividade ovariana (HIRATA &
MORI, 1995; SCHWARZENBERGER et al. 1996; YAMAUCHI et al. 1997;
GRAHAM et al. 2001; PEREIRA 2006), bem como auséncia de sazonalidade
destes animais (WEMMER, 1998; PEREIRA et al. 2010). A maioria das fémeas
das espécies de cervideos apresenta sua primeira ovulagdo entorno de um ano de
idade, sendo que as fémeas de espécies menores podem apresentar a primeira
ovulacdo antecipada (SADLEIR, 1987). Neste trabalho as fémeas apresentaram
idade a puberdade variavel e muitas vezes distinta dos 11 meses citado para a
espécie por WEMMER (1998).

As fémeas H1, H2, H3 e P2, apresentaram a primeira ovulagdo variando
entre 6 e 9 meses de idade. Uma hipotese para essa puberdade antecipada € a
alimentacédo oferecida durante o experimento, forragem com altas concentracdes
de proteinas e fornecimento de racdo de alta palatabilidade, que pode ter
influenciado na precocidade dos animais em relacdo aos tempo de puberade dos
animais de vida livre (KENNEDY & MITRA, 1963; SADLEIR, 1987). A nutricdo
adequada promove um aumento dos niveis de leptina circulante, um peptidio
produzido pelos adipdcitos brancos. Este pepitidio atua na regulacao do apetite,
controle do peso, e tem um papel no controle do eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas
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promovendo o inicio da puberdade. Animais prestes a entrar em puberdade
apresentam um aumento dos niveis de leptina no sangue. Acredita-se que a
leptina esteja envolvida na regulacédo da liberacdo de LH pela adenohipofise via
neurotransmissores (KIESS et al. 1998; GONZALEZ et al. 2000; CAPRIO et al.
2001; GARCIA et al. 2002).

Uma observacdo interessante é que as fémeas que apresentaram
puberdade mais tardia (P1 e P3 aos 13 meses de idade e H6 aos 14 meses de
idade) eram mais ariscas e se estressavam mais com manejo semanal de coleta
de fezes e limpeza das baias. Segundo MOBERG (1991), esterdides da adrenal
influenciam na regulacdo do eixo gonadal. A foliculogénese e a ovulacédo sao as
fases da reproducdo mais vulneraveis ao estresse por serem dependentes de uma
acao reciproca entre hormonios hipofisarios e esteroides ovarianos. O aumento do
cortisol plasmatico além de levar a uma supressédo do aumento da frequéncia de
liberacao do LH pulsatil, que por sua vez ird comprometer o aumento de estradiol
pré-ovulatorio causando falhas na ovulacdo, também inibi outros eventos pré-
ovulatérios como o comportamento sexual (DOBSON & SMITH, 2000; BREEN, et
al. 2005).

A auséncia de ciclo da fémea H4, indica uma possivel esterilidade. Isso
ficou claro quando, na histologia, foram observados pouquissimos foliculos
primordiais, 0,3%£0,3, e 1 corpo luteo. A fémea H1, apesar de apresentar ciclo
luteal, também ndo apresentou estruturas ovarianas (1 foliculo terciario; 1 corpo
liteo e auséncia de outras estruturas). Esses parametros revelam uma baixa
capacidade reprodutiva das fémeas H1 e H4.

N&o ha descricao da morfologia de ovario de cervideos, mas sabe-se que
os foliculos primordiais constituem em torno de 90% do ovéario de mamiferos,
sendo este um indicador do nimero de odcitos do animal (ARIYARATNA &
GUNAWARDANA, 1997). O numero observado de foliculos primordiais das trés
fémeas puras variou de 87,3+ 3,8 para fémea P2, 38,0+7,5 para a fémea P3, até
18,7+2,9 para fémea P1. Provavelmente esta diferenca deve-se a metodologia
utilizada, onde apenas a metade do ovario retirado foi encaminhada para

producdo das laminas histologicas. Além disso, a contagem foi realizada apenas
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em trés corte histolégicos. Para se obter o valor real do niumero de foliculos
primoridais, o ovario inteiro deveria ser seccionado para fabriacdo das laminas
histologicas e 100 cortes deveriam ser analizados, além disso, deveria ser
calculado o valor segundo a férmula de Abercrombie (ARIYARATNA &
GUNAWARDANA, 1997; CUI & YU, 1999).

