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RESUMO

PAZ, R. C. R. Biotecnologias da reproducao utilizadas como ferramentas
auxiliares no manejo e conservagcao de duas espécies de felinos selvagens:
Leopardus pardalis e Leopardus tigrinus. [Reproduction biotechnologies as an
important tool in the management and conservation of wild cats: Leopardus pardalis
and Leopardus tigrinus.] 148 f. 2004. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2004.

Este estudo representa a primeira avaliagdo ovariana, imunolégica e hormonal
realizada em duas espécies de felinos brasileiros ameacados: L. pardalis (n=5) e L.
tigrinus (n=4), antes e apos 4 a 6 tratamentos alternados com as gonadotrofinas
exdgenas eCG/hCG e pFSH/pLH. Os animais foram submetidos a superovulagéo
alternada com eCG-hCG e pFSH-pLH a cada quatro meses pelo periodo de dois
anos, perfazendo um total de 6 intervengdes. Os odécitos foram recuperados por
video laparoscopia, caracterizados quanto a morfologia e utilizados para
determinacdo dos estagios do ciclo meiotico por analise citogenética e maturagéo
pela caracterizacdo de metafase Il. Avaliacdo ultra-estrutural por microscopia
eletrébnica de transmissdo e varredura foi realizada para caracterizacdo da
morfologia dos odcitos. Antes e apos cada intervengao sangue foi colhido e utilizado
em analises hormonais séricas (progesterona e estradiol) por RIE e pesquisa de
anticorpos para gonadotrofinas exdgenas por ELISA. Comparando os tratamentos,
nao houve diferenga significativa (p>0,05) no numero total de estruturas ovarianas
observadas em superovulagbes alternadas sucessivas, nas duas espécies
estudadas. Também nao houve diferenga significativa em relacdo ao total de
estruturas ovarianas encontradas em cada tratamento (5,7+1,2 eCG/hCG; 7,9+0,9
pFSH/pLH) para L. pardalis e (eCG/hCG 2,6+0,7; pFSH/pLH 2,0+0,5) para L.

tigrinus. Embora L. pardalis tenham apresentado maior numero de estruturas



ovarianas por estimulagdo que L. tigrinus (p<0,05), a porcentagem de odcitos
maduros em relagdo aos odcitos totais nao diferiu, indicando que a metodologia
utilizada foi eficiente. L. pardalis apresentaram maior nimero de odcitos totais e
maduros nos tratamentos com pFSH/pLH (p<0,05), sendo que em L. tigrinus ambos
tratamentos se comportaram de maneira semelhante (p>0,05). Nao foi possivel a
caracterizagdo dos estagios do ciclo meidtico pela avaliagdo da configuragéao
cromossOmica nos oocitos, sendo que nenhum odcito apresentou-se em metafase Il.
Ultraestruturalmente os odécitos apresentaram caracteristicas semelhantes aos
observados em mamiferos de maneira geral. Dosagens hormonais séricas
demonstraram um aumento de estradiol apds as superovulacdes. Elevagdes de
progesterona foram observadas em alguns momentos pré e pos superovulagoes.
Embora alguns animais tenham demonstrado desenvolvimento de titulos para
imunoglobulinas anti-gonadotrofinas exdgenas, essa resposta imune humoral nao
parece interferir com a indug¢ao da atividade ovariana produzida pela superovulacéo,
ja que os animais responderam bem aos tratamentos alternados. Com estes
resultados podemos concluir que essas espécies podem ser manejadas
intensivamente usando tratamentos alternados com gonadotrofinas exdgenas para
procedimentos de reprodugao assistida sem comprometer a resposta ovariana a

esses hormonios.

Palavras-chave: Animais selvagens. Radioimunoensaio. Citogenética.

ELISA. Microscopia eletronica.



ABSTRACT

PAZ, R. C. R. Reproductive biotechnology as an important tool in the
management and conservation of wild cats: Leopardus pardalis and Leopardus
tigrinus. [Biotecnologias da reproducado utilizadas como ferramentas auxiliares no
manejo e conservacao de duas espécies de felinos selvagens: Leopardus pardalis e
Leopardus tigrinus]. 2004. 148 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2004.

This study represents the first assessment of ovarian, immunological and hormonal
responses of two endangered Brazilian felids: L. pardalis (n=5) and L. tigrinus (n=4),
treated with two exogenous gonadotropin regimens eCG/hCG and pFSH/pLH.
Females were treated with four to six times alternating eCG/hCG and pFSH/pLH
protocols using an interval of four months between each treatment. Ovarian follicular
development and oocytes recovery were performed through laparoscopy. Recovered
oocytes were submitted to the cytogenetical analysis and to the electron microscopy
in order to evaluate the maturation (metaphase IlI) and the morphological and
ultrastructural status, respectively. Blood samples were collected before each
treatment and during the laparoscopy in order to measure progesterone and estradiol
by RIA and to evaluate the immunological response to the exogenous gonadotropins
by ELISA. Our results suggest that L. pardalis and L. tigrinus do not show a decrease
(p>0.05) in ovarian response after repeated and alternate exposure to different
gonadotropin treatments. In both L. pardalis and L. tigrinus, no differences were
found regarding to the number of total ovarian structures (p>0.05) during successive
gonadotropin treatments. When comparing the eCG/hCG and the pFSH/pLH
treatments, there were no differences (p>0.05) regarding to the total number of

ovarian structures in L. pardalis (5.7 + 1.2 and 7.9 + 0.9, respectively) or L. tigrinus

(2.6 £ 0.7 and 2.0 + 0.5, respectively). Despite the fact that the L. pardalis showed a



higher number of follicles and CLs per stimulation (p<0.05) when compared to the L.
tigrinus, no differences were found when analyzing the percentage of mature oocytes
(p>0.05). Within species, both gonadotropin regimens were equally effective (p>0.05)
to induce the follicular growth. No decreases (p>0.05) on the total number of ovarian
structures and on the oocyte maturation percentages were observed between the
sequential stimulations, but. L. pardalis showed a higher number of mature and total
oocytes when treated with pFSH/pLH (p<0.05). L. Tigrinus didn't show any
differences regarding to the number of total and mature oocytes (p>0.05) when
comparing both gonadotropin regimens. No oocytes in metaphase Il were observed
in the cytogenetic analyses. Oocytes histological evaluation showed that
morphological characteristics were the same observed in others mammals. Hormonal
analyses showed increased estradiol levels after superovulations. Higher levels of
progesterone were observed before and after superovulations. Although some of
these cats do demonstrate the development of anti-gonadotropin immunoglobulin
titers, these humoral immune responses do not appear to interfere with gonadotropin-
induced ovarian stimulation. In this study, animals treated repeatedly with alternating
regimens of eCG/hCG and pFSH/pLH showed no decrease in total ovarian structures
after four to six successive treatments. These findings are potentially valuable for the
ongoing efforts to develop and apply assisted reproductive technologies to the

management and conservation of endangered felid populations.

Key words: Wildlife animals. Radioimunoassay. Cytogenetic. ELISA.

Electron microscopy.
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1. INTRODUGCAO

No Brasil, ocorrem seis espécies de pequenos felinos: gato mourisco
(Herpailurus yagouarondi), jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-do-mato-pequeno
(Leopardus tigrinus), gato-maracaja (Leopardus wiedii), gato-do-mato-grande
(Oncifelis geoffroyi) e gato palheiro (Oncifelis colocolo) (WILSON; REEDER, 1992).

Até o presente momento todas as espécies que integram o género
Leopardus (Leopardus pardalis mitis, Leopardus tigrinus e Leopardus wiidie)
encontram-se na Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de
Extingao, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) e no Apéndice | do Conservation International Trade in Endangered
Species of Wild Flora and Fauna (CITES). No entanto, apenas o gato-do-mato-
pequeno (Leopardus tigrinus) esta listado na International Union for the Conservation
of Nature and Natural Resources (IUCN) classificado como NT - Near Threatened, o
que significa vulneravel no momento, porém com grande chance de se tornar
ameacgado em um futuro préximo.

A principal ameaca de extincao para essas espécies € a perda constante e
fragmentacao de habitats, determinando o desaparecimento local e isolamento de
populacdes.

A formacao de ilhas de mata impedem a troca de informagdes genéticas
podendo ocasionar a diminuicdo da variabilidade genética das populagdes

envolvidas.
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Métodos alternativos de manejo tém sido estudados no sentido de minimizar
a diminuicdo da variabilidade genética das populagdes, no entanto, a reproducéo
natural de animais silvestres em cativeiro encontra inumeras dificuldades.

Varios fatores interferem na reproducao natural desses animais em cativeiro.
Dentre eles, destacam-se: recintos inadequados, estresse, doencas infecciosas e/ou
parasitarias, deficiéncias nutricionais, alteragcbes genéticas e comportamentais
(MELLEN, 1991).

Considerando-se que a manutengao da diversidade genética é dependente
da reprodugdo, as biotecnologias da reprodugdo surgem como importantes
ferramentas na preservagcao de espécies ameacadas de extingdo, frente a
necessidade de se desenvolver métodos que aumentem a fertilidade desses
animais, bem como técnicas que visem a reproducao por meio de métodos artificiais
(HOWARD, 1993).

Segundo a Organizagdo Mundial de Zooldgicos (IUDZG) e o Grupo de
Especialistas de Manejo em Cativeiro da Unido Internacional para a Conservagéao da
Natureza (CBSG/IUCN, 1993), sdao muitos os beneficios que a aplicacédo das
técnicas de reproducgao assistida podem trazer para 0 manejo conservacionista, tais
como:

1. Simplificar a troca de material genético entre animais de dois ou mais
zooldgicos, participantes do programa de manejo, assim como, entre animais em
cativeiro e em vida livre. O transporte de sémen/embrides € mais econémico e
diminui os riscos de transferéncia de animais e de transmissao de doencas;

2. Permitir a reprodugcdo em animais com deficiéncias reprodutivas fisicas ou
comportamentais. Isto € muito importante quando os animais envolvidos

representam linhas genéticas que nao podem ser perdidas;
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3. Possibilitar rapido crescimento populacional, que assume real importancia se
somente uma pequena populagdo fundadora esta disponivel em espécies em
risco de extingao;

4. Auxiliar a correcdo da relagcdo macho : fémea. Por exemplo, embrides de
determinado sexo podem ser transplantados;

5. Regular o numero de filhotes por individuo;

6. Possibilitar a formagao de banco de gametas e embrides para cada espécie de
interesse.

Nesse sentido, a introdugao de novos protocolos de superovulagao, a validagao
de conjuntos diagndésticos comerciais para dosagem de horménios reprodutivos em
felinos selvagens; bem como a classificagdo, a analise ultra-estrutural e a
caracterizagao citogenética de odcitos aspirados por video laparoscopia, forneceréao
subsidios necessarios para o estabelecimento de uma estratégia de manejo

reprodutivo, visando a conservagao dessas espécies.
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2. OBJETIVOS

1. Avaliar a eficacia do uso alternado de dois protocolos de superovulagao
(eCG/hCG e pFSH/pLH), em duas diferentes espécies de pequenos felinos
neotropicais: Leopardus pardalis e Leopardus tigrinus, pela caracterizagao e
contagem de foliculos e corpos luteos por video-laparoscopia e recuperagao de
odcitos por aspiracao folicular.

2. Caracterizar os estagios do ciclo meidtico e o grau de maturagao oocitaria pela
avaliacao citogenética dos odcitos obtidos.

3. Caracterizar ultra-estruturalmente os odécitos obtidos e seu grau de maturagao
por microscopia eletronica de transmissao e varredura.

4. Detectar uma possivel produgcdo de imunoglobulinas neutralizadoras de
gonadotrofinas exdgenas, utilizando a técnica ELISA, apds os tratamentos com
eCG, hCG, pFSH e pLH.

5. Validar os conjuntos diagnésticos comerciais DPC (Coat-A-Count - Diagnostic
Products Corporation/USA), em fase sdlida, para dosagem de progesterona e
DSL (Diagnostic System Laboratories INC/USA), em fase liquida, para dosagem

de estradiol, em soro de Leopardus pardalis e Leopardus tigrinus.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Serado abordados na revisao da literatura aspectos relacionados aos seguintes
temas: ciclo estral e sazonalidade, reproducao assistida, maturagao nuclear, analise
ultraestrutural e produgdo de anticorpos anti-gonadotrofinas. Cada tema sera

abordado em separado visando facilitar a leitura.

3.1 CICLO ESTRAL E SAZONALIDADE

A jaguatirica (Leopardus pardalis) € o maior dos pequenos felinos da
América do Sul e juntamente com o gato maracaja (Leopardus wiidie) e o gato do
mato pequeno (Leopardus tigrinus) integram o género Leopardus (WILSON;
REEDER, 1992).

Este género caracteriza-se geneticamente por possuir 18 pares de
Cromossomos, um par a menos que os demais felinos, devido a fusbes de material
genético (ROBINSON, 1974) e pertence a familia Felidae, que € composta por 37
especies adaptadas a diversos habitats (BROWN; WILDT, 1997).

A grande quantidade de espécies e sua ampla distribuicdo geografica
determinam inumeras particularidades para cada espécie, principalmente sob os
aspectos reprodutivos desta familia.

A sazonalidade reprodutiva € um dos fatores mais variaveis entre as
espécies. Habitantes de regides cuja latitude é alta, como os tigres (Panthera tigris)

apresentam uma estacdo bem definida para nascimentos de seus filhotes, entre
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verao e outono (SEAL et al., 1985). Espécies tropicais podem apresentar maiores
concentracbes de nascimentos durante determinadas épocas do ano, mas
normalmente sao capazes de reproduzir durante o ano todo (EWER, 1975).

Em gatos domésticos (Felis catus), o fenbmeno da estacionalidade esta
intimamente ligado ao fotoperiodo (JOHNSTON et al.,1996; SHILLE et al., 1979;
TSUTSUI; STABENFELDT, 1993), porém em felinos selvagens, este fator também
esta relacionado a maior ou menor oferta de alimento durante as estagdes do ano
(EWER, 1975).

Outro aspecto que parece variar entre as diferentes espécies de felinos é o
mecanismo de ovulagdo. Estudos que utilizaram dosagens hormonais séricas ou
plasmaticas confirmaram que alguns felinos selvagens como tigresas (Panthera
tigris) (SEAL et al., 1985), leopardo das neves (Panthera uncia) (SCHIMIDT et al.,
1993), ongas pintadas (Panthera onca) (WILDT et al., 1979) e pumas (Puma
concolor) (BONNEY et al., 1981), possuem mecanismos de ovulagao reflexa ou
induzida, assim como a gata doméstica (JOHNSTON et al., 1996; SHILLE et al.,
1979).

No entanto, fémeas de leopardo (Panthera pardus), apresentaram os dois
mecanismos de ovulagdo em duas diferentes situagdes. Quando mantidas isoladas,
mostraram perfil hormonal tipico de ovuladoras reflexas, porém, quando alojadas em
duplas de fémeas, ovularam, provavelmente estimuladas pelo contato fisico entre
elas (SCHIMIDT et al., 1988).

Leoas (Panthera leo) isoladas dos machos mostraram um padrdo distinto
dos demais felinos relatados. Schimidt et al. (1979) comprovaram, por dosagens
hormonais séricas e visualizacdo do corpo luteo, que esta espécie apresenta

ovulacdo espontanea com frequéncia superior a outros felinos descritos.
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Felinos do género Leopardus sao poliéstricos e podem ciclar durante o ano
todo (MORAIS et al., 1996; MOREIRA et al., 2001), sendo o gato maracaja
(Leopardus wiedii) o unico no género a apresentar ovulagbes espontaneas
(MOREIRA et al., 2001).

Sob andlises evolutivas, o processo de ovulacdo induzida ou espontanea
pode estar relacionado com o grau de sociabilidade das espécies, entre outros
fatores. Desta forma, felinos que possuem habito solitario, evolutivamente
necessitariam de um periodo de estro mais longo e odcitos viaveis por mais tempo, a
fim de que a ovulagdo ocorresse apdés o encontro entre os casais na natureza
(EWER, 1975).

A detecgao de progestinas fecais e estradiol em gatos domésticos e felinos
selvagens como: gato leopardo (Felis bengalensis), guepardo (Acinonyx jubatus),
pantera nebulosa (Neofelis nebulosa) e leopardo das neves (Panthera uncia) através
da extracdo e dosagem hormonal a partir das fezes foi realizada com sucesso por
Brown et al. (1994). Da mesma maneira esta metodologia vem sendo amplamente
utilizada para monitorar a fungdo ovariana de felideos selvagens em cativeiro
(BERBERE, 2004; FURTADO, 2003; GRAHAM et al.,1995; MORAIS et al., 1996;
MOREIRA et al., 2001).

Morais et al. (1996) avaliaram a fungcdo ovariana de pequenos felinos
neotropicais (L. pardalis, L. wiedii, L. tigrina) mantidos em zooldgicos brasileiros, pela
analise de hormoénios fecais, pelo periodo de 14 meses. Concentracdes de estradiol
fecal se mostraram altas em jaguatirica (L. pardalis) (131,6 + 4,5 ng/g),
intermediarias em maracaja (L. wiedii) (101,7 + 3,7 ng/g) e baixas em gato do mato
pequeno (L. tigrina) (59,0 + 2,0 ng/g) (p < 0,05). Segundo os mesmos autores,

baseado no intervalo entre os picos de estradiol, o ciclo estral ndo diferiu entre as
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espécies (Maracaja: 19,5 + 2,1 dias; Jaguatirica: 16,5 + 1,5 dias; Gato do mato
pequeno: 15,8 + 1,5 dias). Jaguatiricas apresentaram aumento da concentragédo de
estradiol fecal durante a primavera/verdo, maracajas apresentaram diminuicdo nas
concentragdes de estradiol fecal durante o outono/inverno e gatos do mato pequeno
apresentaram diminuicdo do estradiol fecal durante o inverno/primavera. Segundo os
autores existe influencia sazonal na atividade reprodutiva de cada espécie, no
entanto, os efeitos dos parametros avaliados foram modestos.

Moreira et al., 2001 caracterizaram o ciclo estral de felinos do género
Leopardus através da extragdo e dosagem de hormoénios fecais de animais mantidos
em cativeiro no Brasil. Neste estudo a duragcdo do ciclo estral para jaguatiricas
(Leopardus pardalis) foi de 18,4+1,6 dias; de 16,7+1,3 dias para gato do mato
pequeno (Leopardus tigrinus) e 17,6+£1,5 dias para maracajas (Leopardus wiedii).
Andlise das progestinas fecais combinadas com avaliagbes laparoscopicas dos
ovarios confirmaram que jaguatiricas e gatos do mato pequeno n&o ovulam
espontaneamente, ao contrario dos maracajas onde fase luteal foi observada sem
copula.

Neste contexto, métodos nao invasivos, como a utilizacdo de fezes para
quantificacdo hormonal e determinagao do perfil dos hormdnios sexuais estdao cada
vez mais sendo utilizados em animais silvestres.

Segundo Tebet (1999) o ciclo estral de jaguatiricas caracterizou-se pela
presenca de picos recorrentes de estradiol sérico associados a niveis relativamente
baixos de progesterona sérica (<2,61ng/ml), comprovando a caracteristica poliéstrica
da espécie, similar ao ja observado para outras espécies como gatos domésticos
(SHILLE et al., 1979; TSUITSUI;STABENFELD, 1993; VERHAGE et al., 1976), tigres

(SEAL et al., 1985) e guepardos (BROWN et al., 1996).
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Fémeas de jaguatirica que ovularam e nao foram fecundadas apresentaram
um periodo de aumento das concentragdes séricas de progesterona e inibicdo do
estro (TEBET, 1999), denominado de pseudogestacdo ou diestro, semelhante a
gatas domésticas (FELDMAN;NELSON, 1996) e leopardos (SCHMIDT et al., 1988).

