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RESUMO

Conhecida pela exceléncia do sabor de sua carne a paca (Cuniculus paca L.),
sofre intensa pressdo de caca nas regifes tropicais. Este fator associado a uma baixa
taxa reprodutiva e a destruicdo de seus habitats em alguns estados do Brasil a coloca
como espécie regionalmente ameacada. Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito de
tratamentos hormonais sobre a fertilidade, caracterizar a gestacdo e determinar a
variabilidade genética de uma populacdo de Cuniculus paca L. em cativeiro como
forma de contribuir com 0 manejo econémico a conservacdo desta espéecie. No primeiro
estudo, verificou-se o efeito de implantes de progestdgenos (Norgestomet) associados a
duas diferentes dosagens de gonadotrofinas, na sincronizacdo e inducdo de cios em dois
grupos de pacas (G1 e G2), os quais receberam 25 e 50 Ul de eCG respectivamente e
0,5 ml de prostaglandina, comparados ao controle (G3), que ndo recebeu tratamento
hormonal. As fémeas do G1 apresentaram estro nos dias cinco, sete, 10,11 (uma paca
/dia) e 14 (duas pacas) apos a retirada do implante. As fémeas do G2 apresentaram
estro nos dias trés (duas pacas), oito, 11 (trés pacas). As taxas de prenhezes para G1, G2
e G3 foram 100%, 66% e 50%, respectivamente. No G1 e G3, 100% das fémeas
produziram uma cria/parto, enquanto 50% das fémeas do G2 produziram duas crias por
parto. No segundo estudo, descreveu-se o0s tipos celulares presentes nos esfregacos
vaginais aos 30, 60 e 90 dias de prenhez, determinou-se a concentracdo plasmatica de
progesterona e as medidas cefalicas dos fetos. Os resultados evidenciaram que nao
houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os tipos celulares encontrados aos 60 e 90
dias de prenhez. Houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as células naviculares e
superficiais aos 30 dias em relagcdo aos demais grupos. A progesterona quantificada
apresentou-se em média de 0,54 = 0,65 e 0,53 + 0,77 ng/mL, aos 60 e 90 dias. As
medidas cefalicas (DBP), e o incremento destas medidas em 30 dias foram de 1,25 (+
0,16) e 2,34 (x 0,25), 1,09 cm (+ 0,30). No terceiro estudo, 48 individuos foram
avaliados com relagéo a variabilidade e estrutura genética, utilizando-se como marcador
molecular ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Estes marcadores mostraram-se
eficientes na amplificacdo de DNA gendmico de pacas, gerando 50 locos polimorficos.
A maior distdncia genética entre as populacées formadoras do plantel foi entre a
populacdo de Rio Branco - AC e Tarauaca / Envira - AC (0,5280) e a menor entre Rio
Branco — AC e Belém-PA (0,0421). As anélises genéticas geradas pelo software
Structure demonstraram a tendéncia de agrupamento entre individuos pertencentes a
mesma regido geografica. Os resultados deste trabalho contribuem sobremaneira para
um melhor conhecimento da espécie favorecendo seu uso e conservacao.

PALAVRAS CHAVES: sincronizacdo de estro, inducdo de estro, prenhez em paca,
diametro fetal, diversidade genética, Amazonia.



ABSTRACT

Known for the excellence of the flavor of your meat paca (paca Cuniculus L.),
suffers from intense hunting pressure in the tropics. This factor combined with a low
reproductive rate and habitat destruction in some states of Brazil, poses as regionally
threatened species. This study aimed to evaluate the effect of hormonal treatment on
fertility, pregnancy characterize and determine the genetic variability of a population of
Cuniculus paca L.in captivity as a contribution to the economic management to
conserve the species. In the first study, the effect of progestin implants (Norgestomet)
associated with two different doses of gonadotropins, in synchronization and induction
of the heats in two groups of cavies (G1 and G2), which received 25 and 50 1U of
eCGrespectively, and 0.5 ml of prostaglandin, compared with control (G3), which
received no hormone treatment. Females in estrus showed G1 day five, seven, 10.11 (a
paca / day) and 14 (two cavies) after implant removal. G2 Females had three days in
estrus (two cavies), eight, 11 (three cavies). Pregnancy rates for G1, G2 and G3 were
100%, 66% and 50% respectively. In G1 and G3, 100% of the females produced a litter
/ delivery, while 50% of the G2 females produced two litters per delivery. In the second
study, we described the cell types present in vaginal smears at 30, 60 and 90 days of
pregnancy, we determined the plasma concentration of progesterone and the measures
of cephalic fetuses. The results showed that there was no significant difference (p>
0.05) between the cell types found at 60 and 90 days of pregnancy. There were
significant differences (p <0.05) between the navicular and superficial cells at 30 days
compared to other groups. Progesterone quantified presented an average of 0.54 + 0.65
and 0.53 + 0.77 ng / mL at 60 and 90 days. Cephalic measurements (BPD), and the
increase of these measures in 30 days were 1.25 (+ 0.16) and 2.34 (x 0.25), 1.09 cm (£
0.30). In the third study, 48 individuals were assessed for variability and genetic
structure, using as a molecular marker ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). These
markers were efficient in the amplification of genomic DNA of cavies, generating 50
polymorphic loci. The greatest genetic distance between populations forming the squad
was among the population of Rio Branco - AC and Tarauaca / Envira - AC (0.5280) and
lower in Rio Branco - AC and Belém-PA (0.0421). Genetic analysis generated by the
software Structure showed a tendency to cluster among individuals belonging to the
same geographic region. The results of this work contributes greatly to a better
understanding of the species favoring its use and conservation.

KEYWORDS: syncrhonization of estrus, induction of estrus, pregnancy paca, fetal
diameter, genetic diversity, Amazon.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

Na América Latina, a paca estd entre as espécies mais intensamente cacadas,
principalmente por causa de sua carne, cotada como a mais apreciada entre todas as carnes de
caca (DEUTSCH; PUGLIA, 1988; SANTOS, 1984). De acordo com o Livro Vermelho da
Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo (MMA, 2008), a paca ja € considerada regionalmente
ameacada nos estados do Rio Grande do Sul, Parana, Sdo Paulo e Rio de Janeiro.

Nos Gltimos 10 a 15 anos foram constatados que 0 uso e a preservacdo dos recursos
genéticos animais sdo inseparaveis (EGITO; MARIANTE; ALBUQUERQUE, 2002). Smythe
e Brown De Guanti (1995) observaram que o aumento do nimero de pessoas colonizando
florestas tropicais, promove um rapido aumento da quantidade de proteinas de alta qualidade
de que necessitam que vai além de sua capacidade de produzi-las. Portanto, as populacdes de
animais de caca, adequadas a satisfazer a necessidade dos indigenas que ali habitam, por
exemplo, sdo super exploradas e rapidamente exterminadas devido a caca indiscriminada e a
destruicdo do meio ambiente.

Correntes conservarcionistas apontam a criacdo de animais silvestres com finalidade
comercial como um dos caminhos certos para a conservacdo de algumas espécies da fauna
brasileira (HOSKEN, 1999). Entretanto, para que se obtenha sucesso com empreendimentos
dessa natureza, é necessario que os padrdes de criagdo de animais silvestres se assemelhem
aos da criacdo de animais domésticos, 0 que se consegue apOs sua domesticacao
(NOGUEIRA - FILHO; NOGUEIRA, 1999; MASON, 1984).

De acordo com Mason (1984) e Hosken e Silveira (2001), os animais domésticos
diferem de seus semelhantes silvestres quando: 1 - reproduzem sob controle humano; 2 -
oferecem ao homem um produto ou servico; 3 - sdo domados ou amansados e selecionados de

organismos silvestres.



Com relacdo a domesticacdo da paca, diversos autores, (SMYTHE, 1987; SMYTHE;
BROWN de GUANTI, 1995; RENGIFO et al.,1996; NOGUEIRA, 1997; NOGUEIRA
FILHO; NOGUEIRA, 1999; HOSKEN; SILVEIRA, 2001; LAMEIRA, 2002, RIBEIRO;
ZAMORA, 1998) relatam experiéncias exitosas na criacdo e domesticacdo desta espécie em
cativeiro, principalmente no que se refere aos itens dois e trés dos criterios de Manson (1984)
e Hosken e Silveira (2001). Porém, com relacdo ao item 1 - reproducdo, todos em suas
experiéncias relatam um potencial reprodutivo baixo, para uma espécie cuja criacdo em
cativeiro é apontada como fonte de proteina, alternativa de renda e diversificacdo da producao
rural, contribuidora para os programas de repovoamento de areas florestais e formacdo e
conservacao de bancos genéticos.

De acordo com Lameira (2002), a implantacédo de técnicas de manipulacdo adequada e
da biotecnologia permitira a selecdo genética que resultara no aumento da eficiéncia
reprodutiva e produtiva de pacas. Dentro da exploracdo racional e econémica de qualquer
espécie doméstica, a utilizacdo de biotecnologias da reproducdo tais como a inseminagao
artificial (1.A.), transferéncia de embrides (T.E.), aspiracdo folicular guiada por ultra-
sonografia (OPU — ovum pick up), com posterior fecundacdo in vitro (FIV), o uso de
marcadores genéticos, a formacdo de bancos de sémen, 6vulos, embrides e foliculos, a
sexagem do sémen, a identificacdo do sexo do embrido, a clonagem e a propria transgenia,
sdo técnicas que juntas ou separadas podem ser de grande valia na reproducdo animal e tém
sido apontadas como de fundamental importancia para obtencdo de ganhos genéticos
expressivos nas espécies domesticas e como ferramentas imprescindiveis na preservacdo e
conservacao de recursos genéticos de animais domésticos e de espécies silvestres em extingédo
(VALE, 1999; RUMPF et al., 2000).

Sem duvidas, o estabelecimento de propostas para criacdo de animais silvestres,

utilizando-se a biotecnologia da reproducdo, ja estabelecida em animais domesticos e de



laboratdrios, constitui-se na forma mais apropriada para viabilizar programas de uso e
conservacao destas espécies desde que se respeite e se conserve a variabilidade genética dos
reprodutores, se tenha bem estabelecido o conhecimento sobre a biologia reprodutiva do
animal a ser trabalhado, bem como sua resposta fisioldgica ao emprego de preparados
hormonais, assim como devem ser efetuadas observacdes criteriosas da ocorréncia de
possiveis complicacdes advindas do emprego destas técnicas. Considerando esta realidade,

este trabalho possui 0s seguintes objetivos:

1.1 Objetivo Geral

Avaliar a fertilidade reprodutiva, em resposta a tratamentos hormonais, caracterizar a
gestacdo e a variabilidade genética de uma populacdo de Cuniculus paca em cativeiro como

forma de contribuir com o uso e conservacao desta espécie.

1.2 Objetivos Especificos

1) Verificar o efeito de implantes de progestagenos (Norgestomet) associados a duas
diferentes dosagens de gonadotrofinas (eCG) na sincronizacédo e inducédo de cios férteis;

2) Dosar os niveis de progesterona plasmatica no ciclo antes e apds a aplicacdo de
progestagenos e na prenhez de paca;

3) Comparar os indices de fertilidade e prenhez das fémeas de Cuniculuspaca
submetidas a diferentes tratamentos hormonais assim como o0 estado de salde das crias
geradas.

4) Proporcionar maiores conhecimentos sobre a fase gestacional nesta espécie;



5) Determinar as diferentes fases do ciclo estral de pacas nas condic¢des de cativeiro
por meio de analises citologicas do epitélio vaginal antes e apds a utilizacdo de tratamentos
hormonais e durante trés momentos diferentes de gestacao;

6) Determinar a variabilidade genética de um plantel de pacas por meio de

marcadores moleculares.

1.3 Hipdteses

1.3.1- Considerando que experiéncias bem sucedidas em animais domésticos podem
ser extrapoladas para os animais silvestres, acredita-se que os protocolos de sincronizacéao e
inducdo de cio propostos neste trabalho, embasados nos utilizados para as espécies caprina
(Capra hircus), ovina (Ovis aries ) e bovina (Bos taurus e indicus) sejam eficientes em
induzir e produzir cios férteis em Cuniculus paca.

1.3.2- A capacidade da Gonadotrofina Coridnica Equina em estimular o
desenvolvimento de foliculos ovarianos (efeito superovulatério) proporcionara partos
gemelares.

1.3.3- Os protocolos hormonais utilizados ndo afetardo a higidez fisica e
comportamental dos animais.

1.3.4- Da mesma forma que o epitélio vaginal expressa as modificagdes hormonais
sofridas ao longo do ciclo estral, sera possivel identificar a prenhez em Cuniculus paca. por
meio de colpocitologia.

1.3.5- O didmetro biparietal de fetos de paca, obtido por meio de ultrassonografias
servira de parametro para diagnostico de tempo de prenhez em pacas.

1.3.6- Marcadores moleculares ISSR, séo eficientes em estudos de variabilidade

genetica em pacas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia da Paca

Mondolfi (1972) observou que as pacas apresentam caracteristicas morfologicas que
as separam das cutias, Dasyprocta, e das acouchis ou cutiaras Myoprocta. Segundo este autor,
0 termo genérico Cuniculus foi usado erroneamente para a paca. Porém Alho (1982),
reconheceu Cuniculus paca, pertencente a subordem Hystricomorpha e a familia Cuniculidae.
Eisenberg (1989) ainda inseriu a paca na familia Agoutidae sob o género Agouti, pertencente
a superfamilia Caviodeia, que juntamente com as familias Caviidae, Hydrochoeridae e
Dasyproctidae constituindo o grupo de roedores histricognatas do Novo Mundo.

A espécie Aguti paca - foi descrita por Linnaeus em 1766. A nomenclatura zooldgica,
sistema de nomes aplicados aos taxons animais, de acordo com Bernardi (1994), é regida pelo
Caodigo Internacional de Nomenclatura Zoologica (ICZN,1985), um sistema de regras e
recomendacdes acerca da maneira correta de compor e aplicar 0s nomes zooldgicos. De
acordo com o parecer do Bulletin of Zoological Nomenclature publicado em setembro de
2006, o género deste tdxon tem sido debatido, mas esta instabilidade nomenclatural foi
resolvida com a decisdo da Comissdo Internacional de Nomenclatura Zoolégica (1998) para a
validade de Cuniculus Brisson, 1762. O género Cuniculus foi criado por Brisson, 1762 com
citagdo: Cuniculus Brisson, 1762. O género Agouti criado por Gray em 1821, passou a ser seu
sindnimo junior. Segundo Bernardi (1994), a lei de Prioridade é uma lei da nomenclatura
zooldgica, que estabelece que o nome mais antigo proposto para um determinado animal é o
que prevalece. Portanto, a citagdo validada para as duas espécies de paca conhecida é
Cuniculus paca (Linnaeus, 1766) e Cuniculus taczanowiskii (Linnaeus, 1766). Desta forma, a

classificagdo taxonémica para paca consiste em: ordem Rodentia, subordem Hystricomorpha,



superfamilia Cavioidea e familia Cuniculidae possuindo apenas um género e duas espécies
sendo que apenas uma delas é conhecida no Brasil - Cuniculus paca (ALHO, 1982;
OLIVEIRA; BONVICINO, 2006) adotada em nossos trabalhos (Figura 1).

Moreira e MacDonald (1997) e Nogueira Filho e Nogueira (1999) definem como
sendo a Cuniculus taczanowskii, aquela espécie de paca encontrada apenas na regido andina
no noroeste da Venezuela, Colémbia, Equador e, possivelmente, no Peru, ndo sendo
encontrada no Brasil. Pérez, (1992) descreve as duas espécies como:

e Cuniculus taczanowskii — cor marrom avermelhada, pelo macio, corpo curto e

regido zigomatica menos rugosa que a outra espécie.

e Cuniculus paca — cor marrom avermelhada, chocolate escuro ou cinza esfumacada,

pelo &spero, corpo e regido zigomatica mais rugosa, maior que da outra espécie

(Figura 1).

Figura 1- Fémea adulta de Cuniculus paca e seu filhote (foto: Laiz Zamora)

Ainda de acordo com Pérez (1992), cinco subespécies de Cuniculus paca sdo
reconhecidas:
e Cuniculus paca guanta Lonnberg, 1921 Encontrada em Gualea, 5.000 pés,

provincia de Pichincha, Equador (Figura 2 - 1).



Cuniculus paca mexianae Hagmann, 1908. Encontrada em “Insel Mexiana”, Para
Brasil (Figura 2 — 2).

Cuniculus paca nelsoni Goldman 1913. Encontrada em Catemaco, sul de Vera
cruz, México (Figura 2 - 3).

Cuniculus paca paca Linnaeus , 1766. Encontrada em Pernambuco, Brasil (Figura
2-4).

Cuniculus paca virgatus Bangs, 1902. Encontrada em Divala, Chiquiri, Panama

(Figura 2 - 5).

Figura 2- Distribuicdo de Cuniculus paca de acordo com Perez (1992). 1. Cuniculus paca
guanta, 2. Cuniculus paca mexianae, 3. Cuniculus paca nelsoni, 4. Cuniculus paca paca, 5.
Cuniculus paca virgatus.
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2.2 Distribuicdo Geografica, Habitat e Habitos

Entre os roedores do Brasil, a capivara, Hydrochaerus hydrochaeris, e a paca,
constituem o primeiro e segundo maior roedor, respectivamente (MATAMOROS 1982;
OLIVEIRA et al., 2009). Sua distribui¢do (Figura 2), de acordo com Matamoros (1982) vai
desde o sul do México até o norte da Argentina. Para Rengifo et al. (1996), a ocorréncia vai
desde o sul do Meéxico até o Brasil. Mondolfi (1972) relata que a espécie é encontrada
também no sul da Argentina, ja Smythe (1991) relata ter sido esta espécie introduzida na ilha
de Cuba. Como se observa, as pacas ocupam uma grande variedade de habitats, desde a
Ameérica Central até a América do Sul em regides que variam de floresta Umida, capoeiras
densas, bosques secos ou Umidos, cerrados e caatingas, as margens de rios ou lagoas ou
mesmo pantanos (COLLET, 1981; SANTOS, 1984). Podem ocorrer em nivel do mar ou até
em regides de frio, a 1700 m de altitude (BRIEVA, 2001).

Conforme sua &area de ocorréncia, a espécie Cuniculus paca possui diferentes
denominagdes além de paca. Assim sendo, de acordo com Roméan (2001), no Equador em
castelhano se chama guanta; nos paises de idioma inglés, bem como, na Argentina e no Brasil
se chama paca. E conhecida como gibnut, em Belize; borugo, tinajo, guartinajo,
guardatinajo, guagua e lapa, na Colombia e Venezuela. Pak, na Guiana Francesa;
tepezcuintle e haleb, na América Central; tepezcuintle, guatusa real ou perro de monte, no
México; majaz e picuro, no Peru; conejo pintado, no Panama; water haas, no Suriname e

acutipd, na lingua guarani.

S80 animais assustados, mas inofensivos, de costumes crepusculares e noturnos
(RENGIFO et al., 1996). Matamoros (1982) observou que o periodo de maior atividade destes
animais compreende das 17:00 as 04:00 horas, sendo maior ao redor de meia noite. Por serem

animais noturnos, as pacas tém fobia a luz, buscando sempre a sombra das vegetacOes baixas
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dos bosques quando procuram alimento (SMYTHE; BROWN de GUANTI, 1995). Hosken e
Silveira (2001) os consideram animais de temperamento agressivo, atacando inclusive outra
paca que se encontre perto de sua toca. Em area natural, se refugiam durante o dia no interior
de troncos ocos ou escavagdes no subsolo para proteger-se das correntes de ar, mudancas de

temperatura, sol excessivo e da presenca de algum predador natural (RENGIFO et al., 1996).

Quanto a dieta, a paca é considerada por muitos autores, como generalista em relacéo
ao consumo de alimentos, consomem os frutos disponiveis em cada estacdo do ano (PEREZ,
1992); como herbivoros, controla o crescimento das folhas de arbustos e herbaceas e € um
dispersor de sementes (MONTES, 2005). Smythe e Brown de Guanti (1995) classificam as
pacas como onivoros. Ribeiro e Zamora (2008), criando pacas em cativeiro obtiveram
excelentes resultados na reproducéo, cria e engorda de pacas, alimentado-as com uma dieta
balanceada de frutas, verduras, tubérculos, sementes, castanhas e leguminosas,
complementando com sal mineral a vontade. Estas Ultimas autoras perceberam uma
preferéncia alimentar destes animais por frutas citricas. Por terem estes habitos alimentares,
em algumas regides podem ser consideradas pestes agricolas de milho, cana de agucar,
melancia, mandioca, inhame, verduras e outras culturas (MONDOLFI, 1972).

Na natureza sdo raramente vistas em pares, sao solitarias em seu comportamento de
forrageio e dois adultos ndo ocupam a mesma toca, aparentando serem animais solitarios, com
pares de adultos vivendo em uma &rea de aproximadamente 2,5 ha em média, defendida

contra invasores (MOREIRA; MACDONALD, 1997).
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2.3 Morfologia do Sistema Reprodutivo e Biologia Reprodutiva

Ao nascerem, as pacas ndo apresentam dimorfismo sexual (ROMAN, 2001;
RIBEIRO; ZAMORA, 2008). As pacas sexualmente maduras sdo dimdrficas, com os machos
ligeiramente maiores em seu tamanho corporal e com um arco zigomatico da face mais
proeminente e rugoso que nas fémeas (COLLET, 1981). Eles ndo apresentam um escroto bem
definido e os testiculos se localizam na regido inguinal. A tunica cremastérica bem
desenvolvida, associada a presenca de um amplo canal ingnal, favorece a movimentacéo
testicular para o interior da cavidade abdominal (CARRETA JUNIOR, 2008). De acordo com
Roman (2001), somente quando as fémeas estdo em cio, os testiculos migram para 0 saco
escrotal e se pode observa-los durante um tempo. Pérez (1992), Hosken e Silveira (2001), e
Ribeiro e Zamora (2008), observaram que o pénis da paca possui uma estrutura rigida e
serrilnada na face lateral. Esta estrutura, segundo Carreta Junior (2008) faz com que durante a
cépula sempre ocorra uma lesdo vaginal o que acarretaria a inibicdo da copula por outros
machos, refor¢cando assim, o comportamento monogamico da espécie. Mondolfi (1972)
sugere que esta complexa estrutura estimula a ovulacdo da fémea, o que é rechacado por
Matamoros e Pashov (1984) que afirmam ser a paca um ovulador espontéaneo.

