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RESUMO

COELHO, Polyana Galvao Bernardes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Janeiro
de 2016. Parametros reprodutivos e comportamentais de coelhas Nova Zelandia
influenciados pela cauterizacdo dos ductos incisivos e pelo efeito do macho.
Orientador: Laércio dos Anjos Benjamin. Coorientadores: Eduardo Paulino da Costa,
German Arturo Bohorquez Mahecha e Jos¢é Domingos Guimaraes.

A atividade reprodutiva nas coelhas domésticas (Oryctolagus cunniculus) é controlada
pelo sistema nervoso, € o mesmo recebe influéncia tanto do meio interno quanto do
meio externo. O 6rgdo vomeronasal liga o ambiente externo a areas do encéfalo
responsaveis por comportamentos reprodutivos e maternais. Baseado nestes aspectos, o
estudo visou esclarecer como os comportamentos reprodutivo e maternal e a anatomia
dos 6rgdos genitais seriam influenciados pela obstru¢do dos ductos incisivos associados
a presenca ou ndo do efeito do macho. Para este estudo foram utilizadas 30 coelhas da
raca Nova Zelandia dividias em dois experimentos. No primeiro experimento, 10 das 20
coelhas com idade de 50 dias tiveram seus ductos incisivos cauterizados. No segundo
experimento, 5 das 10 coelhas tiveram seus ductos incisivos cauterizados com a idade
de 50 dias, enquanto as outras 5 foram submetidas a cauterizagdo 10 dias apods o parto.
As coelhas do primeiro experimento foram divididas em 4 grupos baseados na
associacao da cauterizacdo ou nao dos ductos incisivos com a presenca ou nao do efeito
do macho. As coelhas do segundo experimento foram destinadas exclusivamente para
reproducdo. As coelhas do primeiro experimento foram pesadas semanalmente, tiveram
amostras de sangue coletadas para analise dos hormodnios luteinizante (LH), foliculo
estimulante (FSH) e 17B-estradiol (E;) a cada dez dias, e o comportamento avaliado
segundo um etograma adaptado a este estudo. Ao atingirem a idade de 125 dias, estas
20 coelhas foram eutanasiadas para coleta do 6rgdo vomeronasal, do figado e da
vesicula biliar, fragmento dos musculos reto femoral e vasto medial, fragmento da
epifise proximal de fémur e 6érgdos genitais. A pesagem dos animais mostrou nao haver
diferenga entre a taxa de crescimento e o ganho de peso entre os quatro grupos, mas a
presenca do macho influenciou no peso independente da cauterizagdo dos ductos
incisivos. A avaliacdo da coloracdo da vulva ndo mostrou diferenca entre os grupos
durante o experimento. O comportamento destas fémeas mostrou diferenga no tempo de
auto-catagdo entre os grupos na auséncia do efeito do macho. Os 6rgdos genitais ndo

apresentaram diferencas anatdmicas e histologicas que incapacitassem as fémeas de
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gestar. O calculo do indice hepatossomatico nao mostrou diferenga entre os grupos. O
indice gonadossomdtico mostrou diferenca quando associado ao efeito do macho,
independente da cauteriza¢do dos ductos incisivos estar ou ndo presente. A qualidade da
carcaca se manteve a mesma para os grupos testados. O comprimento do 6rgio
vomeronasal para os animais cujos ductos incisivos foram cauterizados foi menor que
nos animais controles independente do efeito do macho. Dos trés hormdnios avaliados,
o E, mostrou diferenga aos 120 dias de idade entre as coletas da manha ¢ da noite no
grupo cujos ductos incisivos foram cauterizados e submetidos ao efeito do macho e no
grupo controle sem efeito do macho. Este mesmo horménio também mostrou diferengas
entre as idades na coleta do periodo noturno para o grupo controle sem efeito do macho.
Os niveis séricos do hormdnio LH noturno foram diminuindo com a idade para o grupo
controle com efeito do macho, enquanto o nivel sérico do FSH diminuiu com a idade
para o grupo cujos ductos incisivos foram cauterizados sem efeito do macho. As coelhas
do segundo experimento ndo mostraram alteragdo de comportamento frente ao macho; a
capacidade de gestar, o comportamento frente aos ldparos e a habilidade materna
permaneceram depois da cauterizacdo dos ductos. Estes resultados mostraram que as
coelhas mantiveram a sua capacidade reprodutiva intacta ao contrario de outras fémeas,

como ratas, camundongas e porquinhas da India.
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ABSTRACT

COELHO, Polyana Galvao Bernardes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January,
2016. Reproductive and behavioral parameters of female New Zealand rabbits
influenced by cauterization of incisive ducts and by "male effect". Adviser: Laércio
dos Anjos Benjamin. Co-advisors: Eduardo Paulino da Costa, German Arturo
Bohorquez Mahecha and José Domingos Guimaraes.

The reproductive activity on female domestic rabbits (Oryctolagus cunniculus) is
controlled by nervous system which, in its turn, is influenced both by internal and
external means. The vomeronasal organ binds external environment and cerebrum areas
responsible for reproductive and maternal behaviors. Based on these aspects, this study
aimed to enlighten how reproductive and maternal behaviors and anatomy of
reproductive organs would be influenced by the obstruction of incisive ducts; and how
this obstruction is associated to the "male effect". For this study it was used 30 New
Zealand female rabbits divided between two experiments. In the first experiment, 10 of
the 20 female rabbits 50 days old had its incisive ducts cauterized. In the second
experiment, 5 of the 10 female rabbits had their incisive ducts cauterized at 50 days old
while the other 5 were submitted to cauterization 10 days after parturition. The female
rabbits of the first experiment were divided into 4 group based on association between
cauterization or not of incisive ducts and on presence or not of "male effect". The
female rabbits of the second experiment were destined exclusively to reproduction. The
females of the first experiment were weighted weekly, had blood samples collected
every 10 days for analysis of luteinizing hormone (LH), follicle-stimulating hormone
(FSH), 17B-estradiol (E;) and had their behavior evaluated by an ethogram adapted for
this study. When 125 days old, these 20 females were euthanized for collection of
vomeronasal organ, liver, fragments of rectus femoris and vastus medialis muscles,
fragment of proximal femoral epiphysis, and reproductive organs. The weighing on the
animals showed no difference between growth rate and weight gain among the 4 groups
but the presence of male influenced on weight regardless of cauterization. Evaluation of
coloring on the vulva showed no difference among groups during the experiment. The
behavior of these female rabbits showed difference among groups in time spent on self-
grooming in the absence of "male effect". The reproductive organs showed no anatomic
or histological differences that could unable the females of gestating. The calculation of

hepatosomatic index showed no difference between groups. The gonadosomatic index
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showed difference when associated to "male effect" regardless of presence or absence of
cauterization. The carcass quality was the same among tested groups. The length of the
vomeronasal organ from animals with cauterized incisive ducts was lesser than from
control animals regardless of "male effect". Among the three tested hormones, E,
showed difference at 120 days old between collects in the morning and at night on the
group with cauterized incisive ducts and submitted to "male effect" and on the control
group without "male effect". This same hormone also showed differences between ages
in the night collect for control without "male effect" group. The serum levels of nightly
LH decreased with age on control with "male effect" group while serum level of FSH
decreased with age on the group with cauterized incisive ducts without "male effect".
The female rabbits of the second experiment showed no behavioral change in face of
male; the capacity of gestating, the behavior with young rabbits and maternal skills
remained after cauterization of the ducts. These results showed that female rabbits kept
their reproductive ability intact in opposite to other females like rats, mices and guinea
pigs.These results showed that female rabbits kept their reproductive ability intact in

opposite to other females.



1. INTRODUCAO

A primeira fungdo designada ao 6rgdo vomeronasal foi a secretora (Witt e
Wozniak, 2006). Com os avangos das técnicas histologicas, descobriu-se que tinha
também func¢ao sensorial (Dgving e Trotier, 1998).

Com o passar dos anos, estudos envolvendo o 6rgdo vomeronasal mostraram que
o mesmo levava informag¢des do ambiente externo a areas do telencéfalo responsaveis
pelos comportamentos reprodutivos, como aceitacdo da monta e capacidade de gestar, e
maternais, como capacidade de reconhecer a cria e de amamentar. (Adams e Wiekamp,
1984; Bargman, 1997).

Como ja foi amplamente descrito, estudos sobre a presenca do Orgdo
vomeronasal na maioria dos mamiferos, esquamatas e quelonios terrestres (Planel,
1953; Rajendren et al., 1990; Doving e Trotier, 1998; Meredith, 2001; Martel e Baum,
2009; Baum, 2012), passaram a ser feitos para elucidar como este 6rgdo age, ¢ uma
forma encontrada é comparar um animal cujo 6rgdo foi lesado com outro cujo 6rgio
encontra-se intacto.

Desta forma, estudos nos quais o 6rgao vomeronasal de machos pré-puberes
foram inativados mostraram que a ativacdo do periodo genital ficou retardada. Como
exemplo, bovinos Nelores cujos ductos incisivos foram bloqueados tiveram a
concentracdo sérica de testosterona diminuida em comparacdo com animais inteiros,
sem comportamento sexual frente a fémeas em estro (Emerick, 2012). Em outro estudo,
coelhos da raga Nova Zelandia cujos ductos incisivos foram bloqueados por meio de
cauterizacdo apresentaram concentracdo sérica de testosterona diminuida e
comportamento mais calmo em comparagdo aos animais inteiros (Grondona, 2012).

Trabalhos envolvendo fémeas com lesdo do 6rgao vomeronasal demonstraram
que porquinhas da India (Cavia porcellus) alteraram o comportamento reprodutivo e
raramente ficavam gestantes (Planel, 1953), camundongas em estro ndo apresentam
encurvamento do lombo diante do estimulo de monta do macho (Martel ¢ Baum, 2009),
assim como as ratas (Rajendren et al., 1990). Por outro lado, fémeas de ferrets nao
apresentaram nenhuma alteracdo na habilidade de identificar e encontrar odores
masculinos volateis (Baum, 2012).

Ao observar a data dos trabalhos citados previamente, os mais recentes referem-

se a machos, demonstrando a preferéncia por estudar este género e quais sdo as
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consequéncias de lesdes no 6érgao vomeronasal sobre estes animais. O trabalho de Baum
(2012) trata de um artigo de revisdo e, ao observar as referéncias usadas por ele,
percebe-se que grande parte delas sdo anteriores ao ano 2000.

Ao ler estes artigos, e ao saber que a fungao sexual de coelhas ¢ controlada pelo
sistema nervoso central e que o mesmo recebe influéncia tanto do meio interno quanto
do meio externo (Alvarez, 1985), algumas perguntas ficaram: Nas coelhas cujos ductos
incisivos foram cauterizados a puberdade foi retardada? Caso ocorra atraso na
puberdade destas fémeas, a presenga do efeito do macho reverteria esta situagao?
Ocorreria mudanga de comportamento frente ao macho? Estas fémeas seriam capazes
de ficar gestantes? Se possivel uma gestacdo, elas teriam boa habilidade materna?
Haveria alteracdes anatdmicas de seus orgdos genitais?

Com base nos questionamentos acima, a presente pesquisa pretendeu esclarecer
como coelhas da raca Nova Zelandia reagiriam frente a estas situagdes. Também foi
possivel esclarecer se nestas fémeas os mesmos efeitos de “castracdo” (animais mais
calmos e com maior ganho de peso) obtidos com a cauterizagdo e consequente
obstrug¢ao dos ductos incisivos também serdo encontrados assim como observado por
Emerick (2012) e Grondona (2012) em machos bovinos da raga Nelore e coelhos da
raca Nova Zelandia, respectivamente. Este tltimo ponto ¢ de grande importancia para a
produgdo animal, uma vez que a castragdo convencional, realizada no intuito de acalmar
e melhorar o ganho de peso dos animais ¢ mais agressiva por envolver anestesia geral
e/ou local, incisdes, suturas, antibioticoterapia e uso de antiinflamatorios, € na obstrugao
dos ductos incisivos a técnica ¢ menos agressiva causando menos desconforto para o

animal, aspectos estes de grande importancia no que diz respeito ao bem estar animal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ORGAO VOMERONASAL

2.1.1. O que é o orgao vomeronasal (OVN)

Em 1703, o anatomista e botanico Frederic Ruysch descobriu um pequeno canal
bilateral (‘canalis nasalis") na parte rostro-ventral do septo nasal, e atribuiu a ele fungao
presumivelmente secretora ("... de Cuius usu et existentia nil apud auctores legi:
inservire muco excernendo existimo) (Witt e Wozniak, 2006).