Por outro lado, alguns autores relatam que situagbes estressantes podem
levar a um rapido aumento de progesterona sérica. Em estudo realizado em cervo
dama (Dama dama) houve um aumento expressivo na concentragdo sérica de
progesterona apds a administracdo de ACTH (ASHER et al., 1989). Também houve
um aumento nas concentragdes séricas de progesterona apds a contengao de leoas
(Panthera leo) com implante contraceptivo (BERTSCHINGER et al.,, 2002),
evidenciando a participacdo da glandula adrenal na sintese de progesterona apos

situacdes estressantes.
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3.2 REPRODUGAO ASSISTIDA

Biotecnologias reprodutivas desenvolvidas para animais domésticos estéao
sendo gradualmente aplicadas em animais de zoolégico (DRESSER et al., 1986).
Varios estudos demonstram que terapias hormonais podem induzir a ovulagdo e/ou
superovulacao em felinos selvagens (POPE, 2000).

A inducdo artificial da ovulacdo e a superovulacdo sao componentes
importantes para a aplicagao de técnicas de reproducdo assistida (FELDMAN;
NELSON, 1996), ja que a maioria dos felinos tem a ovulagao induzida pelo coito ou
por estimulos artificiais semelhantes (HAMNER et al., 1970).

Terapias hormonais em felinos incluem a utilizagcdo de hCG para induzir a
ovulagdo (DRESSER et al., 1982; WILDT; SEAGER, 1978) e associagbes entre eCG
ou pFSH e hCG ou pLH para inducdo de desenvolvimento folicular multiplo e
indugdo da ovulagao, respectivamente (BARONE et al., 1994; CRINCHTON et al.,
2000a, 2000b, 2003; DONOGHUE et al., 1990,1993; HOWARD et al., 1992,1996;
MOORE et al., 1981; MORAES et al., 1997; MORATO et al., 2000; POPE et al,,
1989; SWANSON et al., 1996a;).

Inimeras tentativas de inseminacéo artificial, apés tratamento hormonal, tém
sido realizadas, ainda com limitagdes, em diferentes espécies de felinos selvagens
como: puma (Puma concolor) (MOORE et al., 1981); leopardo (Panthera pardus
saxicolor) (DRESSER et al., 1982); guepardo (Acinonyx jubatus) (HOWARD et al.,
1992); tigre (Panthera tigris altaica) (DONOGHUE et al.,, 1993); jaguatirica
(Leopardus pardalis) (SWANSON et al., 1996a) e gato do mato pequeno (Leopardus

tigrinus) (MORAES et al., 1997).
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Em 1981, a Sociedade de Zooldgicos de Londres relatou o nascimento do 1°
felino selvagem reproduzido por meio da inducédo artificial da ovulagdo e
inseminagao artificial intra-uterina por laparotomia (MOORE et al., 1981). A indugao
da ovulagdo foi conseguida usando-se Gonadotrofina Sérica de Egua Prenhe
(PMSG) e Gonadotrofina Coridénica Humana (hCG) em trés pumas (Felis concolor).
Dois animais foram inseminados resultando em apenas uma concepgao e
nascimento.

Em 1982, o Cincinnatti Wildlife Research Federation obteve sucesso na 1°
Inseminagao artificial ndo cirdrgica em felino selvagem, inseminando um leopardo
(Panthera pardus saxicolor) pela deposi¢cao de sémen no utero através da vagina
(DRESSER et al., 1982). Apesar do leopardo apresentar ciclo estral normal, a
ovulagao foi induzida com hCG. Houve concepgao e gestagdo normal, mas o filhote
morreu durante o parto.

Howard et al. (1992) induziram a atividade ovariana em sete fémeas de
guepardo (Acinonyx jubatus) utilizando PMSG e hCG. Inseminacéao artificial intra-
uterina por video laparoscopia foi realizada em seis animais, sendo que em apenas
um houve concepcado e gestagdo normal. Um filhote nasceu apdés 95 dias de
gestacado apresentando tamanho e peso normais, porém apés 18 horas a fémea
matou o filhote.

Donoghue et al. (1993) relataram o nascimento do primeiro filhote de tigre
(Panthera tigris altaica) do Programa SSP (Siberian Tiger Species Survival Plan),
apoés inseminacao artificial intrauterina por video laparoscopia em fémeas
sincronizadas com eCG e hCG. Este resultado demonstrou, pela primeira vez, a

importancia da utilizacdo da reproducdo assistida, na produgao de individuos
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geneticamente viaveis a populagao, a partir de cruzamentos recomendados por um
programa de manejo.

Swanson et al. (1996) utilizaram sémen congelado na inseminagao artificial
intrauterina por video laparoscopia em jaguatiricas (Felis pardalis) sincronizadas com
diferentes dosagens de eCG e hCG. Foram utilizadas oito fémeas, porém houve
apenas uma concepgao e gestagcao normal.

Moraes et al. (1997) sincronizaram fémeas de gato do mato pequeno
(Leopardus tigrinus) com diferentes dosagens de eCG e hCG, sendo que de quatro
fémeas inseminadas apenas uma ficou prenhe.

Da mesma maneira, tentativas de aplicagao da FIV (fertilizagao in vitro) em
felinos selvagens mantidos em cativeiro, apds aspiragdo folicular por video
laparoscopia tém sido realizadas.

Donoghue et al. (1990) relataram o nascimento dos primeiros filhotes de
tigre (Panthera tigris) nascidos por FIV, onde embrides de excelente qualidade,
contendo duas a quatro células, foram transferidos cirurgicamente para os ovidutos
de duas fémeas. Apenas uma fémea ficou prenhe, sendo que trés filhotes nasceram
107 dias apos a transferéncia.

A técnica de transferéncia nuclear ja foi aplicada em gatos domésticos, onde
0 nucleo de células somaticas transferidas para odcitos enucleados resultou em
blastocisto (KITIYANANT et al., 2003). Isto indica que no futuro, citoplasma de odcito
de gata doméstica podera ser utilizado para desenvolver o nucleo de células
somaticas de outras espécies, principalmente espécies de felinos selvagens
ameacgadas, como realizado em odcitos de bovinos (DOMINKO et al., 1999).

A técnica de aspiragao folicular por via laparoscopica deve ser precedida por

tratamentos hormonais para indugao da atividade ovariana. O uso da combinagao
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eCG/hCG tem sido utilizada com sucesso em tigres (Panthera tigris) (DONOGHUE
et al., 1990; 1993), guepardos (Acinonyx jubatus) (HOWARD et al., 1992), pantera
nebulosa (Neofelis nebulosa) (HOWARD et al.,, 1996), pumas (Puma concolor)
(BARONE et al.,, 1994; MOORE et al., 1981), jaguatiricas (Leopardus pardalis)
(MORAES et al.,, 1997; SWANSON et al., 1996a) e gatos-do-mato-pequeno
(Leopardus tigrinus) (MORAES et al., 1997); enquanto que a combinagao pFSH e
pLH tem sido utilizada com sucesso em leopardo do deserto indiano (Felis sylvestris
ornata) (POPE et al., 1989), tigres (CRICHTON et al., 2000; 2000a; 2003) e ongas
pintadas (MORATO et al., 2000).

Estudos com felinos selvagens tem preconizado o uso da associagao
eCG/hCG, principalmente para evitar o estresse associado as multiplas inje¢cdes de
pFSH (ROTH et al., 1997). No entanto, existem relatos de que a utilizagdo de
eCG/hCG para posterior realizacdo de inseminacao artificial possa comprometer o
transporte na tuba uterina, a fertilizagdo e a implantagdo de embrides (GRAHAM et
al., 2000). A utilizagdo de FSH/LH suino determinou numero equivalente de odcitos
comparado ao protocolo estabelecido de eCG/hCG em tigres (Panthera tigris),
demonstrando que o possivel estresse originado das aplicagbes diarias né&o
influenciaram a resposta ovariana (CRICHTON et al., 2000a).

Entretanto, um protocolo de reproducao assistida que da bons resultados para
uma espécie pode nao funcionar para outra, mesmo entre espécies da mesma
familia e género, em decorréncia das especificidades fisioldégicas naturais (WILDT et
al., 1992).

Ap0ds varias tentativas, os métodos reprodutivos artificiais, quando utilizados

em animais selvagens, tém ainda apresentado pouco sucesso. Varios fatores podem
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influenciar a resposta ovariana aos tratamentos hormonais, quais sejam: dose
hormonal, idade, estado nutricional e estagdo do ano (HODGES, 1996).

Swanson et al. (1995) sugerem que um dos maiores problemas esta
relacionado a administracdo de gonadotrofinas exdgenas, repetidas vezes, em
curtos intervalos de tempo, o que determina a diminuicdo da estimulacdo ovariana
mediada imunologicamente. Intervalos de 6 meses entre tratamentos tem sido
indicados para limitar a produgdo de imunoglobulinas neutralizadoras das
gonadotrofinas (DONOGHUE et al., 1990; HOWARD et al., 1992; SWANSON et al.,
1996a).

Outro fator importante que influencia a fertilizacdo e subsequente
desenvolvimento embrionario € a dose de gonadotrofinas exdgenas utilizada para
estimulagao da atividade ovariana (DONOGHUE et al., 1993). Espécies de tamanho
e peso semelhantes podem requerer doses variaveis, possivelmente por algumas
serem menos sensiveis as gonadotrofinas exégenas (ROTH et al., 1997; SWANSON
et al., 1996a).

Outro aspecto importante refere-se ao estado nutricional dos animais. Em
estudo realizado por Swanson et al. (2002) em jaguatiricas e gatos-do-mato-
pequeno no Brasil, a suplementacdo da dieta com vitaminas e minerais aumentou a
qualidade dos odcitos e seu indice de fertilizagao.

Repetidos tratamentos podem resultar em menor quantidade de odcitos e
maior numero de gametas imaturos (POPE, 2000). O intervalo entre a dose de LH
ou hCG e a recuperacado do odcito pode determinar o estado de maturagao deste.
De forma geral, os odcitos pré-ovulatorios sdo colhidos 24-26h apds o tratamento

com LH ou hCG (GOODROWE et al., 1988; POPE et al., 1993). Mesmo assim, os
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oocitos classificados como maturos, ao esteriomicroscopio, podem nao ter
completado a maturagao meiética (GJORRET et al., 2000).

Entretanto, pesquisas utilizando as biotecnologias da reprodugao em felinos
selvagens vém crescendo ultimamente devido a sua importancia como ferramenta

na conservacgao de espécies ameagadas (SILVA et al., 2004; WILDT; ROTH, 1997).
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3.3 MATURAGAO NUCLEAR

Odcitos in vivo geralmente cessam seu crescimento na fase de préfase | da
meiose, durante a vida fetal. Durante a vida reprodutiva, grupos de odcitos sao
removidos dessa reserva e iniciam o0 seu crescimento. Proximo a fase de
desenvolvimento completo, os odécitos adquirem capacidade para reiniciar a meiose.
Seguindo o reinicio da meiose, ocorre a quebra da membrana nuclear e os
cromossomos evoluem da fase de metafase | para teléfase I. O término da primeira
divisdo meidtica é caracterizado pela extrusdo do 1° corpusculo polar e formagéo do
oocito secundario. A segunda divisdo meidtica se inicia rapidamente e os odcitos
atingem a metafase Il, antes da ovulagédo, na maioria das espécies animais (CHA;
CHIAN, 1998).

A maturacdo dos odcitos é definida como reinicio e término da 1° divisdo
meidtica, do estagio de vesicula germinal até metafase Il, com correspondente
maturacao citoplasmatica, necessaria para a fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario (CHA; CHIAN, 1998).

Embora os mecanismos responsaveis pelo reinicio da meiose parecam
semelhantes nos mamiferos, o tempo necessario para os odcitos atingirem a fase de
metafase Il in vitro diferem entre as espécies (JOHNSTON et al., 1989).

A maioria das espécies de felinos possuem ovulacdo induzida, mecanismo
desenvolvido para evitar a perda de odcitos. Apds o inicio do estro e na expectativa
da cobertura que estimula a ovulagao, o odcito intrafolicular da gata deve ser capaz
de permanecer biologicamente competente por um periodo imprevisivel.

Aparentemente, os odcitos sdo mantidos nos foliculos num estado “pré-ovulatorio”,
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por um periodo mais longo do que o observado nas espécies de ovulagao
espontanea (DONOGHUE et al., 1992).

Odécitos de gata doméstica, aspirados 25 horas apos a aplicagdo de hCG,
foram classificados como maduros, de acordo com critérios morfolégicos, mas a
maioria deles (60%) ndo tinha atingido o estagio da Metafase Il, sendo que sé
atingiram a maturidade nuclear apds algumas horas de cultivo adicional (BYERS et
al., 1994).

A maioria dos oécitos de gatas domésticas, sujeitos a condi¢gdes de cultura,
atingiram a fase de metafase Il dentro de 30 a 48 horas (JOHNSTON et al., 1989).

Observagdes tém indicado que os odécitos adquirem capacidade para atingir
a fase de metafase | quando assumem 80% de seu tamanho total, mas sé&o
incapazes de evoluir para metafase Il, até atingirem seu crescimento final (MOOR,;
GANDOLFI, 1987).

Segundo Farstad (2000) a eficiéncia da maturagao e da fertilizagao in vitro
em oocitos felinos sdo geralmente inferiores aos de outras espécies. Somente 50 a
60% de odcitos cultivados in vitro atingem a maturagdo nuclear, menos de 57%
destes sao fertilizados e apenas 30% dos odcitos fertilizados se desenvolvem em
blastocistos (FREISTEDT et al., 2001; WOOD et al., 1997). Isto demonstra que
outros fatores estdo envolvidos na maturacdo nuclear como condi¢cbes de cultivo,
qualidade morfoldgica dos odcitos, influéncia da competéncia meidtica dos odcitos,

status reprodutivo da doadora e sazonalidade (KARJA et al., 2002).
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3.4 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Muitos estudos tem abordado a fertilizagdo e os estagios embrionarios em
gatos domésticos in vivo (DRESSER et al., 1987; ROTH et al., 1994) e in vitro
(DONOGHUE et al., 1992; GOODROWE et al., 1988; POPE et al., 1993, 1997;
ROTH et al., 1994) e também em tigres (DONOGHUE et al., 1990). No entanto,
estes estudos sempre sdo realizados utilizando esteriomicroscépio ou microscoépio
de luz para avaliar a qualidade do complexo cumulus-odcito e embrides.

Em trabalho realizado por Gjorret et al. (2002), odcitos de tigre (Phantera
tigris), recuperados por aspiragao folicular, apés tratamento hormonal com FSH/LH
suino, foram avaliados esterioscopicamente e morfologicamente por microscopia
eletrénica de transmissao, apés maturacao in vitro, e classificados como:

1. Odcitos Nucleo | — caracterizado por nucleo central, vesiculas germinais e
ondulagdes no envelope nuclear,

2. Odcitos Nucleo Il — caracterizado por nucleo periférico, maior quantidade
de vesiculas e ondulagdes no envelope nuclear;

3. Odcito Partido — nucleo irregular, com ondulagdes em contato com reticulo
endoplasmatico rugoso, maior numero de gotas lipidicas de varios tamanhos e
mitocondrias distribuidas por todo ooplasma;

4. Oécitos em Metafase | — auséncia de envelope nuclear com cromossomos
condensados localizados em uma area esférica livre de organelas;

5. Odcitos em Metafase |l — caracterizado pela presenga de cromossomos
condensados, ordenados na placa metafasica, e migracdo de mitocondrias para

regiao central.
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Jewgenow e Stolte (1996) compararam as caracteristicas ultra-estruturais de
ovarios de gatas domésticas e selvagens e descreveram as mesmas carateristicas
ultra-estruturais entre gatas, fémeas de tigres (Panthera tigris) e pumas (Felis
concolor), ou seja, zona pelucida com = 10um de espessura estavam presentes nos
foliculos primarios, com protusdes citoplasmaticas dos odécitos e microvilosidades do
oolema no interior da zona. Na regi&o periférica do citoplasma, complexo de golgi e
granulos corticais maduros e imaturos estavam presentes. Areas concéntricas de
reticulo endoplasmatico foram evidenciadas e ribossomos livres, mitocdndrias e
vesiculas de diferentes tamanhos apareciam distribuidos aleatoriamente.

A maturacdo nuclear dos odcitos bovinos tem sido estudada pela analise
ultra-estrutural e demonstrado que a configuragdo da metafase ocorre em areas
especificas do ooplasma, caracterizadas por uma densidade aumentada (HYTTEL et
al., 1987).

O ooplasma de odcitos imaturos de bovinos é caracterizado por uma grande
quantidade de vesiculas, grupos de mitocdndrias localizadas na periferia do
citoplasma, granulos corticais, complexos de Golgi e cisternas bem desenvolvidas de
reticulo endoplasmatico liso (HYTTEL et al., 1989).

De acordo com os trabalhos de Hyttel (1997), em bovinos, no estagio final de
maturagao oocitaria, sdo observados aumento no estoque de lipideos, reducédo no
complexo de golgi e alinhamento dos granulos corticais, formando um plano
estrutural para o bloqueio da polispermia.

No entanto, Sirad e Blondin (1996), preconizam que o método mais Obvio
para diferenciar o odcito competente € a morfologia das células do cumulus. As
células do cumulus sdo uma subpopulagao das células da granulosa com fungao de

providenciar nutrientes para os odécitos durante a fase de crescimento.
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As caracteristicas das células do cumulus associadas a o6ocitos bovinos
maturados in vivo e in vitro mostraram aparéncia arredondada ou oval, com

projecbes citoplasmaticas geralmente separadas da zona pelucida e do oolema

(FAMILIARI et al., 1998).
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3.5 PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-GONADOTROFINAS

Protocolos utilizados em felinos selvagens foram inicialmente desenvolvidos
e testados em gatos domésticos (GOODROWE; WILDT, 1987; ROTH et al., 1997).
Horménios Coribnicos, semelhantes as Gonadotrofinas Coriénicas equinas (eCG) e
Gonadotrofinas Coridnicas humanas (hCG) sao frequentemente usados devido a
longa meia-vida na circulagéo (24-48h), produzindo boa resposta ovariana com uma
unica aplicacdo. Outros hormoénios utilizados sdo o Horménio Foliculo Estimulante
suino (pFSH) e o Hormobnio Luteinizante suino (pLH), que caracterizam-se como
Gonadotrofinas com meia vida curta (~2h), que tem a desvantagem de requerer
multiplas aplicagbes para produzir uma boa resposta ovariana (CRICHTON et al.,
2003; DRESSER et al., 1988; POPE et al., 2000; WILDT et al., 1981).

Todos os protocolos de superovulagao utilizados em felinos requerem
injecdes intramusculares de gonadotrofinas exdgenas, que sao constituidas por
grandes complexos de glicoproteinas.