Apesar das fémeas hibridas apresentarem estruturas ovarianas em seus
cortes histolégicos, as médias dessas observacdes foram menores em relagédo as
fémeas puras (Tabela 3). Principamente as médias de foliculos primordiais, 2+2,4
para hibridas e 48+28 para puras. Por ser um ndmero amostral pequeno, trés
fémeas puras, o desvio padrdo foi alto. Porém, mesmo comparando valores
individuais entre os animais, podemos observar (Tabela 3) que a quantidade de
foliculos primordiais das fémeas puras é maior que o das hibridas, sendo um
indicio de subfertilidade (H2, H3 e H6) e até mesmo esterilidade (H1 e H4) destas.

Importante ressaltar que a atividade ovariana observada nos cortes
histologicos refere-se a resposta ao tratamento de superovulacédo realizado nas
fémeas. Muito provavel que, por este motivo, foi obtido um grande numero de
foliculos terciarios, principalmente nas puras (P1= 7,7 0,3, P2= 10,7 £0,3 e P3=
14,0 £0,0).

Como esperado, as taxas de recuperacao de o6citos in vivo, mesmo apos o
tratamento com FSH, das fémeas hibridas variou de um e zero para as fémeas H1
e H4 respectivamente, até 6 para a fémea H2, 3 para H3 e 4 para fémea H6.
Valores baixos quando comparado com a recuperagdo de odcitos das fémeas
puras de 8,67 + 3,06 por fémea, indicando uma resposta positiva de M. americana
ao protocolo de superovulagao utilizando a dose 130mg de FSH com aplicacbes
repetidas.

Em pequenos ruminantes a taxa de recuperacdo apos estimulo com FSH
pode chegar até 14,8+3,7 (erro padrdo) em cabras e 14,4+2,0 (erro padrdo) em
ovelhas, dependendo da concentracdo de FSH e da técnica de recuperacédo
utilizadas (GRAFT et al.,1999; STENBAK, 2001). Em ruminantes selvagens, as
taxas sdo menores, com 9,3+1,7 em Gazella dama mhorr (BERLINGUER, et al.
2008) e 3,21+0,51 em Cervus elaphus (ASHER et al. 2000). Em Mazama
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gouazoubira foi possivel obter um estimulo folicular de 10,4+1,1 (ZANETTI, 2010),
utilizando doses repetidas de FSH, porém neste trabalho n&o foi realizada
aspiracao de oocitos, ndo apresentando taxa de recuperacgao.

Quanto aos resultados da producdo de embrido in vitro, ndo houve
producdo de blastocistos, os embribes atingiram apenas o estagio de morula
(fémeas puras). A taxa de embrides em fase de clivagem se manteve em 5,55% (2
de 37) para as fémeas hibridas e 32,82% (43 de 131) para as puras. Interessante
foi observar que as fémeas puras nao s6 obtiveram uma taxa maior de clivagem,
como apresentaram embrides em estdgio de morula, diferente das fémeas
hibridas que apresentaram todos os embrides bloqueados em fases iniciais de
clivagem (4 e 6 células). Altas taxas de bloqueio durante a clivagem e baixas taxas
de producdo de embrides sdo comuns nos estudos de PIV de ruminantes,
principalmente selvagens. Em Gazella dama mhorr, foram obtidos apenas 6
embrides de 20 odcitos maturados, onde dois embrides bloguearam em estagio de
quatro células e dois em estagio de seis a oito células (BERLINGUER et al., 2008).
A producdo de embrides in vitro para Sika deer também apresentou bloqueio
antes do estagio de blastocisto sendo 49% com bloqueio antes do estagio de
morula, e 3% bloqueados no estagio de moérula. Ja para a espécie Cervus elaphus,
0 mesmo trabalho apresenta melhores resultados de PIV chegando a produzir 24%
de blastocistos (COMIZZOLI et al., 2001). Diversos protocolos de meios utilizados
durante a PIV, principalmente no desenvolvimento in vitro, ainda estdo sendo
estudados para obtencédo de melhor taxa de producdo de embrides (BAINBRIDGE
et al. 1999; COMIZZOLI et al., 2001; BERG & ASHER, 2003; LOCATELLI et al.
2005).