Pouco mais de cem anos apos, o anatomista dinamarqués Ludvig Jacobson, em
1813, fez observacdes sistematicas deste Orgdo, presente em varios animais e
erroneamente disse que o humano parecia ser a Unica espécie de vertebrado na qual este
orgao estava ausente (Witt e Wozniak, 2006).

Ao descrever este 6rgao, Jacobson constatou que ele estava presente no nariz dos
mamiferos e que possuia muitas glandulas que drenam para o lume, uma dupla
inervacdo e suprimento sanguineo. Este 6rgdo foi denominado o6rgdo vomeronasal
(OVN) pela Anatomische Gesellschaft, em 1895. Devido a presenca das glandulas,
Jacobson assumiu que o 6rgdo era de natureza secretora, mais suspeitava que também
pudesse ser um o6rgdo sensorial. Com o advento das técnicas histoldgicas no século
XIX, observou-se que, além de um 6rgdo secretor, ele também era um 6rgdo sensorial
(Deving e Trotier, 1998).

O orgao vomeronasal (OVN) repousa no osso vomer, na maior parte dos
vertebrados terrestres (Broom, 1987 e Negus, 1958 APUD Smith et al., 1997), dentro da
cavidade nasal, envolto por uma capsula dssea ou cartilaginosa, que se abre por meio de
um ducto na base do ducto incisivo (Keverne, 1999).

Na maioria dos mamiferos, os sistemas olfatérios principal e do orgao
vomeronasal e dos ganglios septais (Figura 1) utilizam diferentes caminhos para
processar a informagdo quimiossensorial (Dulac e Kimchi, 2007). Os neurdnios do
sistema olfatorio principal estdo localizados no epitélio olfativo, no ganglio de
Grilineberg e no 6rgao septal na cavidade nasal (Sudrez et al., 2012) e se projetam para o
bulbo olfatorio principal, cortex olfatério e corpo amigdaloide lateral (Dulac e Kimchi,

2007). E o sistema vomeronasal se localiza no OVN e emitem projegdes para o bulbo



olfatdrio acessorio e corpo amigdaloide medial e basolateral, e depois para ntcleos

especificos do hipotdlamo (Dulac e Kimchi, 2007).

Figura 1: Ilustragdo esquematica do sistema olfatdrio principal e vomeronasal de rato.
GG- ganglio de Griineberg; OE- epitélio olfativo; VNO- 6rgdo vomeronasal,
SO- 6rgao septal. (Suarez et al., 2012).

O OVN funciona como unidade de recepc¢ao do sistema olfatorio acessorio
(McCotter, 1912), sendo uma via neural exposta ao ambiente externo, € que envia
informacdes, por meio de axdnios (Adams e Wiekamp, 1984; Bargman, 1997),
diretamente a areas do diencéfalo relacionadas com comportamentos reprodutivo e
maternal (Adams e Wiekamp, 1984; Bargman, 1997).

Em carneiros, no reconhecimento de filhotes, o odor ¢ detectado pelo bulbo
olfatorio principal e depois pelos nicleos medial e cortical do corpo amigdaloide para
entdo alcangar a regido medial préoptica que ¢ a regido envolvida na expressao do
cuidado materno e aceitacdo do aleitamento. No caso do efeito do macho nas ovelhas, o
bulbo olfatério principal também esta envolvido, mas sendo somente a cortical do corpo
amigdaloide responsavel pelo processamento do odor masculino. O resultado final do
efeito do macho ¢ o pulso gerador de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) que
esta parcialmente localizado no nucleo arqueado, que controla os pulsos do horménio
luteinizante (LH) e a reativacdo do eixo gonadotrépico como mostra a figura 2 (Keller e

Lévy, 2012).
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Figura 2: Representacdo simplificada da via olfatéria principal com as areas do
cérebro responsaveis pela interpretacio de informacdes olfativas no caso
do reconhecimento de filhotes e do efeito do macho na ovelha. Arc-
nucleo arqueado; CoA- cortical do corpo amigdaloide; MeA- nucleo medial;
MOB- bulbo olfatério principal; MPOA- regiao medial préoptica (Adaptado
de Keller e Lévy, 2012).

A maioria dos mamiferos possui um segundo sistema olfatorio, o sistema
olfatdério acessorio ou sistema do 6rgao vomeronasal (Halpern, 1987; Keverne, 1999;
Brennan, 2001; Keverne, 2002), que ¢ composto pelo OVN, nervos vomeronasais e
bulbo olfatorio acessorio (McCotter, 1912). Além disso, os dois sistemas olfatorios
possuem dois Orgdos sensoriais diferentes, o epitélio olfativo (EO) e o OVN, que sdo
utilizados para a deteccao de particulas quimicas, como odores e feromonios presente
no meio ambiente. Os feromdnios sdo substdncias que carreiam mensagens sobre o
estado fisiologico e comportamental de um membro para outro da propria espécie, o que
resultard em uma reacdo especifica (Doving e Trotier, 1998; Meredith, 2001).

Ao contrario do que se pensava antigamente, que o EO detectava particulas
olfatérias em geral e o OVN detectava feromonios, sabe-se que as duas estruturas
detectam os dois tipos de particulas quimicas (Ubeda-Bafion et al., 2011), mostrando
que ambos estdo interligados (Suarez et al., 2012). O OVN detecta sinais quimicos mais

especificos (Wysocki, 1979) e estes sinais quimicos tém sido relacionados a



comportamentos reprodutivos (Powers e Winans, 1975) e a comunicagdo inter e
intrasexual (Wysocki e Meredith, 1987; Wysocki e Lepri, 1991).

Como dito anteriormente, nem todos os vertebrados possuem os dois 6rgaos
olfatérios, ou seja, o EO esta presente em todos os vertebrados enquanto o OVN nao
estd presente em peixes, aves e cetdceos (Doving e Trotier, 1998), apesar de um estudo
recente ter detectado em um peixe pulmonado africano (Protopterus annectens) a
presenga de um OVN primordial (Nakamuta et al., 2012). Nos humanos, ele esta
presente na vida fetal e, depois, entra em regressao sendo encontrado nos adultos como
um vestigio, mas sem funcao evidente (Meredith, 2001). Vale ressaltar que o EO ¢ o
OVN sao anatomica ¢ estruturalmente diferentes um do outro (Eisthen, 1992). O OVN
apresenta dimorfismo em relacdo a seu tamanho entre os sexos, conforme detectado em
ratos por Segovia e Guillamon (1982, 1993) e Grondona (2005).

Os diferentes animais usam o OVN de varias formas, como, por exemplo, as
serpentes o usam para detectar as presas ao captar os odores com a lingua, quando a
expdem e, ao retrairem a lingua, tocam a abertura do OVN passando a mensagem
(Halpern, 1987); os elefantes transferem estimulos quimicos para a abertura do OVN no
palato duro usando uma estrutura preénsil na ponta de sua tromba, que as vezes ¢
chamada de “dedo”; os cavalos usam de um movimento facial diferente, chamado de
reflexo de Flehmen, que dirige os compostos inalados para este 6rgdo; e os gatos
domésticos fazem caretas para examinar um perfume que lhes interessa (Meredith,

2001).

2.1.2. Qual é a sua estrutura

O OVN, nos mamiferos, ¢ composto por um par de diverticulos tubulares
(Keverne, 1999) cegos (Witt ¢ Wozniak, 2006) como mostram as figuras 3 e 4,
revestidos internamente por mucosa (Keverne, 1999), com um lume em formato de
meia lua (Doving e Trotier, 1998), e que possui uma parte concava e outra convexa

(Powers e Winams, 1975).



Figura 3: Preparado anatdmico evidenciando o orgdo vomeronasal de coelho Nova
Zelandia adulto por meio de inje¢do de azul de toluidina. F- extremidade
caudal em fundo cego; OVN- 6rgdo vomeronasal; P- palato; SN- septo
nasal. Barra: 7mm (Grondona, 2012).

Nos coelhos, pertencentes a ordem dos Lagomorfas, o OVN ¢é bem arranjado,
emparelhado e simétrico (Figura 4). O ducto do OVN abre em um poro dentro da parte
ventral da cavidade nasal, com um didmetro de 27-31,5um. A comunica¢do com a
cavidade nasal ¢ de forma indireta por meio da abertura do ducto incisivo, € a

comunicag@o com a boca também ocorre de forma indireta (Negus, 1956).

Figura 4: Seccao transversal da regido nasal de coelho Nova Zelandia adulto ao nivel
da quarta ruga palatina evidenciando a por¢do média do 6rgdo vomeronasal.
CN- cavidade nasal; G- glandulas tubulo-acinosas; P- palato; PE- plexo
vascular externo; PE- plexo vascular externo; PI- plexo vascular interno;
PT- porcdo tubular; S- septo nasal. Coloragdo: Impregnacdo argéntica.
Barra: 3,5 pm (Grondona, 2012).
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A parte convexa ¢ composta por um epitélio pseudoestratificado ciliado
enquanto que a parte concava ¢ composta por um epitélio neurossensitivo especializado
(Powers e Winams, 1975). Este epitélio sensorial na sua por¢ao medial ¢ composto por
neuronios alongados e bipolares, células de suporte e células basais (Witt ¢ Wozniak,
2006). No epitélio sensitivo, o numero de neurdnios aumenta até¢ a puberdade e reduz
seu numero passado este periodo (Wilson e Raisman, 1980).

Os axonios dos neurdnios se projetam através do nervo vomeronasal para o
bulbo olfatorio acessorio, que por sua vez, se projeta para o nucleo amigdaloide medial
e, em seguida, para regioes do hipotalamo onde ocorre a regulagdo do controle de
funcdes neuroenddcrinas do comportamento social (Witt e Wozniak, 2006).

A organizacdo celular esta relacionada com o sistema olfatorio principal, mas
com algumas diferengas, sendo o epitélio mais espesso € com as cé€lulas receptoras
possuindo micorvilosidades no lugar de cilios (Witt e Wozniak, 2006).

O OVN possui tecido cavernoso e ¢ irrigado pela artéria septal que ¢ um ramo da
artéria esfenopalatina. Uma ou duas veias maiores correm ao longo do 6rgdo, em um
tecido em forma de cogumelo. Entre as veias encontram-se varias células de musculo
liso, na parede lateral do lume do OVN (von Mihalkovics, 1899). Em ratos,
camundongos e coelhos, mostrou-se com microscopia eletrénica de transmissdo, que
varias camadas de musculo liso envolvem a parede do seio venoso (Taniguchi e
Mochizuki, 1983).

A inervagdo do OVN ¢ extensa e complexa, sendo que as fibras nervosas
parassimpdticas colinérgicas vindas do ganglio esfenopalatino inervam as veias e
glandulas exodcrinas. As fibras nervosas simpaticas adrenérgicas se originam do ganglio
cervical cranial e sdo destinadas para os vasos sanguineos (Anggérd et al., 1983), com o
ramo maxilar do nervo trigémeo também emitindo fibras sensoriais para o 0rgao

(Jacobson, 1813 APUD Dgving e Trotier, 1998).
2.1.3. Qual é a sua fun¢ao

O OVN ¢ o receptor periférico do sistema olfatorio acessorio ou vomeronasal,
que funciona como um sistema sensorial quimico importante na media¢do dos
comportamentos sociais € sexuais em muitos mamiferos (Smith et al., 2011). Tem um
papel importante na relagao entre individuos por meio da deteccao de feromonios, € no

reconhecimento ambiental (Houck, 2009; Su et al., 2009)



Os feromoénios sdo captados pelo OVN, resultando em diferentes emocdes e
comportamentos, desencadeando respostas de conduta, desenvolvimento ou reprodugao
(Villee, 1994). Desta forma, pode-se dizer que o OVN atua como intermediario na
quimiorrecepgdo dos sinais de um animal emissor por um animal receptor (French et al.,
1998).