Swanson et al. (1995) sugerem que um dos maiores problemas relacionados
a administragcado de gonadotrofinas exdgenas, repetidas vezes, em curtos intervalos
de tempo, seja a diminuicdo da estimulagdo ovariana mediada imunologicamente.
Regimes que utilizam gonadotrofinas exdgenas, repetidas vezes, tem sido
associados com a produgao de imunoglobulinas neutralizadoras, o que determinaria
a nao resposta ovariana aos protocolos de superovulagdo. Segundo os mesmos
autores, gatos domésticos estimulados repetidamente com eCG-hCG, em curtos
intervalos (44-50 dias), demonstraram uma significante diminuigdo no

desenvolvimento folicular e maturidade dos odcitos, aspirados dos foliculos.
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Dados obtidos por ELISA indicaram que a quantitativa e qualitativa
deteriorizagédo da foliculogénese pode ter ocorrido em consequéncia da interferéncia
imunoldgica com a bioatividade do eCG, hCG ou ambos. Consequéncias como estas
foram descritas em gatos domésticos (SWANSON et al.,, 1995; SWANSON et al.,
1996b), cabras (ROY et al., 1999), vacas (JAINUDEEN et al.,, 1966), coelhos
(GREENWALD et al.,, 1970; MAURER et al.,, 1968) e primatas ndao humanos
(BAVISTER et al., 1986; OTTOBRE et al., 1985; WOLF et al., 1989).

Dessa forma, novos protocolos de superovulacdo, com intervalos mais
prolongados, devem ser introduzidos com o intuito de minimizar uma possivel
diminuigdo da resposta ovariana, mediada imunologicamente, como a utilizagao de
FSH/LH suino (MORATO et al., 2000). Entretanto, devido a afinidade variavel das
imunoglobulinas a diferentes gonadotrofinas exégenas (MAURER et al., 1968;
SWANSON et al., 1995), talvez seja possivel limitar sua interferéncia com o regime

alternado de gonadotrofinas em tratamentos sequenciais.
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4. MATERIAL E METODO

A seguir serdo descritos os materiais e os métodos utilizados nos experimentos | e Il.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

EXPERIMENTO | - Jaquatiricas

Animais : 5 Leopardus pardalis.

. A =eCG/hCG
Tratamentos e

aspiracgao folicular:
. B = pFSH/pLH

Colheitas: I sangue

Administracédo dos tratamentos A e B a cada quatro meses

MMM

Colheita de sangue antes e apds as superovulagoes

s ...
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EXPERIMENTO Il - GATO DO MATO PEQUENO

Animais : 4 Leopardus tigrinus.

. A = eCG/hCG
Tratamentos e
aspiracgao folicular:
. B = pFSH/pLH
Colheitas: I
sangue

Administracao dos tratamentos A e B a cada quatro meses

o o000 o0 o
S T I O O

Colheita de sangue antes e apds as superovulagdes.

s 2
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4.2 ANIMAIS

Foram utilizadas cinco fémeas de jaguatirica (Leopardus pardalis),
identificadas segundo o Plano de Manejo para Pequenos Felinos Neotropicais/AMC
pelo numero de Studbook: LP240, LP254, LP285, LP289 e LP290, para realizacao
do experimento |. Durante o periodo experimental as fémeas de jaguatirica foram
mantidas com machos da mesma espécie em recintos separados para cada casal.
Os recintos continham area externa com boa insolagéo, troncos, vegetagao rasteira
e arbustos. O cambiamento era de cimento, contendo em seu interior recipiente para
agua e uma caixa de madeira com capim. Durante o periodo de superovulagao as
fémeas eram mantidas no cambiamento, separadas dos machos. Nessas ocasides
as fémeas eram alimentadas no cambiamento e a comida colocada diretamente no
chao por entre as grades de protecéo.

Para o experimento Il foram utilizadas quatro fémeas de gato do mato
pequeno (Leopardus tigrinus), identificadas segundo o Plano de Manejo para
Pequenos Felinos Neotropicais/AMC pelo numero de studbook: LT134, LT136,
LT138 e LT141. As fémeas de gato-do-mato-pequeno foram mantidas juntas no
mesmo recinto de cimento, sem vegetagao rasteira ou arbustiva, porém com troncos
e casinha de madeira suspensa. O cambiamento também era de cimento, porém
sem caixa de madeira com capim. Para estes animais a comida era colocada no
chao do recinto por entre as grades de protecéo.

A alimentacdo dos animais era basicamente composta por pescoco de
frango, sendo que periodicamente eram oferecidos camundongos e ratos de

descarte provenientes dos biotérios da Universidade de S&o Paulo (Instituto de
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Biociéncias, Instituto de Ciéncias Biomédicas e Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia) e suplemento vitaminico e mineral (Aminomix Pet; Vetnil, SP, Brazil).
Agua era fornecida a vontade.

Todos o0s animais permaneceram na Sede da Associacdo Mata Ciliar em
Jundiai/SP, durante todo o experimento.

A partir da 4° superovulagado, a fémea de gato do mato pequeno LT138 foi
retirada do experimento, por problemas de agressao por parte dos outros animais do
recinto, vindo a ébito posteriormente.

A fémea de gato do mato pequeno LT134 sé pode ser superovulada a partir
de margo de 2002, ou seja, a partir da 3° superovulagdo do grupo experimental, e a
fémea de jaguatirica LP254 s6 pode ser superovulada a partir de setembro de 2001,
ou seja, a partir da 2° superovulacdo do grupo experimental, por motivos nao
relacionados ao experimento.

Neste mesmo periodo, duas fémeas de jaguatirica ficaram prenhes,
impossibilitando a realizagdo do protocolo de superovulagao por uma vez no animal

LP254 e impossibilitando a colheita de odcitos em duas ocasides na fémea LP285.
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4.3 PROTOCOLOS DE SUPEROVULAGCAO

As fémeas utilizadas no experimento | (jaguatiricas) e as fémeas utilizadas
no experimento Il (gatos-do-mato-pequeno), foram divididas em dois grupos, sendo
a superovulagao realizada a cada quatro meses pelo periodo de dois anos,
perfazendo um total de seis intervengdes. Todos os animais passaram por todos os
tratamentos, sendo que cada animal foi superovulado por trés vezes com o mesmo
protocolo.

Foram utilizados dois protocolos de superovulacido, sendo que cada espécie
recebeu dosagem especifica de: eCG (Gonadotrofina Coridnica equina-
Novormon®) e hCG (Gonadotrofina Coridbnica humana-Vetecor®) e pFSH (Horménio
Foliculo Estimulante-Folltropin-V®) e pLH (Horménio Luteinizante-Lutropin-V®).

Para administragdo dos hormoénios, os animais foram contidos fisicamente

utilizando-se pugas e/ou jaulas de contengao.
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EXPERIMENTO I

Leopardus pardalis

Grupo 1:

Aplicagao de 225Ul hCG (IM) oitenta horas apds administragcao de 500 Ul de
eCG (IM), sendo a aspiracao folicular por video laparoscopia, realizada apos 24-28

horas da administracao do hCG (MORAES et al.,1997; SWANSON et al., 1996a).

Grupo 2:

Aplicacdo de 50Ul de FSH suino, administrados gradativamente, em trés
dias consecutivos (Dia 1: 20 Ul e 15 Ul aplicadas em intervalo de 14 horas, Dia 2: 10
Ul, Dia 3: 5 Ul, aplicados com intervalos de 24 horas). No dia quatro, 18 horas apés
a administracao da ultima dose de FSH, foi aplicada uma dose de 20Ul de LH suino,
sendo a video-laparoscopia realizada 24-28 horas apdés a administragdo do LH

(MORATO et al., 2000).
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EXPERIMENTO I

Leopardus tigrinus

Grupo 1:

Aplicacao de 75Ul hCG (IM) oitenta horas ap6s administracdo de 100 Ul de
eCG (IM), sendo a aspiragao folicular por video laparoscopia, realizada apos 24-28

horas da administracdo do hCG (MORAES et al.,1997; SWANSON et al., 1996a).

Grupo 2:

Aplicagdo de 30Ul de FSH suino, administrados gradativamente, em trés
dias consecutivos: (Dia 1: 12 Ul e 9 Ul aplicadas em intervalos de 14 horas, Dia 2: 6
Ul, Dia 3: 3 Ul, aplicados com intervalos de 24 horas). No dia quatro, 18 horas apds
a administrac&o da ultima dose de FSH, foi aplicada uma dose de 10Ul de LH suino,

sendo a video-laparoscopia realizada 24-28 horas apds a administracdo do LH.
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4.4 CONTENCAO QUIMICA

Para contencdo quimica dos animais foi utilizada associagao Cloridrato de
Ketamina (Ketamin S(+) 50mg/ml - Cristalia S.A.) e Cloridrato de Xilazina (Anasedan
2% - Agribrands do Brasil) na dose, 12 e 1mg/kg para jaguatiricas e 10 e 2mg/kg
para gatos-do-mato-pequeno, respectivamente.

Todos os animais permaneciam em jejum pelo periodo de 12 a 24h antes do
inicio do procedimento. O peso dos animais foi estimado durante inspecéo prévia,
sendo a injecdo da associagao dos farmacos Cloridrato de Ketamina e Cloridrato de
Xilazina feita diretamente pela via intramuscular em uma unica aplicagcdo, com
auxilio de caixa de prensa ou puca.

Apds obtencdo de analgesia e relaxamento muscular, avaliados pelo
decubito esternal e perda dos movimentos, os animais eram levados para a Clinica
Veterinaria da Associagcao Mata Ciliar e imediatamente pesados.

Nas ocasides onde os procedimentos eram rapidos, como para colheitas de
sangue, apenas esta associagao de farmacos era administrada. Nas ocasides em
que eram realizadas as video-laparoscopias, 0s animais eram entubados e mantidos
durante todo o procedimento em anestesia inalatéria utilizando-se Isoflurano
(Isoflurine - Cristalia S.A).

Para todas as ocasifes, a equipe contava com um anestesista que
monitorava as fungdes vitais (frequéncia respiratéria, freqiéncia cardiaca, saturagao
de oxigénio e temperatura) a cada 20 minutos, sendo os dados armazenados em
ficha padrdo. Dessa forma, foi garantida a seguranga da equipe e o bem estar dos

animais durante todo o procedimento.
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4.5 ASPIRAGCAO FOLICULAR

Aspiracao folicular foi realizada por video laparoscopia utilizando-se fibra
Optica rigida 7mm, fonte de luz, insuflador e microcamara (Karl Storz - H. Strattner &
Cia Ltda), acoplado a televisdo (Sony 24”).

Apos tricotomia e assepsia local do abdémen, agulha de Verres foi inserida
na cavidade abdominal, quadrante inferior direito, 4 a 8 cm lateral a linha média,
para estabelecimento de pneumoperitonio, utilizando insuflador com CO,.

Posteriormente foi realizada uma pequena incisao (1cm), com bisturi, 2 a
4cm cranialmente ao umbigo, para a colocagao de trocater descartavel de 10mm
(Endopath Ethicon), o qual foi inserido a 30° de acordo com o plano longitudinal do
animal. A fibra 6ptica rigida foi entdo inserida no trocater e acoplada a microcamara
ligada a televiséo.

Atividade ovariana foi avaliada e os foliculos ovarianos aspirados usando
uma agulha descartavel 22g (Insyte/BD) inserida em um cilindro de silicone
(Digisond/Sanobiol n°4) conectado em tubo coletor plastico de 15ml (Falcon). Para
aspiracao dos odcitos foi utilizado Meio 199 (Nutricel®) (Figura 1).

Apos aspiracao dos odcitos, o pneumoperitbnio foi desfeito pela remogao do
laparoscopio e evacuagao do gas lentamente pela camara aberta. A incisdo foi
suturada com fio absorvivel (Catgut 3-0) e a pele foi fechada utilizando-se cola
(Vetbond 3M).

Cada animal recebeu uma dose de Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte
(Fort Dodge) 24.000 Ul/kg e uma dose de Tramal (Cloridrato de Tramadol - Carlo

Erba S.A.) 1mg/kg.
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Os odcitos aspirados foram quantificados, avaliados em lupa e
caracterizados quanto a morfologia em grau |, Il e Ill, de acordo com os padrdes
estabelecidos por Goodrowe et al. (1988) e Johnston et al. (1989).

Os odcitos classificados como grau |, ou excelentes, apresentavam
pigmentacdo homogénea e enegrecida do citoplasma, rodeados por células do
cumulus e zona pelucida compacta; os oodcitos de grau Il, ou regulares,
apresentavam citoplasma ligeiramente pigmentado ou manchado com zona pelucida
e células do cumulus envolvendo apenas parcialmente a célula e os odcitos de grau
lll, ou degenerados, mostravam-se com formas anormais, palidos e com auséncia

das células do cumulus e zona pelucida.

Figura 1 - Aspiragao folicular por video-laparoscopia em jaguatirica (a esquerda),
detalhe do sistema de aspiragao folicular (a direita), AMC/Jundiai/SP, 2004
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4.6 CITOGENETICA DOS OOCITOS

Uma amostra de odcitos foi submetida a procedimentos de lavagens com
solucao de hialuronidase 0,4% (Sigma, H-3506) para remogédo completa das células
do cumulus, imediatamente apds avaliagao em esteriomicroscopio.

Em seguida os oécitos foram transferidos para laminas histologicas,
recobertos com laminulas fixadas com cola de silicone (Flexite - Alba), como mostra
a figura 2, e submersos em solucado de metanol : acido acético glacial (3%). Apds
esse procedimento foram levados ao Laboratério de Andrologia — FMVZ/USP e
mantidos durante sete dias nesta solugao.

Apods sete dias os odcitos foram corados com orceina acética (Sigma 0-
7380) e observados ao microscopio de luz, em aumento 1000x.

Com base na analise cromossomal cada célula foi classificada. Os estagios
do ciclo meidtico foram avaliados como indice de maturacdo oocitaria. Foram

considerados odcitos maduros aqueles que apresentaram configuragédo

cromossémica em metafase Il (JOHNSTON et al., 1991).

--I‘tlﬁ?gw
Fotos: Edua 0 Dias

Figura 2 - Confeccéo de laminas para posterior avaliagdo citogenética dos
oocitos, AMC/Jundiai/SP, 2004
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4.7 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DOS OOCITOS

Uma amostra dos odcitos foi fixada em glutaraldeido 2% tampao fosfato

(0,2M pH 7,2 a 7,4) e mantida sob refrigeragéo (5°C) até o momento das analises.

4.7.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para microscopia eletrbnica de transmissao os odcitos foram preparados no
Laboratério de Microscopia Eletronica do Departamento de Patologia — FMVZ/USP e
as secgdes semi-finas, ultra-finas e as eletromicrografias realizadas no Instituto de
Ciéncias Biomédicas — ICB/USP.

Inicialmente, os odcitos foram lavados trés vezes, durante 5 minutos, em
solugéo salina 0,9% para retirada do glutaraldeido. Imediatamente apds a lavagem
cada odcito foi embebido individualmente em agarose 2% derretida. Apos
resfriamento a temperatura ambiente por 2 horas, a agarose foi cortada em blocos
de aproximadamente 2mm?®, contendo um odcito/bloco. Tetroxido de Osmio a 1% foi
entdo adicionado e o material permaneceu em geladeira por 24 horas.

Apds esse periodo mais 3 lavagens em solugédo salina 0,9% durante 5
minutos foram realizadas, Uranila foi adicionada e o material permaneceu por mais
24 horas em geladeira.

A desidratacéo foi realizada em séries crescentes de acetona (30% a 100%)

e a embebicao foi realizada em séries decrescentes de acetona e resina (3:1; 1:1;
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1:3) até resina pura, onde permaneceram em estufa a 37°C por 1 hora. A Inclusédo
foi realizada com a colocacao dos od6citos em capsulas, as quais foram preenchidas
com resina Spurr e deixadas na estufa a 60°C por 3 dias para solidificac&o.

Para observacdo dos odcitos em microscopia de luz convencional,
secgdes semi-finas de 2um de espessura foram realizadas em ultra-micrétomo e
colocadas em l|aminas para microscopia, as quais foram coradas com azul de
toluidina a 2%. Para a analise ultra-estrutural, foram realizadas sec¢des ultra-finas
(80nm de espessura), colhidas em telas de cobre de 200 mesh, coradas com acetato
de uranila 0,5% e examinadas em microscopio eletronico de transmissao (JEOL CX-

Il 100).

4.7.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para microscopia eletronica de varredura os odcitos foram preparados no
Instituto de Ciéncias Biomédicas — ICB/USP e eletromicrografados na Faculdade de
Odontologia da USP.

Inicialmente, Tetréxido de Osmio a 0,5% foi adicionado e o material foi
desidratado em séries crescentes de alcool (7,5% a 100%).

A secagem das pegas foi realizada em aparelho de ponto critico (CPD 030)
utilizando-se o dioxido de carbono liquido e a montagem em base metalica com cola
de prata. A cobertura das pecas foi feita com ouro em aparelho SCD 040.

As eletromicrografias foram realizadas em microscopio eletrénico de

varredura ZEISS Modelo LEO 430 I.
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4.8 DOSAGEM DE ANTICORPOS POR ELISA

Sangue foi obtido 15 a 30 dias antes e apds o periodo de superovulagao dos
animais experimentais, por pung¢ao venosa, imediatamente apds a imobilizagao
quimica dos mesmos. Para controle negativo, sangue de jaguatirica macho (n=2) e
gato-do-mato-pequeno macho (n=4) foi colhido de animais também pertencentes a
Associagcao Mata Ciliar, Jundiai/SP. Para controle comparativo, sangue de gatas
domésticas nunca estimuladas (n=1) e hiper-imunizadas com gonadotrofinas
exdgenas (n=1) foi colhido de animais pertencentes ao CREW/Cincinnati Zoo and
Botanical Garden/USA. Em seguida o sangue foi centrifugado para separagdo do
soro, o qual foi recolhido, identificado e armazenado em freezer (-20°C) até o
momento das analises.

Detecgcdo de imunoglobulinas neutralizadoras de gonadotrofinas exdgenas
por ELISA foram realizadas em triplicata segundo Bavister et al. (1986) e Swanson
et al. (1995), com algumas modificagbes, no Center for Conservation and Research
of Endangered Wildlife — CREW, Cincinnati Zoo and Botanical Garden, Cincinnati,
Ohio, USA.

Para realizagao do ensaio eCG (Sigma-G4877), hCG (Sigma-C1063), pFSH
(Vetrepharm) e pLH (Vetrepharm) foram diluidos em Tamp&o Bicarbonato (Sigma
5761 - 0,06 M; pH 9,6) até atingir a concentragdo de 10ng de proteina/ul. Aliquotas
(50ul) das respectivas solugdes de gonadotrofinas foram pipetadas em 96 pogos
(500ng proteina/pogo) das microplacas (Immulon I; Dynatech Laboratories, Inc.,

Alexandria, VA), as quais foram seladas e incubadas overnight a 4°C.
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Apos esse periodo, as placas foram lavadas 5 vezes com 0,01 Mol PBS,
contendo 0,1% Tween 20 (Sigma P-1379 - PBS-Tw) em lavadora automatica (Figura
3) e posteriormente secadas em papel toalha. As amostras de soro foram diluidas
(1:100) com PBS-Tw e aliquotas (100ul) foram adicionadas em cada pogo em
triplicata.

As microplacas foram entdo incubadas por 1 hora a temperatura ambiente
(22°C) e posteriormente lavadas 5 vezes com PBS-Tw. Conjugado-Peroxidase,
rabbit anti-cat igG (Rockland Laboratories, Gilberstville, PA), foi adicionada
(100ul/pogo; diluigdo 1:2000 em PBS-Tw) em cada pogo e as microplacas incubadas
por 30 minutos a 39°C.