Durante o desenvolvimento folicular, os o6citos acumulam fatores maternos
necessarios para sustentar o inicio da embriogénese (MATZUK et al., 2002). O
oocito de um mamifero em crescimento, mesmo bloqueado na profase | da meiose,
tem as transcri¢cdes ativas, produzindo um estoque de mRNA e proteinas para
serem utilizados no inicio da fase de clivagem do embrido. Caso o odécito ndo seja
fertilizado, este mecanismo que inicia a clivagem pode ser ativado iniciando sua

divisdo mesmo na auséncia da fertilizacdo, e para que a clivagem continue é
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necessario que ocorra a ativacdo do genoma do embrido. Em camundongos €&
descrito que esta ativacdo ocorre na segunda divisao celular (NOTHIAS et al.,
1995), para bovinos a ativagcdo do genoma embrionario ocorre mais tarde, no
estagio de 8 a 16 células e para ovelhas e cabras a ativacdo ocorre no estagio de
4 a 8 células (revisado por MEMILI & FIRST, 2000). N&do h& estudos de ativacao
génica de embrides em cervideos, portanto, o blogueio dos embrides antes do
estagio de moérula (de 1 a 16 células), no presente estudo, podem ter diversas
causas: a) divisdo por ativacdo partenogenética; b) falha na ativagcdo do genoma
do embrido; c) uso de meio inadequado para o desenvolvimento embrionario. Esta
altima hipotese pode ser rejeitada pelo resultado na producédo de mérulas pela PIV
das fémeas puras, pois 0 mesmo meio que possibilitou que os embrides
chegassem a este estagio foi utilizado no protocolo da PIV das fémeas hibridas.
Portanto, as duas primeiras hip6teses (ativacdo partenogenética e falha na
ativacdo do genoma embriondrio) sdo possiveis para explicar o bloqueio dos
embrides na fase inicial de clivagem.

A alta percentagem de odcitos ndo fertilizados das fémeas hibridas
(44,44%) pode ser devido a uma falha durante a etapa de maturacdo. OQcitos
incompetentes sdo deficientes em mMRNA necessarios para promoverem a
maturacdo nuclear e citoplasmatica, isso impede que haja a penetracdo do
espermatozoide e por conseguinte o desenvolvimento embrionario (GONCALVES
et al., 2001). Um estudo do complexo sinaptonémico em fetos de fémeas hibridas
de diferentes espécies de wallabies apresentou irregularidades no pareamento
cromossdmico da primeira fase da meiose onde foram encontradas regides nao
pareadas, pareamentos de multiplos eixos (polivaléncia), entre outras
irregularidades (ELDRIDGE et al., 2001). Esse desenvolvimento anormal do odcito
leva a producdo de gametas geneticamente desbalanceados e incapacitados de
seguir com a meiose e produzir mRNAs necessarios para sua maturacdo e

capacitagao, por isso a falha na producdo de embriées em fémeas hibridas.
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6.2. Presenca de Isolamento Reprodutivo Pds-zigotico

Com os dados obtidos neste experimento foi possivel inferir a capacidade
reprodutiva das fémeas puras e observar a presenca de subfertilidade/esterilidade
das hibridas. Organizando os principais parametros analisados de maneira a
identificar as fémeas hibridas pelo grau de diferenciacdo entre os parentais, temos
como resultado a tabela 5.

Tabela 5 - Valores dos Parametros Reprodutivos (namero de foliculos primordiais, oécitos e
embrides) das fémeas organizados segundo as diferencas de autossomos parentais (DAP).

Fémeas Cruzamentos Cruzamentos

entre as entre os DAP F.OIICUIF) Odbcitos Embrides
. L Primordial
Linhagens* Citdtipos

H2 AxB Ju x Pa -8 4,7 18 2
H3 AXxB Ju x Ca -6 6 14 2
H6 AXA Ro x Ju -2 0,3 13 0
P3 AXxA Ro x Ro -1 38 43 10
P1 AXA Ju x Ju 0 18,7 38 6
P2 AXA Ju x Ju 1 87,3 50 27
H4 BxA Prx Ju 8 0,3 0 0
H1 BxA Pr x Ju 9 0 5 0

*Linhagens Cromossémicas descritas por ABRIL et al., (2010)

As fémeas P2 e P3 apresentaram DAP diferente de zero porque a mée e o
pai, respectivamente, possuem uma fusdo, rearranjo cromossémico que afeta
pouco a reproducdo quando presente no individuo (HANADA et al.,, 1995;
MOLTENI et al., 1998; SCHMUTZ et al., 1997), isso ficou claro com os resultados
obtidos, portanto podemos observa-las como se a DAP fosse igual a zero.