Planel (1953) observou, em porquinhos da india fémeas, que, quando o 6rgdo é
lesado, as mesmas perdem a capacidade de demonstrar lordose, perdem o interesse no
parceiro, e raramente ficam gestantes, enquanto Powers e Winans (1975) e Winans e
Powers (1977) descobriram que lesdo no OVN de hamster sexualmente imaturo foi
mais aguda quando comparado com animais que ja tiveram experiéncia sexual, nos

quais os efeitos da lesdo foram menos drasticos.

2.2. ANATOMIA DOS ORGAOS GENITAIS DAS COELHAS

Os oOrgaos genitais da coelha (Figura 5) sdo compostos por dois ovarios, duas
tubas uterinas (infundibulo, ampola e istmo), dois cornos uterinos (hemi-utero), duas

cérvix, vagina, vestibulo e vulva.

Ovario esquerdo

l

Vagina
{aberta) |

Glande prepucial

Vestibulo? \ ﬂ %1 i

(aberto) 'y Labios vulvares

Figura 5: Representacdo esquemadtica dos orgdos genitais da coelha (Adaptado de
Lebas, 2002).



2.2.1. Ovarios

Os ovarios sdo oOrgaos pares localizados na altura da 5% vértebra lombar, na
cavidade abdominal, equidistante da ultima vértebra e da crista iliaca, € a 1cm da borda
lombar (Alvarez, 1985). Nem sempre os ovarios estdo em situacdo simétrica (Alvarifio,
1993), sendo que a borda cranial do ovéario esquerdo est4 cerca de dois centimetros do
rim ipsilateral, enquanto o ovario direito esta cerca de 2,5 cm do rim ipsilateral
(Alvarez, 1985). Os ovarios se fixam dorsalmente na cavidade abdominal pelo
mesovario, que ¢ uma prega de peritonio (Alvarifio, 1993). Ambos os ovarios sao
elipticos, alongados, de coloracdo amarelado claro (Alvarez, 1985), e a sua superficie ¢
ligeiramente tuberosa (Alvarifio, 1993). Os ovarios podem chegar a atingir de 1 a 2 cm,
com peso variando de 0,2 a 1 grama. Nas coelhas em atividade reprodutiva, o peso
médio do ovario direito ¢ de 0,326 gramas e do ovario esquerdo ¢ de 0,332 gramas
(Alvarino, 1993).

A regido parenquimatosa do ovario ¢ muito desenvolvida e espessa, enquanto a
regido vasculosa ¢ mais delgada, ricamente vascularizada e inervada (Alvarez, 1985). O
tecido conjuntivo dessa por¢ao apresenta continuidade com o mesovario, na regido do
hilo ovariano (Alvarifio, 1993). A regido parenquimatosa ¢ composta por células
intersticiais ovarianas, que sdo as responsaveis por secretar os esteroides sexuais, €
células musculares lisas, que estdo dispersas ou agrupadas na periferia dos foliculos
(Alvarifio, 1993).

A albuginea ovariana ndo ¢ muito resistente por ser pouco desenvolvida, o que
explica a velocidade com que se desenvolve a ovulagdo (Alvarez, 1985). Nos ovarios,
desde a vida intrauterina até a puberdade, s6 se encontra um unico tipo de foliculo
ovariano, os foliculos primordiais. O numero destes foliculos diminui progressivamente,
desde a vida intrauterina até o nascimento, por meio do processo degenerativo de atresia
folicular (Alvarifio, 1993).

ApOs 0 nascimento, os ovarios apresentam uma taxa de desenvolvimento
significativamente menor comparada com a do corpo. Uma aceleracdo nesta taxa de
desenvolvimento é observada por volta de 50-60 dias de vida (Lebas, 2002).

Ao contrario do que acontece com as outras espécies de mamiferos domésticos,
as coelhas ndo nascem com todos os foliculos primordiais formados. Nestes animais, a
maioria dos foliculos primordiais forma-se no periodo pds-natal, por volta de duas ou

trés semanas de idade (Peters et al.,1965; Hutt et al., 2006). A partir da puberdade
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muitos foliculos primordiais crescerdo fazendo com que foliculos de diferentes graus de
desenvolvimento sejam encontrados no ovario (Alvarifio, 1993). Os foliculos
encontrados nos ovarios podem definir cinco estddios morfolégicos principais
(primordiais, primarios, secundarios, terciarios e pré-ovulatorios), os quais, por sua vez,
podem ser agrupados em relagdo ao momento de formagdo do antro folicular, em
foliculos pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios) e antrais (terciarios e pré-
ovulatérios) (Arias-Alvarez et al.; 2007). Além dos cinco estadios acima, existe o
estadio de transi¢do que se encontra entre o primordial e o primario. Cada estadio
morfologico € caracterizado da seguinte forma:

Foliculo primordial: ¢ aquele composto por um ovoécito no inicio da profase da
primeira divisdo meiodtica (Alvarifio, 1993), circundada por um epitélio pavimentoso
(Priedkalns e Leiser, 2006), derivado do epitélio germinativo do ovario (Alvarifio,
1993) cujas células sao unidas entre si e ao ovocito por meio de jungdes do tipo GAP, as
quais permitem o intercdmbio de pequenas moléculas, sinalizacdo ou nutrientes
(Kennedy et al., 2003). Neste momento, o diametro do foliculo e do ovocito ¢ de 30-44
um e 30 um, respectivamente (Hutt et al., 2006).

Foliculo de transi¢do: ¢ aquele foliculo primordial que comecou a se
desenvolver e ainda ndo tem todas as caracteristicas do foliculo priméario. Ele apresenta
crescimento ovocitario e algumas células foliculares apresentam crescimento e alteragao
de sua morfologia, passando a ser encontradas células dos tipos pavimentosa e cubica
(Silva et al., 2004).

Foliculo primdrio: ¢ formado por um ovdcito circundado por um epitélio
simples cubico de células foliculares (Priedkalns e Leiser, 2006). Neste estadio, o
foliculo apresenta um diametro de, aproximadamente, 100-120 um (Hutt et al., 2006). O
ovocito exibe, neste estadio, um grande crescimento, chegando a medir 60 um (Arias-
Alvarez et al., 2007).

Foliculo secundario: ¢ aquele composto por um ovocito que atingiu o seu maior
volume (Alvariio, 1993), alcangando um tamanho maximo de 80-104 pum (Kranzfelder
et al., 1984, Macchiarelli et al., 1992), encontrado no centro do foliculo (Alvarifio,
1993) e circundado por duas ou mais camadas de células foliculares, formando a
camada da granulosa (Priedkalns e Leiser, 2006). O didmetro médio destes foliculos ¢
de 200 pm (Pincus e Enzmann, 1935). Nesta fase, as camadas de células foliculares que

formam a camada granulosa que envolve o ovoécito multiplicam-se rapidamente,
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podendo evidenciar as células da teca ao redor das células da granulosa (Kranzfelder et
al., 1984, Macchiarelli et al., 1992).

Foliculo terciario: ¢ composto por um ovoécito circundado por um epitélio
estratificado de células foliculares, a camada da granulosa. Estas células da granulosa
sdo envoltas por uma camada multilaminar de células especializadas, chamadas de teca.
Nestes foliculos, ocorre a formagdo de cavidades cheias de liquidos, denominadas de
antro, entre as células da granulosa (Priedkalns e Leiser, 2006). O liquido folicular
presente no antro é produzido pelo metabolismo das células foliculares (Arias-Alvarez
et al., 2007). Neste estadio, o foliculo apresenta um didmetro maior que 200-250 pm
(Kranzfelder et al., 1984, Hutt et al., 2006) e o ovoécito alcanca 133-135 um (Jelinkova
et al., 1994).

Foliculo pré-ovulatorio: ¢ aquele que apresenta um antro bem desenvolvido,
uma camada granulosa bem delgada revestindo o antro folicular (Alvarifio, 1993). Os
foliculos neste estadio apresentam um didmetro superior a 800-900 pum (Kranzfelder et
al., 1984), e o ovoécito mede entre 140-143 um (Jelinkova et al., 1994). O antro folicular
acumula grande quantidade de fatores de crescimento, hormonios peptideos e
esteroidais, proteinas, metabdlitos energéticos, dentre muitas outras substancias
desconhecidas (Sutton et al., 2003). A camada granulosa que envolve o ovocito recebe o
nome de cumulus oophorus (Alvarifio, 1993).

Os foliculos primordiais comecam o crescimento por volta de 65-70 dias de
idade (Lebas, 2002). Alguns dos foliculos que completam a maturagdo folicular
seguirdo para o processo de ovulagdo enquanto os demais sofrerdo atresia (Alvarifo,
1993). O numero de foliculos pré-ovulatdrios tende a aumentar até a 17* semana de
vida, quando este nimero se torna similar ao numero de foliculos pré-ovulatérios
encontrados em fémeas multiparas (Gosalvez et al., 1989). Nas coelhas o tempo médio
que o foliculo demora a tornar-se pré-ovulatdrio ¢ de aproximadamente 97 dias, ou seja,
um foliculo com 100 pum demoraria, em média, 97 dias para atingir 950 um (Mariana et
al., 1989).

O foliculo pré-ovulatério, no momento da ovulagdo, tem sua parede rompida na
regido do estigma, que ¢ a porgao do foliculo que sobressai na parede do ovario, sendo
de aspecto transparente. Quando o estigma se rompe, ocorre a liberagdo do fluido
folicular e do ovdcito, que horas antes da ruptura folicular reiniciou a meiose,

convertendo-se em um ovocito secundario, com numero haploide de cromossomos. O
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restante do foliculo transforma-se em corpo luteo por diferenciagdo das células da
granulosa e da teca interna em células luteinicas, as quais sdo responsaveis pela
producdo de progesterona (Alvarifio, 1993).

Apo6s a ovulagdo, ocorre hemorragia. Este sangue acumula-se na zona central do
corpo luteo na forma de um codgulo, e este, junto a intensa vascularizacdo confere a cor
vermelha ao corpo luteo (Alvarifio, 1993).

Se o ovocito ovulado for fecundado, o corpo luteo persistira durante a gestagao.
Caso contrario, o corpo luteo transformar-se-4 em corpo albicans no final do periodo de
pseudogestacao, que dura, aproximadamente, 16 dias (Alvarifio, 1993). Na auséncia de
cobertura ou de estimulacdo hormonal, sucessivos foliculos pré-ovulatorios podem
tornar-se atrésicos e serem reabsorvidos pelo cortex ovariano (Arias-Alvarez et al.,
2010), observacao essa interessante, ja que as coelhas ndo cobertas ou estimuladas
hormonalmente ndo ovulam espontaneamente ¢ ndo possuem pseudogestacao (Theau-

Clement et al., 2000, Rebollar et al., 2008).
2.2.2. Tubas uterinas

As tubas uterinas sdo Orgdos pares, tortuosos, delgados, que se iniciam nas
proximidades dos ovarios e terminam no Tutero (Alvarez, 1985). Elas sdo as
responsaveis pela captacao dos ovocitos liberados pelos ovarios e nelas ocorre a
fecundacao (Alvarifo, 1993). O comprimento das tubas uterinas pode variar de 8§ a 10
cm (Alvarez, 1985).

A porcdo mais cranial ¢ o infundibulo, cujo formato lembra um funil, com
bordas contendo fimbrias (Alvarino, 1993). Devido ao seu posicionamento
ventromedial ao ovario e a sua borda dilatada, o infundibulo ¢ capaz de cobrir quase que
inteiramente o ovario (Alvarez, 1985).

O infundibulo d4 acesso a uma zona dilatada, denominada ampola. E nesta
regido que ocorre a fecundagdo (Alvarifio, 1993). A primeira parte da ampola ¢
ondulada e depois, torna-se flexuosa (Alvarez, 1985).