O conhecimento do processo reprodutivo € essencial para identificar os fatores de
riscos que afetam o comportamento e a eficiéncia reprodutiva e possibilitar o controle dos
pontos criticos que permitam alcancar uma Otima produtividade, sempre em relacdo a
atividade ciclica ovariana, fertilidade e prolificidade (GONZALEZ - STAGNARO, 2002).

Matamoros (1981) foi a primeira a descrever aspectos da anatomia e histologia do
sistema reprodutor da fémea deste roedor, com a finalidade de compreender melhor sua

fisiologia e comportamento, como se V€ a seguir:
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Ovarios: Encontram-se localizados caudalmente em relagdo aos rins. Sdo corpos
amarelos, ovalados, que medem aproximadamente 0,8cm x 0,5cm, de superficie lisa,
com pequenas porgdes transparentes que a0 microscopio demonstraram ser corpos
luteos e foliculos em desenvolvimento. Ao observar um corte histoldgico do ovario
de uma fémea de dois meses de idade, ndo se verifica uma medula bem definida, ja
que o cértex ocupa quase todo o 6rgdo. Este esta constituido de duas porcdes: a parte
externa que apresenta um grande numero de foliculos e uma parte interna que esta
constituida por numerosos foliculos em crescimento, alguns nos quais desenvolvem
até dois évulos. Os ovarios da fémea adulta prenhe diferem em ntmero de foliculos
e de corpos ldteos: no ovario que corresponde ao corno prenhe se observa o corpo
luteo principal (maior que as demais estruturas), trés corpos l(teos acessorios,
foliculos de Graaf e dois foliculos em crescimento. No ovario correspondente ao
corno nao prenhe, seis foliculos e aproximadamente dezoito corpos liteos
acessorios.

Weir e Rowlands (1974), ap06s estudarem ovarios de varias espécies da subordem
Hystricomorpha identificaram caracteristicas comuns a quase todas elas, o que foi
posteriormente confirmado para aquelas encontradas em Cuniculus paca por Matamoros
(1981). Isto confirma que os histricomorfos caracterizam-se por apresentarem padrdes
semelhantes em seu processo reprodutivo, tais como numerosos corpos luteos e foliculos em
diferentes estagios de maturacdo, no ovario da fémea gestante, e foliculos em
desenvolvimento e poliovulares na fémea pré-pubere com a presenca de uma membrana que
fecha a entrada da vagina. A grande quantidade de corpos luteos acessérios em ambos 0s
ovarios da fémea prenhe encontrada por Matamoros (1981), concorda com as observacfes de
Weir e Rowlands (1974), em outros histricomorfos. Isto sugere que estas estruturas tém a
funcdo de produzir o horménio progesterona, necessario a gestacdo, e que a grande
quantidade de foliculos em diferentes fases de desenvolvimento, no ovario dessas fémeas,
sugere pensar que existe cio apos parto (MATAMOROS, 1981). Este ultimo autor descreve

a seguir, as demais estruturas que compdem o aparelho reprodutor de fémeas de pacas:

Oviduto: E um tubo fino de aproximadamente 5¢cm de comprimento, que se pde em
contato com a superficie média do ovario e com 0 mesovario.

Utero: E um 6rgdo bi-corneo. Cada corno mede aproximadamente 12 cm de
comprimento. Externamente, une-se por meio de uma membrana delgada, formando
um falso corpo.

Vagina: Estrutura de aproximadamente 14 cm de comprimento, localizada na
pélvis, abrindo-se ao exterior por meio de um orificio vaginal. Em algumas fémeas,
o orificio vaginal esta completamente fechado.
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O ciclo estral caracteriza-se por modificagcdes ciclicas que ocorrem nas fémeas
domeésticas apos a puberdade, sendo definido como ritmo funcional do aparelho reprodutor
feminino, regulado por mecanismos enddcrinos e neuroendocrinos, principalmente aqueles
referentes a secrecdo hormonal ovariana (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Diversos autores obtiveram resultados bastante similares a respeito da duracdo do
mesmo em paca, tomando-se por base a dindmica da populacdo de celulas epiteliais e
presenca de leucdcitos junto a mucosa vaginal, propiciadas pelas mudancas hormonais.
Assim, Matamoros e Pashov (1984), obtiveram uma média de 31,16 dias (amplitude de
variacdo de 12-67 dias); Nogueira (1997) reportou a duracdo média do ciclo em 33,4 dias +
4,4 dias, enquanto que Lameira (2002) obteve duracdo média de 32,5 + 3,69 dias, com
amplitude de 24 a 42 dias, Bastos et al. (2003) de 32,5 dias + 3,7 dias, e Guimaraes et
al.(2008) de 32,5 * 3,7 dias. Pérez e Baz (2006), encontraram o valor de 29 + 8.4 dias para o
periodo do ciclo estral, baseando-se em achados macroscopicos e microscopicos dos ovarios
da paca associando com as dosagens hormonais.

A duracdo do ciclo estral relatada por Matamoros e Pashov (1984), foi baseada no
calculo do periodo compreendido entre o primeiro dia de abertura vaginal de um ciclo e o dia
anterior a abertura do ciclo seguinte. O dia de abertura parece ser o dia do estro, durante o
qual o canal vaginal encontra-se aberto.

Nogueira (1997) relata que observou no primeiro dia da coleta de esfregaco vaginal,
algumas fémeas com a membrana vaginal perfurada, coincidindo com o resultado das ldaminas
apos a leitura (fase de estro), e pelo fato de realizarem esfregagos de 48 em 48 horas, a
membrana vaginal permaneceu aberta durante todo o tempo das coletas (57 dias). Pereira et
al. (1995) e Lameira (2002) constataram que a abertura do canal vaginal iniciou-se no final do
proestro, apresentando-se completa na fase de estro, tornando-se a fechar no metaestro. A

segunda autora também observou que o canal vaginal permaneceu fechado no periodo
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gestacional e pds — parto até o primeiro cio, sendo que nos dois primeiros dias ap0s a pari¢cao
0 canal permaneceu aberto. Smythe (1991) relatou que a abertura da membrana vaginal nao
parece estar necessariamente relacionada com o estado reprodutivo da fémea havendo
variacdo de uma para outra.

Com relacdo as fases do ciclo estral, de acordo com analises colpocitoldgica,
Matamoros e Pashov (1984) encontraram trés fases definidas como:

a) Proestro - onde se percebe um maior nimero de células parabasais e intermediarias
em maior numero que as superficiais e ainda elevado nimero de leucécitos, diminuindo ao
final deste periodo.

b) Estro — com 65 a 100% de células cornificadas com nucleo picnético ou sem
nucleo. Geralmente se percebe auséncia de leucdcitos nesta fase

c) Posestro — com aparecimento de células epiteliais cornificadas e ao final desta fase,
poucas células epiteliais maduras e grande quantidade de células imaturas.

Nogueira (1997) definiu como sendo fases do ciclo estral da paca:

a) Proestro - células intermediarias e parabasais em maior numero que células
superficiais pequenas e ainda a presenca de leucécitos. Com a proximidade do estro as células
superficiais aumentaram e diminuiu o nimero de células intermediarias parabasais e
leucdcitos.

b) Estro - quase a totalidade das células era formada por células superficiais com
pequena presenca de células intermediarias e auséncia de leucdcitos.

c) Metaestro - aparecimento repentino de grande nimero de células intermediarias e
parabasais, além de leucdécitos, com reducéo de células superficiais.

d) Anestro - células intermediarias e parabasais e restos celulares.

Outros autores sugeriram nova composi¢do para o ciclo estral da paca, com pequenas

variacoes:
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a) Proestro - predominancia de células superficiais nucleadas e anucleadas com
discreta invasdo leucocitaria (PEREIRA et al.,, 1995). Células superficiais nucleadas
predominaram agrupadas, devido a presenca de muco e com intensa populacdo leucocitaria
(LAMEIRA, 2002).

De acordo com Bastos et al. (2003) e Guimaraes et al. (2008), nesta fase ocorreu
aumento progressivo de células superficiais nucleadas concomitante com a diminuicdo da
frequiéncia de outros tipos celulares. Os leucocitos diminuiram gradativamente até o final da
fase que dura 10,3 £ 4,21 dias.

b) Estro - predominancia de células superficiais anucleadas, com auséncia de
leucdcitos. Nesta fase que dura cerca de 1,05 £ 0,22 dias 0 muco estava abundante porém néo
se corou (PEREIRA et al., 1995; LAMEIRA, 2002; BASTOS et al., 2003 GUIMARAES et
al., 2008)

c) Metaestro - células intermediarias e parabasais com expressiva invasdo leucocitaria
(PEREIRA et al., 1995; LAMEIRA, 2002; BASTOS et al., 2003) foram observadas nesta
fase que dura cerca de 5,6 + 3,87 dias, células de foan e células do metaestro (GUIMARAES
et al., 2008)

d) Diestro - células basais com leucdcitos (PEREIRA et al., 1995). As células
parabasais e basais ocorreram em maior nimero em relacdo as outras, a taxa leucocitaria
estava reduzida, e ainda foi possivel observar celulas intermediérias e superficiais bastante
degeneradas. Esta fase dura 14,7 + 4,57 dias (GUIMARAES et al.,2008).

Em estudos sobre ciclo estral da paca em cativeiro, foi observado que néo € necessaria
a presenca do macho para que ocorra abertura vaginal, constatando ser a paca um ovulador
espontaneo (MATAMOROS; PASHOV, 1984; LANDIN JUNIOR, 2000; PEREZ; BAZ,
2006). Clinicamente o cio das pacas € de dificil deteccdo (SMYTHE, 1991; NOGUEIRA-

FILHO; NOGUEIRA, 1999). O periodo médio de abertura vaginal calculado por Matamoros
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e Pashov (1984) foi de 13,97 dias que se refere provavelmente ao estro. Lameira (2002) e
Bastos et al. (2003), afirmam ser o estro da paca de apenas um dia (1,05 + 0,22). Brieva
(2001) sugere que o cio parece ter duracdo de 18 a 21 dias e Pérez (2001) de um a dois dias.
Fémeas no cio apresentam a vulva vermelha, tdrgida e flacida (RENGIFO et al., 1996;
BRIEVA, 2001).

O melhor sinal de que uma fémea esta no cio é quando o macho dedica muito tempo a
segui-la (SMYTHE, 1991). As fémeas em criatorios apresentam cio sincronizado o que pode
resultar em varias fémeas prenhes ao mesmo tempo (NOGUEIRA FILHO; NOGUEIRA,
1999; BRIEVA, 2001). A copula em geral ocorre a noite e um achado p6s-copula € o tampéo
vaginal de sangue e sémen que é expulso e pode ser ingerido pela fémea (BRIEVA, 2001).
Nogueira (1997), Hosken (1999) e Lameira (2002), observaram sangramento e limpeza da
regido genital apos a copula.

O consumo do plug copulatério pela fémea dificulta a visualizacdo e a expectativa de
que a fémea foi acasalada, porém segundo estes Ultimos autores, as vezes este plug
copulatério pode ser observado por até quatro dias e pouco a pouco é expulso, sendo algumas
vezes encontrado no tanque d’agua. Nogueira Filho e Nogueira (1999) e Ribeiro e Zamora
(2008), também observaram pequenas gotas de sangue no chdo nas baias de piso de cimento
apos acasalamentos, provavelmente devido as estruturas ja descritas dos pénis dos machos de
paca que ferem a fémea no ato da copula.

De acordo com Nogueira Filho e Nogueira (1999), Landim Junior (2000) e Ribeiro e
Zamora (2008), as pacas se reproduzem durante o ano todo, mas segundo estas uUltimas
autoras, no Brasil existem registros de concentracao de nascimentos durante os meses de julho
a agosto. NOGUEIRA (1997) verificou distribuicdo de nascimentos durante o ano todo com
frequéncias maiores nos meses de julho, e entre novembro e janeiro (a excecdo dos meses de

fevereiro, margo e agosto). LAMEIRA (2002) observou a distribuicdo de nascimentos
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durante o ano todo com exce¢do nos meses de janeiro e agosto sendo que a maior frequéncia
foi no més de maio. BRIEVA (2001) relata que por serem muito susceptiveis as condicdes
ambientais a que estdo submetidas em cativeiro, as pacas apresentam certas variacbes em
alguns parametros reprodutivos. Oliveira et al. (2007) observaram durante quatro anos 25
prenhezes, em 13 diferentes pacas, por meio de ultra-sonografia.

Desta forma, constataram que houve nascimento de apenas um animal por parto,
ressaltando a caracteristica reprodutiva de uniparidade, o que evidencia a tendéncia de
nascimento de apenas um filhote por parto, nessa espécie. Nogueira et al. (2006), observaram
de janeiro de 1991 a janeiro de 1997, dentre os 20 nascimentos registrados, apenas um péde
ser considerado parto gemelar, embora ndo confirmado devido a presenca no mesmo recinto
de outra fémea considerada imatura (10 meses).

Todos os outros nascimentos foram de um filhote por pari¢do. Estas observacoes
coincidem com as de Matamoros (1982), de um parto gemelar em 20 nascimentos. No
criatério onde se realizou este trabalho, em um periodo de quatro anos, apenas uma fémea
uma Unica vez obteve um parto gemelar.

O quadro a seguir apresenta os principais indices reprodutivos encontrados, no qual

destacamos os diferentes periodos gestacionais e intervalo entre partos relatados na literatura.
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Periodo de Intervalo entre ~ Crias/fémeas/  partos/femeas/
gestagao partos parto ano Autor (es) / ano
(dias) (dias) (unid.) (unid)
95,7%=1, 50% =1
97 a101 97-268 Matamoros (1982)
4,3% =2 31% =2
85a 156 - - - Matamoros e Pashov (1984)
157 i 1,4%=2 i Smythe e Brown de Guanti
98,6%=1 (1995)
145 a 155 - 1 (média) 2 partos Rengifo et al. (1996)
4,75% =2 40% =2 _
150 195a 251 Nogueira (1997)
95,3% =1 60% =1
116 a 135 - - - Hosken (1999)
96 a 155 137 a 251 100% =1 2 Brieva (2001)
71,4% =2 _
142 a 154 100% =1 Lameira (2002)
28,6% =1
135a 139 Oliveira et al.(2003)
120 208 1,75 média Mesa (2001)
138 - 173 - 1 2 Scherf (1997)
148 £ 4,8 2245+£522 100% =1 55,6% =2 Guimardes et al.(2008)

Quadro 1- Diferentes indices reprodutivos de Cuniculus paca encontrados por diferentes autores

As diferencas tdo marcantes entre os periodos de gestacao relatados por diversos
pesquisadores podem ser devidas a alguns animais apresentarem implantacdo retardada, a
qual consiste em manter um zigoto em estado de laténcia, até que as condi¢cdes do meio sejam
propicias e se produza entdo a implantacdo para dar inicio a gestacdo (BRIEVA, 2001).
Ramos (2003) cita o efeito Bruce (reabsor¢do embrionaria em caso de exposi¢cdo da fémea a
outro macho) em roedores em caso de confirmacéo de copula e ndo ocorréncia de gestacoes.

Com relagédo a ocorréncia do primeiro cio pos-parto, Matamoros (1981) descreveu a

presenca de foliculos 111 em uma fémea prestes a parir, 0 que a fez supor que existe cio pés-



20

parto. Em seus estudos, Matamoros e Pashov (1984), Nogueira Filho e Nogueira (1999) e
Landin Junior (2000) confirmam a existéncia de um cio pds-parto e um anestro por lactacéo.
Estes Gltimos autores citam que o cio pds-parto ocorre na paca a semelhanca da égua com
cerca de cinco a sete dias apds o parto e um novo cio sO ocorrera novamente apos o desmame.
Hosken (1999) relata ocorréncias de cio pds-parto, 28 dias ap0s 0 nascimento da cria. Lameira
(2002) observou cio pos-parto em aproximadamente um més, mesmo desmamando os filhotes
apos 30 dias, confirmando que a lactacdo realmente ndo interfere na acdo hormonal do ciclo
estral. Ribeiro e Zamora (2008) e Guimardaes et al. (2008) verificaram cio 15 e 25,6 + 8,8 dias
respectivamente.

Pesquisas de dosagens de progesterona revelam que sua concentracdo sérica pode
variar ao longo do ciclo estral de acordo com as espécies estudadas. Guimaraes (2000), em
seu estudo com cutias (Dasyprocta prymnolopha) encontrou meédias das concentracGes
hormonais de progesterona durante as fases do ciclo estral, correspondentes a: proestro 0,78 +
0,39 ng/mL,; estro 2,83 + 2,34 ng/mL; metaestro 1,49 + 1,24 ng/mL,; diestro 3,71+1,48 ng/mL.
Pérez (2001) observou niveis de progesterona e estrogenos durante o ciclo estral de pacas,
encontrando para fase folicular: 1,6 = 0,65 ng/mL e 39 + 24 pg/mL, respectivamente. Na fase
luteal os niveis de progesterona foram de 6,2 + 3,7 ng/mL de progesterona e de 29 + 16pg/mL
de estradiol. Pérez e Baz (2006) em pacas, observaram valores de 1,61 + 0,65 ng/mL para
progesterona e 39 + 24 pg / mL para estrogenos na fase folicular e 6,18 + 3,70 ng/mL e 29 +
16 pg/mL para progestrona e estrogeno respectivamente na fase luteal.

Pérez e Baz (2006), em estudo da atividade ovarica da paca em cativeiro, encontraram
niveis de progesterona em fémeas no inicio da gestacdo, que consideraram alto (20 a 35
ng/mL), comparando com outras espécies da mesma subordem. Os mesmos autores afirmam
que o crescimento folicular na paca esta destinado a prover tecido intersticial com capacidade

progestagena, seja por atresia folicular ou pela formacgdo de corpos luteos acessorios com o
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propdsito de criar um ambiente enddcrino propicio para iniciar e manter um longo periodo de
gestacdo, e que esta € uma estratégia adaptativa da reproducao que contribui para a formacao
de crias maduras ao nascimento, com maior possibilidade de sobrevivéncia em relacdo a
outros roedores.

No mesmo estudo, Pérez e Baz (2006) observaram que mesmo em um ambiente
estrogénico (com estruturas foliculares), duas fémeas de pacas apresentaram niveis de
progesterona de 1,33 e 1,13 ng/mL respectivamente e disseram ser estes valores relativamente
altos, comparados com outras espécies domésticas (bufalas, vacas, ovelhas e cabras), nas
quais assume-se que valores maiores ou iguais a 1ng/mL, indicam atividade luteal. Os
achados destes ultimos autores, corroboram os de Weyr e Rowlands (1974), os quais
mencionam que o0 ovario de Agouti paca, Dasyprocta agouti, Chinchila laninger e Hystrix
africaeaustralis, apresentam-se diferentes das espécies domeésticas, caracterizados por
abundante tecido intersticial, corpos luteos acessorios e foliculos atrésicos todos com
capacidade esteroidogénica, cujas capacidades de producdo de hormonios esterdides sdo mais
altas que nas outras espécies. Com relacdo aos niveis de estrogénio, estes autores verificaram
uma ampla variagdo que pode estar correlacionada com a idiosincrasia de cada fémea e a um
crescimento folicular constante que aporta por diferentes vias, quantidades varidveis de

estrogénio.

2.4 Colpocitologia Hormonal (Citologia Esfoliativa VVaginal)

A parede vaginal consiste de uma superficie epitelial, de uma camada muscular e de
uma serosa, sendo que a camada muscular ndo é tdo bem desenvolvida como as partes
externas do utero, consistindo de uma camada circular interna e de uma fina camada

longitudinal externa que se estende até o Utero. A tUnica muscular é suprida por vasos
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sanguineos, feixes nervosos, grupo de células nervosas e tecido conjuntivo denso e frouxo.
Existem diferencas interespecificas nas alteracbes vaginais durante o ciclo estral que se
refletem provavelmente em diferentes niveis de secrecdo de estrogenos e progesterona e
mesmo gonadotrofinas. A superficie das células vaginais € constituida por numerosos
microvilos que correm longitudinalmente ou em circulos. Nesse epitélio estratificado e
multiviloso, as células sdo dispostas com microvilosidades opostas, entrosadas umas as
outras, para manter a superficie firme. O padrdo e a morfologia destes microvilos afetam a
firmeza do epitélio, que é totalmente variavel com o ciclo reprodutivo (HAFEZ; HAFEZ,
2004). Este mesmo autor afirma que os esfregagos vaginais ndo servem para o diagndstico das
fases do ciclo estral ou de disfun¢6es hormonais.