As hibridas com DAPs negativas apresentam subfertilidade, enquanto as
que apresentam DAPs positivas sdo praticamente estéreis. Provavelmente pela
diferenca entre os tipos de cruzamentos realizados. Segundo ABRIL et al. (2010),

cada citétipo possui tipos e numeros especificos de rearranjos cromossémicos
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diferenciando-os de um possivel ancestral comum. Essas diferencas sao: i)
Parana: uma inversdo pericéntrica; ii) Carajas: uma inversado pericéntrica e uma
fusdo em tandem; iii) Juina: uma fusdo céntrica e trés fusdes em tandem; iv)
Rondo6nia: uma fusdo céntrica e trés fusdes em tandem (ABRIL et al., 2010).

As fémas H1 e H4, ambas apresentaram cruzamentos entre um macho do
citétipos Parana e uma fémea do citétipo Juina. A diferenca entre os parentais
(DAP) foi de 8 e 9 cromossdmos, e 0s rearranjos envolvidos na diferenciacédo
entre os dois cittipos sdo, uma inversao pericéntrica, uma fusdo centrica e trés
fusbes em tandem. Ambas se mostraram estéreis. A fémea H2, apesar das
diferencas entre 0s seus parentais envolver o0s mesmos rearranjos cromossémicos
das fémeas anteriores, foi resultante de um cruzamento inverso, onde o macho
pertence ao citotipo Juina e a fémea ao citétipo Parana, obtendo uma DAP
negativa (-8). Diferentemente das fémeas H1l e H4, este animal apresentou
apenas subfertilidade.

Outras duas fémeas que apresentaram subfertilidade foram H3, com DAP =
-6, resultante do cruzamento entre um macho do citétipo Juina e uma fémea do
citotipo Carajas, e a fémea H6 (DAP= - 2), resultante do cruzamento entre um
Macho do citotipo Ronddnia e uma fémea do citotipo Juina. A fémea H3 foi a que
apresentou maior numero de rearranjos cromossomicos envolvidos na diferenca
entre os citétipos parentais, uma inversao pericéntrica, uma fusdo céntrica e
guatro fus6es em tandem. Ja a fémea H6 apresentou menor nimero de rearranjos
entre 0s parentais sendo composto apenas por uma fusdo em tandem. Ainda sim,
ambas apresentaram subfertilidade.

O acumulo de rearranjos cromossémicos leva a infertilidade por morte das
células germinativas devido a falhas no pareamento meiotico (BHATIA &
SHANKER, 1996; RIESENBERG, 2001; VILLAGOMEZ & PINTON, 2008),
provavelmente o que ocorreu nas fémeas hibridas. Os rearranjos cromoss6micos
presentes, inversdes pericéntricas, fusdes céntricas e fusdes em tandem, estdo
em heterozigose e podem causar desbalanceamento cromossémico que leva a
subfertilidade e esterilidade (WALSH, 1982; RIESENBERG, 2001).



51

Como observado na tabela 5, os valores reprodutivos diminuem conforme
aumenta a diferenca cromossémica entre os parentais. A diferenca € ainda maior,
quando o macho possui nimero cromossdmico maior que a fémea, o que leva a
uma DAP (diferenca entre os autossomos parentais) positiva. ISsso ocorreu nos
cruzamentos dos machos da linhagem B com as fémeas da linhagem A, que
produziram fémeas praticamente estéreis (H1 e H4). Os cruzamentos inversos,
machos da linhagem A com fémeas da linhagem B apresentaram prole subfeértil. A
diferenca de fertilidade entre os hibridos depende de qual espécie é o macho e
qual é a fémea, porém as duas proles apresentam diminuicdo de sua capacidade
reprodutiva em relacédo as espécies puras (KOOPMAN, 1950; CHANDLEY et al.,
1974), como observado neste trabalho.

Os resultados  apresentados neste  trabalho nos  indicam
subfertilidade/esterilidade das fémeas hibridas e aparente fertilidade das fémeas
puras. Nao restam davidas da existéncia de um mecanismo de isolamento
reprodutivo entre os citdtipos. Segundo a regra de Haldane, individuos de sexo
heterogamético resultantes de hibridacdo sdo estéreis ou inviaveis, enquanto 0s
individuos do sexo homogamético podem ser férteis, subférteis ou estéreis (ORR,
1997).