A porcdo final, e que estd em contato com o tUtero, € o istmo. Este nome deve-se
a seu pequeno diametro (Alvarifio, 1993). O didmetro do istmo (I mm) ¢ menor que o
da ampola (3 mm). O istmo ¢ quase duas vezes mais curto, mas apresenta flexuosidades
mais numerosas, ainda que de amplitude moderada (Alvarez, 1985). Seu comprimento

varia de 2 a 4 cm (Alvarifo, 1993).
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A unido da tuba uterina com o utero ¢ de facil identificacao. O oOstio uterino da
tuba uterina estd rodeado por pequenas carunculas de mucosa, que formam quatro

fileiras divergentes no utero (Alvarez, 1985).

2.2.3. Utero

O utero ¢ formado por dois canais ou cornos distintos (tero duplex). A por¢ao
cranial ¢ sacular e tem de 10-12 cm de comprimento, com 4-6 cm de didmetro, enquanto
que a extremidade caudal atinge uns 8-9 cm de comprimento. Cada ttero (hemi-utero)
termina, de forma independente, na porc¢do cranial da vagina (Alvarez, 1985), sendo a
cérvix um espessamento do miométrio atravessado pelo canal cervical e sem a presenca
de glandulas (Alvarifio, 1993). Cada cérvix tem cerca de 15-20 mm de comprimento ¢ a
extremidade que se sobressai na luz vaginal tem uns 3-4 mm de comprimento (Alvarez,
1985).

A parede do utero ¢ formada por trés camadas ou tinicas: mucosa, muscular e
serosa (Alvarifio, 1993). A camada mucosa ou endométrio apresenta grande
desenvolvimento de glandulas e numerosas células ciliadas (Alvarez, 1985). A camada
muscular ou miométrio ¢ formada por dois estratos de fibras lisas, sendo o mais interno
formado por fibras circulares e mais espessas € o mais externo por fibras longitudinais.
As duas camadas de fibras musculares encontram-se incompletamente separadas por um
estrato vascular que irriga o proprio utero. A camada serosa ¢ uma prega de peritonio

que recobre o utero e se prolonga no mesentério (Alvarifio, 1993).

2.2.4. Vagina

A vagina ¢ um conduto virtual alongado e dilatado no sentido craniocaudal. Tem
cerca de 4-7 cm de comprimento e 10-12 mm de didmetro. Apresenta mucosa rosada,
com pregas em sentido longitudinal (Alvarez, 1985) e desprovida de glandulas
(Alvarifio, 1993). Na sua por¢ao cranial, observam-se as duas cérvix, separadas por uma
fenda profunda (Alvarez, 1985).

A continuagdo caudal do conduto vaginal com 4-6 cm de comprimento ¢
denominada de vestibulo, e esté situada cranialmente ao arco isquiatico e ventralmente
ao reto, com o qual se relaciona estreitamente na regido coccigea. Apresenta mucosa

lisa e de coloragdo avermelhada. O oOstio uretral externo abre-se no vestibulo ¢ esta
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coberto por uma prega transversal, cujos extremos laterais perdem-se nas paredes da

vagina (Alvarez, 1985).
2.2.5. Vulva

A vulva ¢ a terminacdo do canal genital e ¢ formado por uma fenda com dois
grandes labios, em cuja comissura ventral estd localizado o clitoris, 6rgdo com
capacidade sensorial, homologo ao pénis, € guarnecido por dois corpos cavernosos, que
o conferem a capacidade de ere¢do (Alvarifio, 1993). Além dos grandes labios, que sdo
externos, existe um outro labio, pequeno e interno. Nas coelhas adultas, a vulva pode
chegar a 1cm (Alvarez, 1985). A vulva possui glandulas sebaceas e sudoriparas, além de
pelos (Alvarifio, 1993).

A coloragdo da vulva (palida, rosa, vermelha e violeta) estad relacionada com a
receptividade sexual das fémeas ao macho no momento da monta (Boucher et al., 1988).
A cor vermelha corresponde a um estado de estro e, consequentemente, com as mais
altas porcentagens de fertilidade, seguida das cores rosa, violeta e palida (Martin Bilbao,

1996).
2.3. FISIOLOGIA DA REPRODUCAO EM COELHAS
2.3.1. Mecanismos hormonais na reproducao

A reproducao nas espécies domésticas ¢ controlada pelo sistema nervoso central
(SNC) e pelo sistema endocrino, que se ligam por meio do hipotdlamo, formando o
sistema hipotalamico-hipofisério. O sistema neuroenddcrino inicia, coordena e regula as
fungdes do sistema genital, mas ele ndo ¢ capaz de explicar todos os fendmenos
envolvendo os 6rgaos genitais (Hafez et al., 2004).

O sistema nervoso controla as fungdes organicas por meio de impulsos nervosos
elétricos. O sistema enddcrino utiliza mensageiros quimicos ou hormonios para regular
0s processos organicos mais lentos (Hafez et al., 2004).

Nas coelhas, o controle da funcdo sexual estd a cargo do sistema
neuroendocrino. O diencéfalo ¢ a sede dos centros sexuais € se conecta por meio de
terminagdes dendriticas com a cortex cerebral e 6rgdos dos sentidos, por onde recebe

estimulos vindos do meio externo. O diencéfalo se comunica com a hipdfise por meio
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do hipotalamo. Com isso, pode-se explicar a integracdo entre as influéncias externas e
internas na agao neuro-endocrina (Alvarez, 1985).

O eixo hipotadlamo-hipofise-gdnada estd envolvido no controle da ovulagio e no
comportamento sexual, mediante uma sériec de mecanismos complexos de feedback,
tanto hormonais como nervosos. A secrecdo do GnRH pelo hipotdlamo estimula a
sintese e a liberagdo de hormodnios gonadotropicos (FSH e LH) por parte da
adenohipéfise. O hormdnio FSH favorece o desenvolvimento folicular, enquanto o LH
atua sobre o periodo final de desenvolvimento folicular e induz a ovulacao dos foliculos
pré-ovulatorios (Arias-Alvarez et al., 2007).

Os hormonios esteroidais, principalmente estrogeno e progesterona, secretados
pelos foliculos e corpo luteo respectivamente, exercem por sua vez um feedback
positivo ou negativo sobre o GnRH, FSH e LH (controle de retroalimentagao) (Theau-
Clemente, 2000).

Fatores como manejo, nutricdo e o ambiente podem gerar, nas coelhas,
diferentes estimulos auditivos, olfatdrios, visuais e estressantes, que geram sinais
neuromoduladores que influenciam a secre¢ao hormonal pelo eixo hipotalamo-hipoéfise-
gonada e permitem modificar, de forma positiva ou negativa, os parametros
reprodutivos (Theau-Clement, 2000; Boiti, 2004).

A concentra¢do plasmatica do FSH nas coelhas aumenta com a idade e, ao
atingir 20 semanas, a concentracdo ¢ a mesma encontrada em fémeas adultas. Este
incremento pode ser devido ao aumento do numero de foliculos pré-ovulatérios.
Quando as coelhas atingem 17 semanas de idade, o nimero de foliculos pré-ovulatorios
j& ndo aumenta, mas a concentragdo de FSH e a pulsatilidade continua subindo até as 20
semanas. Com isso, além da influéncia dos foliculos pré-ovulatorios, devem existir
outros mecanismos envolvidos. A diferenca na pulsatilidade do FSH pode sugerir que,
entre essas idades, ocorram mudangas importantes na fisiologia sexual das coelhas
(Diaz et al., 1991).

O LH, ao contrario do FSH, nao apresenta diferencas entre as idades de 14, 17 ¢
20 semanas, o que pode sugerir a existéncia de diferentes mecanismos de regulacao da
secrecdo para estes dois hormonios. O incremento na amplitude dos pulsos do LH ¢
menor que do FSH, mas deve ser o suficiente para justificar o aumento com a idade de

fémeas que ovulam (Diaz et al., 1991).
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O 17B-estradiol ¢ um regulador endogeno da funcgdo reprodutiva por agir na
maturagdo folicular e nos centros hipotaldmicos-hipofisarios (Monniaux et al., 2009).
Fémeas que estdo receptivas a cobertura pelo macho apresentam concentragdo de 17[3-
estradiol superior aquelas que recusam a cobertura, o que demonstra a relagao estreita
entre o 17B-estradiol e a receptividade sexual (Mazouzi-Hadid et al., 2011).

Os estimulos nervosos de ambito emocional, como o coito, chegam ao
hipotadlamo, onde acarretardo a secrecao do fator de liberagdo de LH (Alvarez, 1985) e,
com isso, havera uma descarga de LH entre 60 e 120 minutos (Rodriguez, 2004;
Brecchia et al., 2006). O aumento da concentracdo de LH no sangue ocorre em
harmonia com o aumento da concentragdo de FSH, que influenciarda a maturagdo
folicular final e reforcara a acdo do LH. Desta forma, desencadeia a ovulagdo (Alvarez,
1985), que ocorrera entre 10-12 horas ap6s o acasalamento (Foote e Carney, 2000;
Brewer, 20006).

Como a ovulagdo ¢ induzida e ndo espontanea, assim como na gata, a coelha ndo
possui picos pré-ovulatérios de LH em resposta a niveis elevados de estrégenos (Bakker
e Baum, 2000; Brecchia et al., 2006). Nao existe, portanto, o feedback positivo sobre o
LH hipofisario (Rebollar et al., 2008). O coito, embora induza a ovulagdo em fémeas em
estro, 0 mesmo nado ¢ capaz de induzir ovulacdo em fémeas gestantes, pseudo-gestantes
e naquelas que ndo aceitam o macho e foram forgadas a realizar o coito (Figura 6)
(Alvarez, 1985).

Nas coelhas nao fecundadas, ocorre a formacao do corpo luteo de forma rapida
com consequentemente atrofia e, durante este periodo ocorrerd a liberacdo da
prostaglandina F», produzida no utero. Esta prostaglandina atua favorecendo a lise do
corpo lateo, o que colaboraria com a proxima maturagao folicular (Alvarez, 1985).

Em coelhas gestantes, os niveis hormonais sao mantidos pelo corpo luteo, mas, a
partir do 5° dia de gestacdo, também sdo necessdrias pequenas quantidades de 17[3-
estradiol, estrona e estriol para conservar a persisténcia do corpo luteo. Proximo ao
parto, o nivel de progesterona sofre uma redugdo suficiente para permitir o incremento
da atividade de um novo foliculo (Alvarez, 1985).

Fémeas lactantes, que sdo separadas de seus laparos, inicialmente demonstrariam
reducdo do nivel de prolactina, o que desbloquearia a liberacdo de FSH e,

consequentemente, o estimulo ao desenvolvimento folicular, com grande produgdo de
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foliculos pré-ovulatorios, o que causaria grande liberacdo de estrégenos, aumentando a

receptividade da coelha (Vega et al., 2012).
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Figura 6: Esquema da fisiologia reprodutiva da coelha. Destaque (*) para os pontos
desencadeados pelo coito (Adaptado de Alvarifio, 1993 e Lebas et al.,
1996).

2.3.2. Desenvolvimento organico da reproducio

O periodo de gestagdo nas coelhas varia de 30 a 32 dias (Alejandre, 1988).
Durante este periodo, a diferenciacdo das gonadas nos embrides comeca entre os dias
14-15 de gestagdo (Alvarez, 1985), e a partir deste momento até o dia 21, terdo inicio as
divisdes gonadais (Lebas et al., 1996).

Os primeiros foliculos primordiais surgem ao redor do 13° dia de vida (Alvarez,
1985) e os primeiros foliculos antrais surgem por volta de 65-70 dias de vida, ndo sendo
estes capazes de ovular (Lebas et al., 1996). As coelhas sdo introduzidas na atividade
reprodutiva quando, além de apresentarem desenvolvimento corporal adequado,

também tenham condi¢des organicas minimas. Com isso, pode-se dizer que para atingir
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a puberdade, ou seja, momento em que comec¢a a atividade germinal, é necessario
avaliar varios fatores, como raga, peso, data de nascimento etc. (Alvarez, 1985; Lebas et
al., 1996), ja que estas fémeas apresentam comportamento sexual (aceitagdo de monta)
muito antes que a capacidade de ovular e suportar uma gestagdo (Lebas et al., 1996).