Os diferentes estados hormonais da vida genital se refletem na estrutura histolégica da
mucosa malpighiana e, portanto, nos esfregacos vaginais. A primeira tentativa de avaliacdo
hormonal por meio de estudos de esfregacos vaginais foi feito por Pouchet em 1847
(POUCHET, 1847 apud GOMPEL; KOSS, 1997) em mulheres. Desde entdo, uma abundante
literatura foi dedicada a este assunto que apesar de seus limites, permite uma avaliacdo réapida,
barata e eficaz da funcdo ovariana na pratica medica diaria (GOMPEL; KOSS, 1997). O
diagnostico da atividade hormonal por meio de estendidos citolégicos e a respectiva
identificacdo das diversas fases do ciclo vaginal normal é hoje assunto que suscita
pouquissimas objecdes (CARVALHO, 2002). Desta forma, experiéncias exitosas em
determinar as diversas fases do ciclo estral por colpocitologia foram aplicadas em pacas
(MATAMOROS; PASHOV, 1984; PEREIRA et al., 1995; NOGUEIRA, 1997; LAMEIRA,
2002; BASTOS et al., 2003; GUIMARAES et al., 2008 ) cutias (GUIMARAES, 2000)
ovelhas (PORTO, 2007) cabras (BORGES, 2008) capivaras (BARBOSA et al., 2007), cadelas
(RIBEIRO et al., 2007) lobas guara (BITTENCOURT, 2002), gatas (TONIOLLO et al.,1995)

entre outras fémeas mamiferas.
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A citologia esfoliativa da vagina, para determinar estagios do ciclo estral, € uma das
técnicas citologicas mais utilizadas na pratica veterinaria. E facil e, com alguma experiéncia,
pode ser utilizada com sucesso pelo clinico para otimizar o acasalamento de animais
(HENSON, 2003). De acordo com este autor, varias técnicas tém sido descritas para obtencéo
de células de vagina para exame citoloégico. A mais comum € a que utiliza um swab de
algoddo, umedecido com solucdo salina, ou um fino bastdo de vidro com extremidade
arredondada, o qual é direcionado craniodorsalmente na regido caudal da vagina evitando-se o
vestibulo e a fossa do clitdris e tocando-se suavemente 0 swab ou o bastdo de vidro no
revestimento epitelial. Uma vez colhidas, as células esfoliadas devem ser cuidadosamente
colocadas em uma lamina microscopica para fixacdo e coloracdo. O objetivo da fixacdo é
preservar o estado morfoldgico das células e esta deve ser imediata para evitar a dessecacao
gue deforma as células e altera suas afinidades tintoriais (GOMPEL; KOSS, 1997).

Dependendo do corante utilizado, o0 método de fixacdo varia e para corantes do tipo
Romanowsky (Wright’s, Giemsa e Pandtico) que sd3o os mais utilizados na veterinéria, as
ldaminas devem ser secas ao ar e armazenadas em lugar seco até a coloragdo (GRACA, 2007).

De acordo com Henson (2003), corantes do tipo Romanowsky ou Romanowsky
modificado, sdo os mais comumente utilizados, pois fornecem bons detalhes morfol6gicos
para se determinar o grau de maturacdo das células epiteliais. Também ¢é utilizada a técnica de
coloracgéo de Papanicolau (PAPANICOLAU; TRANT, 1941) e tricromo para verificacdo das
fases do ciclo estral. De acordo com Henson (2003), estes corantes propiciam coloracédo
alaranjada distinta aos abundantes precursores de ceratina, presentes nas células superficiais, e
a proporc¢éo de células alaranjadas ou eosinofilicas em relacéo as ndo eosinofilicas, pode ser
utilizada para avaliar o grau de maturacdo das células epiteliais e, consequentemente, o
estadgio do ciclo do estro. De acordo com Gompel e Koss (1997), a coloracdo de Shorr

complementada pela hematoxilina de Harris, para corar os nucleos, d& contrastes mais
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marcantes das tonalidades citoplasmaticas das células malpighianas e por isso é a coloracéo
preconizada para a avaliacdo hormonal.

Os quadros a seguir, (Quadros 2, 3, 4 e 5) ilustrados pelas Figuras 3, 4, 5 e 6
demonstram a descricdo morfoldgica realizada por diversos autores, das principais células
encontradas em colpocitologia hormonal de fémeas de Cuniculus paca, Canis familiaris e
Homo sapiens, com avaliacdo das células da camada mais profunda para a mais superficial do
epitélio.

De acordo com Carvalho (2002), na camada mais profunda encontram-se as chamadas
células basais profundas cuja habilidade de reproducdo é constante e intensa, porém
demonstrando pouca ou nenhuma capacidade de esfoliacdo; em seguida, a camada de células
parabasais, que além de exibir variacdo em tamanho possuem menor atividade de reproducéo
com maior capacidade de esfoliacdo. Acima desta, observa-se a camada intermediéria,
também chamada impropriamente de camada pré cornificada e que se acha localizada entre as
camadas parabasais, de alta funcdo reprodutiva e a camada superficial, de atividade
exclusivamente esfoliativa. A camada superficial é a camada mais externa, que possui maior

habilidade de esfoliagcdo e nenhuma capacidade reprodutiva.
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CELULAS BASAIS

Lameira (2002)  Coloracdo basofila, bastante redonda, ntcleo central e citoplasma quase
Estudo em pacas inexistente.

Carvalho (2002)  Pequenas, 10 a 16y, na maioria das vezes redondas com citoplasma
Estudo em corado em cianofilia. NGcleos quase constantemente no centro da célula
mulheres e muito grandes em relacdo ao tamanho celular + dois tercos da area
celular, com contetdo da cromatina abundante, finamente granular e
uniformemente distribuida. Possuem virtualmente a mesma forma do
citoplasma, porém ocasionalmente existe certa tendéncia para a forma
ovalada.

Quadro 2- Descricao de células basais encontradas em citologia vaginal de fémeas de Cuniculus paca e Homo
sapiens.

Figura 3- Células basais de Cuniculus paca, coloragdo Papanicolau - aumento de 1000x. (Foto: Vania Ribeiro,
2009).
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CELULAS PARABASAIS

Lameira (2002)
Estudo em pacas

Coloracéo variando entre o azul lilas e roxo ( baséfila), forma ovalada
com nucleo central tendendo & polarizacéo e citoplasma reduzido.

Carvalho (2002)
Estudo em
mulheres

Nitidamente ovais e medem de 20 a 28 em seus maiores diametros. O
citoplasma ainda € cianofilo, porém mais claro que os das células
anteriores. Seus nucleos ainda se conservam centrais, mais algumas
vezes sdo levemente excéntricos e assumem formas ovais. Usualmente
ocupam menos da metade da area celular. A cromatina é menos ativa,
mais ainda granular e uniformemente distribuida.

Colorado State
University
Estudo em cadelas
(1998)

S&o as menores células encontradas em um tipico esfregaco vaginal.
Elas sdo redondas ou préximas a isso, com um ndcleo grande em
proporgao ao citoplasma.

Nogueira (1997)
Estudo em pacas

Formas bem redondas com nicleo ocupando quase todo o citoplasma e
basofilicas.

Quadro 3 - Descricdo de células parabasais encontradas em citologia vaginal de fémeas de Cuniculus paca,
Canis familiares e Homo sapiens.

Figura 4- Ceélulas parabasais de Cuniculus paca, coloracdo Shorr - aumento de 400x. (Foto: Vania Ribeiro,

2009).
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CELULAS INTERMEDIARIAS

Lameira (2002)
Estudo em pacas

Forma arredondada, ndcleo grande centralizado, citoplasma abundante
coloragéo variando entre o azul lilds e roxo.

Carvalho (2002)
Estudo em
mulheres

Séo células grandes, tendéncia a forma poligonal e o citoplasma se
dobra com facilidade o que pode ser verificado devido a sua
transparéncia. Tamanho de aproximadamente 30 a 32 i em diametro,
podendo ser maiores, e 0s nucleos ocupam 1/4 a 1/5 da &rea celular.
Ainda como células intermediarias encontramos as NAVICULARES
que podem ser encontradas em esfregacos de gravidez e naqueles que
ndo existe gravidez. Por serem muito vulneraveis a ataque de varios
agentes patoldgicos,é comum observar-se citdlise. Na fase pré-
ovulatoria apresentam as seguintes caracteristicas: citoplasma bastante
aumentado corado muito palidamente em cianofilia embora, leves
tonalidades eosindfilas possam aparecer na porcdo média da célula
como uma pélida metacromazia. Outras vezes é acentuadamente
eosindfilo variando do amarelo claro ao rosa ou vermelho.

Colorado State
University
Estudo em cadelas
(1998)

Variam em tamanho e forma e possuem o diametro 2 ou 3x maior que
as parabasais. Muitos citologistas subclassificam estas células em: a)
pequenas intermediarias formas arredondadas ou ovaladas com nucleo
grande.b) grandes intermediérias forma de poligonal com nulcleo
pequeno em relacdo ao citoplasma.

Nogueira (1997)
Estudo em pacas

Forma arredondada ou ovalada, com bastante citoplasma, nucleo central
e coloracdo basofila.

Quadro 4- Descricdo de células intermediarias encontradas em citologia vaginal de fémeas de Cuniculus paca,
Canis familiares e Homo sapiens.

Figura 5- Células intermediarias de Cuniculus paca, coloragdo Shorr - aumento de 400x (Foto: Vénia Ribeiro,

2009).
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SUPERFICIAIS

Lameira (2002)
Estudo em pacas

Coloracéo oscilando entre o vermelho e o alaranjado (acidofila), com
forma poligonal podendo ser nucleada, anucleada ou com nicleo em
cariolise conforme o grau de queratinizagcdo em que se encontra.

Carvalho (2002)
Estudo em
mulheres

Inteiramente diferentes de todas as precedentes porque sdo grandes,
com acentuada tendéncia a forma poligonal. O citoplasma de pequena
transparéncia se cora eusinofilicamente, raras as vezes ciandfilo
mostrando uma variacdo de tonalidade que vai do vermelho claro ao
amarelo pdrpura. S&o achatadas com bordas citoplasmaticas bem
delineadas. Tamanho de 32 a 34 de diametro. O nlcleo é inteiramente
picndtico sem nenhuma estrutura identificavel de cromatina surgindo
COMO um pingo roxo-escuro ou negro.

Colorado State
University
Estudo em cadelas
(1998)

Sdo as maiores celulas encontradas em um tipico esfregaco vaginal.
Possuem forma poligonal e sdo achatadas algumas apresentando-se
como enroladas, dobradas. Seus nucleos sdo ausentes ou picnéticos
(pequenos e escuros). Células superficiais sem nlcleo sdo
frequentemente referidas com sendo completamente cornificadas.
Frequentemente sao vistas formando largos corddes.

Nogueira (1997)
Estudo em pacas

Foram consideradas células superficiais aquelas poligonais ou
achatadas, com nucleo picndtico ou anucleadas e coloracdo acidofila.

Quadro 5 - Descricdo de células superficiais encontradas em citologia vaginal de fémeas de Cuniculus paca,
Canis familiares e Homo sapiens.

Figura 6- Células superficiais anucleadas de Cuniculus paca, coloragcdo Shorr - aumento de 400 x (Foto: Vania

Ribeiro, 2009).
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2.5 Manipulacéo Farmacoldgica do Ciclo Estral

Com objetivo de viabilizar a 1A (Inseminacdo Artificial), inducdo de ovulacdo e a
producdo de odcitos para realizacdo de fecundacdes in vitro (inducdo da superovulagéo),
pesquisadores vem propondo protocolos de inducdo hormonal para espécies silvestres como:
diferentes espécies de primatas a exemplo do gorila (Gorilla gorilla), jaguatirica (Leopardus
pardalis), tigre siberiano (Panthera tigris altaica), cervo dama (Dama dama) e o cervo nobre
(Cervus elaphus), Naturalmente embora esses protocolos sejam adaptacdes de procedimentos
realizados em espécies domesticas com caracteristicas semelhantes, as respostas aos diversos
tratamentos podem variar entre as espécies (GUIMARAES, 2008), conforme observou
Aramburo et al. (2006) com a paca-dos- andes ou guaca negra.

A inducdo e/ou sincronizacdo do estro, € a biotécnica reprodutiva que permite
manipular o ciclo estral com a utilizacdo de substancias hormonais (BRAGANCA, 2007).
Segundo Moraes et al. (2008), a sincronizacdo deve ser diferenciada da inducdo de estros,
pois por sincronizagdo, entende-se 0 encurtamento ou prolongamento do ciclo estral por meio
da utilizacdo de hormonios ou associa¢cdes hormonais que induzam a lute6lise ou prolonguem
a vida util do corpo luteo, enquanto que inducdo de estro, consiste em se induzir o estro pelos
mesmos meios utilizados na sincronizacdo, em fémeas que estejam em anestro e assim, de
acordo com estes autores, sdo processos distintos e aplicaveis em diferentes categorias
animais.

A época do cio e da ovulagdo nos animais domésticos ciclicos é controlada
principalmente pela secrecdo de progesterona do corpo lateo, presumivelmente através de um
efeito retrogrado negativo sobre as secrecdes de gonadotrofinas. Assim, a regulacdo do ciclo
nos animais domeésticos significa realmente o controle da vida util do corpo luteo. Portanto, a

administracdo de progesterona ou progestagenos durante a duragdo de um ciclo, controla a
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época da ovulacdo em cabras, vacas, ovelhas e éguas (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Em bovinos,
de acordo com Braganca (2007), ap0s a supressdo do progestageno a ocorréncia de estro e
ovulacéo acontece em cerca de dois a oito dias.

Uma segunda forma de se controlar o corpo lGteo é por meio da administracdo de
agentes luteoliticos (prostaglandinas e seus andlogos) que encurtam a vida do mesmo, e 0
surgimento do estro e da ovulacdo ocorrem em um periodo de 48 a 120 horas apds aplicacdo
destes agentes. Porém, buscando melhorar a eficiéncia dos programas de sincronizagdo
baseados nos empregos de progesterona e ou prostaglandinas (PGF2a), o crescimento
folicular e a regressdao do corpo lateo sdo sincronizados pela utilizacao de estrégenos, GnRH
(Horménio Liberador de Gonadotrofinas) e seus agonistas (esterdides e hormonios
polipeptideos), além de gonadotrofinas placentarias como a Gonadotrofina Coridnica Equina

(eCG) e Gonadotrofina Cordnica Humana (hCG) (BRAGANCA, 2007).

2.5.1 Progesterona e / ou progestagenos

Desde os trabalhos iniciais de Cristian e Casida na década de 40 (apud
ALBERIO;BUTLER, 2001) demonstrando que injecGes diarias de progesterona em vacas
durante um periodo apropriado eram capazes de sincronizar o estro eficazmente,
desenvolveram-se alternativas para permitir seu uso na pratica (ALBERIO;BUTLER, 2001).
O tratamento com progestdgenos ou progesterona, permite controlar o0 momento do
aparecimento do estro e da ovulagdo por meio de um mecanismo de “bloqueio” ou “feedback”
negativo sobre as gonadotrofinas, seguido por “desbloqueio” como resposta hipofisaria apds o
fim do tratamento (MORAES et al., 2008). De acordo com Porras e Galina (1992), estes
atuam simulando a presenca de um corpo lateo funcional, provocando uma retro alimentacao

negativa sobre a secrecdao de gonadotrofinas levando cinco a seis dias para a manifestacdo do
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estro apOs sua suspensdao e que a manifestacdo de estro em bovinos ap6és o0 uso de
progestagenos, pode ser modificada pela duracdo do tratamento, o estado nutricional e de
ciclicidade da fémea tratada, sua composicao corporal, sua idade, raca e época do ano.

O nome progestageno é utilizado para substancias farmacoldgicas de efeitos similares
a progesterona (P4). Quimicamente o Norgestomet (17a acetoxy-11p- metil — norpreg-ene-20,
dione) resulta da modificacdo do 19- norprogestone e tem demonstrado ser um progestageno
altamente ativo biologicamente (KESLER; FAVERO, 1995). Varios métodos de
administracdo de progestagenos estdo disponiveis comercialmente e podem ser progestagenos
oralmente ativos, pessarios, implantes de orelha e dispositivos vaginais (JAINUDEEN, et al.,
2004). Os principais progestagenos encontrados comercialmente sdo: acetato de melengestrol
(MGA) administrado oralmente, CIDR-B® e PRID® que sdo implantes vaginais de P4, e
ainda o Crestar® e 0 Syncro-Mate-B® que sdo implantes subcutaneos de Norgestomet
(MOREIRA, 2002).

O Crestar® consiste em um implante auricular de silicone com 3 mg de Norgestomet e
mais uma porgdo injetavel de 3 mg de Norgestomet com 5 mg de valerato de estradiol. Este
produto, segundo Kesler e Favero (1995), com seu implante de silicone promove uma
liberacdo mais homogénea do Norgestomet em comparacéo ao implante hidronico do Syncro-
Mate -B®, mostrando ainda melhores taxas de prenhez.

Progesterona, natural ou sintética (progestagenos), associada ou ndao a gonadotrofinas
hipofisarias, extra hipofisarias ou prostaglandina, vem sendo utilizada com sucesso na
sincronizacdo e inducdo de cios ferteis em cabras (NOGUEIRA et al., 2007; AMORIM et al.,
2008), vacas (MELLO; PINTO NETO, 2009) e ovelhas (STELLFLUG et al., 2001; BOSCOS
et al., 2002; MONREAL, et al., 2009), em veados (ALLER; FERNANDEZ; SANCHEZ,

2009; ZANETTI et al., 2009), guaca negra (ARAMBURO, 2006).
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2.5.1.1 Progestagenos associados a Gonadotrofinas Coriénica Equina (eCG) no controle

do ciclo estral

O horménio eCG (originalmente chamado PMSG - Pregnant Mare Serum
Gonadotropin) foi descoberto quando se verificou que o sangue de éguas prenhes produzia
maturidade sexual gquando injetado em ratos imaturos. A eCG é uma glicoproteina com
subunidades o e B similares ao LH ¢ ao FSH, porém com um conteddo de carboidrato mais
elevado, especialmente o acido sialico. Este parece contribuir para a longa meia vida de
diversos dias da eCG. Portanto, uma Unica injecdo de eCG possui efeitos bioldgicos na
glandula alvo por mais de uma semana (HAFEZ; JAINUDEEN; ROSNINA, 2004). Uma
vantagem a mais de se utilizar PMSG ou eCG nos protocolos de sincronizacéo, € que este
horménio é administrado no momento da remocdo do implante de progestagenos, evitando
assim um trabalho a mais de manipulacdo do animal quando comparado a outros protocolos
(MOREIRA, 2002).

Cavalieri, Rubio e Kinder (1997), usaram a aplicacdo de 400 Ul de eCG na retirada
dos implantes em vacas e encontraram um incremento no grau de sincronizagéo da ovulagéo,
reducdo significativa no tempo da ovulacéo e o aparecimento do pico de LH. Monreal et al.
(2009), aplicaram 350 Ul de eCG, em cabras em anestro estacional no momento da retirada
do implante e observaram que todos os animais apresentaram indugdo com sincronizagéo de
cio e obtiveram indices de fertilidade de 67% e prolificidade de 2,3. O PMSG ou eCG
estimula o desenvolvimento de foliculos ovarianos (HAFEZ; HAFEZ 2004). Armstrong et al.
(1983) observaram em cabras, uma maior taxa de partos gemelares com o uso de eCG, a qual
foi atribuida ao efeito superovulatorio desta gonadotrofina.

De acordo com Santos (2002), € imprescindivel para o éxito da hormonioterapia, que

varios aspectos e condi¢es devam ser observados antes de optar-se pelo tipo de terapia a ser
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utilizada, pois diferentes reacdes organicas ocorrem, dependendo da espécie animal, dentro de
uma mesma espécie ou mesmo de acordo com o estagio do ciclo estral ou de gestagéo.
Segundo o mesmo autor, deve-se considerar ainda a dose a ser aplicada, as vias de aplicacao,

os efeitos colaterais e em ultima analise os efeitos aparentes.

2.6 Diagnostico de Gestacao ou Prenhez

Neves et al. (2008), consideram que o diagnostico de prenhez, é fundamentalmente
uma técnica que permite determinar sua existéncia e duracdo e que estes fatores possibilitam a
tomada de decisbes que podem afetar diretamente os indices de produtividade, constituindo-se
em um importante instrumento para avaliacdo do futuro das fémeas em reproducéo,
possibilitando a tomada de providéncias para a reducdo do intervalo entre partos, facilitando o
manejo ou mesmo descarte de animais, minimizando perdas econémicas como gasto com
alimentacédo, permitindo ainda, uma avaliagdo imediata da eficiéncia de programas de inducao
ou sincronizacgéo do estro e de transferéncia de embrides.