Aparentemente, pelos citdtipos estarem isolados geograficamente
(DUARTE & JORGE, 1996), a diferenciagdo cromossdomica entre as populacdes
ocorreu de forma alopatrica, como a grande maioria das especiacdes ja descritas
(SENE, 2009).

Na evolucdo cariotipica de cervideos as frequéncias de mutacdes
cromossomicas foram mais altas que em outros taxa, € somente 0s cruzamentos
que causaram pequenos danos foram os que promoveram a fixacdo homozigota
dos rearranjos cromoss6micos, como no caso dos géneros Muntiacus e Mazama,
0S quais apresentaram alta taxa de evolugéo cariotipica dentro da familia Cervidae
(NEITZEL, 1987). Para VILLENA & SAPIENZA (2001) a evolugéo cariotipica dos
mamiferos ocorreu principalmente pela segregdo nédo-aleatéria. Segundo o0s
autores, fatores que regulam a meiose da fémea tem um papel na fixacdo de

certos rearranjos cromossomicos. No caso dos Mazama 0s principais rearranjos
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foram aqueles que reduziram o numero diploide das popula¢cées como no caso
das fusbes céntricas e em tandem, presentes em grande quantidade na
diferenciacdo entre os citotipos de M. americana (FONTANA & RUNBINI, 1990).

Em 2008, DUARTE e colaboradores ja haviam descrito a presenca de uma
distancia genética entre os citétipos de M. americana, em que a separacao das
variantes teria ocorrido no final do Plioceno com isolamento dos individuos e
posterior diversificacdo genética. ABRIL e colaboradores (2010) identificaram esta
distancia genética entre os citétipos e descreveram dois clados dividindo a espécie.
O Clado A onde estdo presentes os citotipos Rondonia, Juina, Jari, e o Clado B
onde estdo presentes os citotipos Parana, Carajas. Apesar destas diferencas
cromossomicas e geneéticas, as populacbes mantiveram o mesmo fenotipo,
podendo ser descritas entdo como espécies cripticas, que apesar de
apresentarem mesmo fendétipo possuem alguma barreira reprodutiva entre elas
(RIDLEY, 2006)

Andlises genéticas diretas, ao longo da ultima década, tém mostrado
conclusivamente que o isolamento pds-zigotico em animais € tipicamente causado
por genes, ndo por grandes rearranjos cromossdmicos (COYNE & ORR, 1998).
ORR & PRESGRAVES (2000) revisaram as causas de especiacao por isolamento
pos-zigdtico e encontraram fatores que podem levar a este tipo de isolamento
entre duas espeécies, todos eles ligados a fatores genéticos.

Todos os cruzamentos realizados entre as linhagens A e B apresentaram
isolamento reprodutivo, portanto devem ser diferenciadas em espécies distintas.
Uma vez que obtivemos poucos cruzamentos dentro das linhagens
cromossdmicas (uma fémea H6), porém, ainda sim, a fémea apresentou
subfertilidade, podemos levantar a hipétese de que os citétipos presentes dentro

das linhagens também possam ser subespécies.
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7. CONCLUSAO

As linhagens cariotipicas A e B da espécie Mazama americana devem ser
diferenciadas em espécies distintas por apresentarem isolamento reprodutivo pés-
zigético.

Para diferenciar os citotipos em espécies ou mesmo subespécies das
linhagens A e B, mais estudos devem ser realizados, uma vez que este trabalho
apresentou apenas um cruzamento entre citotipos de mesma linhagem

cromossOmica.
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ANEXOS
Anexo |. Tabela - Protocolo de Preparo de Laminas Histologicas.
Procedimento Solucdes Tempo
Fixacdo Bouim. 24 horas

Alcool 70% + Hidréxido de Aménio
(10 gotas / 100mL).
Alcool 70% , Alcool 80%, Alcool 90% e
Desidratac&o Alcool 95%, Alcool absoluto I, Alcool
absoluto 11, Alcool absoluto Il1.
Alcool absoluto + Xilol (1:1), Xilol I, Xilol I e