Associado a uma alimentacao adequada, o fotoperiodo e a temperatura também
influenciam na conduta reprodutiva das coelhas (Alvarez, 1985). A duragdo de 11-16
horas de fotoperiodo ¢ o necessario para as coelhas, mas, além da duragdo, o
comprimento de onda curto dos raios também influencia o comportamento reprodutivo
(Alvarez, 1985). Sabe-se que, depois de 7-8 dias com um programa de luz com 8 horas
de luz e 16 horas de escuro e um incremento de 8 para 16 horas de luz previamente a
inseminagdo, ocorre melhora na produtividade das coelhas (Gogol, 2009; Vega et al.,
2012). Também foi comprovado que luz amarelo-avermelhada ¢ mais sexualmente
estimulante. Temperaturas extremas nao favorecem a cobertura, sendo as temperaturas
de 15-18 °C as mais favoraveis (Alvarez, 1985).

A idade das fémeas ¢ outro fator muito importante, ja que coelhas que chegam a
puberdade com desenvolvimento corporal adequado estdo aptas a reproduzirem-se até,

aproximadamente, os 5 anos de idade (Alvarez, 1985).
2.3.3. Funcionamento da atividade reprodutiva

O comportamento sexual da coelha ¢ dividido em trés momentos: pré-puberal,
funcional e de debilidade da fun¢do reprodutiva. O momento funcional ou de plenitude
sexual € o periodo de rendimento 6timo da coelha e se estende dos 2-4 meses até os 2-5
anos. Apds os cinco anos, a fungdo sexual entra na fase regressiva ou pode ocorrer o
desaparecimento total (Alvarez, 1985).

Durante o desenvolvimento folicular, estdo implicadas grandes quantidades de
fatores endocrinos e paracrinos, fazendo com que ocorra a disting@o de dois periodos em
relacdo a influéncia das gonadotropinas hipofisarias LH e FSH: fase folicular
independente de gonadotropinas e fase folicular dependente de gonadotropinas (Arias-
Alvarez et al., 2007).

Na fase folicular independente de gonadotropinas, ocorre o desenvolvimento
lento dos foliculos pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios), que parece ser
independente de FSH e LH (Figura 7). Durante este periodo, prevalece a regulagdo

intraovariana e intrafolicular devido a fatores paracrinos e autocrinos (Arias-Alvarez et
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al., 2007), mas pode, também, existir uma possivel a¢cdo de FSH em nivel basal sobre o
desenvolvimento destes foliculos e na competéncia de seus ovoécitos (Adriaens et al.,
2004).

Na fase folicular dependente de gonadotropinas, os foliculos antrais (foliculos
terciarios e pré-ovulatorios) necessitam da a¢do das gonadotropinas FSH e LH para se
desenvolverem. A acdo das gonadotropinas ¢ por sua vez modulada por fatores de
crescimento locais, inibina, ativina € hormoénio do crescimento (GH), que também
atuam sobre o ovocito e sobre as células foliculares (Van de Hurk, 2005). O hormoénio
FSH estimula a produ¢do de fatores de crescimento (EGF, TGFa, IGFs) além de
suprimir a expressao de genes indutores de apoptose (Smitz et al., 2001). E nas coelhas
¢ necessario que o foliculo esteja integro para exercer sua funcdo anti-apoptotica
(Maillet et al., 2002).

Existem duas teorias quanto ao ciclo sexual das coelhas. A teoria do ciclo sexual
continuo ¢ dividida em duas fases, uma folicular e outra luteinica (Figura 7). Na fase
folicular, existem foliculos desenvolvidos, em condigdes de ovular de maneira
ininterrupta (Hammond e Marshall, 1925; Alvarez, 1985), enquanto que a fase luteinica
s6 acontece quando ocorre a monta (Boussit, 1989). J4 na teoria do ciclo sexual
descontinuo, o ovario da coelha estd em atividade permanente, mas, somente quando o
foliculo esta totalmente desenvolvido a fémea aceita o macho, acontecendo a cobertura
com posterior ovulacdo (Alvarez, 1985). Esta teoria, entdo, defende que a coelha alterna

estados de maior e menor receptividade sexual (Hill e White, 1933).

Fase folicular Fase luteal
Nio receptiva a gonadotropinas Receptiva a gonadotropinas: FSH, LH

Ovécito
Coito

v

Liberagio
LH

Maturacio
ovocitaria

Primordial Primdrio Secundario Terciario Pré-ovulatorio Ovulagiio Corpo liiteo

Figura 7: Representacao esquematica do desenvolvimento folicular e ovulagcdo em
coelhas. Destaque para associacdo do desenvolvimento folicular com as
diferentes fases foliculares (Adaptado de Mermillod et al., 1999).
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A diferenca de comportamento sexual com maior € menor receptividade parece
estar relacionada com as ondas de crescimento folicular que acontecem no ovario, com
a onda de crescimento folicular durando uns 10-12 dias, com sobreposi¢do de 4-6 dias
entre um ciclo ¢ o seguinte (Alvarifio, 1993; Arias-Alvarez et al., 2007). Quando o
ovario apresenta muitos foliculos pré-ovulatorios, grande quantidade de 17p-estradiol ¢
produzida, com isso, a coelha torna-se receptiva (Boussit, 1989).

O ciclo sexual, nas fémeas selvagens, ¢ caracterizado como descontinuo e de
fotoperiodo crescente, enquanto as fémeas utilizadas na explora¢do industrial tém o
ambiente controlado fazendo com que as coelhas manifestem atividade reprodutiva
continuamente. As coelhas, assim como as gatas, ¢ diferentemente das demais fémeas
de mamiferos domésticos, t€ém a sua ovulacdo induzida e dependente de uma série de
mecanismos desencadeantes, em que o coito tem papel fundamental. As coelhas nao
apresentam sinais externos de comportamento sexual de facil diagnéstico (Alvarez,
1985).

A ovulagdo ¢ dependente de estimulo nervoso adequado, percebido pela coelha
no momento da monta ou cobertura. Durante a ultima fase de maturagao folicular e no
momento da ovulagdo, grande quantidade de estrégeno altera os Orgdos genitais
femininos, favorecendo a progressdo do ovocito € o encontro com o espermatozoide. A
ovulagdo ndo s6 ¢ uma consequéncia direta da cobertura, mas depende, em grande parte,
da excitacdo sexual e de outros estimulos nervosos (Alvarez, 1985) que atuem em
diferentes niveis do eixo hipotdlamo-hipofise-ovario (Vega et al., 2012), como
modificacdo brusca das condigdes ambientais, estimulos elétricos cerebrais e
lombossacrais, e estimulos mecanicos vaginais (Alvarez, 1985).

Um exemplo de mudanga brusca de ambiente ¢ quando coelhas nuliparas sdo
trocadas de gaiolas e o estresse da mudanca de ambiente causa descarga hormonal.
Quando esta mudanca ¢ feita 48 horas antes da inseminacdo artificial, a fertilidade
melhora (Rebollar et al.,1995), embora estes efeitos sejam quase nulos nas fémeas
primiparas (Vega et al., 2012).

O infundibulo, por meio da corrente no sentido craniocaudal, produzida pelos
movimentos das células ciliadas da parede interna da tuba uterina e pelos movimentos
de contragdo e dilatagao da propria tuba uterina proporcionam uma pressao negativa que
favorece a captura do ovocito, que ja apresenta um movimento descendente vindo do

ovario. Os ovocitos chegam a por¢ao média da tuba uterina (a ampola), ampola, onde a
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fecundacao ocorre e os ovocitos podem permanecer neste local por até 36 horas. A
fecundagdo ocorre, em média, de meia a uma hora apos a ovulagdo e, passadas nove
horas da ovulagao, torna-se dificil a fecundagao (Alvarez, 1985).

Caso nao ocorra gestacdo, ocorrerd a pseudogestacdo, caracterizada por uma
longa fase de metaestro. Esta pseudogestacao acontece porque os corpos luteos duram
15-16 dias e, consequentemente, as interagdes hormonais retardam o desenvolvimento
de novos foliculos, além de provocarem alteragdes genitais que fazem com que a coelha
tenha comportamento de gestante (falsa gestacdo). Ao final da fase luteinica, as coelhas
apresentam manifestagdes tipicas de preparacdo para o parto (ansiedade, retirada de
pelo, lactopoiese, etc.) e, assim que o periodo da pseudogestacao termina, a coelha volta
a regular-se, ja que o ovario sempre tem foliculos em maturagdo e capazes de ovular

(Alvarez, 1985).

2.3.4. Comportamento reprodutivo

A diferenciagdo sexual nos embrides ocorre por volta dos 15-17 dias apds a
fecundacao dos ovocitos (Alvarez, 1985), mas as fémeas s6 comegam a demonstrar
comportamento sexual por volta das 12 semanas de vida, quando inicia a aceitacdao da
monta do macho, sem desencadear ovulacdo (Lebas, 2002). Para se evitar montas
ineficazes, deve-se levar em consideragdo o desenvolvimento corporal e a idade das
fémeas.

Outro ponto que influencia ¢ o fator racial, pois ragas pequenas ou médias (4-5
kg de peso na idade adulta) aceitam a cobertura do macho mais precocemente quando
comparada as racas pesadas (6-8 kg de peso na idade adulta). O desenvolvimento
corporal proprio da raga deve ser levado em consideracao ja que as coelhas podem
apresentar atividade sexual, tornarem-se gestantes, mas ndo estarem preparadas para
manter a gestagdo e sofrem um desgaste organico prematuro (Lebas, 2002).

O estado fisiologico da coelha influencia no comportamento reprodutivo.
Coelhas em lactacdo ou em pseudogestagdo tém seu comportamento sexual
indiretamente controlado pelo equilibrio hormonal hipotdlamo-hipoéfise (Alvarez, 1985).
O estado nutricional também influencia, pois animais em desequilibrio nutricional
podem alterar o comportamento sexual e ser uma das principais causas do fracasso

gestacional por alterar a producdo de ovocitos, a taxa de gestacdo e a mortalidade
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embrionaria (Vega et al., 2012). Além do estado fisioldgico, a consanguinidade também
causa reducdo da fertilidade, com consequente fracasso reprodutivo (Alvarez, 1985).

Coelhas em equilibrio hormonal adequado ndo aceitam o macho na primeira
tentativa deste, principalmente as coelhas jovens. E necessario tempo para que ocorra
reconhecimento mutuo e percep¢do imprescindivel para que se originem os estimulos
neurovegetativos capazes de promover a aceitagdo do macho. Passado o receio de
ambos, o macho geralmente toma a iniciativa. Se a fémea estiver em estado de
maturacao folicular completo, a coelha tentard realizar a monta no macho (Alvarez,
1985).

Quando machos desconhecidos sdo colocados com coelhas, a mesma se excita,
com manifestagcdes de autodefesa, que podem chegar a ataques e brigas, principalmente
se o seu estado reprodutivo for improprio. Se a coelha em estro for colocada com um
macho experiente e aceita a sua companhia, a mesma mostra-se receptiva, adotando a
postura de acasalamento, percebida com: imobilidade e levantamento do ter¢o caudal do
corpo ao perceber a monta. Esta postura facilita o coito, que ¢ feito de maneira rapida
(Alvarez, 1985).

Algumas fémeas receptivas ao macho, quando acariciadas ao longo do dorso,
instintivamente elevam o ter¢co caudal do corpo. Este ato reflexo de levantamento do
terco caudal do corpo ¢ um sinal funcional do seu estado fisioldgico sexual. Coelhas que
ndo aceitam o macho tendem a fugir e ndo suportam as caricias no ter¢o caudal, que ¢
deslocado até o chao da gaiola, situam-se nos cantos ¢ podem até adotar uma atitude
agressiva. Quando nesta situagdo, as fémeas ndo devem ser for¢adas a acasalar, pois os
ovarios das mesmas ndo apresentam foliculos capazes de ovular (Alvarez, 1985).