De acordo com Jainudeen et al. (2004), os métodos para diagnostico de gestacdo em
animais domésticos, podem ser divididos em quatro tipos:

a) N&o retorno ao cio. Isto ocorre porque, durante a gestacdo, 0 concepto inibe a
regressao do corpo Iuteo (CL) e com isto impede o retorno ao cio. Entretanto, Jainudeen et al.
(2004,) afirmam que apesar deste ser um método muito utilizado por produtores e Centros de
Inseminagéo Artificial com bovinos e bubalinos, a confiabilidade desse método depende da
eficiéncia na deteccédo de cio do rebanho. O néo retorno ao cio quando se trata de caprinos e
ovinos, conforme relata Neves et al. (2008), ndo deve ser considerado como metodo de
diagnostico de gestacdo, pois determinadas condicdes patologicas do Utero e do ovario

também séo causadoras de anestro.
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b) Testes imunologicos e hormonais. Baseiam-se na detec¢cdo ou mensuracdo dos
niveis de substancias originadas pelo concepto, no Utero ou nos ovarios, que penetram no
sangue, na urina ou no leite materno. Estas podem ser especificas da gestacdo, como eCG e
EPF (Fator precoce da gestacéo) e ndo especifica da gestacdo, mas sofrem alteracfes durante
a gestacdo, como a progesterona e o sulfato de estrona. Neves et al. (2008), afirmam que as
concentracdes de progesterona quantificadas no leite e no plasma de vacas nos primeiros dias
de prenhez, sdo semelhantes aquelas encontradas nestas fémeas em fase de diestro, sendo,
portanto, sua utilizacdo para diagnostico de gestacdo em vacas limitada a periodos bem
especificos. Porém, em cabras e ovelhas, o corpo liteo formado ap6s a luteinizacdo do
foliculo secreta elevada quantidade de progesterona, responsavel pela manutencéo da prenhez
caso ocorra a fecundacdo. Na cabra, a destruicdo quimica do corpo liteo em qualquer fase
gestacional provoca o abortamento. Em ovelhas, a placenta uma vez estabelecida, produz
progesterona em quantidade suficiente para manter a gestacdo, tornando-se a principal fonte
deste hormonio a partir do 50° dia da gestacdo. Com relacdo aos antigenos associados a
gestacdo, estes tém sido reportados em tecidos maternos de vérias espécies incluindo ovinos,
equinos, bovinos e suinos, sendo detectados em sua maioria durante a metade final da
gestacéo, sendo, portanto de valor limitado para testes de prenhez.

c) Métodos clinicos. Dependem da deteccdo do concepto-feto, membranas e liquidos
fetais observados por palpacgdo retal ou técnicas ultrassonicas. A palpacgdo retal, que consiste
em palpar o Utero diretamente através da parede retal para detectar possiveis alteracbes ou
mesmo o feto ou membranas fetais, s6 pode ser realizada em égua, bufala e vaca. A palpacéo
retal em caprinos e ovinos é impossivel de ser realizada por razdes anatdmicas (NEVES et al.,
2008). Entretanto em porcas multiparas, as artérias uterinas médias sdo rapidamente
acessiveis atraves da parede retal e a deteccdo do frémito das mesmas é um teste rapido e

simples para detectar prenhez em porcas com mais de 28 dias de gestacdo (JAINUDEEN et
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al., 2004). A ultrassonografia em tempo real, entretanto, ¢ o0 método que reine o maior
numero de vantagens, pois é precoce, seguro e eficaz na deteccdo de prenhez e a aplicacdo
desta técnica a partir da década de 1980, constituiu-se em um dos passos mais importantes
para o estudo dos eventos fisioldgicos que ocorrem durante o ciclo estral e a gestacdo em
diversas espécies (NEVES, et al., 2008)

O ultrassom ou ecografia fornece uma imagem de um corte corporal, dirigindo ao
corpo um feixe estreito de ondas sonoras de alta frequéncia e registrando a forma pelo qual o
som € refletido pelos 6rgaos e pelas estruturas (NOVELLINE, 2007). De acordo com este
mesmo autor, o ecografista utiliza um transdutor manual contendo cristais piezoelétricos, que
transformam energia elétrica em ondas sonoras de alta frequéncia, dirigidas a regido de
interesse e entdo refletidas de volta ao transdutor. Nas interfaces entre tecidos de diferente
impedancia acustica e quando os sons refletidos retornam ao transdutor convertidos em sinais
elétricos, sdo analisados por computador para produzir as imagens ecogréaficas, vistas em
tempo real, onde os tecidos solidos aparecem como estruturas ecogénicas enquanto as
colec@es de liquido parecem livres de eco (ecotransparentes ou anecdicos), pois ndo possuem
refletores acusticos internos.

A estimativa da idade gestacional por ultrassonografia é baseada na conhecida relacdo
idade fetal e tamanho, e a mensuracdo de alguns pardmetros pode ser correlacionada com o
crescimento embrionario/fetal (VAROL et al., 2001). A mensuracao ultrassdnica do diametro
biparietal é rotineiramente utilizada durante o exame pre-natal em humanos (TORRES, 2008).
De acordo com De Bulnes et al. (1998) e Abreu (2007), o didmetro biparietal € um dos
melhores e mais fidveis parametros que permite estimar com elevada precisao a idade fetal (r
= 0.95) em ovelhas e cabras. A circunferéncia abdominal, a oOrbita ocular, o coracéo,
comprimento créanio-caudal, didmetro toracico, comprimento do fémur, didmetro dos

placentomas e diametro do tronco fetal, também foram pardmetros estimados por
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ultrassonografia para correlacionar com precisdo o crescimento fetal em cabras e ovelhas
(DILMEN et al., 2002; Lee et al.,2005; ABREU et al., 2007; HAIBEL; PERKINS, 1989).
Oliveira et al., (2003) diagnosticaram gestacdo em pacas a partir do nono dia apds a
cobertura pela visualizacdo da vesicula embrionaria por meio de ultrassom e utilizaram
medidas da area da placenta e a area cardiaca do feto durante 129 e 89 dias respectivamente

antes do parto, para estimar a idade gestacional nestas fémeas.

2.7 Marcadores Moleculares

O conhecimento da variabilidade genética tem papel fundamental na compreensao
sobre a evolucdo das espécies e dos processos envolvidos no desenvolvimento normal e
patologico. As freqiiéncias dos alelos para marcadores genéticos nucleares “classicos” (grupos
sanguineos e proteinas) sdo conhecidas em milhares de populacbes e espécies. Qualquer
caracteristica determinada por um gene simples que exibe variabilidade discreta constitui um
polimorfismo, o qual marca um segmento cromossdémico. A rigor, considera-se polimdrfico o
loco no qual o alelo mais frequente possui frequéncia igual ou inferior a 99%. Se genes
afetando uma caracteristica quantitativa (QTL) ou qualitativa estiverem em um segmento
cromossémico préximo aquele marcador, 0 monitoramento da segregacdo do polimorfismo
pode permitir uma inferéncia indireta da presenca do QTL e do valor fenotipico a ser esperado
para a caracteristica quantitativa em razdo da ligacao. A certeza dessa inferéncia dependera da
proximidade do marcador a QTL, que é medida pela freqiiéncia de recombinacédo. O valor do
marcador dependera da magnitude e da natureza dos efeitos quantitativos (OLIVEIRA;
HENKES; BENAVIDES, 2008).

De acordo com Ferreira e Gratapaglia (1995), com o advento das técnicas modernas de

biologia molecular, surgiram diversos métodos para a deteccdo de polimorfismo genético
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diretamente ao nivel de DNA e inicialmente utilizaram-se as enzimas de restricdo o que
permitiu a analise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricio de DNA
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism — RFLP). Porém, o advento do processo de
amplificacdo em cadeia utilizando uma DNA polimerase - PCR levou a descri¢do de outras
classes de marcadores moleculares.

Oliveira et al., (2008) descrevem a técnica de PCR como sendo uma reacdo em cadeia
porque o DNA sintetizado em um ciclo inicial passa a ser molde para a sintese posterior de
DNA nos ciclos subsequentes. Apos cerca de 30 ciclos de sintese os produtos de PCR deveréo
incluir, além do DNA original, aproximadamente 10° cdpias da sequencia-alvo. Essa
quantidade pode ser facilmente visualizada como uma banda discreta de tamanho especifico
guando submetida a eletroforese em gel de agarose. A reacdo envolve ciclos sequenciais
completos compreendendo trés etapas basicas:

e Desnaturacdo: compreende a dissociacdo das ligacGes que mantém unida a dupla

fita de DNA. Isso é obtido tipicamente pela utilizacdo de temperaturas entre 93 e
95° C.

e Reanelamento: ligagdo das sequéncias iniciadoras com sequencia-alvo. Em geral,
esse passo utiliza temperaturas entre 50 e 70°C. Temperaturas de anelamento mais
elevadas aumentam a especificidade da reacéo.

e Sintese do DNA: a partir dos iniciadores ja ligados a sequéncia alvo comega a
sintese de uma nova sequéncia complementar. As temperaturas que conferem maior

eficiéncia a essa etapa estdo entre 70 e 75°C.

Os marcadores de DNA além de apresentarem maiores niveis de polimorfismos que 0s
protéicos, permitem a obtencdo de dados de regides ndo transcritas e identificacdo de

mutacdes silenciosas. Contam ainda com a facilidade de manipulagéo e a maior estabilidade
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do DNA, permitindo comparacfes biologicas e também marcadores para caracteres de
producdo (OLIVEIRA; HENKES; BENAVIDES, 2008).
Faleiro (2007) descreve os principais marcadores genético-moleculares e suas

principais caracteristicas:

1- Isoenzimas — Grupos de multiplas formas moleculares de uma enzima que ocorre
em uma espécie, como resultado de mais de um gene codificando cada uma das
enzimas. As diferentes isoenzimas sdo resultantes de variacdes alélicas de genes
codificadores.Como expressdo génica estas sdo co-dominantes, ndo é necessario um
conhecimento prévio da sequéncia genética e tem como principais aplicacfes a
diversidade génica e o “fingerprint”.

2 — RAPD - Randon Amplified Polymorphic DNA, que sdo fragmentos de DNA
amplificados ao acaso pela PCR, utilizando primers curtos (geralmente 10
nucleotideos) de sequéncia aleatéria e por isso a seqiiéncia alvo é desconhecida.
Como expresséo génica sdo dominantes, ndo é necessario o conhecimento prévio da
seqUéncia génica e tem como principais aplicagdes: “fingerprint”, diversidade
genética e mapeamento genético.

3 — Microssatélites (SSR / SSLP / STMS) — Séo seqliéncias muito curtas (2 a 5
pares de base) repetidas em tanden (lado a lado) cuja deteccéo é feita pela PCR,
utilizando primers especificos. Como expressdo génica, sdo co-dominantes,
necessitam do conhecimento prévio da seqiiéncia génica e tem como principais
aplicacbes: mapeamento genético, “fingerprint”, diversidade genética e andlise
filogenética.

4 — AFLP / SFLA / SRLA (Amplified Fragment Lenght Polymorphism / Selective
Fragment Length Amplification / Selective Restriction Fragment Amplification)-
Séo fragmentos de DNA (80 a 500 pares de base) obtidos da digestdo do DNA com
enzimas de restricdo, seguida da ligacdo de oligonucleotideos adaptadores e
amplificaclo seletiva dos fragmentos, via PCR. S&o dominantes, ndo precisam do
conhecimento prévio da sequéncia génica e tem como principais aplicacdes:
mapeamento genético, diversidade genética e “fingerprint”.

5 — Minissatélites / VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) — sao
sequéncias do DNA de 10 a 100 pares de bases repetidas lado a lado. O nimero de
repeti¢des de tais seqiiéncias em cada regido hipervariavel pode chegar a 50. Estas
regides estdo distribuidas por todo o genoma, constituindo varios locos diferentes
cromossomos. E co-dominante mas pode ser dominante no caso de sonda para
vérios locos. E necessario o conhecimento prévio da seqiiéncia génica e tem como
principais aplicacBes: “fingerprint”, diversidade genética, analise filogenética

6 — REMAP (Retrotransposon-Microsatéllite Amplifieds — Baseado na deteccéo de
variacdo em sitios de insercdo de retrotransposon, onde fragmentos entre
retrotransposon e microssatélites sdo amplificados via PCR, utilizando um primer
baseado nas regifes de terminacdo conservadas (LTRs — Long Terminal Repeats) e
outro baseado em regies de microssatélites. E Co-dominante e necessita de
conhecimento prévio da seqiiéncia de DNA e tem como principais aplicacoes:
analise filogenética e mapeamento genético.

7 — Genbmica Funcional - Marcador molecular de DNA utilizado para identificar
mutacdes e polimorfismos, baseados em informacfes do sequenciamento do DNA
para o desenho de primers e sondas especificas.

8 — SNP (Single Nucleotide Polymorphism) — Muito utilizado para anlises
filogenéticas, identificar mutacdes e polimorfismos, baseados na posicdo de um
Unico nucleotideo, necessitando de informacdes de sequenciamento de DNA para o
desenho de primers ou sondas especificas.
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9 — DAF (Ampilification Fingerprinting) DAMD (Directed Amplification of
Minisatellite Region DNA) SPAR (Single Primer Amplification Reaction) - S&o
estratégias para deteccdo de diferencas genéticas entre organismos por meio da
amplificacdo do DNA Gendmico, utilizando-se um Unico primer de seqléncia
arbitraria. Os marcadores devem ser de expressao génica dominante.

10 — ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Sdo fragmentos de DNA de 100 a 3000
pb amplificados via PCR usando um Unico primer (16-20 pb) construido a partir de
sequéncia de microssatélites.

A tecnologia molecular providencia elevado nimero de marcadores de DNA que
podem ser utilizados para analisar a variabilidade genética das populagdes bem como a sua
estrutura evolutiva. A imigracdo e o mesticamento sdo processos importantes que podem ser
identificados por métodos estatisticos baseados em gendétipos multilocus, permitindo
assinalar/alocar um individuo em uma determinada populacéo ou raga. Os diferentes métodos
de alocacdo de um individuo em determinada populagdo, baseiam-se no conhecimento dos
gendtipos multilocus de uma amostra representativa das populacdes candidatas. A partir
destes dados, um individuo sera alocado, em funcdo do seu préprio gendtipo, a populagéo

mais semelhante ou mais proxima (BRITO et al., 2006).
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Inducéo e Sincronizacgao de cios férteis em pacas (Cuniculus paca L.)

(Artigo submetido a revista Acta Amazonica)

RESUMO

Objetivando verificar o efeito de implantes de progestagenos associados a duas
diferentes doses de gonadotrofinas na sincronizagéo e inducdo de cios férteis em pacas, 18
fémeas compuseram o0s grupos G1 e G2 e G3, com seis animais em cada. Nas fémeas do G1 e

G2 foram inseridos 1,5 mg de Norgestomet, que foram retirados ap6s oito dias (D8), e 0,25

Ul e 0,50 Ul de eCG (Novormon 5000®), ministrados em G1 e G2 respectivamente. Vinte e

quatro horas antes do D8, as fémeas receberam 0,5 ml de prostaglandina (Ciosin®). O G3 néo

recebeu tratamento e foi pareado com machos no mesmo dia que G1 e G2, funcionando como
controle. As fémeas do G1 apresentaram estro no 5°, 7°, 10° 11° (uma paca /dia) e no 14°
(duas pacas) dia e as do G2 no 3° (duas pacas), 8° e 11° (trés pacas) dia, respectivamente,
apos retirada do implante. As do G3 entraram em cio um, cinco, sete, oito, nove e 13 dias
ap0Os 0 pareamento com 0s machos. As taxas de prenhez de G1, G2 e G3 foram 100% (6
fémeas), 66% (4 fémeas) e 50% (3 fémeas), respectivamente. As taxas de pari¢do foram de
83,3% para G1 e 100% para G2 e G3. Com relacdo a filhotes por parto, 100% do G1 e G3
produziram uma cria, enquanto 50% do G2 produziram duas crias. Os protocolos hormonais
utilizados foram eficazes na inducéo e sincronizacao de cios férteis e melhoraram a eficiéncia
reprodutiva das pacas.

PALAVRAS CHAVE: Roedor silvestre, sincronizacdo de estro, protocolos

hormonais, taxa de prenhez, Amazonia.
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Synchronization and induction of fertile estrus in paca (Cuniculus paca, L).

ABSTRACT

The goal of this work was to verify the efficacy of hormonal treatment for induction
and synchronization of fertile estrus in pacas. Eighteen adult females were separated in three
Groups (G1, G2 and G3) with six females each. In day zero of estrus cycle G1 and G2
received 1,5 mg Progestagen implants (Norgestomet) inserted by surgery in the animal’s
dorsal region (subcutaneous skin) and then, one male was put together with two females in
isolated gages. G3 (Control Group without hormonal treatment) also received males, in the
same way of the precedent groups. On day eighth (D8) after beginning of hormonal treatment

implants were removed and the animals received 0,25 Ul (G1) and 0,50Ul (G2) of eCG

(Novormon® 5000). Twenty four hours before implants were removed G1 and G2 were given

0,13 mg Prostaglandin (Ciosin®). Results show that G1 presented estrus 5th, 7th, 10th, 11th (1

paca/day) and 14th (two pacas) and G2, 3rd (two pacas), 8th (1 paca) and 11th (three pacas)
days after D8, respectively. Pregnancy rates for G1, G2 and G3 were 100% (6 animals), 66%
(4 animals), 50% (3 animals),respectively. Among the treated animals the pregnancy rates
were 83,3%. In G1 and G3 100% of the females produced 1 newborn/pregnancy, while 50%
of females of G2 produced 2 newborns/pregnancy. The hormonal protocols used were
effective in inducing and synchronizing fertile estrus and on improvement of reproductive
efficiency in pacas in captivity.

KEYWORDS: Wild rodent, synchronization of estrus, hormonal protocols, pregnancy

rate.
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INTRODUCAO

A paca (Cuniculus paca L.) na América Latina estd entre as espécies mais
intensamente cacgadas, por causa de sua carne e por ser um animal pequeno, de facil adaptacéo
em cativeiro e pela facilidade de ajustar-se a presenca e atencdo de seres humanos, muitas
vezes é cacado para ser animal de estimacdo (Montes, 2005). Contudo, estes fatores,
associados ao uso irregular do solo e manejo das florestas tém resultado, em algumas regides,
no quase exterminio ou na drastica reducdo no nimero de individuos dessa espécie. Com sua
producdo em cativeiro, que ja vem sendo realizada em algumas propriedades, cria-se a
expectativa de que seja atendida a demanda pela carne de paca e, em consequéncia, diminua a
sua caca ilegal e predatdria (Smythe e Brown de Guanti, 1995; Nogueira Filho e Nogueira,
1999). Entretanto, a baixa taxa reprodutiva desta espécie, caracterizada por raramente
produzir duas crias por parto e estes nem sempre ocorrerem duas vezes ao ano, pode ser fator
desencorajador aos potenciais criadores.

Diversos autores obtiveram resultados bastante similares com relacdo a duracdo do
ciclo estral da paca, e suas fases, tomando-se por base a dindmica da populacdo de células
epiteliais e presenca de leucdcitos junto a mucosa vaginal, propiciadas pelas mudancas
hormonais (Nogueira, 1997; Lameira, 2002; Bastos et al., 2003, Guimaraes et al., 2008). De
acordo com Nogueira Filho e Nogueira (1999) e Landim Junior (2000) as pacas se
reproduzem durante o ano todo, embora existam registros de concentracdo durante 0s meses
de julho a agosto no Brasil, segundo esses ultimos autores.

Quanto ao periodo de gestacdo com certeza este € um parametro dos mais
controversos entre os autores chegando a uma diferenca entre os periodos relatados de até 76
dias Matamoros (1982), por exemplo, cita uma variacdo de 76 a 101 dias, enquanto Scherf

(1997) encontrou variacdo de 138 a 173 dias.
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Para Lameira (2002) a implantacéo de técnicas de manejo adequadas e a utilizacdo da
biotecnologia permitirdo a selecdo genética que resultard& no aumento da eficiéncia
reprodutiva e produtiva deste animal.

Brieva (2001) relata que existe uma grande quantidade de dados sobre a reproducéo de
pacas, principalmente em cativeiro, que variam de acordo com as condi¢des sobre as quais
foram realizadas as investigacbes e por causa disso, essas informacdes ndao podem ser
tomadas como um padréo fixo, pois, por serem muito susceptiveis as condi¢fes ambientais a
qgue estdo submetidas em cativeiro, as pacas apresentam certas variacbes em alguns
parametros reprodutivos.

A sincronizacao do cio é uma biotécnica reprodutiva que permite a concentracdo da
inseminacdo ou coberturas bem como da paricdo, em épocas desejaveis (Hafez, 2004). De
posse desta técnica, o criador podera concentrar paricGes em época mais propicias como, por
exemplo, épocas de poucas chuvas quando sdo menores as ocorréncias de pneumonias e de
infestagBes endoparasitarias em animais silvestres em cativeiro e ainda, obter plantéis mais
homogéneos, o que lhe facilitard 0 manejo e a venda de animais.

A regulacéo farmacoldgica do ciclo estral nos animais domesticos implica no controle
da vida util do corpo luteo. Portanto, a administracdo de progesterona (P4) ou progestagenos
controla a época da ovulagdo em cabras, vacas, ovelhas e éguas (Hafez, 2004). Progesterona,
natural ou sintética, associada ou ndo a gonadotrofinas hipofisarias, extra-hipofisarias ou
prostaglandina (PGF,,), vem sendo utilizadas com sucesso na sincronizacgao e indugéo de cios
férteis em cabras (Nogueira et al. 2008; Maia Junior et al. 2009 ), vacas (Rocha et al. 2007;
Mello e Neto, 2009) e ovelhas (Dias et al., 2001; Monreal et al. 2009).

O termo progestageno € utilizado para substancias farmacoldgicas de efeitos similares
a progesterona (P4). Dentre tantos, o Crestar® consiste em um implante auricular de silicone

com 3 mg de Norgestomet e uma porcdo injetavel de 3 mg de Norgestomet com 5 mg de
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valerato de estradiol. Quimicamente o Norgestomet (17a acetoxy-11p- metil — norpreg-ene-
20, dione), resultado da modificacdo do 19- norprogestone, tem demonstrado ser um
progestageno ativo biologicamente sendo que o implante de silicone promove uma liberacéo
homogénea de seu principio ativo aumentando as taxas de prenhez (KESLER et al. 1995).

O cio e a ovulagdo podem ser sincronizados em animais ciclicos pela combinacao de
progestagenos e um agente luteolitico. Os dois agentes luteoliticos principais sdo o0 estrogeno
e a PGF,,, ou seu analogo o cloprostenol (Jainudeen et al., 2004).