Apods esse periodo, as microplacas foram lavadas e 100ul de solugéo de o-
phenylenediamine-OPD (Sigma P-4664; 1mg OPD/ml em tampé&o citrato 0,05 mol e
0,05%H,0,) foi adicionado em cada poc¢o. As placas foram entdo incubadas no
escuro por 15 a 40 minutos a 22°C e a densidade optica (OD) foi mensurada até
492nm, usando leitora automatica de microplacas (Dynex MRX) (Figura 3).

A densidade o6ptica de cada pogo em cada placa foi mensurada iniciando-se
aos 15 minutos de incubagdo e a cada 15 minutos até os valores das amostras
controle se igualarem ao valor pré-determinado de corte (OD = 0,80). Em cada placa
foi incluido soro proveniente de cada grupo de tratamento, substrato, soro controle e
enzima conjugada. Soro de gatas hiper-imunizadas foram utilizadas como controle
cinético positivo para os ensaios de eCG, hCG e pLH e soro de fémea de gato-do-
mato-pequeno tratada com gonadotrofinas foi utilizado como controle nos ensaios de
pFSH. Para acessar a ligagdo de gonadotrofinas exogenas as amostras individuais
de soro, a média dos valores OD (+DP) foi determinada a partir das triplicadas de

cada amostra de soro. Valores OD das amostras maiores que a média + 3DP de
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amostras controle negativo (gato-do-mato-pequeno macho ou jaguatirica macho)
foram consideradas positivas (+) para a presenga de imunoglobulinas ligadas a

gonadotrofinas.

Figura 3 — Lavadora de placas (a esquerda) e leitora de microplacas Dynex MRX
com impressora (a direita), Cincinnati/Ohio/USA, 2004
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4.9 DOSAGENS HORMONAIS POR RADIOIMUNOENSAIO

Sangue foi obtido 15 a 30 dias antes e apds o periodo de superovulagao, por
pungao venosa, imediatamente apds a imobilizacdo quimica dos animais. Em
seguida foi centrifugado para separagao do soro, o qual foi recolhido, identificado e
armazenado em freezer (-20°C) até o momento das analises.

Foram realizadas analises hormonais para determinacdo dos niveis séricos
de progesterona e estradiol em duplicata pela técnica de radioimunoensaio (RIE) no
Laboratério de Dosagens Hormonais — LDH/VRA/FMVZ/USP.

Para progesterona foi utilizado conjunto diagnéstico comercial Coat-A-Count
DPC - Diagnostic Products Corporation/USA, em fase sdlida e para estradiol foi
utilizado conjunto diagndstico comercial DSL - Diagnostic System Laboratories
INC/USA, em fase liquida. Os procedimentos utilizados para as dosagens hormonais
foram os mesmos especificados pelo fabricante, sendo que este conjunto
diagnéstico utiliza como elemento tracador o horménio marcado com '®I. A
radioatividade foi medida por contador automatico (Autogama Cobra Packard) para
determinagao da curva padrao e dosagens do ensaio (Figura 4).

O controle de qualidade dos ensaios de RIE, foi realizado através da analise
dos coeficientes de variagdo intra e inter-ensaio, sendo que no LDH indices
aceitaveis nao devem ultrapassar 10%.

A validagcao dos conjuntos diagndsticos comerciais para uso em soro de
fémeas de jaguatirica e gato-do-mato-pequeno foi realizada de acordo com o
método de paralelismo utilizando matriz depletada. Esse método demonstra se os

horménios da espécie estudada interagiram com o anticorpo do conjunto diagnéstico
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de forma similar ao horménio usado como padrdo. Para tanto, foi realizada a
deplegao hormonal de um pool de amostras com uma solugdo de carvao-dextran
(DARBRE et al., 1983; REDDEL et al., 1984). A essa matriz depletada adicionamos
valores conhecidos do horménio padrao, com diluigdes que se aproximavam dos

pontos da curva do conjunto diagndstico. Com essa diluigdo construimos uma curva

correlacionando estes valores.

Figura 4 - Contador Autogama Cobra (a esquerda) e pipetagem da curva padrao
usando conjuntos comerciais de fase soélida (a direita), LDH/S&o Paulo, 2004
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através dos programas SAS System for Windows
(SAS user’'s guide, Cary, USA, 1995) e Statview (SAS Institute Inc., Cary, USA,
2000).

Através do aplicativo Guided Data Analisys, as variaveis foram testadas
quanto a normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias. Caso nao
obedecessem a estas premissas foram transformadas (logaritmo na base 10 -
Log10X; Raiz quadrada - RQ X; Quadrado - X?) e se a normalidade nao fosse obtida
empregava-se entdo, o procedimento NPAR1WAY de analise de variancia nao
paramétrica. Caso os dados obedecessem as premissas, era realizada a analise de
variancia paramétrica (PROC GLM / Teste Tukey de médias).

Para descricdo dos resultados, foram empregados os erros padrées das
médias e as médias (média = erro padréo) dos dados originais € o0s niveis de
significancia (p) dos dados originais, quando obedecessem as premissas; dos dados
transformados, quando necessaria a transformacgéo; e dos dados analisados atraves
da analise nao paramétrica, quando n&o obedecessem as premissas e nao
houvesse transformagdes possiveis.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de
5%, isto é, para um nivel de significancia menor que 0,05, considerou-se que
ocorreram diferengas estatisticas entre as variaveis classificatorias para uma
determinada variavel resposta. Caso o p se encontrasse entre 0,05 e 0,1 considerou-

se uma tendéncia estatistica de efeito das variaveis classificatorias.
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As variaveis resposta estruturas ovarianas (Foliculos maduros e corpos luteos
recentes), numero de odcitos maduros e numero de odcitos totais ndo obedeceram
as premissas, nao sendo possivel transforma-los. Estas variaveis foram entao
analisadas através do PROC NPAR1WAY de analise de variancia nao paramétrica.

A proporcado de odcitos aspirados classificados como maduros foi calculada
para cada tratamento em cada espécie (Statview). Os dados foram submetidos a
transformacao ARCSIN antes das analises estatisticas. A variacdo no numero de
estruturas ovarianas e as porcentagens de odcitos maturos em cada tratamento
foram acessadas usando ANOVA com as diferencas entre tratamentos determinada
por Fisher's LSD (Statview). Test t de Student e teste de y* (Qui quadrado) foram
usados para acessar diferengcas na resposta ovariana e propor¢cao de amostras de
soro positivo a gonadotrofinas exdgenas, respectivamente, entre jaguatiricas e
tigrinas (Statview). A propor¢do de amostras de soro positivo para gonadotrofinas
exdgenas durante os dois primeiros tratamentos versus o ultimo tratamento também
foi acessado usando teste de y? (Qui quadrado). O efeito do titulo de anticorpos no
numero de estruturas ovarianas e a porcentagem de odcitos maduros foi avaliada
para cada gonadotrofina individualmente usando test t de Student. Especificamente,
o efeito de titulos positivo e negativo para eCG e pFSH no numero total de estruturas
ovarianas em cada tratamento sucessivo e titulos positivo e negativo para hCG e

pLH na maturagao dos odcitos foi analisada.
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5 RESULTADOS
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5.1 EXPERIMENTO | - JAGUATIRICA (Leopardus pardalis)
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5. RESULTADOS

5.1.1 Analise dos Protocolos de Superovulagao

Tabela 1 - Média e Erro Padrdo das estruturas ovarianas (Foliculos Maduros e
Corpos Luteos recentes) observadas em jaguatiricas, apoés
superovulagdes alternadas com eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC / Jundiai
/ SP, 2004

Animais eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH

LP 254 - 4 3 - 0 8

LP 285 15 4 1 9 - -

LP 240 3 4 10 8 4

LP 289 10 16 7 12 6 10

LP 290 7 7 2 7 6

M+EP 88+t25 7,0+23 46+1,7 9,0+11 4,0+14 7,8+0,9

Estruturas Ovarianas Jaguatirica
12
10
E 2
° eCG/hCG pFSH/pLH eCG/hCG pFSH/pLH eCG/hCG pFSH/pLH
Superovulages
Figura 5 - Média e Erro Padrdo das estruturas ovarianas (Foliculos Maduros e

Corpos Luteos recentes) observadas em jaguatiricas, apos
superovulagdes alternadas com eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC / Jundiai
/ SP, 2004
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5.1.2 Analise dos Odécitos Recuperados

Tabela 2 - Média e Erro Padrao do numero de odcitos maduros recuperados de
jaguatiricas, apo6s superovulacbes alternadas com eCG/hCG e
pFSH/pLH, AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH
LP 254 - 1 0 - 0 4
LP 285 0 1 0 4 - -
LP 240 1 3 7 5 1 4
LP 289 2 7 2 4 2 4
LP 290 1 0 2 0 1 3
M:EP 1,0£0,4 2,4+1,2 2,2+1,2 3,3t1,1 1,0+0,4 3,840,2

Odcitos Maduros Jaguatirica
4,0

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0

0,5

0,0

eCG/hCH pFSH/LH

Tratamentos
a e b significativamente diferentes (p>0,05).

Figura 6— Média e Erro Padrédo do numero de odcitos maduros recuperados em
cada tratamento, AMC/Jundiai/SP, 2004



RESULTADOS 71

Tabela 3- Meédia e Erro Padrao do numero de odcitos totais recuperados de
jaguatiricas, apds superovulagbes alternadas com eCG/hCG e
pFSH/pLH, AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH
LP 254 - 7 1 - 0 5
LP 285 3 4 1 8 - -
LP 240 2 4 7 5 5
LP 289 4 14 3 5 9
LP 290 1 3 4 0 6
MtEP 2,5t0,6 64+2,0 3,2+11 4,5t1,6 1,5t0,6 6,25+0,9

Odcitos Totais Jaguatirica

eCG/hCG pFSH/LH

Tratamentos

a e b significativamente diferentes (p>0,05).

Figura 7 — Média e Erro Padrdo do numero de odcitos totais recuperados em
cada tratamento, AMC/Jundiai/SP, 2004
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Tabela4 - Proporgdao de odécitos maduros em relacdo ao total de odcitos
recuperados de jaguatiricas, apds superovulagbes alternadas com
eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH
LP 254 - 117 0/1 - 0/0 4/5
LP 285 0/3 1/4 0/1 4/8 - -

LP 240 1/2 3/4 77 5/5 1/1 4/5
LP 289 2/4 714 2/3 4/5 2/2 4/9
LP 290 1M 0/3 2/4 0/0 1/3 3/6
Proporcao (%) 4/10 12/32 11/16 13/18 4/6 15/25

(40%)  (37,5%) (68,7%) (72,2%) (66,6%)  (60%)

100

80 }

60 }

40 |

% oocitos maduros recuperados

20 t

eCG/hCG  pFSH/pLH  eCG/hCG  pFSH/pLH  eCG/hCG  pFSH/pLH

Superovulagdes

Figura 8 - Porcentagem de odcitos maduros recuperados de jaguatiricas, apds
superovulagdes alternadas com eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC / Jundiai
/ SP, 2004
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5.1.3 Analise Citogenética dos Odbcitos

Um total de 52 odcitos provenientes de foliculos maduros (>2mm) foram
utilizados para avaliagao citogenética.

Os odcitos utilizados foram classificados como grau |, 1l ou Ill, sendo que
dos 52 odécitos utilizados, 20 foram classificados como de grau |, 26 como de grau |l e
6 como de grau lll.

Durante o procedimento 37% dos odcitos ndao puderam ser observados,
sendo que dos 19 odcitos ndo observados 16 se perderam durante o periodo de
fixacdo e 3 foram danificados durante a confecgao das laminas, impossibilitando sua
leitura. Dos 19 odcitos ndo observados 4 eram de grau |, 13 de grau Il e 2 de grau lll.

Dentre os odcitos observados ao microscopio de luz, apods fixacdo e
coloracéo das laminas, apenas 12% apresentaram cromossomos corados em seu
interior (Figura 9), sendo que nenhum deles apresentava-se metafase Il. Dos 4
o0citos que apresentaram cromossomos corados em seu interior, 2 eram de grau | e

2 eram de grau |l.

Figura9 — Odcito grau | apresentando cromossomos corados em seu interior, em
aumentos 10x (a esquerda) e 1000x (a direita), Sdo Paulo, 2004
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5.1.4 Analise Ultraestrututal dos Odcitos

Um total de 54 odcitos provenientes de foliculos maduros foi dividido e
utilizado para microscopia eletronica de transmissao e varredura. Todos os odcitos
foram previamente classificados morfologicamente com auxilio de esteriomicroscopio,
sendo 39 classificados como grau |, 7 como grau Il e 8 como grau lll.

A analise ultra-estrutural dos odcitos foi realizada por meio da descricao do
material fotodocumentado. Odcitos grau I, Il e lll foram descritos de acordo com a
analise histolégica dos cortes semi-finos e ultraestrutural dos cortes ultra-finos.
Microscopia eletronica de varredura foi realizada apenas nos oécitos grau |.

1. Odcitos grau I: em cortes semi-finos foram caracterizados por apresentar
citoplasma homogéneo e zona pelucida compacta rodeada por células do cumulus.
Em cortes ultra-finos foram caracterizados por apresentar nucleo irregular contendo
heterocromatina dispersa e envelope nuclear formando grandes ondulagdes.
MitocOndrias, granulos corticais e vesiculas contendo material lipoproteico,
encontravam-se distribuidas por todo o citoplasma e também ao redor do nucleo.
Gotas de lipidios de varios tamanhos foram encontradas neste estagio. Na
microscopia eletronica de varredura apenas um odcito foi fotografado apresentando-
se parcialmente desnudo (Figuras 10a; 11a,b,c,d; 14a,b).

2. Odcitos estagio Il: em cortes semi-finos foram caracterizados por
apresentar citoplasma ndo homogéneo com zona pelucida e células do cumulus
envolvendo apenas parcialmente a célula. Em cortes ultra-finos foram caracterizados
por apresentar nucleo periférico com pequenas ondulagdes no envelope nuclear.
Pequenas areas de heterocromatina puderam ser vistas proximas ao envelope

nuclear. Numerosas projegcdes das células do cumulus penetrando na zona pelucida
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puderam ser observadas. Neste estagio havia grande concentracdo de gotas
lipidicas, granulos corticais e vesiculas dispersas por todo o citoplasma (Figuras 10b;
12a,b,c,d).

3. Odbcitos estagio lll: em cortes semi-finos foram caracterizados por
apresentar formas anormais e/ou auséncia das células do cumulus e zona pelucida.
Em cortes ultra-finos foram caracterizados por apresentar nucleo central sem
ondulagdes no envelope nuclear. Neste estagio foram observadas vesiculas, além de
gotas lipidicas e granulos corticais distribuidos por todo o citoplasma (Figuras 10c;
13a,b,c).

A figura 10 mostra fotos em microscoépio de luz de odcitos grau | (a), Il (b) e
[Il (c), em cortes semi-finos corados com azul de toluidina 2%, as figuras 11 a 13
mostram fotos em microscépio eletrénico de transmissao de odcitos grau |, 1l e lll, em
cortes ultra-finos e a figura 14 mostra fotos de odcito grau | (a,b) em microscopio

eletronico de varredura.

Figura 10 - Odcitos grau I, Il e lll em corte semi-fino corado com azul de toluidina 2%:
a - Odcito grau I: Citoplasma homogéneo e zona pelucida compacta
rodeada por células do cumulus - 10x.

b - Odcito grau Il: Citoplasma homogéneo com pontos de pigmentagao,
zona pelucida integra, porém com células do cumulus envolvendo apenas
parcialmente a célula - 20x.

¢ - Odcito grau Il ou degenerado: Citoplasma heterogéneo, zona pelucida
rompida sem a presenca de células do cumulus — 10x.
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Figura 11 - Eletromicrografias de odcitos grau | em corte ultra-fino:
a - Nucleo (N), Envelope Nuclear (seta), Granulos Corticais (GC);
b - Zona Pelucida (ZP), Microvilosidades (Mc), Granulos Corticais (GC);
¢ - Mitocondria (seta), Granulos Corticais (GC), Vesicula c/ material
lipoprotéico (V);
d - Gota Lipidica (GL), Granulos Corticais (seta); Vesicula c/ material
lipoproteico (V).
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Figura 12 - Eletromicrografias de odcitos grau Il em corte ultra-fino:
a - Nucleo (N), Envelope Nuclear (seta), Granulos Corticais (GC);

b - Zona Pelucida (ZP), Espago Perivitelinico (Ep), Citoplasma (C),
Granulos Corticais (GC);

c - Gotas Lipidicas (GL), Granulos Corticais (seta);

d - Células do Cumulus (CC), Nucleos das Células do Cumulus (setas),
Zona Pelucida (ZP).
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Figura 13 - Eletromicrografias de odcitos grau Ill em corte ultra-fino:
a - Nucleo (N), Envelope Nuclear (seta), Granulos Corticais (GC);

b - Zona Pelucida (ZP), Citoplasma (C), Microvilosidades (Mc), Espago
Perivitelinico (Ep);

¢ - Granulos Corticais (seta), Vesiculas com material lipoprotéico (V).
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. WL i e

Figura 14 - Eletromicrografias de odécito grau | em Microscopia de Varredura:
a - Odcito (O) parcialmente desnudo, com as extremidades repletas de
Células do Cumulus (CC) presas a zona pelucida;
b - Parte da superficie desnuda do odcito onde podem ser visualizadas a
Zona Pelucida (ZP), formando verdadeiras cavidades e uma Célula do
Cumulus (CC) presa a superficie celular.



RESULTADOS

80

5.1.5 Dosagens de Anticorpos por ELISA

A densidade 6ptica (OD) para machos de jaguatirica (+3SD) para eCG, hCG,

pFSH e pLH foi de 0.546, 0.524, 0.509 e 0.602, respectivamente. Coeficientes Intra-

ensaio para eCG, hCG, pFSH e pLH foram de 0.066, 0.052, 0.045 e 0.115; e

coeficientes inter-ensaio para eCG, hCG, pFSH e pLH foram de 0.043, 0.057, 0.036 e

0.046, respectivamente.

Anteriormente a este estudo, duas jaguatiricas (LP240 e LP290) haviam

recebido tratamento com eCG/hCG uma a duas vezes, no entanto, além desses dois

animais uma outra fémea (LP289) apresentou titulos anti-gonadotrofinas antes de

receberem o tratamento proposto neste experimento (Quadro 1).

Treat.
group

Pre

1° treat.

Pre

2° treat,

Pre

3°treat.

Pre

4° treat.

Pre

5°treat.

Pre

5° treat,

Pos

eCG hCG pFSH pLH
Lp Lp LPLP LP|LP LP LP LP LP|LP LP LP LP LP|LP LP LP LP LP
285 240 290289 254|285 240 290 289 254|285 240 290 289 254|285 240 290 289 254
-+ - 4+ nd + - - nd|- + - + nd|- + + + nd
+ 4+ - + nd| - + - nd| + + 4+ + nd|- + + + nd
-+ 4+ o+ - + - + + + 4+ - -+ -+ -
-+ -+ - + - + + -+ + + 4+ o+ o+
+ -+ 4+ - + - - + -+ + + 4+ o+ o+
+ - o+ o+ - - - - + - + 4+ + - |- + - + +
- - 4+ + nd + - nd| - + + + nd|+ + + + nd
-+ 4+ 4+ nd| - - - nd| - 4+ 4+ + nd|+ + + + nd
+ -+ o+ 4+ - - + 1+ - 4+ + - |+ - + + +
+ -+ 4+ + |-+ - + 1+ + + o+ + + 4+ o+ o+
+ -+ 4+ o+ - - + 1+ - 4+ o+ + - 4+ o+ o+
+ + + + 4+ |+ -+ - 4+ + -+ o+ + + 4+ o+ o+
+ - + 4+ nd|+ - + + ndl+ - + + + - + + nd

@Valores de Absorbancia das amostras de soro (+3SD) de jaguatirica macho foram classificadas como
positivo (+) ou negativo (-), respectivamente.