O efeito do macho, em diferentes espécies domésticas, estd relacionado, em
parte, com os feromonios, que sdo substancias quimicas que os animais excretam na
urina, nas fezes ou por glandulas cutdneas e que causam reacdes especificas no
individuo que as recebe (Vega et al., 2012), como mudanca de comportamento e/ou no
sistema endocrino e/ou nos 6rgaos genitais (Rekwot et al., 2001).

A resposta sexual da coelha para os estimulos visual, acustico/auditivo e
olfatério vindos do macho sdao pouco compreendidos (Bakker ¢ Baum, 2000). Alguns
autores dizem que a coelha emite sinais especificos, que atraem os machos e os informa
sobre seu estado sexual (Hudson e Distel, 1990; McNitt, 1992). Ja as trocas olfativas

entre os machos e as fémeas sao pouco estudadas, mas sabe-se que os feromonios
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segregados pelas glandulas sebaceas dos machos podem induzir a receptividade da
fémea (Franck, 1966). Nas coelhas nuliparas, a presenca do macho contribui para o
aumento da taxa de acasalamento (Lefévre et al., 1976) e de fertilidade (Berepudo et al.,
1993).

As granjas de produc¢do, atualmente, utilizam a inseminacao artificial, ¢ o macho
ndo esta presente. Consequentemente, esta bioestimulagdo ndo ¢ utilizada na pratica
(Vega et al., 2012). A exposi¢do das fémeas ao macho por curtos periodos (de 4 horas a
4 dias) antes da inseminacao artificial nao melhora a receptividade das coelhas lactantes

(Theau-Clement, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. EXPERIMENTO 1: EFEITO DA CAUTERIZACAO DOS DUCTOS
INCISIVOS NOS ORGAOS GENITAIS, NO COMPRIMENTO DO OVN, NO
COMPORTAMENTO E NA COMPOSICAO MUSCULAR E OSSEA DE
COELHAS NOVA ZELANDIA

O presente experimento foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de animais da Universidade Federal de Vicosa (CEUA/UFV) (Protocolo de registro
na CEUA: 087/2013), que segue a legislacao vigente. O médico veterinario responsavel

pelo experimento foi o professor Laércio dos Anjos Benjamin, CRMV-MG 3387.
3.1.1. Local de realiza¢do do experimento

O experimento foi realizado no municipio de Vigosa (latitude 20°45'14" sul e
longitude 42°52'55" oeste), localizado na Zona da Mata de Minas Gerais, com altitude
de 648 metros e clima do tipo tropical de altitude, com chuvas durante o verdo, e
temperatura anual em torno de 19°C.

O periodo experimental foi de margo de 2013 a junho de 2013, e o experimento
se desenvolveu no Laboratério de Biologia da Reprodug¢ao (LABER) do Departamento
de Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas/UFMG, no Coelhil do Departamento
de Veterinaria/UFV e no Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia/UFV,
campus de Vigosa, enquanto a parte laboratorial foi realizada no Laboratério de

Reproducao Animal do Departamento de Veterinaria/UFV.
3.1.2. Animais

Foram utilizadas 20 coelhas da raga Nova Zelandia, pré-puberes e jovens com
idade de 50 dias, separadas em dois grupos com 10 animais cada: um grupo com os
ductos incisivos cauterizados e outro com os ductos incisivos intactos. Cada um destes
grupos foi dividido em dois subgrupos com cinco animais cada: um na presenca do

efeito do macho e outro longe do efeito do macho (Figura 8).
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20 coelhas
Idade: 50 dias

10 - ductos incisivos
cauterizados

10 - ductos incisivos
integros (controles)

5 - Com efeito do
macho (TCM)

5 - Sem efeito do
macho (TSM)

5 - Com efeito do
macho (CCM)

5 - Sem efeito do
macho (CSM)

Figura 8: Organograma do delineamento experimental.

A presenca do efeito do macho ¢ marcada por feromonio, ruidos e odores vindos

dos machos além da visualizagdo dos mesmos pelas fémeas. As fémeas distribuidas nos

subgrupos submetidos aos efeitos dos machos foram alocadas no Setor de Cunicultura

do Departamento de Zootecnia da UFV. Os subgrupos onde o efeito do macho estava

ausente foram alocados no Coelhil do Departamento de Veterinaria da UFV que se

encontra a aproximadamente 1800 metros de distancia do Setor de Cunicultura (Figura

9).

As 20 fémeas foram mantidas em gaiolas individuais (45 cm largura x 60 cm

profundidade x 45 cm altura) (Figura 9) durante os 75 dias experimentais, € 0s quatro

subgrupos foram mantidos com as mesmas condi¢des de luminosidade natural e

alimentacdo (racdo e agua ad libitum).

Figura 9: Animais alocados no Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia (A)
e no Coelhil do Departamento de Veterinaria (B), UFV.
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3.1.3. Cauterizacio dos ductos incisivos

Dez coelhas tiveram seus ductos incisivos cauterizados por meio de
termocautério quando atingiram a idade de 50 dias e, por isso, passaram a ser
denominadas de cauterizadas. As 10 fémeas restantes, denominadas de controles, com
os mesmos 50 dias de idade, foram manipuladas simulando o processo de cauterizacio
dos ductos incisivos assim como as fémeas cauterizadas. As cauterizagoes foram
realizadas no Laboratorio de Biologia da Reproducao (LABER) do Departamento de
Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG e no Setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia da UFV.

Para o processo de cauterizacdo dos ductos incisivos, os animais foram
anestesiados com uma mistura de cetamina (Dopalen®-Ceva) - xilazina (Xilazin®-
Syntec) nas doses de 50 e 10 mg/kg de peso corporal, respectivamente. A mistura
anestésica foi introduzida pela via intraperitoneal. A 4rea ao redor do Ostio externo do
ducto incisivo foi anestesiada com lidocaina 2% com vasoconstritor (Anestésico L®
Pearson - Eurofarma).

Apo6s a cauterizacdo dos ductos incisivos, os animais foram tratados com o
antiinflamatorio Flunixin-Meglumine (Banamine® - Schering-Plough) em dose tnica de
Img/kg de massa corporal, por via subcutanea. Durante os cinco dias seguintes a
cauterizacao, os animais foram observados, € como nao foi detectada nenhuma alteracao
de comportamento ou de alimentagdo, ndo foram necessarias novas aplicacdes de anti-
inflamatorio e nao houve a necessidade de tratamento com antibidtico.

Terminada a cauterizacdo e a simulagdo de cauterizagdo, estas fémeas foram

divididas nos respectivos subgrupos como demonstrados na figura 8.
3.1.4. Pesagem dos animais

As 20 coelhas (cauterizadas e controles) foram pesadas semanalmente, durante
os 75 dias de experimento, para acompanhamento do desenvolvimento corporal, e, desta
forma, observar se os animais cauterizados demonstrariam algum desconforto, como
diminuicio da ingestdo de alimentos. A ragdo oferecida foi a Presence® coelhos (Tabela
1), que se apresenta na forma de pellets com diametro entre 3 € 4 mm e que atende as
necessidades nutricionais de todas as fases de criagdo. Parte da racao usada no

experimento foi doada pela Empresa Presence Nutricdo Animal.
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Tabela 1: Niveis de concentragdo dos nutrientes contidos na ragdo garantida pela
fabrica para atender todas as fases de criagao.

Nutriente Concentracao
Umidade (Max) 130 g/kg
Proteina bruta (Min) 170 g/kg
Extrato etéreo (Min) 25 g/kg
Fibra bruta (Max) 170 g/kg
FDA (Max) 160 mg/kg
Matéria mineral (Max) 100 g/kg
Célcio (Min) 9 g/kg
Célcio (Méx) 10 g/kg
Fosforo (Min) 5.000 mg/kg
Sédio (Min) 2.000 mg/kg
Cobre (Min) 15 mg/kg
Zinco (Min) 65 mg/kg
Manganés (Min) 40 mg/kg
Iodo (Min) 1,3 mg/kg
Selénio (Min) 0,2 mg/kg
Cobalto (Min) 1 mg/kg
Vitamina A (Min) 10.000 Ul/kg
Vitamina D3 (Min) 1.200 Ul/kg
Vitamina E (Min) 20 Ul/kg
Vitamina K3 (Min) 1 mg/kg
Acido Félico (Min) 2 mg/kg
Biotina (Min) 0,07 mg/kg
Colina (Min) 650 mg/kg
Niacina (Min) 15 mg/kg
Acido Pantotenico (Min) 5,7 mg/kg
Vitamina B1 (Min) 1,5 mg/kg
Vitamina B2 (Min) 2,5 mg/kg
Vitamina B6 (Min) 1,5 mg/kg
Vitamina B12 (Min) 12 meg/kg
Lisina (Min) 6.800 mg/kg
Metionina (Min) 3.000 mg/kg
Diclazuril (Min) 1 mg/kg

3.1.5. Amostras de sangue

3.1.5.1. Coleta de sangue

Durante os 75 dias experimentais, trés amostras de sangue de cada animal foram
coletadas. A primeira coleta ocorreu quando as coelhas atingiram 100 dias de idade, e as
outras duas coletas ocorreram com 10 e 20 dias de intervalo da primeira coleta, ou seja,
nas idades de 110 e 120 dias. Nos dias de coleta, as amostras foram obtidas em dois
momentos, as 8 horas da manha e as 8 horas da noite, para assim determinar como a
liberagdo do hormoénio foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH) se
comportava com a proximidade da idade em que elas seriam introduzidas na vida

reprodutiva.
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Além do LH e do FSH, também foi analisado o 17-B estradiol (E;). As
concentragdes deste hormdnio foram associadas a coloracdo da vulva, ja que o E; ¢ um
condicionante da atividade sexual e, consequentemente, da colora¢do da vulva, uma vez
que este € o Unico sinal externo da aceitacao da fémea ao macho.

A coleta de sangue foi realizada pela pun¢ao da veia auricular média utilizando
agulha hipodérmica 21G. Para o procedimento, um algoddo embebido em xilol foi
aplicado na regido para que a veia dilatasse facilitando a coleta (Figura 10). O sangue
foi armazenado em tubo de ensaio siliconizado sem anticoagulante. Ao final da coleta,
um algodao embebido em alcool foi aplicado para retirar vestigios de xilol da pele do

animal.

3.1.5.2. Manipulaciao, armazenamento e analise das amostras de

sangue

Apos a coleta do sangue, os tubos de ensaio foram encaminhados ao Laboratorio
Clinico do DVT/UFV e colocados em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Em seguida,
os tubos de ensaio foram centrifugados (Centrifuga Excelsa Baby I Fanem) por cinco
minutos a 1050 G seguindo a rotina do laboratorio.

Ao finalizar a centrifugagdo, o soro da amostra foi retirado com uma pipeta e
depositado em Eppendorf devidamente identificado, e armazenado em freezer com
temperatura de -80 °C.

No dia das analises, quatro horas antes dos procedimentos, as amostras foram
retiradas do freezer, descongeladas e levadas para o Laboratorio de Reprodugdo Animal
do Departamento de Zootecnia/UFV.

As analises foram realizadas utilizando-se os seguintes kits comerciais ELISA
(Laboratorio CUSABIO):
e 17B-Estradiol: Rabbit Estradiol, E; ELISA kit (CSB-E06915Rb);
e FSH: Rabbit Follicle-stimulating Hormone, FSH ELISA kit (CSB-
E06918Rb);
e [H: Rabbit Luteinizing Hormone, LH ELISA kit (CSB-E17780Rb).
Os resultados foram emitidos nas seguintes unidades: Estradiol em pg/mL, e

FSH e LH em mUI/mL.
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Figura 10: Coleta de sangue em coelhas da raca Nova Zelandia. As imagens A ¢ B
mostram as duas diferentes formas de contengdo dos animais usadas para o

procedimento de coleta. A imagem C destaca a veia dilatada pelo uso do
xilol (seta).
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3.1.6. Avaliacio da coloracao da vulva

Nos dias de coleta de sangue, avaliou-se a coloragdo das vulvas para relaciona-
las com as concentragdes séricas dos hormonios anteriormente citados, principalmente o
hormdnio 17-Estradiol, que em concentragdes crescentes aumenta a vascularizagdo da
vulva (Santos, 2009) e, consequentemente, altera sua coloracao (palida, rosa, vermelha e
violeta). Estas coloragdes estdo relacionadas com o grau de desenvolvimento dos
foliculos e, por conseguinte com o comportamento da fémea frente ao macho.