Lavagem

Diafanizacéo

30 minutos em cada
solucéo

30 minutos em cada

Xilol 1lI. solucdo
Infiltracao Xilol + Histosec (1:3) 30 minutos
Histosec | e Histosec |l 1 hora em cada
solugéo
Incluséo Histosec
Fixacao Ej0$ cortes Glicerina — albumina (1:1).
nas laminas
Anexo Il. Tabela - Protocolo para coloragdo Hematoxilina — Eosina.
Procedimento Solucdes Tempo
Desparafinizagao Xilol I e Xilol Il 5 minutos em cada
) ] solucdo
. ~ Alcool absoluto I, Alcool absoluto Il e 5 minutos em cada
Hidratag&o P <
_Alcool 70% solucao
Agua corrente 5 minutos
Agua destilada 1 minuto
Coloracao Hematoxilina de Harris 1 minuto
Agua corrente 5 minutos
Agua destilada 1 minuto

Eosina de Lyson
Agua destilada

Desidratacio Alcool 70% - HE e Alcool 95% - HE

Alcool absoluto I, Alcool absoluto Il e
Alcool absoluto Il

Diafanizagéo Xilol I, Xilol 1l e Xilol Il

Montagem da

s Entelan
laminula

30 segundos
Banho rapido

Banho rapido em cada

solucdo

5 minutos em cada
solucao

5 minutos em cada
solucéo
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Anexo lll. Tabela - Protocolo para coloragdo Tricrémico de Masson.

Procedimento Solucdes Tempo
Desparafinizagao Xilol I e Xilol Il 5 minutos em cada
) ] solucdo
. N Alcool absoluto I, Alcool absoluto Il e 5 minutos em cada
Hidratag&o P <
_Alcool 70% solucao
Agua corrente 5 minutos
Agua destilada 1 minuto
Coloracgéo Hematoxilina de Harris 1 minuto
Agua corrente 5 minutos
Agua destilada 1 minuto
Fucsina Ponceau 1 minuto

Desidratacao

Alcool absoluto I, Alcool absoluto Il e

Diafanizagéo

Montagem da
laminula

Agua destilada
Acido fosfomolibdico 1%

Agua destilada
Alcool 95%
Alcool absoluto 111
Xilol I, Xilol Il e Xilol 1l

Balsamo do Canada

Retirar excesso da
solucédo anterior
5 minutos
Retirar excesso da
solucéo anterior
Banho rapido em cada
solucao
5 minutos em cada
solucao
5 minutos em cada
solucéo

Anexo IV. Tabela- Protocolo de Produc¢éo in vitro de embrides.

Procedimentos

Meios

Culturas

Maturagdo in vitro (MIV)

Capacitacdo dos
Espermatozdides

Fertilizac&o in vitro (FIV)

Desenvolvimento e Cultivo in

vitro (CIV)

TCM-199 Bicarbonato +
10% Soro de ovelha em
estro (SOE) + Sulfato de
Amicacina 500mg + FSH
+ LH
Gradiente Percol (TL-
Sémen + Percoll 90%+
Percoll 45%)
TL-Stock + Sulfato de
Amicacina 500mg
+Piruvato + PHE +
Heparina (176Ul/mg) +
SOE
Meio SOF + SFB 2,5% +
BSA 5 mg/mL
Troca de 50% do meio a
cada 2 dias

24 horas em estufa Umida a
38°C e 5% de CO, em ar

atmosférico

24 a 26 horas em estufa
Umida a 38°C e 5% de CO,
em ar atmosférico

7 dias em estufa Umida a
38°C e 5% de CO, em ar

atmosférico
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Anexo V. Tabela - Descri¢cdo das estruturas ovarianas observadas nos cortes histoldgicos

Estrutura Ovariana

Descricéo das Caracteristicas histolégicas

Foliculo primordial

Foliculo primario

Foliculo multilaminar primério

Foliculo secundario
Foliculo terciario

Foliculo atrésico
Corpo luteo

Corpo albicans

od0cito circundado por uma camada de células
achatadas

odcito circundado por uma camada de células
cubdides

odcito circundado por mais de uma camada de células
cubdides
inicio da formacao do antro folicular

presenca de antro folicular ja desenvolvido

zona pelucida inchada e teca interna hipertrofiada —
corada de azul pelo Tricrobmico de Masson
presenca de células luteinicas

tecido cicatricial — corado em verde/azul pelo
Tricrémico de Masson

(BACHA & BACHA, 2003)
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