Quadro 1 -

Atividade de Ligagéao

(eCG/hCG/pFSH/pLH)

(ELISA) para gonadotrofinas exdgenas
em soro de jaguatiricas que
tratamento alternado com eCG/hCG and pFSH/pLH?, Cincinnati / Ohio
/ USA, 2004.

receberam
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5.1.6 Dosagens Hormonais por RIE

Para o controle de qualidade foram utilizados pontos de concentragcéo baixa
e pontos de concentragao alta dos horménios mensurados. Para a progesterona o
coeficiente Intra-ensaio baixo foi de 2,58% e alto foi de 6,36%, ja o coeficiente Inter-
ensaio baixo foi de 5,55% e alto foi de 0,67%. Para o estradiol o coeficiente Intra-
ensaio baixo foi de 0,69% e alto foi de 4,15%, sendo o coeficiente Inter-ensaio baixo
de 1,40% e alto de 3,00%.

A sensibilidade minima detectada foi de 0,004 ng/ml para progesterona e de
0,14 pg/ml para estradiol. A concentragdo sérica de estradiol encontrada neste
experimento variou de 4,94 a 151,00 pg/ml e a concentragéo sérica de progesterona
variou de 0,15 a 37,22 ng/ml.

A validagcdo dos conjuntos diagndsticos comerciais utilizados foi realizada
utilizando-se a curva de paralelismo, sendo que para haver paralelismo o coeficiente
de correlagao (r) deve ficar préximo a 1 segundo Graham (2001) e nunca inferior a
0,95 segundo o LDH/FMVZ/USP. Paralelismo foi encontrado entre as curvas de
diluicdo de progesterona na matriz depletada e a curva do conjunto comercial DPC
(Coat-A-Count - Diagnostic Products Corporation/USA), com r=0,96 (Figura 15) e
entre as curvas de diluicdo de estradiol na matriz depletada e a curva do conjunto
comercial DSL (Diagnostic System Laboratories INC/USA), com r=0,98 (Figura 16).

O quadro 2 mostra os resultados das dosagens hormonais séricas de
estradiol (pg/ml) e progesterona (ng/ml) nos momentos pré (15 a 30 dias antes da

superovulagao) e pos superovulagao (dia da video-laparoscopia).
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Regression Plot
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Figura 15 - Representagdo grafica da curva de paralelismo obtida para
progesterona, em jaguatiricas, utilizando a matriz depletada, Séao
Paulo, 2004
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Figura 16 — Representagao grafica da curva de paralelismo obtida para estradiol,
em jaguatiricas, utilizando a matriz depletada, Sao Paulo, 2004
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Tratamentos LP 285 LP 240 LP 290 LP 298 LP 254

E, P4 E; P4 E, P4 E, P4 E, P4

(pg/ml) | (ng/ml) | (pg/ml) | (ng/ml) | (pg/ml) [ (ng/ml) | (pg/ml) | (ng/ml) | (pg/ml) | (ng/ml)

Pré-eCG/hCQ 27,55 | 1,17 | 27,57 | 0,31 | 3912 | 0,74 | 34,96 | 0,87 nd nd

1° Cirurgia 97,31 | 0,26 | 151,00 | 8,51 | 151,00 | 1,09 | 151,00 | 1,43 nd nd

Pré-pFSH/LH| 46,68 | 1,26 | 72,02 | 0,86 |43,102| 0,83 | 37,48 | 0,35 | 40,89 | 0,42

2° Cirurgia 118,79 | 0,47 (151,00 | 2,69 | 34,24 | 2,32 | 151,00 | 2,21 | 120,30 | 0,26

Pré-eCG/hCq 27,57 | 0,63 | 31,32 | 16,54 | 39,54 | 0,50 | 18,84 | 0,42 | 45,02 | 0,89

3° Cirurgia 117,92 | 6,28 | 151,00 | 7,67 | 5349 | 1,09 | 1271 | 0,89 | 25,26 | 1,31

Pré-pFSH/LH| 12,66 | 0,41 | 25,79 | 0,33 9,58 0,44 4,94 0,82 nd nd

4° Cirurgia 47,74 | 1,04 | 138,38 | 1,46 35,2 0,86 | 58,60 [ 1,08 nd nd

Pré-eCG/hC{H 49,79 | 14,49 | 58,85 | 0,24 | 7166 | 0,78 | 61,47 | 1,15 | 16,01 | 0,17

5° Cirurgia 115,60 | 37,22 | 142,76 | 1,69 | 120,62 | 1,09 | 151,00 | 1,15 | 20,62 | 0,69

Pré-pFSH/LH| 37,88 | 28,39 | 54,61 | 6,37 | 118,33 | 1,256 | 56,27 | 0,52 | 26,33 | 0,58

6° Cirurgia 97,67 | 19,72 (107,26 | 1,99 | 97,68 | 1,76 | 151,00 | 4,48 | 146,61 | 1,09

Pos Cirurgia | 26,39 | 0,16 | 41,91 | 8,42 | 4328 | 0,79 | 22,15 | 0,18 nd nd

Quadro 2 - Concentragbes Séricas de estradiol (pg/ml) e progesterona (ng/ml)
em jaguatiricas que receberam tratamento alternado com eCG/hCG e
pFSH/pLH, Sdo Paulo, 2004
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EXPERIMENTO Il - GATO-DO-MATO-PEQUENO (Leopardus tigrinus)
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5. RESULTADOS

5.2.1 Analise dos Protocolos de Superovulagao

Tabela 5 - Média e Erro Padrdo das estruturas ovarianas (Foliculos Maduros e
Corpos Luteos recentes) observadas em gatos-do-mato-pequeno,
apdés superovulagdes alternadas com eCG/hCG e pFSH/pLH,
AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH
LT 136 0 0 0 >

LT 141 o 1 6 4

LT 138 0 1 > 4 ) )

LT 134 6 0 4 > - -
M+EP

20+14 05+03 3,0+13 3,0+06 30+10 3,0+1,0

Estruturas ovarianas (M/EP)

Figura 17 -

1

Estruturas Ovarianas Gato-do-Mato-Pequeno

eCG/hCG pFSH/pLH eCG/hCG pFSH/pLH eCG/hCG pFSH/pLH

Superovulagdes

Média e Erro Padrao das estruturas ovarianas (Foliculos Maduros e
Corpos Luteos recentes) observadas em gatos-do-mato-pequeno,
apos superovulagdes alternadas com eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC,
Jundiai/SP, 2004



RESULTADOS 86

5.2.2 Analise dos Odécitos Recuperados

Tabela 6 - Média e Erro Padrdo de odcitos maduros recuperados de gatos-do-
mato-pequeno, apods superovulacbes alternadas com eCG/hCG e
pFSH/pLH, AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais eCG/hCG pFSHILH eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSHI/LH
LT 136 0 0 0 1 0 2
LT 141 1 1 0 2 1 1
LT 138 0 ] 0 1 ) )
LT 134 5 0 0 0 - -
M+EP 0,75:0,5 0,5:0,3 0,0:0,0 1,0:0,4 0,5t0,5 1,5:0,5

Odcitos Maduros Gato-do-Mato-Pequeno

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

eCG/hCG FSH/LH

Tratamentos

Figura 18 - Média e Erro Padrdo do numero de odcitos maduros recuperados em
cada tratamento, AMC/Jundiai/SP, 2004
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Tabela 7 - Média e Erro Padrao de odcitos totais recuperados de gatos-do-mato-
pequeno, apods superovulacdes alternadas com eCG/hCG e
pFSH/pLH, AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH
LT 136 0 0 0 o

LT 141 5 1 0 o

LT 138 0 1 0 o ) )

LT 134 6 0 1 1 - -
MtEP 2,014 0,5+0,3 0,3+0,2 1,8+0,2 3,0+1,0 3,0+1,0

Odcitos Totais Gato-do-Mato-Pequeno

25

eCG/hCG FSH/LH

Tratamentos

Figura 19- Média e Erro Padrdo do numero de odcitos totais recuperados em
cada tratamento, AMC/Jundiai/SP, 2004
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Tabela 8 - Proporcéo de oocitos maduros em relagio ao total de oocitos
recuperados de gatos-do-mato-pequenc, apos superovulagdes
alternadas com eCGMCG e pFSHIpLH, AMC/Jundiai/SP, 2004
Animais eCG/hCG pFSH/LH eCG/MCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH
L¥- 136 0/0 0/0 alo 12 0/4 212
LT 141 112 111 0io 212 12 114
LTA58 alo 111 0/0 112 ;
LT o 206 0/0 0/ 0/ ; :
Proporgéo (%) 318 212 01 47 116 3/6
(37,5%) (100%) (0%) (57,1%) (16,7%) {50%)
Porcentagem de Ofcites Madunos Gato-de-Mato-Pequena
100 -
et -'"I:-"'. s
& AR
i . f’f/%
E : ':.-' .-'.. ..JI
g | 4
8 | | L
E s | L el
w L st o
% A =) i’:f f 5 /ff"f ” .
L\
-E 20 _;-_ e - _"_-":."_.-""l- s ; ] o :
® __.:}-u 77 vy t,-:"'_:-f-"’f : — ,.-':
[rora b ?fﬁj; A B
: ||_/fo N é _ A
eCGMCE pFSHipLH  eCGMCG  pFSHpLH  eCGHCE  pFSHipLH
Suparovulapies
Figura 20- Parcentagem de odcitos maduros recuperados de gatos-do-mato-

peq

uenao,

apos

superavulacoes
pFSH/pLH, AMC, JundiaifsP, 2004

alternadas com eCGMCGE e
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5.2.3 Analise Citogenética dos Odcitos

Um total de 15 odcitos provenientes de foliculos maduros (>2mm) foi
utilizado para avaliagao citogenética.

Os odcitos utilizados foram classificados como grau [, Il ou lll, sendo que
dos 15 odcitos utilizados, 6 foram classificados como grau |, 6 como grau |l e 3 como
grau lll.

Durante o procedimento, 27% dos o6citos ndo puderam ser observados,
sendo que dos 4 odécitos ndo observados 3 se perderam durante o periodo de fixagao
e 1 foi danificado durante a confecgao da lamina, impossibilitando sua leitura. Dos 4
o0citos nao observados 1 era de grau |, 2 de grau Il e 1 de grau lll.

Dentre os od6citos observados ao microscépio de luz, apos fixagdo e
coloragdo das laminas, apenas 26% apresentaram cromossomos corados em seu
interior (Figura 21), sendo que nenhum deles apresentava-se metafase Il. Dos 4
o0citos que apresentaram cromossomos corados em seu interior, 2 eram de grau | e

2 eram de grau l.

Figura 21 - Odcito grau Il apresentando cromossomos corados em seu interior, em
aumento 10x (a esquerda) e 1000x (a direita), Sdo Paulo, 2004
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5.2.4 Analise Ultraestrututal dos Odcitos

Um total de 15 odcitos provenientes de foliculos maduros foi dividido e
utilizado para microscopia eletrébnica de transmissao e varredura. Todos os odcitos
foram previamente classificados morfologicamente com auxilio de esteriomicroscépio,
sendo 7 classificados como grau |, 6 como grau |l e 2 como grau lll.

A analise ultra-estrutural dos odcitos foi realizada por meio da descricdo do
material fotodocumentado. Odécitos grau | e Il foram descritos de acordo com a
analise histolégica dos cortes semi-finos e ultraestrutural dos cortes ultra-finos.
Microscopia eletronica de varredura foi realizada apenas nos odécitos grau I. Os
oocitos grau lll se perderam durante a manipulagdo, ndo podendo, portanto, ser
avaliados.

1. Odcitos grau I: em cortes semi-finos foram caracterizados por apresentar
citoplasma homogéneo, com grande quantidade de gotas lipidicas e zona pelucida
compacta rodeada por células do cumulus. Em cortes ultra-finos foram caracterizados
por apresentar nucleo regular contendo heterocromatina dispersa. Mitocondrias e
granulos corticais encontravam-se distribuidos por todo o citoplasma e também ao
redor do nucleo. Grandes gotas de lipidios foram encontradas neste estagio. Na
microscopia eletrénica de varredura apenas um odcito foi fotografado apresentando-
se parcialmente desnudo (Figuras 22a; 23a,b,c; 25a,b,c,d,).

2. Odbcitos estagio Ill: Em cortes semi-finos foram caracterizados por
apresentar citoplasma com pontos de pigmentagdo, zona pelucida integra e células
do cumulus envolvendo apenas parcialmente a célula. Em cortes ultra-finos nenhum

nucleo foi visualizado. Jungdes entre as células do cumulus e a zona pellcida
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puderam ser observadas. Neste estagio havia grande concentragao de gotas lipidicas
e granulos corticais dispersos por todo o citoplasma (Figuras 22b; 24a,b,c).

3. Odcitos estagio lll: Nao foram caracterizados

A figura 22 mostra fotos em microscopio de luz de oécitos grau | (a) e Il (b),
em cortes semi-finos corados com azul de toluidina 2%, as figuras 23 e 24 mostram
fotos em microscopio eletronico de transmisséo de odcitos grau | e Il, em cortes ultra-
finos e a figura 25 mostra fotos de odécito grau | (a,b,c,d) em microscopio eletrénico de

varredura.

Figura 22 - Fotomicrografia de odcitos grau | ell em corte semi-fino corado com azul
de toluidina:
a - Odcito grau I: Citoplasma homogéneo, com grande quantidade de
gotas lipidicas e zona pelucida compacta rodeada por células do
cumulus - 40x.
b - Odcito grau Il: Citoplasma homogéneo com pontos de pigmentagao,
zona pelucida integra, porém com células do cumulus envolvendo
apenas parcialmente a célula - 10x.
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Figura 23 - Eletromicrografias de odcitos grau | em corte ultra-fino:
a - Nucleo (N), Citoplasma (C), Mitocondrias (setas);
b- Zona Pelucida (ZP), Citoplasma (C), Grénulos Corticais (seta),
Vesiculas com material lipoproteico (V); Gotas Lipidicas (GL);
c - Gotas Lipidicas (GL), Gréanulos Corticais (seta).
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AT

Figura 24 - Eletromicrografias de odcitos grau Il em corte ultra-fino:

a - Citoplasma (C), Gotas Lipidicas (GL), Granulos Corticais (CG);

b- Zona Pelucida (ZP), Citoplasma (C), Espaco Perivitelinico
Granulos Corticais (seta);

¢ - Zona Pelucida (ZP), Células do Cumulus (CC).

(Ep),
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Figura 25 - Eletromicrografias de oécito grau | em Microscopia de Varredura:
a - Odcito parcialmente desnudo (O), Células do Cumulus (CC);
b - Parte da superficie desnuda do odcito onde pode ser visualizada a

Zona Pelucida (ZP) formando cavidades e algumas Células do Cumulus
(CC) presas a superficie celular;

¢ - Células do Cumulus (CC) rodeando o odcito;
d - Células do Cumulus (CC) e Microvilosidades Filiformes (seta).
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5.2.5 Dosagens de Anticorpos por ELISA

A densidade 6ptica (OD) para machos de gato do mato pequeno (+3SD)

para eCG, hCG, pFSH e pLH foi de 0.883, 0.707, 1.035 e 0.959, respectivamente.

Coeficientes Intra-ensaio para eCG, hCG, pFSH e pLH foram de 0.071, 0.033, 0.017

e 0.048; e coeficientes inter-ensaio para eCG, hCG, pFSH e pLH foram de 0.043,

0.057, 0.036 e 0.046, respectivamente.

Anteriormente a este estudo, uma fémea de gato do mato pequeno (LT134)

havia recebido tratamento com eCG/hCG uma vez, no entanto, este animal ndo

apresentou titulos anti-gonadotrofinas antes do inicio do experimento. Apenas uma

fémea (LT138) apresentou titulo anti-eCG antes do tratamento hormonal (Quadro 3).

eCG hCG pFSH PLH
Treat. |LT LT LT LT |LT LT LT LT |LT LT LT LT LT LT LT LT
Group| 136 141 138 134 |136 141 138 134 |136 141 138 134 | 136 141 138 134
Pre - + - - - - - - - - - - - - -
1° treat) - - - - - - - - - -
Pre - - + - - - - - - - -
2° treat| + + - - + - - - - -+
Pre - + - - - - - + + - +
3° treat, + + - - - - - - + - +
Pre - - + + - + - - - + - +
4° treat, + + - - - + - + + + + +
Pre - - nd - - - nd + nd + + + nd +
5%treat| + + nd nd - + nd nd nd nd + + nd nd
Pre + + nd nd - + nd nd nd nd + + nd nd
6° treat| -+ + nd nd - + nd nd - nd nd + + nd nd
Pos + - nd nd - + nd nd + nd nd + + nd nd

®Valores de Absorbancia das amostras de soro (+3SD) de gato-do-mato-pequeno macho foram
classificadas como positivo (+) ou negativo (-), respectivamente.

Quadro 3 —

Atividade de

Ligacao

(ELISA)

para gonadotrofinas

exdgenas

(eCG/hCG/pFSH/pLH) em soro de gatos-do-mato-pequeno que
receberam tratamento alternado com eCG/hCG and pFSH/pLH?
Cincinnati/Ohio/USA, 2004
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5.2.6 Dosagens Hormonais por RIE

Para o controle de qualidade foram utilizados pontos de concentragao baixa
e pontos de concentragdo alta dos hormdnios mensurados. Para progesterona o
coeficiente Intra-ensaio baixo foi de 2,58% e alto foi de 6,36%, ja o coeficiente Inter-
ensaio baixo para progesterona foi de 5,55% e alto foi de 0,67%. Para estradiol o
coeficiente Intra-ensaio baixo foi de 0,69% e alto foi de 4,15%, sendo que coeficiente
Inter-ensaio baixo de 1,40% e alto de 3,00%.

A sensibilidade minima detectada foi de 0,004 ng/ml para progesterona e de
0,14 pg/ml para estradiol. A concentracdo sérica de estradiol encontrada neste
experimento variou de 11,73 a 147,31 pg/ml e a concentragao sérica de progesterona
variou de 0,06 a 34,09 ng/ml.

A validagcdo dos conjuntos diagndsticos comerciais utilizados foi realizada
utilizando-se a curva de paralelismo, sendo que para haver paralelismo o coeficiente
de correlagao (r) deve ficar préximo a 1 segundo Graham (2001) e nunca inferior a
0,95 segundo o LDH/FMVZ/USP. Paralelismo foi encontrado entre as curvas de
diluicdo de progesterona na matriz depletada e a curva do conjunto comercial DPC
(Coat-A-Count - Diagnostic Products Corporation/USA), com r=0,99 (Figura 26) e
entre as curvas de diluicdo de estradiol na matriz depletada e a curva do conjunto
comercial DSL (Diagnostic System Laboratories INC/USA), com r=0,99 (Figura 27).