Associadas ao uso dos progestagenos e PGF,,, as gonadotrofinas tém melhorado ainda
mais os resultados em termos de prenhezes. A gonadotrofina coridnica equina (eCG) estimula
0 desenvolvimento de foliculos ovarianos (Hafez, 2004). Duenhas et al. (2002), aplicaram
350Ul de eCG, em cabras em anestro estacional no momento da retirada do implante e
observaram que todos os animais apresentaram inducdo com sincronizacdo de cio, indices de
fertilidade de 67% e 2,3 crias por parto. Armstrong et al. (1983) observaram em cabras, uma
maior taxa de partos gemelares com o uso de eCG, a qual foi atribuida ao efeito
superovulatorio desta gonadotrofina. Este efeito também foi observado por Hafez (2004).

Uma vantagem a mais de se utilizar PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin) ou
eCG nos protocolos de sincronizacdo, é que o hormoénio é administrado no momento da
remocdo do implante de progestagenos, evitando assim um trabalho a mais de manipulacéo do
animal quando comparado a outros protocolos (Moreira, 2002).

Em Cuniculus paca ndo ha relatos na literatura demonstrando serem esses animais
responsivos a hormonioterapias utilizadas em protocolos de indugdo de ovulagdo e
sincronizacdo de cio, nem tdo pouco, quais doses poderiam ser eficazes em produzir cios
férteis e, até mesmo, se esta préatica teria influéncia em outros parametros reprodutivos ou
gestacionais. Assim sendo, este trabalho teve como objetivos, testar protocolos hormonais

para induzir e sincronizar cios ferteis em pacas. Além de quantificar a progesterona endogena



54

antes da aplicacdo do progestageno e no momento da retirada do mesmo, verificar se a fase do
ciclo estral por ocasido do implante interfere na manifestacdo do estro, bem como investigar
eventuais influéncias desses procedimentos na fertilidade, no periodo de gestacdo e no peso
das crias ao nascer.
METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido no criatorio de animais silvestres da Fazenda
Experimental Catuaba, da Universidade Federal do Acre, localizada no municipio de Senador
Guiomard, km 30 da rodovia BR - 364 (10°04° S e 67°37° W). O clima é tipo amazdnico
equatorial quente e imido com temperaturas variando de 24,5 °C a 32 °C (Koppen 1948;
Acre, 2006).

A alimentacdo dos animais foi constituida de frutas, grdos, tubérculos, hortalicas e
complementada com frutos colhidos na mata adjacente ao criatério. Além disso, foi fornecido
suplemento mineral (sal mineral base 40P da marca Real H) para bovinos e agua “ad libitum”.

Foram utilizadas 27 pacas adultas (18 fémeas ndo prenhas e nove machos), de
comprovada eficiéncia reprodutiva, dispostas em nove baias, cada uma das quais com duas
fémeas e um macho que formaram 0s grupos experimentais G1 e G2 (tratamento) e G3
(controle). Cada grupo foi composto por animais de trés baias, perfazendo um total de nove
animais, sendo seis fémeas e trés machos em cada um.

Nas fémeas do Gle G2, em dia aleatério do ciclo estral, foram inseridos implantes
subcutaneos na regido dorsal (Figura 1), com 1,5 mg de Norgestomet (Crestar, Intervet),
metade da apresentacdo comercial, e que foram retirados apos oito dias (D8). Vinte quatro
horas antes da retirada dos mesmos, foi administrado 0,13 mg de prostaglandina (Ciosin,
Coopers), por via intramuscular (i.m.) em todas as fémeas.

Para colocacdo dos implantes, cada fémea foi sedada com 1 ml de acepromazina 1%

(Acepran, Univet) i.m., ap0s o que foi feita uma tricotomia de 6 cm x 4 cm na regido dorsal,
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aproximadamente 4cm em situacdo paravertebral, assepsia com iodopovidona para, a seguir,
fazer-se um bloqueio anestésico subcutdneo com cloridrato de lidocaina 2% (Lidocaina,
Bravet) na area depilada seguida de incisdo de 3 cm na pele para introducdo do implante. A
sutura foi feita com fio de algoddo 2-0 (Ethicon), tomando-se o cuidado de fixar o implante
no tecido subcutaneo e de deixar uma ponta de 3 cm do mesmo fio para fora da ferida, de
forma que apds cicatrizacdo, esta ponta de fio ficasse exposta para que se pudesse controlar a
permanéncia do implante pelo tempo determinado (Figura 1). Sobre a regido da ferida
cirurgica aplicou-se um produto fitoterapico repelente cicatrizante (6leo de copaiba).

No D8, imediatamente apds a retirada dos implantes, Gle G2 receberam 25 Ul e 50 Ul
de eCG (Novormon 5000), i.m., respectivamente. O G3 ndo recebeu nenhum tratamento.O
pareamento de fémeas com machos nos trés grupos foi feito no dia do implante do

progestageno (DO).

Figura 1. Inser¢do subcutanea do Crestar® em Cuniculus paca — Foto: Vania Ribeiro, 20009.

Objetivando determinar a fase do ciclo estral desses animais, bem como a ocorréncia
de cio e de coberturas, estas evidenciadas pela presenca de espermatozoides nos esfregacos
(Figura 2), colheram-se amostras de epitélio vaginal por meio de “swabs” para realizagdo de
citologia esfoliativa. No G3 esse procedimento foi iniciado no DO e a partir dai, a cada 48

horas até a confirmacdo da cobertura, enquanto que no G1 e G2, assim como no G3 estas
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observacOes foram feitas a cada 48 horas até D8 e a partir dai, uma vez por dia até a

confirmacéo da cobertura.

Figura 2. Espermatozoéides de Cuniculus paca. Foto: Vania Ribeiro, 2009

Este processo era efetuado apos prévia higienizagdo da vulva com uma solugao de
alcool iodado e pela introducdo de “swabs” estéreis umedecidos com soro fisioldgico acerca
de 6 cm no canal vaginal e levemente rotacionados. O material obtido era analisado quanto a
coloracdo e textura e, em seguida, feito esfregagco em lamina histoldgica devidamente
identificada com o nimero do animal e data de coleta e imediatamente imersas em um
fixador (alcool 95%), para serem coradas pela técnica de Shorr e examinadas em microscépio
Optico (Olympus CH30), com objetivas de 10x e 40x. As fases do ciclo estral foram
determinadas, segundo os critérios de Gompel e Koss (1997) e Lameira (2002), pela
identificacdo de tipos celulares como células basais, parabasais, intermediarias e superficiais
nucleadas e anucleadas. Em cada lamina de esfregaco vaginal foram contadas 100 células e
estimada suas quantidades em termos percentuais.

Para a dosagem plasmatica de progesterona, antes da aplicacdo do implante e na
retirada do mesmo, foram colhidas amostras de cerca de 3 mL de sangue de todas as fémeas
por venopuncdo da veia cefélica, safena lateral ou safena medial, com scalps descartaveis
21G e seringas de 5 mL contendo EDTA, devidamente identificadas e mantidos refrigerados

em caixas térmicas com gelo (por no maximo 3 horas), até que fossem submetidas a
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centrifugacdo feita a 1000 rotacdes por minuto durante 10 minutos. As amostras de plasma
assim obtidas foram acondicionadas em frascos de polipropileno e armazenadas a
temperatura de -20°C até a realizacdo das dosagens. As concentracdes plasmaticas de
progesterona foram determinadas de acordo com a técnica de radioimunoensaio descrita por
Knickerbocker et al. (1986), modificadas por Carriere e Lee (1994).

Os dados foram analisados através de procedimentos de estatistica descritiva e
apresentados como Médias e seus respectivos Desvios Padrdo e em percentual e foram
submetidos ao teste T de student, adotando-se valor de p> 0,05. Para isto, utilizou-se os
softwares Excel 2000 e SAS — Statistic Analysis System (SAS, 2003).

ASPECTOS LEGAIS

Este trabalho foi realizado com autoriza¢do do Ministério do Meio Ambiente - MMA,
Instituto Chico Mendes de Conservacéao da Biodiversidade, sob nimero 24669-1 (Autorizagédo
para atividades com finalidade cientifica).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as fémeas entraram em estro tendo ou ndo recebido tratamento hormonal. As
fémeas do G3 (controle) apresentaram cio 01, 05, 07, 08, 09 e 13 dias apds o DO, enquanto
que as do G1 entraram em cio 12, 14, 17, 18 e 21 dias (duas pacas) ap6s o DO, ou 5, 7, 10, 11
e 14 dias (duas pacas) ap6s 0 D8 e as do G2 entraram em cio 10 (duas pacas), 15 e 18 dias
(trés pacas) apos o DO, ou 3 (duas pacas), 8 e 11 dias (trés pacas) apés o D8.

Verificou-se que o implante com 1,5 mg de Norgestomet foi eficaz em suprimir o
estro, suas manifestacdes e possivelmente a ovulacdo até que se efetuasse sua retirada. Estes
dados condizem com Hafez (2004), quando este afirma que, dentre outras a¢des na fisiologia
da reproducdo, a progesterona provoca inibi¢éo do cio e do pico pré-ovulatério do LH quando
em niveis elevados, desempenha papel fundamental na regulacdo hormonal do ciclo estral e

que progestagenos sintéticos atuam inibindo a secrecdo hipofisaria de LH. Entretanto, diferem
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do mesmo autor que diz que ap0Os encerrar 0 tratamento com progestagenos sintéticos em
bovinos, os animais mostrardo cio e ovulardo 48 a 72 horas apds a retirada do implante de
progestageno.

Mendonca et al. (2007) concluiram que o acetato de medroxiprogesterona em dose
unica de 0,75 ou 1,5 mg predispde a interrupcéo do ciclo estral em camundongas. Aramburo
et al. (2006) induzindo o ciclo estral em seis guaguas negras (1/4 de Norgestomet) e
considerando o inicio do ciclo, o dia do inicio da abertura vaginal, observaram que em trés
destas a abertura iniciou entre 3 a 5 dias antes mesmo de serem retirados os implantes de
Norgestomet. Evans e Robinson (1980), em trabalho com ovelhas, observaram uma
correlacdo negativa entre a dose de eCG utilizada e o0 tempo para manifestacao de estro apos o
tratamento, com um decréscimo de 14 horas ao utilizar dose maiores. Neste trabalho também
se observou que as primeiras fémeas a entrarem em estro, foram as que receberam 50 Ul de
eCG.

Ocorreu diferenca estatistica (P < 0,05) em relagdo ao surgimento do estro ap6s o DO,
nos grupos G3 e G1 e G3 e G2, entretanto, esta diferengca ndo foi observada quando se
comparou os grupos G2 e G1 (P < 0,05). Com relagdo ao fator ocorréncia de estro em dias
apos a retirada do implante de Norgestomet, G1 e G2, ndo foram diferentes estatisticamente
(P <0,05).

Das seis fémeas do G3 que entraram em estro, diagnosticou-se cobertura em apenas
trés. Por outro lado, esta espécie parece ser susceptivel ao efeito macho quando se observa um
encurtamento das fases do ciclo estral normal e que 0s estros se concentraram entre 0 primeiro
e décimo terceiro dia de pareamento com o macho. De acordo com Moraes et al. (2008), em
ovinos ocorre o efeito macho, que consiste na introducdo de um carneiro em um lote de

ovelhas, e este pode antecipar o inicio da estacdo de monta, como também pode fazer uma
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sincronizacdo do estro, pelo rapido estimulo para liberagio do GNRH-LH. No entanto, €
necessario um periodo préevio de isolamento sexual para obter-se este efeito.

Nogueira Filho e Nogueira (1999) e Brieva (2001), afirmam que pacas em criatorios
apresentam cio sincronizado o que pode resultar em varias fémeas prenhes ao mesmo tempo.
No presente trabalho, demonstrou-se sincronismo de estro quando fémeas comprovadamente
férteis foram separadas dos machos e, depois de algum tempo (x 50 dias), voltaram ao
convivio dos mesmos, entretanto, em 50% das fémeas, apesar dos estros observados
citologicamente, ndo ocorreu cobertura pelos machos resultando numa baixa taxa de
fecundacéo e prenhez.

Em relacdo aos tratamentos hormonais utilizados para induzir o estro e suas
manifestacdes fisicas e comportamentais nesta espécie, os resultados obtidos mostraram-se
eficientes, pois, das 12 fémeas que receberam tratamento, todas entraram em estro e 11 (91,66
%) delas foram cobertas pelo macho, sendo que no G1 ocorreram 100% de estro com
cobertura, e no G2, 83%. Estes dados estdo proximos aos de Bicudo e Sousa (2003) em
ovelhas que utilizaram um protocolo de indugdo/sincronizagdo do estro e obtiveram
percentuais de ocorréncia de estro de 100% e 88,5 %.

Neste estudo, no G2 duas pacas merecem observacdo especial: em uma se observou
padrdo citoldgico de estro e ndo foram encontrados espermatozéides; em outra, apenas um
espermatozéide foi encontrado em toda a lamina. Estas fémeas entraram em estro
concomitantemente as suas companheiras de baia.

Observacgdes feitas ao comportamento destes animais, apos a retirada do Crestar,
evidenciaram que em duas baias do G2, das 18:00 as 4:0 horas da madrugada, os machos se
apresentaram muito inquietos, procuravam cobrir uma e outra fémea. Pela manha, ao exame
colpocitologico, verificou-se que em uma baia apenas uma fémea foi coberta ndo se

observando espermatozéide na lamina da outra fémea. Em outra baia, foram encontrados
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muitos espermatozdides na lamina de uma fémea e apenas um em toda lamina da sua
companheira de baia. Assim sendo, é provavel que por estarem as duas fémeas tratadas no
periodo de aceitagdo do macho e na mesma baia, 0 macho em um espaco de cerca de 10 horas
ndo seja capaz de cobrir e fecundar duas fémeas. As pacas sdo animais de costumes
crepusculares e noturnos com periodo de maior atividade entre as 17 e quatro horas da manhéa
(Matamoros, 1982; Rengifo et al. 1996). Nogueira, (1997) e Aramburo (2006), constataram
uma s6 monta, copula rapida e sangramento em uma fémea coberta pelo macho. Nogueira et
al. (2006), verificaram que um macho chegou a copular trés vezes com a mesma fémea. Em
outra observacdo, verificaram apenas uma cépula. O pénis do macho é espiculado e isto
provoca hemorragias por ocasido do coito (Hosken e Silveira, 2001), o que provavelmente faz
com que uma fémea uma vez coberta, ndo permita outra copula.

Na natureza, as pacas possuem habitos diferentes dos que lhe sdo impostos em um
criatorio. Emmons e Feer (1990), afirmam que as pacas sdo monogamicas, dividem pequenos
territorios, mas forrageiam sozinhas. De acordo com Smythe (1991), os pares residem em
uma area (um a trés hectares) que defendem juntos, algumas vezes morando na mesma toca
ou ndo. Neste criatorio, rotineiramente, um macho e trés fémeas permanecem em baias de 12
m X 4 m, mas nunca se observou mais de uma cobertura durante o dia ou em uma mesma
noite dentro da mesma baia.

As concentragdes médias de progesterona nas diversas fases do ciclo observadas por
ocasido do implante de progestageno foram de 1,69 ng/mL * 1,26 no proestro, 0,31 ng/mL no
estro, 1,62 + 1,39 ng/mL no metaestro e 0,88 ng/mL £ 0,70 no diestro. Cabrera e Montes
(1999) mencionam que 0s niveis basais de P4 na paca variam entre 0,18 e 1,11 ng/mL de
plasma sanguineo e os méaximos entre 1,79 e 77,27 ng/mL. Guimardes et al. (1999),
encontraram valores de progesterona para esta espécie que variaram na fase de estro entre

1,73 e 1,8 ng/mL , de 0,53 a 4,03 ng/mL na fase de metaestro, 1,5 e 16,8 ng/mL na fase de
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diestro e 0,45 a 3,23 ng/mL na fase de proestro. Pérez e Baz (2006) observaram valores de
1,61 £ 0,65 ng/mL para progesterona na fase folicular e 6,18 + 3,70 ng/mL para progesterona
na fase luteal. Os valores encontrados neste experimento, estdo proximos aos observados por
Guimardes et al. (1999) e Pérez e Baz (2006) no que diz respeito as fases foliculares
encontradas, entretanto, diferem nos valores de metaestro e diestro. Estas diferencas
provavelmente ocorreram devido a diferencas dos calibradores dos diferentes “kits”
comerciais utilizados pelos diferentes autores ou ainda pelo fato de que, diferentemente da
metodologia utilizada pelos demais, no presente estudo néo foi feita a quantificacdo seriada da
P4 ao longo do ciclo estral e, portanto, estes resultados refletiram um momento estanque do
ciclo. Pesquisas de dosagens de progesterona revelam que sua concentracdo sérica podeter
ampla variacdo ao longo das fases do ciclo estral nesta espécie e correlatas (Guimaraes, 1999;
Guimardes, 2000; Pérez; Baz, 2006).

O valor médio da progesterona encontrada a retirada do implante de progestageno foi
de 1,35 + 0,78 ng/mL, com o0 maximo de 2,87 ng/mL e o minimo de 0,31 ng/mL. Em bovinos,
Mauer et al.(1975) mostraram que dispositivos intravaginais impregnados com progesterona,
aumentam os niveis sanguineos de P4 de <1 ng/mL para 6 ng/mL, dentro de 90 minutos ap6s
sua insercdo e declina para 1 a 3 ng/mL ap6s 14 dias de inser¢do. Os resultados do presente
trabalho estdo proximos aos encontrados por Custer et al. (1994), que utilizaram dispositivo
interno de liberacao de progesterona (PRID), impregnado com 1,55 g de progesterona por oito
dias em vacas e observaram que as concentracdes séricas de P4 aumentaram cerca de 25% em
24 horas apds a aplicacdo do dispositivo e que declinaram progressivamente para
concentracdes de fase subluteal (< 2 ng/mL) até a remoc¢do do mesmo; enquanto que Sirois e
Fortune (1990) obtiveram valores de 1 a 2 ng/ mL de P4 ap0s cerca de nove dias de insercao
de dispositivo vaginal contendo progesterona (CIDR,Controlled InternalDrug Release

Devices) em novilhas.
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De acordo com Mauer et al. (1975) o tempo para os animais demonstrarem estro, esta
correlacionado com o nivel de progesterona plasmatica por ocasido da remocdo do implante
do progestageno. O autor ainda afirma que em vacas, quando o nivel de progesterona
circulante foi relativamente alto (acima de 3 ng/mL no plasma) ao fim do tratamento, o
intervalo entre a remocdo do PRID (dispositivo interno de liberacdo de progesterona) e o
inicio do estro foi maior e mais variavel (70 £ 30 horas). Se a dosagem de progesterona foi
baixa ou préxima ao limiar (aproximadamente 1 ng/mL), alguns animais podem entrar em
estro durante o tratamento ou outros podem entrar em estro nas primeiras 24 horas apos a
remocao do PRID (média de 30 + 7 horas). Os resultados encontrados neste trabalho diferem
dos observados por Mauer et al. (1975) em vacas, uma vez que nem sempre 0S maiores
valores encontrados a retirada do implante de Norgestomet, foram 0s que proporcionaram
maior intervalo entre a remocao do mesmo e manifestacdo de estro e vice —versa.

A fase do ciclo estral em que a fémea se encontrava no momento da aplicacdo do
implante parece ndo ter influenciado na manifestagdo do estro. No G1, trés fémeas se
encontravam em metaestro e trés em proestro. As que Se encontravam em metaestro
apresentaram estro no quinto dia (uma fémea) e no 14° dia (duas fémeas) depois da retirada
do Crestar. Nas outras trés fémeas que se encontravam em proestro, o estro se manifestou
sete, 10 e 11 dias apds a retirada do implante. No G2, uma fémea estava em metaestro, trés
em diestro, uma em estro e uma em proestro. A que se encontrava em metaestro entrou em
estro 11 dias ap0s a retirada do Crestar, as que estavam em diestro entraram em estro trés dias
(duas fémeas) e oito dias (uma fémea) pods retirada e as que estavam em estro e proestro, 11
dias ap0s.

Asher et al.(1995) sincronizando cio em Cervus elaphus (veado), observou ser o corpo
luteo desta espécie refratario a analogos de PGF,,, se esta for administrada no 4° dia do ciclo

estral desta espécie. Acritopoulou e Haresign (1980) e Rubianes et al. (2003) demonstraram
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em experimentos que algumas ovelhas tratadas com PGF2 durante os primeiros dias do ciclo
estral ndo responderam ao tratamento. Neste experimento ndo foi possivel avaliar se em
Cuniculus paca o corpo luteo possui refratariedade em alguma fase de seu desenvolvimento,
entretanto ha que se considerar que as duas fémeas que responderam mais rapidamente a
inducdo do estro estavam em diestro, fase em que o corpo Iuteo encontra-se completamente
formado.

Ribeiro et al.(2007) avaliando as caracteristicas da citologia vaginal em cadelas,
influenciadas pela indugdo hormonal exdgena, concluiram que houve indugéo de proestro em
todos os animais, porém, com intensidades diferentes de progressdo para cada fémea
estudada. Estes resultados corroboram com o0s encontrados no presente estudo, onde
estruturas como células intermediarias com pigmentos de nucleoproteinas, bem como células
intermediarias do tipo pré ovulatorias, eram frequentemente encontradas proximo a

manifestacdo do estro (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Células intermediarias com pigmentos de nucleoproteinas de Cuniculus paca. Col. Harris — Shorr.
400x. Foto: Vania Ribeiro, 2009.
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Figura 4. Células pré-ovulatérias de Cuniculus paca. Col. Harris - Shorr. 400x. Foto: Vania Ribeiro, 2009.