As coloracdes avaliadas foram vermelha, violeta, rosa e palida, que estdo em

ordem decrescente de fertilidade.

3.1.7. Comportamento animal

Durante o periodo experimental, o comportamento das coelhas foi avaliado
seguindo um etograma comportamental conforme o método “Scan sample”, ou seja,
varredura ou amostragem instantanea. O etograma ¢ quantitativo e descreve as variagdes
comportamentais. Este método quantifica o tempo que estes animais utilizam em
atividades que geram gastos de energia, atividades sem gastos evidentes de energia e
tempo que gastam se alimentando. Os dados obtidos durante as observacdes foram
convertidos em médias, intervalos e desvios-padrdo ou coeficientes de variacao.

Para realizar o etograma, os comportamentos observados foram divididos em
quatro grupos, G- ingestdo de energia; C- auto-catacdo; P- gasto de energia; e M-
manuten¢do do nivel de energia (Tabela 2).

Para a avaliagdo do comportamento, o observador se colocou em posi¢cdo por
pelo menos dez minutos no intuito de acostumar as coelhas com a presenga do mesmo
(Figura 11). O processo de observagdo foi de dez minutos por animal, o que significou
um tempo total de observacao diario de 200 minutos. O comportamento foi avaliado
durante 26 dias, o que resultou num tempo total de 5200 minutos de observacdo. O
etograma comportamental utilizou o programa Prostcom (Conde et al., 2000), que no
final do periodo de analise forneceu a porcentagem relativa e absoluta de todos os

comportamentos.
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Tabela 2: Etograma dos comportamentos e suas defini¢des para coelhos.

Comportamento Definicao
Atividades de ganho de energia (G)

Alimentar Comer

Beber Beber

Lavar / Limpar

Cocar

Atividades de auto-catacéio (C)

Lamber o pelo
As patas traseiras sdo usadas para cogar 0 corpo, pescogo,

orelhas e focinho

Atividades com gasto de energia (P)

Andar

Farejar / Cheirar

Cheirar outro coelho

Roer / Mastigar objetos

Movimento rapido
Salto

Procurar alimento

Atividade locomotora normal

O coelho fareja o ambiente ou o ar através das grades da
gaiola

Coelho cheira outro coelho

Roer/morder/puxar/mastigar comedouros, bebedouros,
grades da gaiola

Correr depressa em volta da gaiola ou do coelheiro
Circundar muito rapido ou saltar em volta da gaiola

O coelho fareja parecendo que estd a procura de algo. Ha

movimento em volta da gaiola

Atividades sem gastos de energia (M)

Sentado

Levantado

Dormir

Deitado em estado de

alerta

Recolher os membros tordcicos para baixo do corpo

Ambos os membros tordcicos sdo elevadas do chao

Estar deitado ou sentado com ambos os olhos fechados
Deitado com os olhos abertos e respondendo ao meio

ambiente

Adaptado de Torres, 2010
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Foram utilizados dois observadores, que se revezaram entre o Setor de
Cunicultura DZO/UFV e o Coelhil DVT/UFV. Os comportamentos avaliados foram

simplificados para ndo haver diferenca entre os avaliadores.

g

Figura 11: A e B- Avaliagdo do comportamento dos animais em experimento. O
observador se encontrava a uma distincia de 5 metros dos animais,
sozinho e em siléncio. Em B, a linha tracejada amarela mostra a fileira de
animais a serem observados.

3.1.8. Eutanasia

As 20 coelhas foram eutanasiadas aos 125 dias de idade, pois nesta idade as
mesmas ja atingiram aproximadamente 80% do peso corporal de uma fémea adulta,
significando que ja estariam aptas a reproduzirem.

A eutanésia foi realizada mediante o uso de cetamina (Dopalen®-Ceva) na dose
de 22mg/kg, administrada por via intramuscular, propofol (Proponan®-Cristalia) na dose
de 10mg/kg, administrada pela via intraperitoneal e, quando o reflexo corneal estava

ausente, administrou-se cloreto de potassio pela via intravenosa.
3.1.9. Coleta e processamento do material
3.1.9.1. Coleta de fragmentos de misculo e osso

Fragmentos dos musculos reto femoral e vasto medial do tergo médio do
membro pélvico esquerdo, com aproximadamente 15g, foram coletados, para calcular o
teor de dgua e de gordura para se avaliar se houve ou nao diferenca na qualidade de

carcaca entre os subgrupos.
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As amostras de osso, de aproximadamente 1,5g, obtidas a partir de fragmentos
da epifise proximal do fémur do membro pélvico esquerdo foram usadas para calcular a
densidade 6ssea (peso e volume), o teor de dgua e de gordura. Com estes resultados

pode-se predizer se houve ou nao diferenga na constituicdo dssea entre os subgrupos.

A densidade foi calculada segundo a formula:

D=m/v

D: densidade 6ssea (g/mL);
m: massa (g); e

v: volume (mL).

O volume do osso foi calculado com base no volume de dgua que o mesmo
deslocava quando colocado em um recipiente graduado (Scherle, 1970). Como a
densidade da agua ¢ igual a um, o volume de agua deslocado pelo osso equivale ao

volume do osso.

e Processamento das amostras de musculos

Os fragmentos de musculos foram pesados apdés a coleta, e a seguir,
armazenados em estufa a 60 °C por 30 dias. Passados os 30 dias, estas amostras foram
novamente pesadas para se calcular o teor de 4gua da amostra com base na diferenca de
peso. Apds serem pesadas, as amostras foram armazenadas em recipientes fechados
contendo xilol por mais 15 dias em estufa, e depois mais 15 dias em outro recipiente
aberto para secagem da amostra. Apos este periodo, as amostras foram pesadas e o teor

de gordura calculado segundo Mandarim-de-Lacerda (1995).

e Processamento das amostras de osso

Esta técnica foi adaptada do musculo para o osso. Os fragmentos do fémur
foram limpos e pesados, e sua densidade calculada por meio do volume de agua que o

fragmento desloca. Apds a pesagem e o calculo da densidade, as amostras foram
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armazenadas em estufa a 60 °C por 30 dias. Apos este periodo estas amostras foram
pesadas para se calcular o teor de d4gua da amostra e o volume foi novamente calculado.
Apbs serem pesadas e o volume calculado, as amostras foram armazenadas em
recipientes fechados contendo xilol por 15 dias em estufa, e depois mais 15 dias em
outro recipiente para secagem da amostra. Apos este periodo, as amostras foram pesadas

e o volume novamente calculado, para se obter o teor de gordura.

3.1.9.2. Coleta do 6rgao vomeronasal

As cartilagens laterais do nariz foram seccionadas proximas ao septo nasal até
chegar a concha nasal dorsal. Neste momento, duas janelas laterais foram abertas para
expor o septo nasal. Terminada a exposi¢ao, foi realizado um corte transversal caudal a
papila incisiva. Apos coleta, o OVN foi mensurado com auxilio de uma régua

milimetrada.

3.1.9.3. Coleta dos orgaos genitais

Os 6rgaos genitais das coelhas foram retirados e analisados macroscopicamente
(medidos e pesados individualmente). Os dois ovarios foram pesados em balanga de
precisdao, e medidos com a albuginea, com o auxilio de um paquimetro, e a seguir
fixados. O peso conjunto das duas gonadas foi usado para calcular o indice
gonadossomatico. As tubas uterinas e os Uteros foram mensurados e fragmentos do

utero foram coletados e fixados.

e Preparo dos fragmentos para analise estrutural

o Fixacao

Os fragmentos de tecido obtidos dos ovdrios e ttero genitais foram fixados em
solucdo a base de formaldeido em tampao fosfato. A solugcdo de tampao fosfato 0,2 M
foi preparada a partir de duas solugdes iniciais: solugdo 1, composta de 2,76 g de fosfato
monobasico em 100 mL de 4gua destilada e solugdo 2, composta de 2,84 g de fosfato
dibasico em 100 mL de agua destilada. A solugdo final foi obtida ao adicionar-se a

solucdo 1 na solugdo 2 até alcancar pH entre 7,2 ¢ 7,4.
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Depois de obtida a solugdo-tampao 0,1 M, a solugdo de fixagao a base de formol
foi preparada utilizando-se 100 mL de formol 43%, em 900 mL da solu¢do de tampao

fosfato 0,1 M.

o Desidratagao

Os fragmentos de ovario e Utero foram desidratados em solucdo de alcool 70%
por 54 horas e depois alcool a 92,8% por quatro horas. Ambas as etapas foram

realizadas em temperatura ambiente.

o Inclusao

Assim que os banhos em alcool terminaram, os fragmentos de ovario e utero
foram colocados em solucdo 1:1 composta de alcool 92,8% e a historesina (Leica),
permanecendo na mesma por 12 horas. A seguir, os fragmentos foram transferidos para
resina pura e permaneceram por 24 horas. Transcorridas as 24 horas em resina pura, os
fragmentos foram alocados nos moldes de inclusao juntamente com a resina pura e

mantidos por 48 horas em estufa a 60 °C para polimerizagao.

o Microtomia

Os blocos, depois de retirados dos moldes, foram colados em blocos de madeiras
e identificados, para entdo serem submetidos a microtomia. Os blocos foram
desbastados com uma navalha de vidro para aproximar os fragmentos da superficie de
corte para, a partir de entdo, dar inicio a obtencdo dos cortes com 3um de espessura. Os
cortes obtidos foram montados em laminas histoldgicas, submetidos a coloragdes
rotineiras (Azul de Toluidina e Hematoxilina-Eosina), ¢ em seguida avaliados em

microscopio de luz, conforme protocolo descrito abaixo para cada 6rgao.

e Histologia

o Ovarios
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As laminas foram avaliadas em microscéopio de luz (Bioval®™) com objetiva de
40X.

Foram avaliadas trés seccdes histologicas aleatorias por animal, e em cada
sec¢ao todos os foliculos foram avaliados e contados conforme metodologia adotada por
Ola e Oyegbade (2012). Para que o foliculo fosse contado, o ntcleo do ovécito deveria
estar visivel.

Para serem classificados morfologicamente como foliculos primordiais, que sao
os primeiros foliculos a se formarem no ovario e compostos por ovocitos imaturos, estes
foliculos deveriam estar circundados por uma camada de células foliculares de aspecto
pavimentoso e localizados na periferia do cortex ovariano (Figueiredo et al., 2008).

Quando os foliculos primordiais comegcam a se desenvolver, as células
foliculares se multiplicam e sua morfologia passa de pavimentosa a cubica. Desta
forma, quando o foliculo apresentava células foliculares pavimentosas e cubicas
simultaneamente, este foi classificado como de transi¢do. Os foliculos cujos ovdcitos
eram circundados por uma camada de células foliculares cubicas e mais volumosas,
estes foram classificados como primarios (Figueiredo et al., 2008).

Se os ovdcitos apresentassem duas ou mais camadas de células foliculares e, as
vezes, apresentassem algumas células da teca recrutadas, estes foram classificados como
foliculos secundarios. Se os foliculos apresentassem grande quantidade de células
foliculares, e entre elas uma area estivesse preenchida por liquido folicular, estes eram
classificados como foliculos terciarios (Figueiredo et al., 2008).

Ap6s a classificacdo morfologica dos foliculos, os ovocitos foram classificados
em normais e degenerados (Figueiredo et al., 2008). Como os animais utilizados neste
experimento ndo ovulam espontaneamente, obrigatoriamente estes foliculos seguem
dois tipos de vias degenerativas. No tipo 1, apenas o nucléolo do ovocito esta picnotico
sem comprometimento das células que compdem a granulosa. No tipo 2, além do
nucléolo picnodtico, as células da granulosa encontram-se desintegradas com
condensacdo da cromatina nuclear (Brasil et al., 2007). Neste estudo nao foi levado em

consideragdo o tipo de degeneragdo, mas simplesmente o fato de haver degeneracao.
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o Utero

Os cortes foram documentados em fotomicroscopio Olympus BX53", com
objetiva de 4X de aumento, e as imagens obtidas foram avaliadas no programa Image
J®, para realizacdo da morfometria do 6rgdo.