O quadro 4 mostra os resultados das dosagens hormonais séricas de
estradiol (pg/ml) e progesterona (ng/ml) nos momentos pré (15 a 30 dias antes da

superovulagao) e pos superovulagao (dia da video-laparoscopia).
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Regression Plot
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Figura 26 — Representagcdo grafica da curva de paralelismo obtida para
progesterona, em gatos-do-mato-pequeno, utilizando a matriz
depletada, Sao Paulo, 2004
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Figura 27 —  Representagao grafica da curva de paralelismo obtida para estradiol,
em gatos-do-mato-pequeno, utilizando a matriz depletada, Sao Paulo,
2004
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Tratamentos LT 136 LT 141 LT 138 LT 134

E P4 E P4 E, P4 E, P4

(pg/ml) | (ng/ml) | (pg/ml) | (ng/ml) | (pg/ml) | (ng/ml) | (pg/ml) | (ng/ml)

Pré-eCG/hCG | 45,77 | 0,31 | 68,05 | 0,06 | 37,35 | 0,47 | 17,70 | 1,29

1° Cirurgia 110,81 7,93 | 102,03 | 9,93 3,85 3,01 | 144,65 | 2,36

Pré-pFSH/LH 57,34 | 1,73 | 4796 | 3,19 | 92,68 | 1,18 [ 11,73 | 0,30

2° Cirurgia 48,73 | 1,31 | 65,79 | 0,48 | 30,12 | 34,09 | 54,67 | 16,29

Pré-eCG/hCG | 2392 | 1,79 | 18,87 | 213 | 17,49 | 0,78 | 84,69 | 33,86

3° Cirurgia 89,66 | 1,09 | 116,13 | 2,39 | 41,84 | 1,74 | 42,62 | 2,24

Pré-pFSH/LH 2466 | 099 | 13,39 | 2,66 | 25,72 | 0,83 | 44,32 | 1,36

4° Cirurgia 57,85 | 1,42 | 1541 | 573 | 18,97 | 27,06 | 34,16 | 0,22

Pré-eCG/hCG | 47,44 | 2,41 | 21,79 | 1,25 nd nd 57,58 | 0,45

5° Cirurgia 48,57 | 0,56 | 37,82 | 3,57 nd nd nd nd
Pré-pFSH/LH 38,48 | 0,39 | 4595 | 0,83 nd nd nd nd
6° Cirurgia 39,26 | 0,10 | 147,31 | 0,55 nd nd nd nd

P6s Cirurgia 39,18 | 2,05 | 36,33 | 0,88 nd nd nd nd

Quadro 4 - Concentragbes Séricas de estradiol (pg/ml) e progesterona (ng/ml)
em gatos-do-mato-pequeno que receberam tratamento alternado com
eCG/hCG e pFSH/pLH, Sao Paulo, 2004
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6. DISCUSSAO

6.1 PROTOCOLOS DE SUPEROVULACAO

Esse estudo representa a primeira avaliagdo ovariana, imunolégica e
hormonal realizada em duas espécies de felinos neotropicais do género Leopardus:
Leopardus pardalis e Leopardus tigrinus, antes e apés tratamentos alternados com as
gonadotrofinas exdgenas eCG/hCG e pFSH/pLH.

Essas constatagdes sdo potencialmente valiosas junto aos esforgos em
desenvolver e aplicar as técnicas de reproducao assistida no manejo e conservagao
de populacdes de felinos ameacados de extingao.

Neste estudo, fémeas de jaguatirica e gato-do-mato-pequeno, tratadas
repetidamente em regimes alternados com gonadotrofinas exégenas (eCG/hCG e
pFSH/pLH), ndo mostraram decréscimo no numero total de estruturas ovarianas
(Foliculos Maduros e Corpos Luteos) ou na porcentagem de odcitos maduros, apds
quatro a seis tratamentos sucessivos.

Essas observagdes sado similares as encontradas em gatos domésticos, no
qual resposta ovariana nao diminuiu apos trés ou quatro tratamentos com eCG/hCG,
em intervalos de quatro meses (SWANSON et al.,, 1996b). Entretanto, repetidos
tratamentos utilizando eCG/hCG, em intervalos de 2 meses, produziram uma
dramatica redugdo na resposta ovariana em gatos domésticos (SWANSON et al.,

1995; SWANSON et al, 1996 b).
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Da mesma maneira, em outras espécies de felinos selvagens como leopardo
das neves (Panthera uncia), pantera nebulosa (Neofelis nebulosa), jaguatirica
(Leopardus pardalis), gato palheiro (Oncifelis colocolo) e gato de pallas (Otocolobus
manul), tratamentos com eCG/hCG em intervalos de seis a doze meses foram
adequados para prevenir o declinio da resposta ovariana (SWANSON et al., 1999).

Em recente estudo realizado em tigres (CRICHTON et al.,, 2003), foi
demonstrado que trés tratamentos com pFSH/pLH, em intervalos de trés meses entre
eles, ndao produziram decréscimo no desenvolvimento folicular ovariano.

A resposta ovariana observada neste estudo foi similar a estudos prévios
usando doses variadas de eCG/hCG em jaguatiricas e gatos-do-mato-pequeno para
procedimentos de FIV e IA, respectivamente (MORAES et al., 1997; SWANSON et
al., 1996 a; SWANSON et al., 2002).

De maneira geral, este estudo aponta duas estratégias para a manutengao
da resposta ovariana com repetidos tratamentos, utilizando gonadotrofinas exdégenas:
intervalo de tempo prolongado entre tratamentos sequenciais ou uso de diferentes
gonadotrofinas exdgenas em tratamentos alternados.

Comparando os tratamentos, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) no
numero total de estruturas ovarianas observadas em superovulacdes alternadas
sucessivas, nas duas espécies estudadas. Também nao houve diferenga significativa
em relagao ao total de estruturas ovarianas encontradas em cada tratamento (5,7+1,2
eCG/hCG; 7,940,9 pFSH/pLH) para jaguatiricas e (2,6+0,7 eCG/hCG; 2,0+0,5
pFSH/pLH) para tigrinas.

No presente estudo, foi demonstrado que o tratamento usando pFSH/pLH
produziu resposta ovariana comparavel para as mesmas espécies utilizando

tratamentos com os horménios eCG/hCG. Em tigres, esses dois regimes de
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gonadotrofinas exdégenas também produziram niveis equivalentes de estimulagao
ovariana (CRICHTON et al., 2003; DONOGHUE et al., 1990).

A porcentagem de odcitos classificados como maduros em relagéo ao total
de odcitos recuperados nao diferiu (p>0,05) ao longo das superovulagdes alternadas
com eCG/hCG e pFSH/pLH, variando de 40 a 60% em jaguatiricas e de 37,5 a 100%
em gatos-do-mato-pequeno, o que nos permite concluir que a metodologia utilizada
foi eficiente.

No entanto, em superovulagdes realizadas utilizando-se os hormoénios
pFSH/pLH em jaguatiricas, um maior numero de odcitos totais e odcitos maduros
(p<0,05) foi recuperado quando comparado ao tratamento utilizando-se os hormdnios
eCG/hCG. Em gatos-do-mato-pequeno ambos tratamentos se comportaram de
maneira semelhante com relacdo ao numero de odcitos totais, sendo que podemos
sugerir uma tendéncia a maior recuperagdo de odcitos maduros (p=0,06) apds os
tratamentos com os horménios pFSH/pLH.

Jaguatiricas e gatos-do-mato-pequeno, bem como outros pequenos felinos,
possuem diferente sensibilidade a gonadotrofinas exdgenas, muitas vezes
requerendo altas dosagens por quilo de peso vivo para gerar crescimento de
multiplos foliculos e/ou ovulagdes (HOWARD, 1999; MORAES et al., 1997; ROTH et
al., 1997; SWANSON et al., 1996a).

As dosagens de gonadotrofinas usadas produziram mais estruturas
ovarianas em jaguatiricas do que em gatos-do-mato-pequeno (p<0,0001). Apesar das
dosagens utilizadas terem sido diferentes para as duas espécies, podemos sugerir a
existéncia de diferente sensibilidade a gonadotrofinas exdgenas em jaguatiricas e

gatos-do-mato-pequeno.
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O numero médio de filhotes de jaguatirica € de 1,4 (1-4) e 0 nUmero médio
de filhotes de gatos-do-mato-pequeno é de 1,1 (1-4) (OLIVEIRA; CASSARO, 1999).
Com base nessas informagdes podemos assumir que as dosagens hormonais
utilizadas em fémeas de gato-do-mato-pequeno apresentaram resposta ovulatéria
esperada para realizacdo de Inseminacao Artificial, onde foram observados em média
2 a 3 foliculos maduros e até 2 CL. Em jaguatiricas as dosagens hormonais,
determinaram resposta ovulatéria ideal para realizagéo da FIV, onde alguns animais
apresentaram até 10 foliculos apds um unico tratamento e em média 1 a 6 CL. Sendo
assim, as dosagens de gonadotrofinas exdgenas utilizadas determinaram uma
indugdo ovariana em fémeas de gato-do-mato-pequeno e uma superovulagédo em

fémeas de jaguatiricas.
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6.2 MATURAGCAO NUCLEAR

Nosso objetivo nesta parte da pesquisa foi explorar as condigcoes
apresentadas por odcitos recuperados por aspiragao folicular, em fémeas de duas
espécies de felinos neotropicais: Leopardus pardalis e Leopardus tigrinus, visando
elucidar detalhes preliminares necessarios para a aplicacdo de técnicas de
fertilizacao in vitro nestas espécies.

Para atingir esse objetivo, optamos pelo estudo do processo de maturagao in
vivo, avaliando o grau de maturagdo nuclear de odcitos aspirados apos estimulagao
hormonal com diferentes gonadotrofinas exégenas: eCG/hCG e pFSH/pLH.

Seriam considerados od6citos maduros aqueles com configuragao
cromossbmica em Metafase Il, como descrito por Johnston et al. (1991). No entanto,
nos experimentos | e Il realizados em jaguatiricas e gatos-do-mato-pequeno,
respectivamente, nenhum odcito avaliado apresentou configuragdo cromossémica em
Metafase Il, mesmo naqueles classificados como grau |.

Isto pode ter acontecido devido a perda consideravel de odcitos que ocorreu
durante o transporte dos mesmos do local onde os animais estavam alojados (AMC,
Jundiai/SP) até o local de leitura das laminas (VRA/USP/SP). As perdas no transporte
dos odcitos foram de 31% para jaguatiricas e 20% para gatos-do-mato-pequeno.
Essa perda se deu em decorréncia dos odcitos estarem presos entre lamina e
laminula, porém submersos em solugdao de metanol : acido acético glacial, o que
facilitou o deslocamento dos mesmos das laminas impossibilitando dessa forma sua

avaliacao.
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Alguns odcitos classificados como grau | e Il apresentaram cromossomos
corados em seu interior, perfazendo um total de 12% em jaguatiricas e 26% em
gatos-do-mato-pequeno, porém nao foi possivel a caracterizagdo dos estagios do
ciclo meidtico pela avaliagdo da configuragao cromossOmica nestes odcitos.

No entanto, a avaliagdo da configuracdo cromossémica dos odcitos obtidos,
ou seja, a nao caracterizagdo de Metafase Il em odcitos maduros recém aspirados,
estd de acordo com as constatagdes feitas por BYERS et al. (1994) em gatas
domeésticas, onde a maioria dos odcitos aspirados e classificados como maduros, de
acordo com critérios morfoldgicos, ainda ndo haviam atingido o estagio de Metafase
.

Em estudo realizado por Lopes (2002), verificou-se que apenas 11,6% dos
oocitos aspirados de ovarios de gatas domésticas, apos 25 horas da aplicagéo de
hCG, apresentaram-se em Metafase Il. Isto indica que as taxas de fertilizacao in vitro,
realizadas com odcitos provenientes de fémeas superovuladas, podem ser baixas se
os oocitos ndo forem previamente cultivados por um periodo adicional.

Segundo Johnston et al. (1989) a maioria dos odcitos de gatas domésticas sé
atingem a fase de Metafase Il dentro de 30 a 48 horas de cultivo adicional.

A maioria dos odcitos classificados como grau |, que teriam maior
capacidade de se desenvolver in vitro se origina de foliculos maiores que 2mm
diametro, sendo que a classificagao e separacao de odcitos baseada na aparéncia do
complexo cumulus-odcito, ou seja, em critérios morfologicos, resulta em uma
maturagcdo mais consistente e fornece um indicador de maturagdo oocitaria e
capacidade de desenvolvimento (WOOD;WILDT,1997).

Em varias espécies, a capacidade de reiniciar a meiose é afetada pelo

tamanho dos foliculos e tamanho dos odcitos, entretanto, ha poucos relatos de
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maturagao oocitaria em gatos, usando odécitos de didmetros conhecidos (LOPES,
2002).

Diante dos resultados encontrados podemos assumir que a aspiracao
folicular apds estimulagao ovariana com gonadotrofinas exdgenas, independente dos
hormonios utilizados, eCG/hCG ou pFSH/pLH, resulta na recuperacédo de odcitos em
estagios iniciais, que necessitam de sistemas de cultivos diferentes e especificos para
atingir o estagio de Metéafase Il.

Nesse sentido, mais pesquisas tornam-se necessarias para a obtencédo de
maiores taxas de maturacdo oocitaria e com isso maiores taxas de fertilizacao,
viabilizando assim a utilizacdo da reproducao assistida como uma ferramenta auxiliar

no manejo e conservagao de felinos ameagados de extingéo.
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6.3 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Estudos ultraestruturais tem sido realizados em od6citos de animais
domésticos como bovinos (ASSEY et al., 1994; HYTTEL et al., 1986; VAN WEZEL;
ROGERS, 1996) e ovinos (BRAND; JONES, 1973; CRAN et al., 1980). Entretanto,
pouca informacao sobre os aspectos ultraestruturais de odcitos felinos tem sido
descrita na literatura. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi descrever os
aspectos morfolégicos e ultraestruturais de odcitos recuperados por aspiragcao
folicular em duas espécies de felinos neotropicais: Leopardus pardalis e Leopardus
tigrinus, apos superovulagao.

Nossos resultados mostram que a estrutura biolégica dos odécitos segue o
mesmo padrao encontrado em gatas domésticas (LOPES, 2002) e em mamiferos
de maneira geral (GARTNER; HIATT, 1999). Este dado vem confirmar o estudo
realizado por Jewgenow e Stolte (1996), onde os autores concluem que a
morfologia dos odcitos felinos € semelhante a da maioria das espécies de
mamiferos.

Tanto em jaguatiricas como em gatos-do-mato-pequeno, 0s odcitos
classificados como grau | foram caracterizados por apresentar nucleo irregular
contendo heterocromatina dispersa e envelope nuclear formando grandes
ondulagcbes, como descrito por Gjorret et al. (2002), em tigres. Mitocbndrias e
granulos corticais encontravam-se distribuidos por todo o citoplasma e também ao
redor do nucleo. Gotas de lipidios de varios tamanhos foram encontradas neste
estagio. Odcitos grau Il foram caracterizados por apresentar nucleo periférico com

pequenas ondulagdes no envelope nuclear. Pequenas areas de heterocromatina
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puderam ser vistas proximas ao envelope nuclear. Jungdes entre as células do
cumulus e a zona pelucida puderam ser observadas. Neste estagio havia grande
concentragcdo de gotas lipidicas e granulos corticais dispersos por todo o
citoplasma. Os odcitos grau lll foram caracterizados apenas em jaguatiricas e
apresentaram nucleo central sem ondulagcdes no envelope nuclear. O espaco
perivitelino encontrava-se pouco desenvolvido, e a superficie dos odcitos continha
inumeros microvilos voltados para o interior da zona pelucida.

Nao foi observado nucleo irregular com ondulagdes em contato com
reticulo endoplasmatico rugoso, como descrito por Gjorret et al. (2002) em odcitos
de tigre (Phantera tigris) recuperados por aspiragao folicular, apos tratamento
hormonal com FSH/LH suino. Também nao foram observados oécitos em Metafase
| ou Metafase II.

Odécitos em Metafase | e |l foram descritos ultraestruturalmente por Gjorret
et al. (2002), em odcitos de tigre, apenas apds sua maturagao in vitro. Odcitos em
Metafase | foram caracterizados pela auséncia de envelope nuclear com
cromossomos condensados localizados em uma area esférica livre de organelas;
Odcitos Metafase |l foram caracterizados pela presenca de cromossomos
condensados, ordenados na placa metafasica, com a migracdo de mitocéndrias
para regiao central.

Os resultados ultra-estruturais demonstram que independentemente do
tratamento utilizado para superovulagado, eCG/hCG ou pFSH/pLH, os odcitos grau |
e Il mostraram-se semelhantes nas espécies estudadas, seguindo o mesmo padrao
encontrado em gatas domésticas (LOPES, 2002). Esse resultado também
demonstra que a aspiragao folicular, método utilizado neste estudo, n&o alterou a

morfologia dos odcitos.
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Dentre as estruturas presentes no citoplasma dos odcitos, além do nucleo,
encontramos mitocéndrias, gotas lipidicas, granulos corticais e vesiculas com
material lipoproteico.

As mitocondrias sao organelas arredondadas ou alongadas caracterizadas
pela presenca de um envoltério formado por duas membranas. A membrana
externa apresenta-se lisa enquanto que a membrana interna envia prolongamentos
ou invaginagdes para o seu interior. As mitocondrias tem fungdes variadas:
participam da respiragao aeroébica, da beta oxidacdo dos lipidios, da sintese dos
esterdides e do catabolismo de aminoacidos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1997).

As gotas lipidicas sao formagdes arredondadas, homogéneas, de coloragao
cinza clara, normalmente ndo delimitadas por membrana e consideradas como
depdsitos de energia (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1997).

Os granulos corticais contém proteases, mucopolissacarideos e
peroxidases. Sao encontrados nos oécitos de mamiferos em geral, e contribuem
fisico-quimicamente como barreira para a poliespermia. Nos odcitos maduros sao
encontrados proximos a membrana plasmatica, local onde promovem a reacao
cortical através da liberacdo de substancias que impedem a polispermia (SHAPIRO
et al., 1989).

As vesiculas sao formagbées de morfologia e tamanho extremamente
variaveis, envoltas por uma membrana em cujo interior apresentam material
lipoprotéico. Nao contém enzimas que participam no metabolismo celular, portanto,
nao sao consideradas como organelas (JUNQUEIRA; SALLES, 1975).

Entre as estruturas mencionadas encontra-se o componente nao
particulado do citoplasma, chamado citossol, que possui aspecto viscoso, rico em

proteinas e de aspecto relativamente uniforme (JUNQUEIRA, SALLES, 1975).
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A comunicacgdo celular entre as células do cumulus e o odcito tem sido
demonstrada em muitas espécies. Essa comunicacdo é medida por proje¢cdes das
Células do cumulus que atravessam a zona pelucida. Essas projegcdes
citoplasmaticas s&o importantes na passagem de nutrientes e substancias
quimicas, que regulam a maturagao oocitaria (DE LOOS et al., 1991). Nos bovinos,
uma diminuicdo das gap-junctions é observada durante o reinicio da meiose, mas

as conexdes sao funcionais até o estagio de Metafase Il (FAMILIARI et al., 1998).
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6.4 DOSAGENS DE ANTICORPOS POR ELISA

Neste estudo, a resposta imune humoral foi acessada para cada tratamento
com gonadotrofinas usando a técnica ELISA previamente validada em gatos
domésticos e ndo domésticos (SWANSON et al.,, 1995; SWANSON et al., 1996b
SWANSON et al., 1999).