De acordo com Carvalho (2002), granulos de nucleoproteinas com a mesma ou de
composicdo semelhante a de nicleos normais, poderdo ser observados no citoplasma de
células superficiais normais e em poucas células intermediarias durante o tempo da ovulagéo.
Em casos de hiperestrogenismo eles também poderao estar presentes, o que parece favorecer a
hipotese de uma influéncia estrogénica na sua formag&o. Para 0 mesmo autor, antes do evento
da ovulagdo em mulheres, € possivel identificar as chamadas células pré-ovulatérias que sdo
originalmente intermediarias, com citoplasma bastante aumentado e corado muito
palidamente em cianofilia e algumas vezes, leves tonalidades eosinofilicas que podem
aparecer na por¢cdo media da célula como uma palida metacromasia, sendo seu nucleo nestes
casos picnoticos e sdo vistas em grandes ou pequenos grupos.

Pérez-Martnezba et al. (1999) estudando a influéncia da progesterona e estrégenos
sobre a dindmica de células esfoliativas vaginais (EVC) em cabras adultas, observaram que
antes do tratamento com acetato de melengestrol (MGA), os animais apresentaram diferentes
tipos de células vaginais e com a administracdo de progesterona houve um predominio de
células parabasais. Estes autores concluiram, portanto, que EVC sdo altamente indicativas dos

efeitos da progesterona e podem ser usadas como uma ferramenta para detectar a resposta aos
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tratamentos hormonais em caprinos. Estes resultados concordam plenamente com o0s
encontrados neste trabalho.

Os exames ultrassonograficos e colpocitolégicos realizados sessenta e noventa dias
apos a manifestacao de estro com cobertura revelaram seis (100%), quatro (66%) e trés (50%)
de fémeas prenhes e de taxa de prenhez para o grupo G1, G2 e G3 respectivamente. Ao se
considerar todos os animais tratados a taxa de prenhez foi de 83,3%. Ha que se observar que
no G2, apesar de todas as fémeas apresentarem estro, uma fémea ndo foi coberta e outra
apresentou poucos espermatozoides na lamina por ocasido do exame colpocitologico que
detectava 0 cio com cobertura. Entretanto, estes dados mostram-se superiores aos de Dias et
al. (2001), Fonseca et al. (2008), Carrijo Junior e Langer (2006) sincronizando e induzindo
estro em ovelhas, cabras e vacas respectivamente.

Com relacdo a capacidade das fémeas em levarem a gestacdo a termo, das seis fémeas
do G1, cinco pariram, pois uma delas abortou apds completar 90 dias de prenhez. Este aborto
provavelmente foi ocasionado pelo manejo da fémea que sempre se mostrou agressiva e
irritadica com seus pares de baia e com os tratadores. No G2, todas as quatro fémeas que
foram cobertas pariram, sendo que, em duas delas ocorreu parto gemelar (Figura 5),
resultando em seis crias, 0 que evidencia um acréscimo de 50% no nimero de produtos por
parto, contrariando Matamoros (1982); Nogueira, et al. (2006) e Oliveira et al.(2007) que
ressaltam a caracteristica reprodutiva de uniparidade, com a tendéncia de nascimento de
apenas um filhote por parto, nessa espécie. Todas as trés fémeas do grupo controle (G3) que

foram cobertas, levaram a gestacédo a termo.
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Figura 5. Paca com gémeos, nascidos apds sincronizagdo e indugdo de cio (progestageno + PGF,a + eCG).
Foto. Vania ribeiro, 2010.

A media, bem como 0 desvio padrao para O periodo de gestacao das femeas que
compuseram 0s grupos G1, G2 e G3 foram de 154 (£ 3,4), 156,75 (+ 2,0) e 152,33 (£ 0,47)
dias, respectivamente. Estes achados sdo superiores aos de Matamoros (1982) 97 a 101 dias,
Hosken (1999) 116 a 135 dias; Mesa (2001), 120 dias; Oliveira et al. (2003), 135 a 139 dias, e
sdo similares aos de Smythe & Brown de Guanti (1995), 157 dias; Rengifo et al. (1996), 145
a 155 dias; Nogueira, (1997), 150 dias; Lameira (2002), 142 a 154 dias; Guimardes et
al.(2008), 148,6 + 4,8, e concordam parcialmente com Scherf (1997) 138 a 173 dias. Nenhum
destes autores acima citados fez uso de tratamento hormonal para inducéo e sincronizacdo de
cio.

Com relacdo ao peso das crias ao nascer, estes foram de 860 (+ 134), 716,67(x 55) e
883,3 (+ 23,5) gramas para G1, G2 e G3 respectivamente. Ndo houve diferenca significativa
(P<0,05) para o peso das crias nascidas apds o tratamento hormonal (25 e 50 Ul eCG), mas
esta diferenca foi significativa entre estas e aquelas que nasceram sem que suas maes
recebessem este tratamento (G3 e G1, G3 e G2). Este fato pode ser explicado pela ocorréncia
de partos gemelares de fémeas que receberam tratamento hormonal o que resultou em crias
com pesos menores. Estes resultados, entretanto, foram similares aos observados por
Guimarées et al. (2008), que obtiveram médias de peso ao nascer para fémeas e machos de

605,9 £+ 87,5 g e 736,7 + 108,4 e aos obtidos por Ribeiro e Zamora (2008) e Oliveira et
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al.(2007) com 787 g e 741,14 £ 51,23 g, respectivamente, e superiores aos de Hosken
(2001), 500 a 650 g e Santos et al.(2005), 615 e 617 g para machos e fémeas,
respectivamente.

Por ser esta a primeira vez em que se utilizou hormoénios para a inducdo e
sincronizacdo de cios férteis em Cuniculus paca, observacfes acuradas foram feitas nas duas
fémeas tratadas (G2) em que o0 estro ocorreu, mas nao se deu cobertura apropriada e prenhez.
Assim sendo, foram realizados acompanhamentos ecograficos e apds 70 dias da observacédo
do cio induzido constataram-se duas prenhezes de aproximadamente 40 dias, o0 que
demonstrou a ndo interferéncia dos horménios no ciclo estral natural desta espécie.
CONCLUSOES

1- O progestageno utilizado na forma de implantes subcutaneos foi eficiente na
mimetizacdo da fase luteal do ciclo estral, suprimindo a manifestacdo de estro durante o
periodo de tempo em que permaneceram no animal.

2- O protocolo de tratamento hormonal para indugéo e sincronizacéo de cio favoreceu
a ocorréncia de cios férteis e de suas manifestacOes fisicas e comportamentais.

3- A dose de 50 Ul de eCG, supostamente, favoreceu a ocorréncia de partos
gemelares.

4- A sincronizacdo de cio provocada pelo efeito macho resultou em taxas de
fecundacéo e fertilidade menores do que aquelas induzidas pelos protocolos hormonais.

5- Os ciclos estrais subseqlientes ao periodo experimental de tratamentos hormonais
foram normais, como também o estado de higidez dos animais néo foi afetado.

6- A fase do ciclo estral ao inicio do protocolo hormonal, ndo interferiu nos resultados
de sincronizacdo do cio.

7- Mais estudos fazem-se necessarios para estabelecimento de protocolos hormonais

mais efetivos.
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CAPITULO 2

QUADRO CITOLOGICO VAGINAL, CONCENTRACAO
PLASMATICA DE PROGESTERONA DURANTE A GESTACAO E

MEDIDAS FETAIS EM PACA (Cuniculus paca LINNAEUS, 1766)
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Quadro citoldgico vaginal, concentracdo plasmatica de progesterona durante a gestacdo
e medidas fetais em paca (Cuniculus paca Linnaeus, 1766)

(Artigo submetido a revista Acta amazonica)

RESUMO

Em 27 pacas (Cuniculus paca Linnaeus, 1766) objetivou-se descrever aos 30, 60 e 90
dias (D) de prenhez, diagnosticada por ultrassonografia (US) os tipos celulares do epitélio
vaginal em esfregacos vaginais, relatar as condi¢Oes de abertura da vulva e as caracteristicas
do muco vaginal, determinar a concentracdo plasméatica de progesterona (P4) por
radioimunoensaio, e ainda, mensurar por ultrassonografia (US) o didmetro biparietal (DBP)
fetal aos 60 e 90 dias de prenhez. No D30, 40% das amostras exibiram células (com
caracteristicas estrogénicas) superficiais e presenca de nucleos nus. Nos D60 e D90, células
parabasais, intermediarias, superficiais, naviculares e estavam presentes nas mesmas
proporcdes, mas células endocervicais foram descritas em apenas 73,9% e 69% das amostras
daqueles dias, respectivamente. No D30 a maior propor¢do de células naviculares e
superficiais diferiu (P < 0,05) em relacdo aos outros tipos celulares presentes. O muco vaginal
apresentou-se cristalino e fluido em 100% e em 70% das fémeas nos D30 e D60,
respectivamente. Observou-se o vestibulo vaginal aberto em torno de 50% das fémeas em
todos os dias de exames. Valores minimos detectaveis de P4 foram obtidos em 72% e em
83% das fémeas, enquanto que as médias das medidas dos DBP foram 1,25 cm (+ 0,16) e 2,34
cm (£ 0,25) nos D60 e D90, respectivamente. O quadro citologico vaginal nos D30, D60 e
D90 e o DBP fornecem elementos que contribuem para diagnostico de gestagdo em pacas. A
concentragdo de P4 demonstra a necessidade de maiores estudos da endocrinologia da

gestacdo em pacas.

PALAVRAS CHAVE: Prenhez em paca, didmetro biparietal, progesterona, animais

silvestres, regido amazonica.
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Vaginal citology, serum progesterone concentration during pregnancy and fetal

measurements in paca (Cuniculus paca, Linnaeus 1766)

ABSTRACT

The objective of this work was to describe in 27 pacas (Cuniculus paca Linnaeus,
1766) at 30, 60 and 90 days (D) of pregnancy diagnosed by ultrasonography (U.S.) the cell
types of the vaginal epithelium by vaginal smears, to report the vulva opening condition and
the characteristics of vaginal mucus, to determine the progesterone (P4) serum concentration
by radioimmunoassay, and also measure by ultrasound (U.S.) the fetuses biparietal diameter
(BPD) at 60 and 90 days of pregnancy. At D30, 40% of the smears exhibited surface cells
(with estrogenic characteristics) and of naked nuclei. At D60 and D90, parabasal,
intermediate, superficial, and navicular cells were present in the same proportions, but
endocervical cells were described in only 73.9% and 69% of those day’s smears, respectively.
At D30 the highest proportion of navicular and surface cells differed (P < 0.05) compared
with other cell types. The vaginal mucus was crystalline and fluid in 100% and 70% of
females at D30 and D60, respectively. It was observed the vaginal vestibule open in around
50% of females in every day of exams. Minimum detectable P4 serum concentration was
obtained on 72% and 83% of females, while the averages of the BPD were 1.25 cm (x 0.16)
and 2.34 cm (+ 0.25) on D60 and D90, respectively. Vaginal cytology aspects at D30, D60
and D90 and BPD provide elements to contribute to pregnancy diagnosis in paca. P4
concentration shows the need of further endocrinology of pregnancy studies of paca.
KEYWORDS: Pregnancy in paca, biparietal diameter, progesterone, wild animal, Amazon

region.
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INTRODUCAO

A paca tem sido utilizada como fonte de proteina na alimentacdo dos povos da floresta
e de produtores rurais da regido neotropical, mas a caca indiscriminada nas reservas
extrativistas podera provocar esgotamento populacional desta e de outras especies
(Mittermeier et al. 1992; IBAMA, 2003). Portanto, a criacdo em cativeiro se apresenta como
uma alternativa a exploragdo econémica e sustentavel desta espécie.

Na natureza, sdo animais de habitos solitarios, com pares de adulto vivendo em uma
area de aproximadamente 2,5 ha em média, defendida contra invasores (Moreira e
Macdonald, 1997). Em cativeiro, normalmente um macho pode conviver com trés a cinco
fémeas em uma baia com 12 m? (Hosken e Silveira, 2001; Ribeiro e Zamora, 2008).

Pacas reproduzem-se o ano todo (Nogueira Filho e Nogueira, 1999; Landim Junior,
2000; Ribeiro e Zamora, 2008) e seu periodo gestacional ¢ citado na literatura com grandes
variacdes como desde 97 dias (Matamoros, 1982) até 155 dias (Rengifo et al. 1996).

A coOpula em geral ocorre a noite e um achado pds-copula é o tampdo vaginal de
sangue e sémen que é expulso e pode ser ingerido pela fémea (Hosken e Silveira, 2001). Estes
autores relatam que por serem muito susceptiveis as condicdes ambientais a que estdo
submetidas em cativeiro, as pacas apresentam certas variacbes em alguns parametros
reprodutivos.

A citologia vaginal tem sido empregada para identificar as fases do ciclo estral em
pacas (Matamoros e Pashov, 1984; Nogueira et al. 2005; Guimarées et al. 2008). Por ser
constituido por camadas morfologicamente distintas, o epitélio vaginal é alterado de acordo
com o estimulo hormonal predominante em cada fase, as quais podem ser identificadas

através de métodos apropriados de coloracdo histologica (Raposo et al. 2000; Porto, 2007).
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Assim, em pacas, diversos autores (Matamoros e Pashov, 1984; Nogueira et al. 2005;
Pérez e Baz, 2006, Guimardes et al. 2008) identificaram em um ciclo estral de cerca de 32,5
+ 3,69 dias, diferentes fases como: proestro, estro, metaestro e diestro.

A influéncia da gravidez sobre os epitélios do utero, da cérvix e da vagina é bastante
acentuada (Carvalho, 2002) e, no seu decurso, a citologia vaginal € caracterizada pela
auséncia das variagbes ciclicas motivada pela progressiva acentuacdo da estimulacdo
hormonal do tipo progestacional (Gompel e Koss, 1997).

Diehl e Day (1973) afirmam que a quantidade de camadas do epitélio vaginal é um
critério utilizado, entre varios, para distinguir prenhez de ndo prenhez; assim, o encontro de
duas a trés camadas apenas de epitélio vaginal pode ser considerado prenhez.

Durante a prenhez, a concentracdo de progesterona no plasma das espécies
hystricomorphas (subordem dos roedores) pode ser dividida em duas fases: niveis hormonais
baixos e altos (Busso, et al. 2007).

Em chinchilas (Chinchila laninger Gray, 1831) de acordo com Tam (1970) e Busson
et al. (2007), durante os primeiros 40 dias de prenhez a progesterona no plasma permanece
sem mudancas relevantes, mas a partir dos 60 dias, o contetdo hormonal alcanca altos valores
e assim se mantém. Gromadzka-Ostrowska et al. (1985) relatam que nesta espécie, conforme
a gravidez avanca, as concentracdes de progesterona apresentam marcadas mudancas que vao
desde altos valores no inicio (9 a 29 dias) e em estadgio mais avancado da prenhez (70 — 80
dias) até valores ndo detectaveis por volta do 40° ao 60° dia de prenhez e valores muito
baixos trinta dias antes da paricdo. Em cutiaras (Myoprocta pratti Pocock, 1913), Rowlands et
al. (1970) verificaram um aumento da concentragdo de progesterona no inicio da gestacdo o
qual foi assim mantido além da metade da prenhez, com um declinio no final da prenhez. De
acordo com estes autores, as diferencas na quantificacdo de progesterona entre algumas

especies hystricomorphas se ddo principalmente durante a prenhez, com relacdo aos niveis
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maximos encontrados e sua duracdo. Pérez e Baz (2006) descrevem valores para progesterona
plasmatica de 23 e 37.36 ng/mL em duas pacas no inicio da gestacao.

A estimativa da idade gestacional por ultra-sonografia é baseada na correlacdo entre
tamanho e idade fetal (Varol et al. 2001). A mensuracdo do didmetro biparietal (DBP) €
rotineiramente utilizada durante o exame pré-natal em humanos (Torres, 2008) e, para De
Bulnes et al. (1998) e Abreu et al. (2007) € um dos melhores e mais confidveis parametros
para estimar com elevada precisao a idade fetal em ovelhas e cabras. Outras medidas como
circunferéncia abdominal, drbita ocular, e do coracdo, comprimento cranio caudal, didmetro
toracico, comprimento do fémur, diametro dos placentomas, didmetro do tronco fetal,
também, sdo estimativas que se correlacionam com precisdo com o crescimento fetal em
cabras e ovelhas (Haibel e Perkins, 1989; Dilmen et al. 2002; Lee et al. 2005; Abreu et al.
2007).

Em pacas, Oliveira et al. (2003) diagnosticaram gestacdo a partir do nono dia apos a
cobertura, pela visualizacdo da vesicula embrionaria e utilizaram medidas da &rea da placenta
e da area cardiaca do feto, durante 129 e 89 dias respectivamente antes do parto, para estimar
a idade gestacional.

Por serem as pacas de habitos noturnos (Rengifo et al., 1996; Hosken e Silveira,
2001), nem sempre € possivel ao criador observar uma copula, deduzir se houve fertilizagdo e
assim, estimar a data de paricdao destes animais. Além disso, observa-se apenas o crescimento
abdominal e intumescimento das mamas em pacas gestantes com bom escore corporal, a
partir dos 90 dias de prenhez, ha cerca de 2/3 do periodo gestacional (Ribeiro e Zamora,
1998).

Estabelecer critérios para um diagnostico de gestacdo e determinar o periodo
gestacional em uma fémea é de fundamental importancia na clinica veterinaria, pois permite

que o profissional da area e o criador estabelecam um manejo reprodutivo adequado,
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possibilitando ainda a tomada de decisbes que afetem diretamente os indices de
produtividade, evitando assim perdas econdmicas.

Até o momento, a melhor forma de diagnosticar precocemente a gestacdo em pacas é
por meio de ultra-sonografia (Oliveira et al. 2003). Porém, nem sempre existe a
disponibilidade para o produtor ou veterinario, do equipamento necessario para este fim. Por
outro lado, existe uma escassez de trabalhos que possibilitam determinar o periodo
gestacional desta espécie utilizando-se de medidas fetais. Assim sendo, é de primordial
importancia que se estabelecam novos métodos de diagnostico de prenhez, que sejam mais
acessiveis ao veterinario e ao criador e que se busque a aplicabilidade de novas medidas,
como o diametro biparietal em fetos, que possibilitem determinar a idade gestacional da
fémea de paca, uma vez gque ainda nao foram testadas.

Com vistas ao exposto, este trabalho teve como objetivos descrever e caracterizar 0s
tipos celulares presentes nos esfregacos vaginais de pacas, relatar as condi¢Ges de abertura da
vulva e do muco vaginal aos 30, 60 e 90 dias de prenhez. Além disso, propds-se determinar a
concentracdo plasmatica de progesterona e mensurar o diametro biparietal dos fetos, aos 60 e
90 dias de prenhez, avaliando a aplicabilidade desta medida, como forma de contribuir com o
diagndstico e o estabelecimento da idade gestacional nesta espécie.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Fazenda Experimental Catuaba, da Universidade
Federal do Acre, situada no municipio de Senador Guiomard/AC, km 30 rodovia BR - 364
(10°04° S e 67°37” W). O clima da regido ¢ do tipo amazonico equatorial quente e imido com
temperaturas anuais meédias variando entre 24,5 °C a 32 °C (Acre, 2006).

Um total de 40 animais adultos foram utilizados, sendo 27 fémeas e 13 machos,

identificados por meio de microchips (AnimallTAG® - KORTH — RFID, Séo Paulo - Brasil),

o0s quais foram alocados em baias, na propor¢do de um macho para duas fémeas, mas, em
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uma das baias, um macho foi posto com trés fémeas. As fémeas eram comprovadamente
pluriparas, e ndo estavam prenhes quando foram postas com os machos. A alimentacdo dos
animais foi composta de frutos, tubérculos e gréos produzidos na fazenda e colhidos na mata
adjacente ao criatorio. A agua servida para banhos e ingestéo foi posta ad libitum.
Esfregacos vaginais para preparacao e coloracao de laminas para citologia

Com os animais devidamente contidos, a colheita do material para citologia vaginal
foi feita com swabs estéreis umedecidos com solucdo fisiologica, introduzidos cerca de seis
centimetros no canal vaginal, apos higienizacdo adequada da vulva. Com o material obtido
dos swabs, foram feitos esfregacos em laminas histoldgicas identificadas com numero do
animal e data de coleta e imediatamente fixadas em alcool 95% para, posteriormente, serem
coradas pela técnica de Shorr e PAS e examinadas em microscopio optico (Olympus CH30 -
Japdo, objetivas de 10x e 40x). Para se comprovar a presenca de glicogénio no material dos
esfregacos, a técnica de PAS era acrescida de amilase salivar, conforme sugerem Junqueira e
Carneiro (1979). Para identificacdo dos tipos celulares foram contadas 100 células por
lamina, observando-se a porcentagem dos tipos celulares presentes em cada lamina. Os
esfregagos vaginais foram feitos diariamente, pelas manhas, até a identificacdo de
espermatozoides nas laminas quando se tinha entdo a confirmacédo da cobertura.

Aos 30, 60 e 90 dias ap6s confirmacdo das coberturas, foram feitos esfregacos
vaginais, como descritos anteriormente e, nessas ocasides, inspecionou-se, também, as
condi¢des da vulva quanto ao seu fechamento ou abertura, presenca e aspecto de muco
vaginal.

O intervalo entre as coberturas e as pari¢des foi anotado de maneira que se pudesse

estabelecer o periodo gestacional.
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Colheita de sangue para dosagem de progesterona plasmatica:

Nessas mesmas datas especificadas no tdpico anterior, foram colhidas compreendendo
3 mL de sangue de todas as fémeas, por venopuncao da veia cefalica, safena lateral ou safena
medial, com scalps descartaveis 21G e seringas de 5 mL contendo EDTA, devidamente
identificadas e mantidas sob refrigeracdo em caixas térmicas com gelo (por no maximo 3
horas) até que se procedesse a centrifugacdo, feita a 1000 rotacGes por minuto durante 10
minutos. As amostras de plasma obtidas foram acondicionadas em frascos de polipropileno e
armazenadas a temperatura de -20°C até a realizacdo das dosagens. As concentracdes
plasmaticas de progesterona foram determinadas de acordo com a técnica de
radioimunoensaio empregando danazol, descrita por Knickerbocker et al.,1986, modificada
por Carriere e Lee (1994).
Exames ultrassonograficos

O s exames ultrassonograficos, também nas datas ja especificadas, com equipamento
de ultrassom para uso veterindrio, transdutor convexo de 7,5 MHZ (Aloka, modelo SSD-500v
— Aloka Co. Tokio, Japdo) aos 30 dias ap0s as coberturas para confirmacdo da prenhez e aos
60 e 90 dias apbds as coberturas, para que se mensurasse o DPB fetal, por ser este
considerado na literatura um dos melhores e mais confidveis pardmetros para estimar com
elevada preciséo a idade fetal em animais e humanos. A opgéo de se tomar a medida do DBP
apenas nestes dois periodos gestacionais foi feita, para minimizar a manipulagdo das fémeas
prenhas, evitando causar o estresse (animais silvestres sdo altamente susceptiveis ao estresse
por manipulacéo), e eventuais abortamentos por este fator.

Para tanto, cada fémea foi devidamente contida em pucé e posta em decubito dorsal,
sem uso de tranquilizantes ou de anestésicos. N&o se efetuou tricotomia na area abdominal
trabalhada, por ser uma regido com poucos pelos, porém, utilizou-se gel apropriado para

exame ultrassonogréafico (Carbogel®), como meio de contato do transdutor com a pele.
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Inicialmente posicionava-se o transdutor cerca de dois centimetros cranialmente ao par
de mamas inguinais, para o procedimento de varredura longitudinal da regido abdominal
caudal e cavidade pélvica. Na sequencia, deslocava-se o transdutor cranial e lateralmente a
linha alba por aproximadamente 12 cm, passando-se pela porcdo média do abdémen e
finalizando na porcao cranial até o encontro do cranio fetal, identificado pela imagem em
tempo real. A partir dai, quando as Orbitas foram identificadas e a imagem congelada,
mensurou-se em corte sagital o DBP que correspondeu a medida externa da regido mais larga

do créanio fetal (Figura 1).
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Figura 1. Imagem ultrassonogréfica de feto de Cuniculus paca, 60 dias pds concepg¢ao. DBP = 1,10 cm.

Anélises Estatisticas:

Todos os dados obtidos foram analisados através de procedimentos de estatistica
descritiva. Com relacdo aos tipos celulares encontrados foram efetuados percentuais médios e
desvio padrdo e, para comparagdo entre médias, o teste t de Student (P > 0,05%); Os dados
relativos a concentracdo de progesterona aos 60 e 90 dias de prenhez, foram expressos por
médias e respectivos desvios padrdo e pelos valores absolutos da méxima e da minima
concentracdo. As condigdes de muco e do vestibulo vaginal foram dadas em percentuais. A

medida do DBP aos 60 e 90 dias é apresentada em forma de média, desvio padrdo e os dados
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obtidos foram submetidos ao teste de Correlacdo de Pearson, adotando-se valor de P > 0,05%;
Para isto, utilizaram-se os softwares Excel 2000 e SAS — Statistical Analysis System (SAS,
2003).
ASPECTOS LEGAIS

Este trabalho foi realizado com autorizagio da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa do Ministério do Meio Ambiente-MMA, Instituto Chico Mendes de Conservacgédo da
Biodiversidade, sob numero 24669-1 (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, pela citologia vaginal gestacional, constataram-se padres celulares
particularmente exclusivos, com a presenca de tipos celulares diferenciados, somente
observados em situacdes especificas.

As células intermediarias apareceram frequentemente na forma de células naviculares

(Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografia de esfregaco vaginal de Cuniculus paca. Células naviculares, Coloragdo PAS +
amilase, 400 X. Barra 3,8 um.

Para Gompel e Koss (1997) em mulheres, durante a gravidez a quantidade elevada do
glicogénio caracteriza a célula navicular. Esta tem forma de barco, com ntcleo deslocado
pelo glicogénio para periferia da célula. Nos outros tipos celulares, ndo se observou

mudancas de padréo.
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As ceélulas endocervicais (Figura 3) encontradas, raramente observadas em esfregacos
de epitélios vaginais de um ciclo estral, mostraram-se muito ativas na producdo de muco e
estiveram presentes em 73,9% e em 69% das laminas aos 60 e 90 dias prenhez
respectivamente. Estes resultados conferem com as descri¢cdes da citologia esfoliativa vaginal
em mulheres gravidas (Gompel e Koss, 1997; Floriano et al. (2007). e em fémeas prenhas

de catetos (Tayassu tajacu Linnaeus, 1758) descritas por Mayor et al. (2004).

Figura 3. Fotomicrografia de esfregaco vaginal de Cuniculus paca. Células endocervicais, Coloragdo Shorr
400 X. Barra 10 pm.

A abundancia de muco produzido pelas células endocervicais encontradas neste
trabalho, provavelmente favoreceu a formagdo do tamp@o mucoso gestacional, conforme
relata Hafez (2004).

Em laminas coradas pela técnica histoquimica PAS adicionado de amilase, as células
endocervicais coravam-se em magenta, estavam repletas de mucina e provavelmente,
continham glicogénio; Além disso, foram encontrados vacuolos isolados, corados em azul
ténue, supostamente exocitados por estas células. Este achado é corroborado por Gompel e
Koss (1997) quando afirmam que a carga glicogénica aumenta sob a acdo da progesterona e é
maxima durante a gestacdo. Os autores chamam a atenc¢do para o fato de que a gestacdo em

mulheres pode se desenvolver com a auséncia de qualquer imagem citoldgica caracteristica.
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Ayen et al.,2002, verificando as mudancas histoldgicas da parede vaginal de vacas em
diferentes estagios de prenhez, também evidenciaram uma marcada diferenca entre 0 nono
més e os restantes. A partir do 8° més, células colunares secretorias foram observadas no
epitélio e aumentaram em quantidade até o nono més de prenhez. Todas estas alteracdes, de
acordo com os autores, se devem a mudancas hormonais nos diferentes estagios de prenhez.
Neste trabalho, as células secretoras puderam ser vistas a partir do segundo més de gestacédo
(correspondente aproximadamente ao segundo terco da prenhez).

Em aproximadamente 40% das laminas, foram observados muitos nicleos nus no
material vaginal coletado aos 60 e 90 dias de prenhez. Este fenbmeno de citélise, conforme
Gompel e Koss (1997) atingem particularmente células intermediarias e é resultado da
digestdo do glicogénio por lactobacilos deixando os esfregacos caracterizarem-se por exibir
nacleos nus e detritos celulares. De acordo com Carvalho (2002) os nucleos nus se observam
principalmente na fase pds ovulatoria e na gravidez.

Aos 30 dias de prenhez, as células intermediérias e superficiais aparecem praticamente
na mesma proporcao nos esfregacos e a primeira vista, em um padrdo muito semelhante ao
proestro nesta espécie, evidenciando intensa estrogenia. Entretanto, as células intermedirias
na forma navicular, que ndo sdo comuns em um ciclo estral estdo presentes em 75% das
laminas, compondo no minimo 30% dos tipos celulares encontrados e fazem a diferenca entre
estas duas fases.

Aos 60 dias de prenhez, 73,9% das fémeas apresentaram em seus esfregacos células
endocervicais, compondo no minimo 5% do total de células encontradas. As celulas
intermedidrias, do tipo navicular, estdo presentes em 47,8% das laminas. Em seis fémeas, 40 a
60% das células eram do tipo superficial, muitas das quais anucleadas, sugestivo de fase

estrogénica ciclica.
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Aos 90 dias de prenhez, 69% das laminas continham de 10 a 60% de células
endocervicais e células naviculares em 39,1% das laminas. Também, neste periodo
gestacional, cinco fémeas mostraram tipos celulares caracteristicos de intensa estrogenia,
compativeis com um padréo de proestro.

Os valores descritos para os tipos de células parabasais, intermediarias, naviculares e
endocervicais ndo diferiram (P < 0,05) nos periodos gestacionais de 60 e 90 dias, o que indica
uma uniformidade nos padrdes celulares do epitélio vaginal de pacas durante estes periodos
gestacionais citados. Entretanto, diferiram (P < 0,05), os tipos celulares naviculares e
superficiais aos 30 dias dos demais periodos (Tabela 1).

Tabela 1- Tipos celulares em esfregaco vaginal de pacas (Cuniculus paca) aos 30, 60 e 90
dias de prenhez (média + desvio padrao dos percentuais). Rio Branco, 2010.

Periodo CP (%) C 1 (%) C N (%) CS (%) CE (%)

30 dias 25 (11.2)a 25 (x15)a 47,5 (+4,3)a

60 dias 14,3 297(x13.4)a 9,5(x12,2)b 21,0 25,2
(+12,3)a (+17,3)b (£22,4)a

90 dias 12,8 24,1(+12,3)a 13,9 20,9 27,3
(+14,3)a (+20,6)b (£20,4)b (£23,4)a

C P = células parabasais, C | = células intermediarias, C. N = célula , C S = células superficiais, C E =
células endocervicais. Médias de tratamento seguida de letras diferentes (nas colunas), diferem

significativamente pelo teste t —Student ( P > 0,05%).

O padrédo celular estrogénico, sugerindo atividade folicular, encontrado na citologia
esfoliativa vaginal aos 30 dias de prenhez, assim como em seis e em cinco fémeas aos 60 e
aos 90 dias de prenhez respectivamente, provavelmente se deve ao fato de que fémeas de paca
prenha, de acordo com Matamoros (1981) e Pérez e Baz (2006) tenham em seus ovarios,
foliculos em diferentes fases do seu desenvolvimento, entre os quais alguns poderédo
luteinizar ou serdo responsaveis pelo desencadeamento de um cio pos parto (Matamoros,

1981). Em porcos espinhos (Hytrix afriaeaustralis Linnaeus, 1758) Van Aarde e Skinner
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(1986) e em cutiaras (Rowlands et al. (1970) encontraram atividade folicular em fémeas
prenhes durante todo o periodo gestacional e observaram que estas estruturas sofriam
luteinizacdo, formando os corpus lGteos acessorios importantes para suplementar a
progesterona necessaria a manutencdo da prenhez. Uma grande quantidade de corpo ldteo
acessorio proveniente de foliculos em desenvolvimento, também foi observada em pacas
prenhes por Matamoros (1981).

O padrdo celular estrogénico observado em fémeas de pacas prenhes encontradas neste
trabalho, também foi observado por Mayor et al. (2004) em exames histologicos de ovarios de
pecaris ( Tayassu tajacu Linnaeus, 1758) gestantes. Segundo estes autores, existem
crescimentos de grupos de foliculos com estabelecimento de dominancia e que o crescimento
folicular responsavel pela sintese ovariana de estrégenos, poderia justificar a alteracdo do
padrdo celular que ocorre no epitélio vaginal destas fémeas, mesmo durante a gestacdo. De
acordo com Thomas e Dobson (1989) de 8 a 10% de vacas gestantes, também apresentam
sinais de estro em plena gestacao.

No criatdrio onde a pesquisa foi realizada, uma fémea pariu uma cria com 900 gramas
de peso e outra, uma com 800 gramas. Aos 30 e 45 dias p6s parto, as duas fémeas voltaram
parir uma cria cada. Este episodio, sugere ser possivel ocorrer desenvolvimento folicular e
cio fértil com cobertura, em pacas no periodo gestacional, fato este corroborado pelos achados
citologicos neste experimento e pelos trabalhos de Mayor et al. (2004) e Thomas e Dobson
(1989).

Aos 30 dias de prenhez, 0 muco vaginal apresentou-se cristalino e pouco viscoso em
todas as fémeas. O vestibulo vulvar em metade delas apresentava-se aberto.

Aos 60 dias de prenhez, 53% das fémeas apresentaram vestibulo vaginal fechado e
47% aberto. Aproximadamente, 0s mesmos nimeros ocorreram aos 90 dias, isto é, 50% das

fémeas permaneceram com o vestibulo vaginal aberto. Estas constatacGes diferem das de
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Weir e Rowlands (1973) os quais relataram que os caviomorfos (Grupo de roedores que
apresentam quatro molares de cada lado da mandibula), com excec¢do do Myocastor coypus
(Ratdo-do-banhado), possuem uma membrana vaginal oclusa formada em razéo da hiperplasia
de células epiteliais, abrindo-se somente durante o estro ou o parto. Diferem ainda de Hosken
e Silveira (2001) e Nogueira et al. (2005) segundo os quais, a membrana vaginal da paca
geralmente permanece aberta no cio e fechada nos outros estagios reprodutivos.

Matamoros e Pashov (1984) também observaram pacas com vestibulo vaginal aberto
durante a prenhez. Esta situacdo durante a prenhez em pacas, provavelmente se da devido as
variacdes hormonais (relacdo progesterona / estrogenos) que ocorrem em roedores e
constatados em porco espinho, coelhos (Oryctolagos cunniculus Linnaeus, 1758) e chinchilas
durante a gestacdo (Van Aarde e Potgieter, 1986; Van Aarde e Skinner 1986; Holt, 1989;
Busso et al. 2007).

Ao se efetuar os swabs vaginais constatou-se que 26% e 30% das fémeas estudadas,
respectivamente, aos 60 e 90 dias de prenhez apresentaram muco mais ViSCOSO OU espesso,
provavelmente, devido a acdo da progesterona; essa caracteristica do muco confere maior
protecdo ao ambiente uterino na prenhez. No restante dos animais 0 muco apresentava-se
fluido e cristalino. Estes resultados diferem, portanto em parte, dos encontrados em catetos
por Mayor et al.,2004, que verificaram uma grande quantidade de muco espesso e viscoso em
fémeas prenhes.

As caracteristicas do muco encontrado aos 30, 60 e 90 dias de prenhes, estdo de
acordo com os achados citologicos nestas mesmas fases de periodo gestacional, uma vez que,
aos 30 dias, o epitélio vaginal apresentou fortes caracteristicas de estrogenia, o que
provavelmente tenha levado a formacdo de um muco mais fluido e menos viscoso, enquanto
que aos 60 e 90 dias de prenhez com a intensa producdo de muco observada pelas células

endocervicais é de se esperar um muco mais viscoso. Além disso, as variagdes hormonais
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sofridas pelo epitélio vaginal ao longo da prenhez, conforme observado em outros roedores
(Van Aarde e Potgieter, 1986; Van Aarde e Skinner 1986; Holt, 1989; Busso et al. 2007),
podem ter corroborado para este fato.

Os resultados da determinacdo da concentracdo plasmatica de progesterona
demonstraram que 94% e 88,8% das fémeas aos 60 e 90 dias de prenhez respectivamente,
tinham valores inferiores a 1 ng/mL. Os valores maximos encontrados foram 3,03 e 3,55
ng/mL aos 60 e 90 dias de prenhez respectivamente, enquanto que o minimo foi 0,31 ng/mL
para os dois periodos. Esta grande variabilidade entre os valores maximos e minimos
encontrados para progesterona plasmatica deste roedor aos 60 e 90 dias de prenhez, explica as
médias e os desvios padrdo obtidos: 0,54 ng/mL (£ 0,65) aos 60 dias e 0,53 ng/mL (x 0,77)
aos 90 dias de prenhez.

De acordo com Jainuden e Hafez (2004) a quantificacdo da progesterona, tem sido
amplamente utilizada para diagnostico da gestacdo em animais domesticos e que embora seja
um método ndo especifico para a prenhez, esta pode ser utilizada em razdo da persisténcia do
corpo luteo durante o inicio da gestacdo em todos os animais domésticos. Normalmente, a
amostra (sangue ou leite) é coletada um ciclo estral ap6s a inseminacdo ou cobertura, ou seja,
22 a 24 dias em bovinos e bubalinos, 16 a 18 dias em ovinos, 18 a 21 dias em caprinos, 16 a
22 dias em equinos e 21 dias em suinos. Naqueles periodos, o nivel de progesterona € baixo
no animal ndo prenhe e alto no animal prenhe.

Neste trabalho, as dosagens de progesteronas sé foram efetuadas no segundo terco
gestacional. As lacunas causadas pela falta de amostragem no primeiro e ultimo terco
gestacional, dificultaram o entendimento sobre o comportamento da concentracdo plasmatica
de progesterona ao longo da gestacdo de pacas e, por conseguinte, seu papel no diagnéstico da
gestacdo nestes animais. Porém, os niveis minimos detectaveis deste hormonio na maioria das

fémeas, durante os periodos gestacionais pesquisados ( 60 e 90 dias de prenhez, segundo terco
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da gestacdo), sdo compativeis aos encontrados por Mc Cormack e Greenwald (1974) e
Gromadzka-Ostrowska (1985) no segundo terco da gestacdo em camundongos (Swiss mice
Linnaeus,1758) e chinchilas respectivamente, quando a concentracdo plasmatica de
progesterona também encontravam — se em niveis minimos detectaveis nestas espécies.
Andreazzi et al. (2004) observaram que em coelhas gestantes, a concentracao de progesterona
aumenta linearmente até o decimo dia da gestacdo, atingindo 0s niveis maximos que
comecam entdo a cair cerca de 10 dias antes do parto. Em cutiaras os niveis de progesterona
plasmatica comecam a decair no segundo terco gestacional, até atingir niveis minimos
préximos a paricdo (Rowlands et al. 1970). Estes Gltimos autores relatam que nas espécies
hystricomorphas, as diferencas entre niveis minimos e maximos de progesterona e sua
duracdo se ddo principalmente durante a prenhez. Pérez e Baz (2006) relatam que em duas
pacas, logo apds a implantacdo dos embrides, 0s niveis de progesterona atingiram 23 e 37,36
ng/mL. No entanto, ndo acompanharam o desenvolvimento da gestacao nestes animais e, por
conseguinte, as possiveis modificagdes nos niveis de progesterona plasmatica.

As avaliacdes ultrassonogréficas levadas a efeito aos 30 dias de prenhez ndo
possibilitaram determinar o DBP dos fetos, embora permitissem a visualizacdo da vesicula
embrionaria e 0 saco gestacional. Este parametro foi bem estabelecido aos 60 e 90 dias de
prenhez (Figura 1)

Os valores das medidas dos DBP em cm (média * desvio padrdo) aos 60 e 90 dias de
prenhez e o incremento observado foram 1,25 (x 0,16) e 2,34 (= 0,25), 1,09 cm (x 0,30),
respectivamente. Os valores minimos e maximos registrados aos 60 foram 1,04 cm e 1,57 cm
e aos 90 dias 1,75 cm e 2,74 cm. O maior incremento observado no periodo de 30 dias foi de

1,51cm e o menor de 0,49 cm. Valores dos DBP aos 60 e 90 dias séo diferentes (P < 0,05).
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Os DBP dos fetos aos 90 dias de prenhez ndo mostraram correlacdo (r = 0) com os de
60 dias, sugerindo, portanto, que o maior diametro encontrado aos 60 dias, necessariamente,
ndo serd o maior diametro encontrado aos 90 dias.

Das 27 fémeas trabalhadas, apenas uma néo levou a gestacdo a termo, pois abortou
logo ap6s o manuseio aos 90 dias de prenhez. O periodo gestacional das fémeas restantes
durou em média 152,33 (+ 0,47) dias e é similar aos de Smythe & Brown de Guanti (1995)
157dias; Rengifo et al. (1996) 145 a 155 dias; Guimardes et al. (2008) 148,6 + 4,8.
CONCLUSOES

Os resultados encontrados demonstram que a citologia esfoliativa vaginal, bem como
o diametro biparietal, podem ser utilizados como parametros para diagndstico de prenhez e
determinacdo da idade gestacional em pacas. Entretanto, apenas o exame do muco ou as
condicdes em que se encontram o Vvestibulo vaginal destes animais ndo oferecem
confiabilidade para estes propositos. Por outro lado, para que se possam utilizar dados da
quantificacdo de progesterona como fator de diagnéstico de prenhez em pacas, mais estudos
devem ser efetuados durante todo o periodo gestacional.
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Caracterizacdo da variabilidade genética em um plantel de pacas (Cuniculus paca L.)
por meio de marcadores ISSR

RESUMO

A paca (Cuniculus paca) um dos maiores roedores existentes, € intensamente cacada
por causa de sua carne e por esporte. Atualmente sdo criadas com sucesso em cativeiro devido
0 seu potencial econdmico. Neste trabalho, a diversidade genética de um plantel de 48 pacas
(Cuniculus paca L.) foi avaliada utilizando-se marcadores Inter Simple Sequence Repeats
(ISSR). Os marcadores foram eficientes na amplificagdo de DNA genémico de pacas. A partir
de seis primers, foram gerados 50 locos polimérficos. Os valores da heterozigosidade
esperada (Hg) variaram de 0.142 a 0.506, com média de 0.407. Entre as populacfes
formadoras do plantel, a menor distancia genética de Nei encontrada ocorreu entre Rio
Branco-AC e Belem-PA (0.042). Tal fato pode ser resultante da base genética estreita nesta
espécie. As analises de agrupamento demonstraram a tendéncia de formag&o de grupos entre
individuos provenientes da mesma regido geografica. Os dados obtidos indicaram baixa
variabilidade genética para a espécie e a necessidade de monitoramento genético dos
reprodutores para planejamento de cruzamentos.
PALAVRAS-CHAVE: Parametros genéticos, roedores, animal silvestre, marcadores

moleculares.
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Characterization of genetic variability of a paca (Cuniculus paca |.) population through

ISSR markers

ABSTRACT

Paca (Cuniculus paca) is one of the largest living rodents and it is hunted intensively
for sport and food. They are successfully kept in breeding farms, because of their economic
potential. In this paper, the genetic diversity of a herd containing 48 pacas (Cuniculus paca
L.) was evaluated using Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) markers. These markers were
efficient in amplifying pacas DNA. From six primers used, it was generated 50 polymorphic
loci. The values of expected heterozygosity (Hg) ranged from 0.142 to 0.506, with an average
of 0.407. Considering the herd populations, the shortest Nei genetic distance was detected
between Rio Branco-AC and Belém-PA (0.042). It could be resulted from the genetic strict
base in this species. Clustering analysis detected a trend to group animals collected in the
same geographic region. The data indicated low genetic variability in the species and the
necessity of genetic monitoring for reproductive animals and for planned crosses.