Embora alguns animais tenham demonstrado desenvolvimento de titulos
para imunoglobulinas anti-gonadotrofinas exdgenas, essa resposta imune humoral
nao parece interferir com a inducdo da atividade ovariana produzida pela
superovulacéao.

Os resultados de ELISA indicaram que amostras de soro dos animais
estudados mostraram um aumento na porcentagem de titulos de anticorpos positivos
de acordo com o0s sucessivos tratamentos, sendo que jaguatiricas apresentaram
maior numero de amostras positivas em relagdo a gatos-do-mato-pequeno. Essas
constatagdes sugerem que o sistema imune de cada espécie reconhece as
gonadotrofinas exégenas como proteinas estranhas e desenvolvem resposta imune
adequada com produgao de anticorpos, como previamente observado em gatos
domésticos (SWANSON et al., 1995).

Porém, esses resultados contrastam com os resultados encontrados em
tigres (CRICHTON et al., 2003), no qual repetidos tratamentos com pFSH/pLH
aparentemente ndo induzem producao de imunoglobulinas anti-gonadotrofinas.

Entretanto esta variabilidade na resposta imune pode ser atribuida a imuno-

variancia individual quanto ao reconhecimento de antigenos e também a possivel
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reagao-cruzada de anticorpos a diferentes gonadotrofinas (SWANSON et al., 1995;
SWANSON et al., 1996b).

Quatro animais (trés jaguatiricas e um gato-do-mato-pequeno) apresentaram
titulos positivos antes do primeiro tratamento com gonadotrofinas exégenas. Duas
das jaguatiricas (LP240 e LP290) ja haviam sido expostas a tratamentos com
eCG/hCG, um a dois anos antes do inicio do experimento, possivelmente gerando
titulos persistentes de anticorpos, os quais foram detectados neste estudo. A fémea
de gato-do-mato-pequeno (LT138) apresentou resultado positivo transitério na
primeira coleta de sangue, antes do inicio das superovulagbes, sendo que na coleta
posterior este animal apresentou resultado negativo. A terceira jaguatirica (LP289),
entretanto, apresentou titulos persistentes a trés gonadotrofinas (eCG/pFSH/pLH),
apesar de nunca ter sido superovulada previamente. Devido ao fato de nenhuma
imunoglobulina anti-hCG ter sido detectada no ELISA, é provavel que tenham
ocorrido ligagdes de imunoglobulinas néo-especificas, as quais foram responsaveis
pelos titulos positivos observados. No entanto, ndo ha explicacdo definitiva para a
atividade de ligacédo do soro desta fémea.

O fato mais interessante observado neste estudo foi que a presenca de
titulos positivos de anticorpos, em jaguatiricas e gatos-do-mato-pequeno, nao afetou
a resposta ovariana dos animais. Por exemplo, animais com titulos anti-eCG positivos
nao mostraram diminuicdo no numero de Foliculos Maduros e Corpos Luteos
recentes quando tratados com eCG/hCG. Esses resultados sao similares aos
encontrados em Wallabies (Macaropus Rufogriseus), onde titulos de imunoglobulinas
anti-pFSH e pLH n&o afetaram a resposta ovariana induzida por gonadotrofinas
exdgenas (MAGAREY et al., 2003), porém contrastantes com os dados encontrados

para gatos domésticos (SWANSON et al.,1995; SWANSON et al., 1996b).
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Essas constatagdes podem indicar que esses anticorpos, em jaguatiricas e
gatos-do-mato-pequeno, ndo sao capazes de neutralizar gonadotrofinas circulantes
ou que sua ligagao in vivo nao elimina sua atividade bioldgica (LOUVET et al., 1974).
Outra explicacdo seria devido ao fato de termos acessado a presenga de titulos
positivos minimos, utilizando a diluicdo 1:100, sendo que a atividade em
concentragbes absolutas de imunoglobulinas talvez tenha sido inadequada para
atenuar a estimulagédo de gonadotrofinas in vivo.

Um dos aspectos positivos ao uso de tratamentos alternados com
gonadotrofinas exdégenas pode ser a redugdo na resposta imune humoral e
prevencao de elevagdes pronunciadas de titulos de imunoglobulinas.

Fémeas com titulos positivos para pFSH produziram mais estruturas
ovarianas em ambos tratamentos (pFSH/pLH e eCG/hCG), do que em fémeas com
titulos negativos para pFSH. Uma possivel explicagdo seria que titulos de anticorpos
anti-pFSH n&o neutralizariam pFSH circulante, como foi sugerido para anticorpos anti-
eCG. Outra explicacao plausivel seria que os titulos alcangados seriam muito baixos
para serem efetivos in vivo, especialmente quando repetidas doses de pFSH séao
administradas em inje¢des diarias.

O aparente aumento da resposta ovariana em animais com titulos positivos
anti-pFSH pode ser atribuido a uma unica fémea (LP289), a mesma que apresentou
titulos pré-existentes e persistentes anti-pFSH, porém produgao de multiplos foliculos
ovarianos em cada tratamento com pFSH/pLH. No entanto, excluindo esta fémea das
analises estatisticas, ndo houve diferenca significativa no numero de estruturas

ovarianas entre animais com titulos positivos ou negativos para pFSH.
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6.5 DOSAGENS HORMONAIS RIE

As andlises hormonais séricas foram representadas pelo conjunto de
amostras colhidas em intervalos de 15 a 30 dias pré-tratamento hormonal e no dia da
video-laparoscopia, ou seja, amostras pontuais e com animais sob efeito anestésico.

A fase de crescimento folicular em gatas domésticas é caracterizada por
apresentar aumentos gradativos na concentragdo sérica de estradiol que variaram
entre 20 a 70 pg/ml, do primeiro ao ultimo dia do estro, sendo que picos de estradiol
superiores a 70 pg/ml foram observados algumas vezes (JOHNSTON, 2001).

O estro em jaguatiricas foi caracterizado por apresentar concentragdes
séricas de estradiol que variaram entre 59,84 a 305,77 pg/ml acompanhadas de
concentragbes seéricas de progesterona que variaram entre 0,11 a 2,61ng/mi
(TEBET, 1999). Em fémeas de jaguatiricas, avaliadas apds superovulagdo com
dosagens mais baixas de eCG/hCG, as concentragdes séricas de estradiol variaram
entre 115,9 a 513,6 pg/ml e as concentragbes séricas de progesterona variaram
entre 2,5 a 5,1 ng/ml, acompanhadas de boa resposta ovulatéria avaliada por video-
laparoscopia (MORAES et al., 1997).

Em gatos-do-mato-pequeno superovulados com a mesma dosagem de
eCG/hCG (n=2), as concentragdes séricas de estradiol foram de 60,1 e 121,0 pg/mi
e as concentragbes séricas de progesterona foram de 3,7 e 13,6 ng/ml,
acompanhadas de resposta ovulatéria semelhante a encontrada neste experimento
(MORAES et al., 1997).

Graham et al. (2000) demonstraram que estimulagdo ovariana utilizando

gonadotrofinas exdgenas em gatas domésticas resultou em padrdo anormal de
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estrégenos fecais, com concentragdes mais altas e persistentes quando comparadas
com as de animais no estro. Foliculos acessorios e corpos luteos secundarios tem
sido documentados em gatas estimuladas, causando um ambiente enddcrino
anormal.

As concentragdes séricas de estradiol encontradas em jaguatiricas neste
experimento variaram entre 4,94 a 151,00 pg/ml e as concentragdes séricas de
progesterona variaram de 0,15 a 37,22 ng/ml. Da mesma maneira, concentragdes
séricas de estradiol em gatos-do-mato-pequeno variaram entre 11,73 a 147,31 pg/mi
e concentragbes séricas de progesterona variaram entre 0,06 a 34,09 ng/ml. A
sensibilidade minima detectada foi de 0,004 ng/ml para progesterona e de 0,14
pg/ml para estradiol.

Niveis de progesterona elevados, encontrados em animais nao prenhes, nao
interferiram na resposta ovariana apo6s as superovulacgdes.

Superovulagdes realizadas com gonadotrofinas exdgenas nédo afetaram a
gestacdo do animal LP 285. No entanto, Johnston (2001) sugere que a presenca
atividade estral em fémeas de gatos domésticos gestantes pode causar abortos com
relativa frequéncia.

Os niveis de progesterona elevados, encontrados em gatos-do-mato-
pequeno (Leopardus tigrinus), parecem ser decorrentes do estresse gerado pelas
contengdes necessarias para realizacdo das superovulagdes e colheitas de material,
onde um estimulo estressante desencadearia uma producgao elevada de progesterona
pela adrenal. Por serem animais menores e por estarem alojados em recintos com
grande quantidade de galhos e casinha de madeira suspensa, as fémeas escalavam
as grades pelos galhos em diregdo a casa suspensa, 0 que dificultava a contengéo

fisica, que por vezes era demorada e causa de estresse aos animais. Em estudo
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realizado por Bertschinger et al. (2002) houve aumento nas concentragdes séricas de
progesterona em leoas com implantes contraceptivos, apds contengcdo. Em estudo
realizado em fémeas de cervos dama, inteiras e vasectomizadas, estimulacdo com
ACTH também levou a um aumento nas concentragdes séricas de progesterona
(ASHER et al., 1989).

Foi verificado paralelismo entre a curva padréo do conjunto diagndstico e a
curva obtida a partir do pool de soro das fémeas de jaguatirica e gato-do-mato-
pequeno para progesterona e estradiol, validando o uso dos conjuntos diagndsticos
comerciais utilizados, DPC (Coat-A-Count - Diagnostic Products Corporation/USA) e

DSL (Diagnostic System Laboratories INC/USA), respectivamente.
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7. CONCLUSOES

1.

Jaguatiricas e gatos-do-mato-pequeno tratados quatro a seis vezes, em
intervalos de quatro meses, com tratamentos alternados utilizando
gonadotrofinas exdégenas (eCG/hCG e pFSH/pLH) ndo mostraram redugéo na
resposta ovariana (Foliculos Maduros e Corpos Luteos recentes) ou

proporcao de odcitos maduros em relacdo aos odcitos totais recuperados.

O tratamento pFSH/pLH foi mais eficiente quando comparado ao tratamento
eCG/hCG, em jaguatiricas, por determinar a recuperacéo de maior quantidade
de odcitos totais e maduros. Ambos os tratamentos pFSH/pLH e eCG/hCG

comportaram-se de maneira semelhante em gatos-do-mato-pequeno.

Odcitos aspirados e classificados como grau | apresentaram-se em estagios
iniciais de desenvolvimento, segundo analise citogenética e ultra-estrutural,
sugerindo que necessitam de tempo adicional de cultivo in vitro para atingirem

a maturacao.

Jaguatiricas e gatos-do-mato-pequeno produziram titulos de imunoglobulinas
anti-gonadotrofinas, porém esses anticorpos parecem n&o exercer efeito
adverso na resposta ovariana, possivelmente devido aos niveis baixos de
titulos encontrados, limitados pela reagcdo cruzada de gonadotrofinas ou

limitados pela capacidade neutralizante in vivo.
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5. O conjunto diagnéstico comercial DPC (Coat-A-Count Diagnostic Products
Corporation/USA), em fase sodlida, para dosagem de progesterona e o
conjunto diagndstico comercial DSL (Diagnostic System Laboratories
INC/USA), em fase liquida, para dosagem de estradiol, foram validados para

utilizagdo em soro de Leopardus pardalis e Leopardus tigrinus.

6. Estes dados sugerem que essas espécies podem ser manejadas
intensivamente usando tratamentos alternados com gonadotrofinas exdégenas
para procedimentos de reproducdo assistida sem comprometer a resposta

ovariana a esses hormonios.
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APENDICE A - Diametro dos ovidutos e ovarios de jaguatiricas superovuladas com
eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais | Colheitas Protocolos | Oviduto Dir. | Oviduto Esq.| Ovario Dir. | Ovario Esq.
(mm) (mm) (mm) (mm)

LP 254 1° - - - - -
LP 254 2° pFSH/LH 2 2 6 8
LP 254 3° eCG/hCG 4 2 12 10
LP 254 4° e Prenhe - - - -
LP 254 5° eCG/hCG 4 6 10 8
LP 254 6° pFSH/LH 4 4 8 8
LP 240 1° eCG/hCG 4 4 10 8
LP 240 2° pFSH/LH 4 4 10 12
LP 240 3° eCG/hCG 4 4 10 10
LP 240 4° pFSH/LH 4 6 10 8
LP 240 5° eCG/hCG 4 4 8 8
LP 240 6° pFSH/LH 6 6 8 10
LP 285 1° eCG/hCG 4 4 10 10
LP 285 2° pFSH/LH 4 2 10 16
LP 285 3° eCG/hCG 2 4 10 10
LP 285 4° pFSH/LH 4 4 12 10
LP 285 5° Prenhe 4 24 10 12
LP 285 6° Prenhe 4 30 12 10
LP 289 1° eCG/hCG 2 2 12 12
LP 289 2° pFSH/LH 2 2 16 15
LP 289 3° eCG/hCG 4 4 10 10
LP 289 4° pFSH/LH 4 4 10 10
LP 289 5° eCG/hCG 4 4 12 12
LP 289 6° pFSH/LH 2 2 8 6
LP 290 1° eCG/hCG 2 2 10 10
LP 290 2° pFSH/LH 4 4 10 10
LP 290 3° eCG/hCG 3 2 8 12
LP 290 4° pFSH/LH 4 4 8 8
LP 290 5° eCG/hCG 4 4 8 8
LP 290 6° pFSH/LH 6 4 12 8

¢ Nao avaliada pela video laparoscopia.
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APENDICE B - Numero de foliculos e corpos luteos recentes de jaguatiricas
superovuladas com eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais| Colheitas| Protocolos| Foliculos| Foliculos| Foliculos| Foliculos| C. Luteos|C. Luteos
Ov. Dir. | Ov.Esq.| Ov.Dir | Ov.Esq.| Ov.Dir. | Ov. Esq.
(<2mm)| (<2mm)| (>2mm)| (>2 mm)| (> 2 mm)| (>2 mm)
LP 254 1° - - - - - - -
LP 254 2° pFSH/LH 1 2 2 2 0 0
LP 254 3° |eCG/hCG 2 1 1 0 2 0
LP 254/ 4° |e Prenhe - - - - - -
LP 254 5° |eCG/hCG 2 2 0 0 0 0
LP 254 6° pFSH/LH 0 2 ) 3 0 0
LP 240 1°  1eCG/hCG 9 4 0 2 0 1
LP 240, 2° | pFSH/LH 1 3 1 3 0 0
LP 240, 3° |eCG/hCG 0 3 3 ) 0 2
LP 240, 4° pFSH/LH 0 0 ) 2 0 1
LP 240, 5° |eCG/hCG 1 1 2 0 2 0
LP 240, 6° pFSH/LH 2 1 3 2 1 1
LP 285 1° |eCG/hCG 0 0 7 2 2 4
LP 285 2° pFSH/LH 9 1 0 4 0 0
LP 285 3° |eCG/hCG 4 0 0 1 0 0
LP 285 4° pFSH/LH 2 2 ) 3 0 1
LP 285 5° Prenhe 6 1 2 3 0 8mm
LP 285 ©6° Prenhe - - - - - 8mm
LP 289 1° |[eCG/hCG 0 0 8 1 0 1
LP 289 2° pFSH/LH 0 0 6 10 0 0
LP 289 3° |eCG/hCG 0 0 5 1 0 1
LP 289 4° pFSH/LH 0 0 6 6 0 0
LP 289 5° |[eCG/hCG 0 0 0 1 3 2
LP 289 6° pFSH/LH 1 4 4 6 0 0
LP 290 1°  1eCG/hCG 0 0 3 4 0 0
LP290, 2° | pFSH/LH 3 2 1 6 0 0
LP 290, 3° [eCG/hCG 2 S 2 0 0 0
LP 290 4° pFSH/LH 0 0 1 3 1 2
LP 290, 5° |eCG/hCG 1 4 2 3 0 1
LP 290 6° pFSH/LH 2 2 3 3 0 0
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APENDICE C - Numero de odcitos totais, grau I, Il e Ill de jaguatiricas superovuladas
com eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC / Jundiai / SP, 2004

Animais | Colheitas | Protocolos| Odcitos Odcitos Odcitos | Oocitos
Coletados Grau | Grau ll Grau lll
LP 254 1° - - - - -
LP 254 2° pFSH/LH 7 1 5 1
LP 254 3° eCG/hCG 1 0 0 1
LP 254 4° Prenhe - - - -
LP 254 5° eCG/hCG 0 0 0 0
LP 254 6° pFSH/LH 5 4 1 0
LP 240 1° eCG/hCG 2 1 0 1
LP 240 2° pFSH/LH 4 3 1 0
LP 240 3° eCG/hCG 7 7 0 0
LP 240 4° pFSH/LH 5 5 0 0
LP 240 5° eCG/hCG 1 1 0 0
LP 240 6° pFSH/LH 5 4 0 1
LP 285 1° eCG/hCG 3 0 0 3
LP 285 2° pFSH/LH 4 1 2 1
LP 285 3° eCG/hCG 1 0 1 0
LP 285 4° pFSH/LH 8 4 4 0
LP 285 5° Prenhe - - - -
LP 285 6° Prenhe - - - -
LP 289 1° eCG/hCG 4 2 1 1
LP 289 2° pFSH/LH 14 7 4 3
LP 289 3° eCG/hCG 3 2 1 0
LP 289 4° pFSH/LH 5 4 1 0
LP 289 5° eCG/hCG 2 2 0 0
LP 289 6° pFSH/LH 9 4 4 1
LP 290 1° eCG/hCG 1 1 0 0
LP 290 2° pFSH/LH 3 0 3 0
LP 290 3° eCG/hCG 4 2 2 0
LP 290 4° pFSH/LH 0 0 0 0
LP 290 5° eCG/hCG 3 1 1 1
LP 290 6° pFSH/LH 6 3 2 1
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APENDICE D - Diametro de ovidutos e ovarios de gatos-do-mato-pequeno
superovulados com eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais Colheitas | Protocolos | Oviduto Dir.| Oviduto Esq.| Ovario Dir. | Ovario Esq.
(mm) (mm) (mm) (mm)
LT 136 1° eCG/hCG 2 2 4 4
LT 136 2° pFSH/LH 2 2 4 4
LT 136 3° eCG/hCG 1 2 4 4
LT 136 4° pFSH/LH 4 4 6 6
LT 136 5° eCG/hCG 2 2 6 8
LT 136 6° pFSH/LH 2 2 8 6
LT 141 1° eCG/hCG 4 4 8 8
LT 141 2° pFSH/LH 2 2 6 8
LT 141 3° eCG/hCG 2 3 6 8
LT 141 4° pFSH/LH 4 4 6 8
LT 141 5° eCG/hCG 2 2 6 6
LT 141 6° pFSH/LH 2 2 6 6
LT 138 1° eCG/hCG 2 2 4 4
LT 138 2° pFSH/LH 2 2 8 6
LT 138 3° eCG/hCG 2 2 6 6
LT 138 4° pFSH/LH 2 4 8 6
LT 134 1° eCG/hCG 4 4 8 8
LT 134 2° pFSH/LH 4 4 4 6
LT 134 3° eCG/hCG 2 4 6 6
LT 134 4° pFSH/LH 2 2 6 8
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APENDICE E - Numero de foliculos de gatos-do-mato-pequeno superovulados com
eCG/hCG e pFSH/pLH, AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais Colheitas | Protocolos | Foliculos Foliculos Foliculos Foliculo
Ov. Direito Ov. Esqu. Ov. Direito Ov. Esqu.
<2mm <2mm >2mm >2 mm
LT 136 1° eCG/hCG 3 1 0 0
LT 136 2° pFSH/LH 1 4 0 0
LT 136 3° eCG/hCG ) 3 0 0
LT 136 4° pFSH/LH 7 ) 1 1
LT 136 5° eCG/hCG 1 6 3 1
LT 136 6° pFSH/LH 4 2 0 2
LT 141 1° eCG/hCG 5 6 1 1
LT 141 2° pFSH/LH &) 8 0 1
LT 141 3° eCG/hCG 3 1 2 2
LT 141 4° pFSH/LH 2 1 3 1
LT 141 5° eCG/hCG 3 1 0 2
LT 141 6° pFSH/LH 0 3 1 2
LT 138 1° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 138 2° pFSH/LH &) 0 1 0
LT 138 3° eCG/hCG 1 4 2 0
LT 138 4° pFSH/LH 3 4 1 1
LT 134 1° eCG/hCG 7 3 3 3
LT 134 2° pFSH/LH 3 1 0 0
LT 134 3° eCG/hCG 0 2 2 0
LT 134 4° pFSH/LH 8 4 0 2
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APENDICE F- Numero de corpos liteos e cistos ovarianos de gatos-do-mato-
pequeno  superovulados com eCG/hCG e pFSH/pLH,
AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais| Colheitas | Protocolos Corpos Luteos| Corpos Liteos Cistos Cistos
Ovario Dir. Ovario Esq. Ovario Dir.| Ovario Esq.
LT 136 1° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 136 2° pFSH/LH 0 0 0 0
LT 136 3° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 136 4° pFSH/LH 0 0 0 0
LT 136 5° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 136 6° pFSH/LH 0 0 1 1
LT 141 1° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 141 2° pFSH/LH 0 0 0 0
LT 141 3° eCG/hCG 0 2 0 0
LT 141 4° pFSH/LH 0 0 0 0
LT 141 5° eCG/hCG 0 0 1 0
LT 141 6° pFSH/LH 0 1 2 0
LT 138 1° eCG/hCG 0 0 0 1
LT 138 2° pFSH/LH 0 0 2 1
LT 138 3° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 138 4° pFSH/LH 2 0 2 0
LT 134 1° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 134 2° pFSH/LH 0 0 0 0
LT 134 3° eCG/hCG 0 2 2 0
LT 134 4° pFSH/LH 0 0 0 0