KEYWORDS: Genetic parameters, rodents, wild animal, molecular markers
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INTRODUCAO

Na América Latina, a paca (Cuniculus paca L.) esta entre as espécies mais
intensamente cacadas, principalmente por causa de sua apreciada carne (Santos, 1984;
Deutsch e Puglia, 1988). E o segundo maior roedor neotropical (Matamoros, 1982; Oliveira et
al., 2009) e ocupam uma grande variedade de habitats desde a América Central até a América
do Sul (Santos, 1984; Deustch e Rodrigues, 1989). Quanto a dieta, a paca é considerada por
muitos autores, como generalista em relacdo ao consumo de alimentos, consomem os frutos
disponiveis em cada estacdo do ano (Perez,1992), como herbivoros controla o crescimento
das folhas de arbustos e herbaceas e € um dispersor de sementes (Montes, 2005).

Espécies da fauna brasileira, por exemplo, como a capivara (Hydrochaeris
hydrochaeris), a paca (Cuniculus paca), e a ema (Rhea americana) sofrem com a caca
predatdria e a destruicdo de seus habitats, levando a diminuicdo progressiva das populacdes, e
até mesmo risco de extingdo em determinadas areas (Hosken 1999).

A avaliacdo da variabilidade genética de uma espécie € um importante parametro para
a definicdo de programas de manejo e conservacgdo, principalmente para aquelas sob forte
pressao antropica. O conhecimento da variacdo genética intra-especifica é fundamental para a
utilizacdo e conservacdo dos recursos genéticos naturais e da biodiversidade. Além disso,
estes estudos geram informacgdes sobre relacdes genéticas entre plantéis de reprodutores,
possibilitando minimizar os efeitos deletérios do endocruzamento através do planejamento
apropriado dos cruzamentos (Taberlet, 1998; Sekino et al. 2002).

Os marcadores moleculares podem ser utilizados como ferramenta para estudos de
diversidade genética entre individuos e entre espécies relacionadas (Souza et al., 2008).
Dentre os marcadores existentes, destacam-se os ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats,
Zietkiewicz et al.1994). Estes marcadores sdao amplificados por PCR em presenca de um

oligonucleotideo complementar a um motivo microssatélite. Dentre as vantagens, destaca-se
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que a sua utilizacdo ndo requer informac@es prévias sobre o genoma da espécie, sao altamente
polimorficos, de baixo custo e abundantes ao longo do genoma de eucariontes (Fang e Roose,
1997; Esselman et al., 1999). Marcadores ISSRs tém sido amplamente utilizados em estudos
de genética de populagdes, deteccédo clonal e diversidade (Salimath et al., 1995; Oliveira et
al.1996).

Ha estudos sobre caracterizacao genética utilizando este marcador molecular em varias
espécies de artropodes (Reddy et al. 1999; Abbot, 2001; Lopes, 2008; Souza et al., 2008),
mamiferos (Kostia et al., 2000; Almeida, 2008), e aves (Faria; 2006).

Com vistas ao exposto, este trabalho teve como objetivo verificar a diversidade
genética em um plantel de pacas criadas em cativeiro.

MATERIAL E METODOS
Obtencdo das amostras

Foram analisados 48 individuos pertencentes ao plantel de pacas do Programa de
Pesquisa e Criacdo de Animais Silvestres, situado na Fazenda Experimental Catuaba, de
propriedade da Universidade Federal do Acre, no municipio de Senador Guiomard-AC. O
plantel de pacas foi formado a partir de 17 individuos, sendo que quatro foram advindos de
Belém-PA, um de Tarauaca-AC e 12 de Rio Branco-AC. A partir destes animais, 31 crias
(geracdes F; e F,) foram obtidas, totalizando em 48 individuos amostrados em 2009.
Extracdo DNA Gendmico:

Para extracdo do DNA foram utilizadas amostras de sangue dos 48 individuos
formadores do plantel. Cerca de 2 mL de sangue foram coletados da veia safena. As amostras
foram armazenadas em freezer -20 °C. O DNA de cada amostra foi extraido utilizando-se o
kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN), de acordo com os procedimentos recomendados
pelo fabricante. O DNA genémico foi quantificado em geis de agarose (1%) corados com

brometo de etideo.
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Amplificacdo do DNA gendmico por reacdes de PCR para ISSR

Os iniciadores 10Zm, 2Zm, 3Pv, 10Ps, 7Ps e 8Ps, desenvolvidos a partir de Zea mays,
Phaseolus vulgaris e Pisum sativum, foram testados com relacéo a temperatura de anelamento
e eficiéncia de amplifica¢do. As rea¢des de PCR foram otimizadas para 13 pL de volume
final, contendo 10 ng de DNA; 1X de tampdo (10 mM Tris-HCI, 50 mM de KCI); 1.5 mM de
MgCl. 2.30 uM dos iniciadores; 0,2 mg.uL™* de BSA; 0,2 mM de dNTP e 0,1 U Taq
polimerase (Phoneutria). Para os iniciadores 2Zm e 10Zm a concentracao utilizada foi de 3.08
uM. As amplifica¢des foram realizadas em termocicladores Biocycle MJ 96+ de acordo com
as seguintes condicdes: 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 53 °C por 45
segundos e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos. Ao final do ultimo ciclo, seguiu-se um periodo
de extensdo final a 72 °C por 7 minutos.

Os produtos da amplificacdo foram verificados em gel de agarose (1,5%) corados com
brometo de etideo. O tamanho dos fragmentos foi estimado com o padrdo 1 kb Plus DNA
Ladder (Fermentas).

ANALISE ESTATISTICA

A partir da presenca (1) ou auséncia (0) de fragmentos amplificados, para cada
individuo amostrado foram construidas matrizes binérias. Para andlise da variabilidade entre
as trés populagdes formadoras do plantel utilizou-se o programa TFPGA (Miller, 1997). Foi
estimada a distancia e similaridade genética (Nei, 1978) e um dendrograma foi obtido a partir
destes dados utilizando UPGMA (Unweigthed Pair Group Method Arithmetic Average). A
estabilidade dos agrupamentos foi testada pelo procedimento de reamostragem com 10,000
bootstraps.

O software Structure 2.3.3 (Pritchard et al.,2000) foi utilizado para determinagdo dos
agrupamentos genéticos (K) pela metodologia Bayesiana. A andlise foi feita com o modelo

“no admixture model”, assumindo que cada individuo procede de umas das K populagdes,
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com cinco interacBGes para cada K. Os resultados foram obtidos através de simulacGes de
20.000 periodos, seguidos de 20.000 repetices MCMC (Markov Chain Monte Carlo). A
escolha do melhor valor de K foi realizada de acordo com parametros definidos por Evanno et
al. (2005).
ASPECTOS LEGAIS

Este trabalho foi realizado com autorizacdo do Ministério do Meio Ambiente-MMA,
Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade, sob nimero 24669-1 (Autorizacédo
para atividades com finalidade cientifica).
RESULTADOS

Os marcadores ISSRs foram eficientes na amplificacdo de DNA gendmico de pacas
(Figura 1). Os seis iniciadores utilizados amplificaram 50 locos informativos. Os fragmentos
variaram de 170 a 1650 pares de base (Tabela 1). Os valores da heterozigosidade esperada

variaram de 0.142 a 0.506 com média de 0.407.

2,000 pb
1,650 pb

1,000 pb
850 pb

500 pb

Figura 1 — Perfil de amplificacdo do marcador Zm2 em 24 amostras de
Cuniculus paca, M = Ladder1Kb (Fermentas).
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Tabela 1 - Sequéncia de iniciadores utilizados, nimero de locos encontrados, temperatura de anelamento e
tamanho dos fragmentos no estudo populacional de Cuniculus paca usando marcadores ISSR.

Iniciador Numero de locos Temperatura de Tamanho dos
Sequéncia (5° —3”) selecionados anelamento (°C) Fragmentos (pb)
ISSR 2Zm 10 53 1600 1300 1000 850 750
CAC ACA CAC 500 420 300 200 - 170
ACA CAC AGG
ISSR 10Zm 08 52 1000 900 800 670
CAC ACA CAC 570 500 400 200
ACA CAG TCC
ISSR 3PV 05 52 850 700 600 550
GAG AGA GAG 170
AGA CAG ARG
ISSR 7PS 04 52 850 690 350 300
AGA CAG ACA
GAG AGA GYG
ISSR 8PS 11 50 1030 880 750 650 570
CAC ACA CAC 500 450 400 330 280 200
ACA CAC ARY
ISSR 10PS 12 50 1650 1500 1050 860 800
AGA GAG AGA 670 570 500 400 350 300
GAG AGA GYT 200
TOTAL 50

A andlise da similaridade e da distancia genética entre as trés populagdes originadoras
do plantel (Tabela 2), revelou diferenciacdo entre estas populagdes. A maior distancia

genética (0.528) foi a que ocorreu entre a populacédo de Rio Branco-AC e Tarauaca-AC.
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Tabela 2 — Matriz de similaridade e distancia genética entre trés populages de Cuniculus paca

Populacao Rio Branco-AC Belém-PA Tarauacd-AC
Rio Branco-AC folakaiekaioiad 0.528
Belém-PA 0.958 falelalaieieie 0.385
Tarauaca-AC 0.589 Fkdkkkk

Valores acima da diagonal correspondem a distancia genética ndo enviesada e abaixo da diagonal correspondem

a identidade genética ndo enviesada (Nei, 1978)

A partir dos dados de distancia genética de Nei, foi construido um dendrograma

(Figura 2) com o método UPGMA, que agrupou as popula¢fes em dois clusters. O primeiro

formado pela populagdo de Rio Branco-AC e Belém-PA e o segundo pela populagdo de

Tarauaca-AC. O indice de consisténcia para o bootstrapping para 10.000 replicacdes foi de

100%.

| 1 | | |

| I l l I
0,0 0,25 0,5 0,75

100%
100%

l | | | I

| \ ! | |
0,0 0,25 0,5 0,75

1 Rio Branco - AC

2 Belém - PA

3 Tarauaca/Envira - AC

Figura 2 — Dendrograma agrupando populacfes de Cuniculus paca de Rio Branco-AC, Belém-PA e
Tarauaca-AC com base na similaridade genética. Método ndo ponderado de agrupamento de pares

de populages com média aritmética - UPGMA (Nei, 1978).
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O dendrograma com os 48 genotipos de pacas (Figura 3), demonstrou a existéncia de
agrupamentos por similaridade (Nei, 1978) e estes ocorreram de acordo com a proximidade
genética e geografica e entre os individuos. Os que possuem maior similaridade genética sdo
0s que compdem predominantemente os animais coletados em Rio Branco - Acre, e seus
descendentes (F1 e F2). Os individuos procedentes de Belem — Pard e da regido de
Tarauacad/Acre- Envira, bem como o0 restante dos animais nascidos no criatorio,
permaneceram em ramos distintos dentro do agrupamento, sendo estes 0s que apresentaram
maior distanciamento genético dos demais componentes do plantel, com excec¢édo do individuo
10.

A correlacdo cofenética (r = 78%) entre os dados de dissimilaridade e as matrizes
fenéticas obtidas pelos UPGMA demonstra a confiabilidade do dendrograma obtido. A
similaridade genética entre os 48 individuos variou entre 0.76 e 0.99. A maior similaridade
encontrada (0.99), entre os individuos 40 e 36, refere-se aos descendentes (F1 e F;) de um
mesmo ancestral (individuo 12). Os parametros genéticos gerados pelo “structure” revelaram
a tendéncia de agrupamentos entre individuos de uma mesma regido geografica e identificou

dois pools génicos (Figura 4).
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Figura 3- Dendrograma obtido a partir da analise de ISSRs com 48 genétipos de Cuniculus paca, utilizando o
indice de similaridade de Nei (1978) e 0 método de agrupamento UPGMA.

DISCUSSAO

O namero de locos informativos (50) encontrados foi proximo ao descrito por Almeida
(2008), que obteve 55 locos a partir de 5 ISSRs. Spritze et al.(2003) utilizaram 43 iniciadores
e obtiveram 77 bandas polimdrficas. Segundo estes autores, o nimero de regiées polimdrficas

obtidas por marcador varia de acordo com a populacgéo estudada.
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A distancia genética de Nei entre as populacdes de Rio Branco-AC e Belém-PA foi
baixa (0.042) e tal fato pode ser decorrente de uma base genética estreita da espécie em geral.
Estes dados corroboram com o estudo de Antunes et al. (2010), que também detectaram
baixos valores de distancia genética em populacdes de C. paca. Considerando a estreita base
genética das pacas estudadas, é recomendavel a introducdo de reprodutores capturados em
areas florestais, para que haja um aumento da variabilidade genética do plantel. Estes dados,
conforme observou Antunes (2006), demonstram a importancia de troca de reprodutores entre
fazendas de criacdo destes animais, como forma de manter a integridade genética da espécie.
Endocruzamentos podem ser deletérios, mas podem ser evitados quando ha um suporte
genético. Por exemplo, as geracdes F1 e F2 dispersas no dendrograma (Figura 3), podem ser
usadas como reprodutores desde que as distancias genéticas sejam observadas. A amostragem
em Tarauaca-AC foi reduzida e tal fato pode ter causado um desvio, superestimando as
distancias genéticas (0.528 e 0.385) em relacdo as outras populacées.

A andlise bayesiana do Structure assumiu 0 modelo de K = 2 populacbes, o que
também indica a baixa diversidade de pools génicos formadores da estrutura genética na
amostragem de C. paca. O reduzido nimero de popula¢es encontradas corrobora com a
baixa distancia genética observada.

O histograma (Figura 4) e o dendrograma (Figura 3) agruparam o individuo 10
proveniente de Belém do Para, no grupo dos individuos de Rio Branco-Acre. O individuo 10
apresentava diferencas fenotipicas em relagéo a seu grupo, sendo um animal mais longilineo e
de coloracdo mais clara que as demais. A observancia dos agrupamentos genéticos
relacionados com a procedéncia dos individuos, foi também verificada em cabras por Pariset,

et al. (2006) e em pacas por Montez-Pérez et al. (2006) e Antunes et al. (2010).
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Figura 4 - Histograma dos 48 individuos de Cuniculus paca com a composicao dos pools génicos dos grupos obtida pela analise do Structure, sob a observancia
do K = 2. Cada individuo esta representado por uma linha vertical dividida em K = 2 segmentos, com comprimentos proporcionais a cada inferido pool.
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Pérez (1992) relata que a Cuniculus paca possui cinco subespécies, duas das quais
presentes no Brasil. Através de comunicagdo pessoal, populac@es ribeirinhas no Estado do
Acre relatam trés diferentes fendtipos de paca: “Acaju” (coloragao avermelhada e de tamanho
menor), “Concha” (sdo maiores, de coloragdo amarronzada e ganachas proeminentes) e o tipo
“Mirim” (coloragdo amarronzada e bem menor que as anteriores). O individuo 10 apresentou-
se fenotipicamente proximo ao tipo “Acaju.” Desta forma, sugere-se mais estudos com
enfoque na classificacdo taxondmica destes grupos. Destaca-se para isto, a regido ocidental da
Amaz6nia, uma vez que nesta regido ndo foram efetuados estudos por Pérez (1992).

A avaliacdo de variabilidade genética de uma espécie é um importante parametro para
a definicdo de programas de manejo e conservacgdo, principalmente para aquelas sob forte
pressdo antropica (Ciampi et al., 2007). Os resultados obtidos permitem propor estratégias de
melhoramento genético, uso e conservacdo desta espécie silvestre com potencial zootécnico,
pois as distancias genéticas podem sem utilizadas para programacdo dos cruzamentos mais
divergentes, explorando a base genética existente. Entretanto, para resultados mais
conclusivos com relacdo a distancia genética obtida entre a populacéo formadora deste plantel

de pacas, é necessario ampliar o nimero de amostragens.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A caca, a pesca e a domesticacdo de animais ocorrem desde os primordios da
humanidade até os dias atuais, fazendo parte da cultura e muitas vezes da necessidade de
sobrevivéncia dos povos que habitam a floresta, sendo os seus produtos a principal fonte de
proteina animal para indios e extrativistas. Entretanto, a caca é também efetuada por
produtores rurais como forma de diversificacdo da alimentacdo, sendo o excedente levado a
cidade para comercializacdo como forma de suprir a demanda do mercado de carnes exoticas.
Além disso, existe ainda a caca esportiva realizada frequentemente por moradores das cidades
e o trafico de animais silvestres. Estes fatores associados a constante depredacdo de reservas
florestais pelo homem levam a reduc¢do ou mesmo ao esgotamento populacional de espécies,
principalmente aquelas mais procuradas.

Atualmente, a criacdo de animais silvestres para fins comerciais em muitos paises da
América latina apresenta-se como uma alternativa para suprir a necessidade cada vez mais
crescente pela demanda de carne de caca, sendo também, uma solugdo benéfica do ponto de
vista ecoldgico, uma vez que ndo ha necessidade de grandes alteragdes ambientais para sua
producdo, tendo em vista o fato desses animais serem nativos de florestas tropicais, estarem
adaptados as condicbes climaticas e aos alimentos disponiveis localmente. Desta forma, é
possivel o aproveitamento econdémico das areas abandonadas e/ou degradadas e, com isso,
evitar o desmatamento das areas florestais.

Ha que se levar em conta, entretanto que, para algumas espécies (a exemplo da paca) a
criagdo comercial pode ser desencorajada por requerer investimentos expressivos na
instalacdo e manutencdo dos criatorios, associado ao tempo necessario para obtencdo de
retorno econdmico, em funcdo da baixa taxa reprodutiva, ainda que diversos estudos

constatem ser a criacdo desta espécie uma atividade economicamente viavel. Assim sendo, a
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aplicacdo de biotécnicas reprodutivas ja estabelecidas em espécies domésticas na superacao
de indices bioldgicos, passa a ter papel primordial nesta questéo.

O controle da reproducao também propicia a antecipacédo do periodo de reproducéo em
animais sujeitos a estacionalidades reprodutivas ou mesmo em periodos pré puberais; diminui
os periodos improdutivos; aumenta a prolificidade e o incremento do progresso genético. E
imprescindivel, porém, que haja rigoroso planejamento dos cruzamentos para que assim as
endogamias e seus fatores deletérios ndo ocorram por perda da variabilidade genética do
plantel.

E sabido, no entanto, que o uso de técnicas de reproducéo assistida para conservacao
de espécies silvestres se da ainda em passos lentos devido a diversos fatores como, por
exemplo: fonte limitada de recursos para pesquisas, pouco conhecimento sobre a anatomia e
fisiologia reprodutiva de muitas espécies bem como estudo do comportamento das mesmas.

Dentro deste contexto, os resultados apresentados neste trabalho mostram-se
promissores ndo sé para 0s potenciais criadores bem como para o futuro da espécie Cuniculus
paca L., uma vez que:

A) As fémeas estudadas responderam de forma satisfatéria as dosagens de
progestagenos utilizados, demonstrando ser possivel manipular o ciclo estral nesta espécie e
que, provavelmente, 50 Ul de Gonadotrofina Cori6nica Equina, estimulam o desenvolvimento
e amadurecimento de foliculos ovarianos, proporcionando ovula¢@es multiplas que resultaram
em partos gemelares. Além disso, as crias nascidas apos indu¢do hormonal demonstraram ser
saudaveis e as fémeas submetidas aos tratamentos hormonais ndo apresentaram disturbios
reprodutivos ou de qualquer outra natureza, apés a utilizagdo dos mesmos.

E de fundamental importancia, entretanto, que novos estudos sejam efetuados no
sentido de se avaliar novas dosagens e combinacdes de progestagenos e gonadotrofinas, com

um ndmero maior de exemplares, testar novos protocolos, mas principalmente que, seja
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avaliada a capacidade do macho em servir mais de uma fémea durante o curto periodo de
estro.

O sucesso de um programa de inducéo e sincronizagédo de cio se da pelo nimero de
fémeas em estro e cobertas em um determinado periodo de tempo, mas especialmente, pelo
numero de crias obtido ap6s 0 mesmo. Para isto, € necessario que os machos utilizados sejam
de comprovada fertilidade e que tenham a capacidade de fertilizar o maior nimero de fémeas
durante o periodo de aceite da monta ou que se utilize a técnica de inseminacao artificial. Esta
ultima técnica, entretanto, ainda ndo esta bem estabelecida nesta espécie.

B) Os estudos para determinacdo da idade gestacional onde foram utilizadas a
biometria fetal (didametro biparietal), citologia vaginal esfoliativa, e as dosagens de
progesterona aos 30, 60 e 90 dias de prenhez, mostraram-se efetivos a este propdsito.
Entretanto, é importante um acompanhamento mais amiude do periodo gestacional, para que
se tenham resultados mais conclusivos da relacdo destes parametros com as diferentes idades
gestacionais da paca.

C) O uso dos marcadores ISSR neste estudo mostrou-se eficiente na amplificacdo e
determinacdo da diversidade genética do plantel de Cuniculus paca L estudado, o que

proporcionara um melhor manejo reprodutivo neste criatorio.