Obs: Todos os cistos ovarianos observados eram menores que 2mm.
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APENDICE G - Numero de odcitos totais, grau I, Il e lll de gatos-do-mato-pequeno
submetidos a superovulagdio com eCG/hCG e pFSH/pLH,
AMC/Jundiai/SP, 2004

Animais| Colheitas |Protocolos| Odbcitos Odcitos Oécitos Oécitos
Coletados| Graul Grau ll Grau lll
LT 136 1° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 136 2° pFSH/LH 0 0 0 0
LT 136 3° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 136 4° pFSH/LH 2 1 1 0
LT 136 5° eCG/hCG 4 0 2 2
LT 136 6° pFSH/LH 2 2 0 0
LT 141 1° eCG/hCG 2 1 1 0
LT 141 2° pFSH/LH 1 1 0 0
LT 141 3° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 141 4° pFSH/LH 2 2 0 0
LT 141 5° eCG/hCG 2 1 1 0
LT 141 6° pFSH/LH 4 1 2 1
LT 138 1° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 138 2° pFSH/LH 1 1 0 0
LT 138 3° eCG/hCG 0 0 0 0
LT 138 4° pFSH/LH 2 1 1 0
LT 134 1° eCG/hCG 6 2 2 2
LT 134 2° pFSH/LH 0 0 0 0
LT 134 3° eCG/hCG 1 0 1 0
LT 134 4° pFSH/LH 1 0 1 0
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APENDICE H - Publicagcbes e apresentagdes envolvendo este trabalho

1.

Paper submetido para publicacao:
Paz, R. C. R.; Swanson, W. F.; Dias, E. A.; Adania C. H.; Barnabe V. H;
Barnabe R. C. Ovarian and immunological responses to alternating
exogenous gonadotropin regimens in the ocelot (Leopardus Pardalis) and
tigrina (Leopardus Tigrinus). Enviado para Zoo Biology.

2. Resumos aceitos para apresentacao em Congressos Internacionais:

Paz, R. C. R.; Dias, E. A.; Adania, C. H.; Barnabe, V. H.; Barnabe, R. C.
Repeated superovulation following administration of alternating exogenous
gonadotropins regimens in the ocelots (Felis pardalis) and tigrinus (Felis
tigrinus). Aceito para apresentagao no 5" International Symposium on
Canine and Feline Reproduction (ISCFR), a realizar-se em Embu / SP /
Brasil, em agosto de 2004.

Paz, R. C. R.; Swanson, W. F.; Dias, E. A.; Adania, C. H.; Barnabé, V. H,;
Barnabé, R. C. Ovarian and immunological responses to alternating
exogenous gonadotropin regimens in the ocelot (Leopardus pardalis) and
tigrina (Leopardus tigrinus). Aceito para apresentagdo no 15" International
Congress on Animal Reproduction (ICAR), a realizar-se em Porto Seguro /
BA / Brasil, em agosto de 2004.

3. Resumos apresentados em Congressos Nacionais:

Paz, R. C. R.; Lopes, M. D.; Dias, E. A.; Barnabe, R. C. Avaliagdo da
maturacdo nuclear de odcitos de gatas domésticas (Felis catus).
Suplemento da Acta Scientiae Veterinariae, v. 31, p. 520, XVIl Reuniao
Anual da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides, Beberibe / CE,
2003.

Paz, R. C. R,; Dias, E. A.; Adania, C. H.; Felippe, E. C. G.; Oliveira, C. A.
Acompanhamento reprodutivo de jaguatirica (Leopardus pardalis) por
ultrassonografia, colpocitologia esfoliativa e mensuragdo hormonal sérica por
radioimunoensaio. Anais do XXVII Congresso da Sociedade de
Zoolégicos do Brasil — SZB, Bauru / SP, 2003.

Paz, R. C. R.; Dias, E. A.; Cavalcanti, A. K. S.; Jimenez, G. T.; Goes, P. A.
A.; Barnabe, R. C. Superovulacao, aspiragao follicular por video-laparoscopia
e colpocitologia em gatas domésticas (Felis catus), modelo experimental para
felinos silvestres. Anais do IV Congresso e IX Encontro da Associagao
Brasileira de Veterinarios de Animais Selvagens - ABRAVAS 2002, p. 84,
Vitéria / ES, 2002.
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ANEXO A -

Portaria n® 106 do IBAMA, de 26 de dezembro de 1995, que instituiu
o Grupo de Trabalho para Pequenos Felinos Brasileiros
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ANEXO B - Termo de Cooperagdo Técnica n® 2/2000 entre IBAMA/CENAP e
AMC, de 31 de julho de 2000

( BICON - n/ov/aooo )

’ CENTRO NACIONAL DE PESQUISA
PARA CONSERVACAO DE
PREDADORES NATURAIS '

EXTRATO DE TERMO DE COOPERAGAO TECNICA N' 272000

ESPECIE: Termo de C Técnica que entrc si celebram o
Instituto Brasileiro do Mcio Ambleate € dos Recursos Naturais Re-
novéveis - IBAMA, através do Centro Nacional de Pesquisa para a
Conservacdo de Predadores Naturais - CENAP ¢ a Associagdo Mata
Ciliar/SP.

OBJETO: O presentc Termo de Cooperaglo Téenica tem por objeto o
cstabelecimento de agdics conjuntas para o desenvolvimento dc ati-
vidades de pesquisas cientfficas com felinos acolropicnis no Projcto .
Centru Braxilcica para s Conscrvaglo de Felinos Neotropicais. '
CREDITO: Scru dnus pars o CENAP/SP.

VIGENCIA : 24 (vinte e quatro) mescs, contados da data de pu-
blicaglo no Dibrio Oficial da Unillo, podcado scr renovado poc igual
periodo, huvenda interdsse das paries, mediante termo aditivo.

DA ASSINATURA: | P, 28 do Jultho de 2000.

PELO CENAP/SP: GRANSDEN CRAWSHAW JONIORf-
Gerente do CENAPIBAMA

PELLA ASSOCIAGCAO MATA CILIAR: JORGE BELLIX DE CAM
POS - Representanic

(Of. EL n* 1552000)
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ANEXO C -

Declaracéo para Importagcao/Exportacdo do Servigo de Pesca e Vida

Selvagem USA, de 29 de outubro de 2003

USFWS Form 3-177
(Revised 10/17/2000)
O.M.B. No. 1018-0012
Expiration Date: 10/31/2003

1. Date of Import/Export: (mm/3d/yyyy)

{0l 29 | 2003

2. \/E License Number:

3. Indicate One:

& Import O Export
4. Port of Clearance:
AT
5. Purpose Code:
S

6. Customs Entry Number:

U.S. FISH AND WILDLIFE SERVICE

DECLARATION FOR IMPORTATION
OR EXPORTATION OF
FISH OR WILDLIFE

Please Type or Print Legibly

Page 1 of 1

7. Name of Camier:

DELTA

8. Air Way Bill or Bill of lading Number:
Master:

House:
9. Transportation Code: P
License State
10. Bonded Location for Inspection:
NA

11. Number of Cartons Containing Wildlife:

NA D

12. Package Markings Containing Wildlife:
NA

13. (indicate one)
& U.S. importer of Record
[0 U.S. Exporter

Bidg. 560, Rm. 21-105

(complete name / address / phone number)

NIH, NCi-Frederick, Lab. of Genomic Diversity

Frederick, MD 21702 USA

Sao Paulo, SP, Brazil

14a. Foreign Supplier / Receiver :
(complete name / address / phone number)
Dr. Regina Paz, Facuilty of Veterinary Medicine and Zoology
Department of Animal Reproduction, University of Sao Paulo,
Rua Orlando, Marques de Paiva #87, Cidade Universitaria

Phone 301/846-1299 fax (11) 30917412; ph. (11) 30917898 1p. BR |
15. Customs Broker, Shipping Agent or Freight Forwarder:
Phone Number / Fax Number: Contact Name:
i _— 17a. Foreign CITES 18a. Description 19a. 20.
Sge;s:s 16a. Scientific Name Pem?it Number Code Quantity / Unit Cfo;qlry
) rigin
(Official Use) 17b.U.S. CITES 19b. Total ol
16b. Common Name Permit Number 18b.Source Monetary Value of Animal
Leopardus tigrinus oLoe8e BR SPE 48 /NO aR
Tigrina 02US694126/9 F $0
Leopardus pardalis or088 ¢ ILHBR SPE 12 - iy -
Ocelot BR
CAIVSEINLRC [T |5 O

o
Knowingly making a false staement in a Declaration for lmpon“.éti lor
of Fish or Wildlife may subject the declarant to the penalty provid¢d by

1001 and 16 U.S.C. 3372(d)

tion
us.c

comett: |

RO

21. | certify under penalty of pefjury that the infamation fumished is true and

‘,(_/\JQ,«,\

Synature

Date

AP WO szson

Type or Print Name
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ANEXO D Permiss&o de Importacdo de amostras de soro de mamiferos
ameacados - CITES/USA
PSRN CONVENTION ON Il S
INTERNATIONAL TRADE IN lMPORT 1. Original Permit/Certificate No.
IE; ENDANGERED SPECIES OF PERMIT o2usesatzes
. WILD FAUNA AND FLORA o003

. Permittee (name and address, country)

NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH

NATIONAL CANCER INSTITUTE AT FREDERICK
LABORATORY OF GENOMIC DIVERSITY
BUILDING 560, ROOM 21-105

FREDERICK, MD 21702

US.A.

. Special Conditions

. MUST COMPLY WITH ATTACHED GENERAL AND SPECIAL
PERMIT CONDITIONS .

. U.S. ENDANDERED AND THREATENED SPECIES {50 CFR
17.22 AND 50 CFR 17.32].

. PERMIT MAY BE COPIED FOR MULTIPLE SHIPMENTS;
PERMITTEE TO RETAIN ORIGINAL.

. PERMITTEE MUST COMPLETE BLOCKS 4, 11, 12 AND

‘ SHIPMENT #: . PRIOR TO EACH SHIPMENT.
- PERMITTEE MUST COMPLETE INFORMATION ON

INVENTORY SHEET AND ATTACH COMPLETED INVENTORY
SHEET TO FOREIGN CITES EXPORT PERMIT AND WILDLIFE
. DECLARATION FORM (3-177).
. THIS REPLACES AND AMENDS 02US694126/9 ISSUED
10/31/2002.

-May not be used for commercial purposes. -For live animals, only valid
if the transport conditions comply with the CITES Guidelines for
Transport of Live Animals or, in the case of air transport, with IATA Live
Animals Regulations.

7/8. Common Name and Scientific name (g_enus and
species) of Animai or Plant

4. Consignee (name and address, country) T
Oo. LeeoanOn2

YACcuLTY OF N2TELN AR YALO\QRE + Z0OLoGY
VEPOLTMLAT OF Pavmal RERCOUCTION

QUWTESV CE SN0 PAULO

VOB ORLANDD MARGUTT VEVMUR 99T C1OA DE HIWIRSTAZLA
Jac Pavc, P BQ&Z\\.

753: P-u'rpose 6f Transaction
: S

 5b. Security No

STRLLESH]

i 6. U.S. Management Authority

DIVISION OF MANAGEMENT AUTHORITY
U.S. FISH AND WILDLIFE SERVICE
DEPARTMENT OF THE INTERIOR
WASHINGTON, D.C. 20240

UNITED STATES OF AMERICA

1210912002
- lssdif\g-;- Date

' United States Management Autho}—il‘y
) AUTHORITY: Endangered Specues Act of 1973 (16 USC 1531 el seq )

{9. Description of Part or Denvauve mcludmg ldentlfymg marks |

10 Appendxx No and

or numbers (age/sex if live) Source
\. Common Name 9. IMPORT: BLOOD, SERUM, & OTHER TISSUE SAMPLES | 10. 1 F
MAMMALS AS DESCRIBED ON ATTACHED INVENTORY SHEET. . R
ALL MAMMALS

11. Quanlity (including units)

scientific Name U e NC{
i 12. Country of Origin
|
3. Common Name 9. IMPORT: BLOOD, SERUM, & OTHER TISSUE SAMPLES | 10.
MAMMALS AS DESCRIBED ON ATTACHED INVENTORY SHEET. Two o
ALL MAMMALS ) 11 Quantlly (mcludmg unlls)
Scientific Name NO

12. Counlry of Ongm -

C.--Coémmon Name 9.

110,

12. Country of Ongm

10.

1 1. Quanuty (mcludmg umts)

e St

12. Country of Origin

Scientific Name

10.

~Quantity (inclLJ-<i—ir;g units)
12. Country of OEH\

Specimen(s) will not be used for primarily commercial purposes.

The recipient has suitable facilities to house and care for the specimen(s).
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ANEXO E

pardalis e Leopardus tigrinus - CITES/Brasil

' J-lma{:nwmw

Permissdo de Exportagdo de amostras de soro de [eopardus

Ut F 4T LA DT

- W DE PAGINAPAGE
. - . 0108852 I J
CONVENCAO SOBRE O COMERCIO 62 BR
INTERNACIONAL DE ESPECIES DA 2 VALIDO ATE/ VALID UNTAL: ... .
FLORA E FAUNA SELVAGENS I1iMeDaa
'EM PERIGO DE EXTINGAO -
WPOHTACAO EXPORTACAO mm‘m
. .| weormanon X |ewortanon RE-EXPORTATION ouTROS
\
3 - EXPORYADOR/ REEXPORTADOR/ (NOME mml EXPORTER/ RE EXPORTER/ NAME / ADRESS) 3

4 - WPORTADOR/ (NOME, ENDERECO) / IMPORTER (NAME . ADRE SS)

FTERIRARIS Rgrona fnsieures of Heai La0omeees 6t Gonomes fre sy nen:
a5 Tnivads 5o Paes PR, Bradtheoy A0 ROCKE 100
Yrgvrerznogy -Sio Gusin BRC o D - Maslae uls
(G5 8% .
§ < PAIS DE DESTINO/ COUNTRY OF DESTINATION SA - OAETIVO OPERAGAO/ PURPOSE ~ | 58 - oesamaoroasswvmon
EUNITED STATES OF AMFRICA - 3 BRS131525

AUTORIDADE ADMINISTRATIVA EMITENTE / ISSUING MANAGEMENT AUTHORITY

- "; ;4 7 MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE AR -
A 1BAMA - INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS . ;/
55 SAIN L4 NORTE - CEP: 70800-200 - BRASILIA - DF - BRASIL
EX NENS oata o
MM A rocaL reuae ISSUING DATE
(For fve amimals, s pemmd or cedificate & only | 7- CONDIGOES ESPECIAIS/ SPECIAL CONDITIONS
vahd € the 1’ 10 the ) R
mmTratlspoﬂdLneM-nasa nthecaseof | #3777 v SART Erud
\nvanspod.lolhe 1ATA Live Animats Regulations.
P -
8 - ITEM 9 - ESPECIE (NOME CIENTIFICO)/ SPECIES (SCIENTINFC NAMES) 10 - NOME COMUM/ COMMON NAME w sbod o 2. 08 %%%xwlw 13. QUANTIOADE )
L ~onardus gerdakiz IR AR PAATERI AL QU £ yG0 71 Setar
Of | E
1_(4]P8§d“; ‘jfﬁf!-‘.l;\ f MATIRIAL B GO £ SAR

™ OF THE OPERATION (O]
DATE OF AQUISITION @)

CQNTRV OF LAST RE-EXPORV
P> s

1s- mmm;mwm

A - Planta rep rtify plant

C- mwa«mtwm-\m

O - Espécimen do Apéndice | reprodurido em Cativewro ou ankcialmente com s comerciass — (Ast. VI, 4)
Appendix | specimen captivity brad or anicially propagated for commerial pupases ~ (Art, VI, 4)

F- MM«NW = £ 14 Animal bom 0 Captraty ~ F1

O- Pré-Cc 30 / Pre C.

R - Espécimen de Criadouro / Specimen feom a canchng operation

U - Origem desconhecida f Source unknow

W - Sivestre 1 Wad

16- OBEINOOAOFEWOIPUR?OSEOFYRADE

E - Educativo /

G - Jardus Batanicos / Botanical Gardens
H-Tm«ﬁemlw

: Pesquisa bomédica / &o«w

P - Objeto pessoal / Personal
? mrw

Zz- Zodoqeasllms

8 - Criagio em cativeiro ou reproduc3o arificiat / Beceding in captty o artficial propagation

fesearch
hmmuMMIhatmrmmnw
Q - Circos € € exposicdes awtineranies / Circuses and Uavetng extwons

17 - EXPORTAGAO E REEXPORTAGAO - ENDOSSO / EXPORT AND REEXPORT ENDORSEMENT
Y

18 - MPORTAGAO - ENDOSSO / MPORT ENDORSEMENT