Para cada animal foram avaliadas trés sec¢des histoldgicas de cada fragmento do
orgdo, e para cada uma delas foram contados uma média de 2000 pontos obtidos pela
intersec¢Oes de linhas horizontais e verticais que formam uma gradicula. Os pontos
avaliados foram classificados em:

-Espaco vazio
-Serosa (perimétrio)
-Camada muscular (miométrio)

-Muscular longitudinal externa

-Tecido conjuntivo

-Muscular circular interna
-Camada endometrial

-Endométrio

-Vasos endometriais

-Glandulas endometriais
-Luz do 6rgdo
-Ligamento

-Serosa do ligamento

-Conjuntivo do ligamento

-Muscular do ligamento

Foram contados os espagos vazios por se tratar de um oOrgdo circular. As trés
camadas uterinas, serosa, muscular e endometrial, foram separadas para buscar

possiveis diferencas entre os tratamentos.
3.1.9.4. Coleta do figado

O figado dos animais, juntamente com a vesicula biliar, foi coletado e pesado

para se calcular o indice hepatossomatico.
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3.1.9.5. indice gonadossomatico e hepatossomatico

Os indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS) foram calculados de

acordo com as seguintes formulas:

IGS=PG/PC x 100 IHS= PF/PC x 100

PG = Somatéria do peso dos ovarios direito e esquerdo;
PF = Peso do figado;

PC = Massa corporal no dia da eutandsia.
3.1.10. Analises estatisticas

O experimento foi instalado segundo um esquema fatorial 2 x 2 (dois grupos
cauterizados e dois expostos ao efeito do macho) na distribuicdo inteiramente
casualizada, com cinco repetigoes.

Os dados foram analisados por meio de andlise de variancia e as médias
comparadas utilizando-se o teste de Tukey adotando-se o nivel de 5% de probabilidade.
Independentemente de a interagdo ser ou nao significativa, optou-se pelo
desdobramento da mesma devido ao interesse em estudo.

Com base nos dados das curvas de crescimento, foram ajustadas equacdes de
regressdo ndo linear pelo método de Guauss - Newton para o peso das coelhas em

func¢do da idade, usando o modelo P = A / (1+ Exp (C;-B x 1d)), onde:

P: Peso das coelhas em gramas;

Id: Idade das coelhas em dias;

A e C; sdo parametros da regressao.

As curvas de crescimento foram comparadas entre os tratamentos.

As dosagens hormonais foram comparadas por dia de coleta, hora do dia e
tratamento.

As coloragdes da vulva foram correlacionadas com as concentragdes de E, por
meio de analise ndo-paramétrica.

O pacote estatistico usado para as analises foi SAEG 9.1, 2007.
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3.2. EXPERIMENTO 2. INFLUENCIA DA CAUTERIZACAO DOS DUCTOS
INCISIVOS NA CAPACIDADE DE GESTACAO E NA HABILIDADE
MATERNA DE COELHAS NOVA ZELANDIA

O presente experimento foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV) (Protocolo de registro
na CEUA: 087/2013), que segue a legislagao vigente. O médico veterindrio responsavel

pelo experimento foi o professor Laércio dos Anjos Benjamin, CRMV-MG 3387.
3.2.1. Local de realiza¢do do experimento

O experimento foi realizado no municipio de Vigosa (latitude 20°45'14" sul e
longitude 42°52'55" oeste), localizado na Zona da Mata de Minas Gerais, com altitude
de 648 metros e clima do tipo tropical de altitude, com chuvas durante o verdo, e
temperatura anual em torno de 19°C.

O periodo experimental foi de junho de 2013 a dezembro de 2013, e as coelhas
foram mantidas no Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia/UFV, campus

Vigosa.
3.2.2 Animais

Foram utilizadas 10 coelhas da raga Nova Zelandia, das quais cinco tiveram seus
ductos incisivos cauterizados na idade de 50 dias, idade em que as fémeas ainda se
encontravam pré-puberes (TPR).As outras cinco fémeas foram submetidas a
cauterizagdo dos ductos incisivos 10 dias apds o parto (TPP) como ilustrado na figura
12. O grupo TPR foi utilizado para avaliar se as coelhas mesmo depois de submetidas a
cauterizacao dos ductos incisivos ainda mantinham a capacidade de gestar, enquanto o
grupo TPP foi observado se o comportamento materno frente aos laparos era mantido.

As 10 fémeas foram mantidas em gaiolas individuais (45 cm largura x 60 cm
profundidade x 45 cm altura) até atingirem 125 dias, idade em que foram destinadas a

reproducao.
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Figura 12: Organograma do delineamento experimental.

Quando o diagnostico de gestacdo foi positivo, as gaiolas destas fémeas foram
adaptadas dois dias antes da data prevista do parto. Com a adaptacdo, a gaiola passava
de 45cm para 90 cm de largura e um ninho contendo serragem foi alocado na mesma.
Durante estes dois dias pré-parto, as coelhas se adaptavam a presenca do ninho e o
preparavam para a hora do parto. Estas fémeas tiveram racdo e dgua ad libitum e, apds o
parto, volumoso foi disponibilizado.

As fémeas pertencentes aos dois grupos TPR e TPP passaram a fazer parte da
rotina de reproducdo do Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia (UFV)

como mostra a figura 13.

Figura 13: Animais alocados em gaiolas individuais no Setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia/UFV.
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3.2.3. Obstrucao dos ductos incisivos

Os ductos incisivos das cinco coelhas pertencentes ao grupo TPR foram
obstruidos mediante cauterizagdo com termocautério quando as mesmas atingiram 50
dias de idade. A cauterizacao foi realizada no Setor de Cunicultura do Departamento de
Zootecnia/UFV.

Para o processo de cauterizacdo dos ductos incisivos, os animais foram
anestesiados com uma mistura de cetamina (Dopalen®-Ceva) - xilazina (Xilazin®-
Syntec) nas doses de 50 e 10 mg/kg de peso corporal, respectivamente, ¢ a mistura
anestésica foi introduzida pela via intraperitoneal (CETEA-UFMG). A érea ao redor do
ostio externo do ducto incisivo foi anestesiada com lidocaina 2% com vasoconstritor
(Anestésico L® Pearson — Eurofarma).

Apo6s a cauterizacao dos ductos incisivos, os animais foram tratados com o
antiinflamatorio Flunixin-Meglumine (Banamine® - Schering-Plough) em dose tnica de
Img/kg de massa corporal, por via subcutanea. Durante os cinco dias seguintes a
cauterizacao, os animais foram observados, € como nao foi detectada nenhuma alteracao
de comportamento ou de alimentagdo, ndo foram necessarias novas aplicagcdes de anti-

inflamatorio e ndo houve a necessidade de tratamento com antibidtico.
3.2.4. Apresentacio das fémeas aos machos

As 10 coelhas, agora adultas, e com 125 dias de idade tiveram suas vulvas
avaliadas, sendo a seguir apresentadas ao macho. As fémeas pertencentes ao grupo TPR
tiveram o comportamento frente ao macho avaliado e também se as mesmas aceitariam
a monta natural. Os machos utilizados foram os mesmos utilizados na rotina de
reproducdo do Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia/UFV, o que

comprova a fertilidade de todos.
3.2.5. Diagnostico de gestacao

Apo6s a ocorréncia da monta natural, o diagnostico de gestagdo foi feito entre o

10°e 15 dia apos cobertura por meio de palpagdao abdominal (Figura 14). Nesta palpagao,

4

os embrides foram sentidos como esferas carnosas bem aderidas as paredes uterinas. E

preciso ndo confundir os embrides com fezes duras e ndo pressionar excessivamente o0s

4

embrides. Este periodo ¢ o ideal, porque com tempo inferior a 10 dias as estruturas
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podem ndo estar perceptiveis, e com tempo superior a 15 dias aumenta a taxa de morte
embrionaria (Alejandre, 1988).

Quando do diagnostico de gestacao positivo, as coelhas foram observadas para
saber se a gestacdo seria levada a termo (em média, 30 dias). Quando do diagnéstico
negativo, as mesmas foram submetidas ao macho em outras ocasides para entdo se obter

um diagnostico de infertilidade. Esta infertilidade poderia ser natural ou provocada pela

cauterizac¢ao dos ductos incisivos.

/«\%{ Y

Figura 14: Palpacdo abdominal em coelha para diagnostico de gestagdo. Adaptado de
Alejandre (1988).

3.2.6. Reconhecimento dos laparos pelas maes

Em caso de gestacdo e parto nas coelhas do grupo TPR, o pds-parto foi
acompanhado para analisar o comportamento da mae frente aos laparos. Nas fémeas
pertencentes ao grupo TPP, no 10° dia apds o parto, seus ductos incisivos foram
cauterizados para avaliar possiveis alteracdes de comportamento frente aos laparos.

Em caso de ocorréncia de partos das fémeas do grupo TPR, o numero de laparos
foi contado e o peso médio da ninhada foi acompanhado desde o nascimento até o
desmame, o que equivaleria aos resultados obtidos ao nascimento, aos 20 e aos 30 dias
de vida. Estes valores constituiram o parametro de avaliacdo da habilidade materna das

fémeas.

3.2.7. Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de andlise de variancia e as médias

comparadas utilizando-se o teste de Tukey adotando-se o nivel de 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EXPERIMENTOI1: EFEITO DA CAUTERIZACAO DOS DUCTOS
INCISIVOS NOS ORGAOS GENITAIS, NO COMPRIMENTO DO OVN, NO
COMPORTAMENTO E NA COMPOSICAO MUSCULAR E OSSEA DE
COELHAS NOVA ZELANDIA

4.1.1. Animais

As 10 fémeas com os ductos incisivos cauterizados nao apresentaram nenhuma
alteracdo de comportamento ¢ o consumo de alimentos foi pouco comprometida. A
avaliagdo do consumo foi feita por meio de observagdes diarias do cocho de ragdo.
Desta forma ficou demonstrado que a técnica de cauterizagdo, por meio de
termocautério, ¢ pouco agressiva e, no periodo da pos-cauterizagdo, foi necessaria
apenas uma unica dose de antiinflamatorio.

Nas figuras 15 e 16 respectivamente, sdo apresentados as curvas de crescimento
e os ganhos de peso dos quatro grupos avaliados, representados pelas 20 coelhas que
permaneceram em experimento durante 75 dias.

Na figura 15, por meio de uma anélise descritiva, percebe-se que na pesagem aos
57 dias de idade os dois grupos tratados tiveram uma menor taxa de crescimento
comparado aos dois grupos controles, mais nas pesagens subsequentes 0s grupos
tratados se recuperaram compensando a primeira semana. Esta menor taxa de
crescimento pode ter ocorrido devido ao procedimento de cauterizagdo dos ductos
incisivos ao qual foram submetidos e ao periodo de cicatrizacdo dos ductos e do epitélio
do palato duro que reveste sua entrada. Nesta mesma figura 15 podem-se destacar
outros dois momentos, um quando os animais estavam com idade entre 92 e 99 dias e o
outro entre 113 e 120 dias de vida.

Na semana de 92 a 99 dias, os cochos de racdo dos animais do grupo controle e
grupo tratado sem efeito do macho, foram atacados por formigas e os mesmos quando
se acercavam para comer eram atacados pelas mesmas, € com 1SS0 0s animais ndo se
alimentavam adequadamente restando sempre grande quantidade de ragdo no cocho.

Esta situacdo so se reverteu apos se realizar o controle quimico das formigas.
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Figura 15: Curva de crescimento dos quatro grupos experimentais (TCM, grupo das
coelhas cauterizadas expostas ao efeito do macho; TSM, grupo das coelhas
cauterizadas sem a presenca do efeito do macho; CCM, grupo das coelhas
controles expostas ao efeito do macho; CSM, grupo das coelhas controles
sem a presen¢a do efeito do macho) mostrando o peso vivo (gramas) das
coelhas Nova Zelandia entre as idades de 50 a 125 dias (P<0,05).
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Figura 16: Média de ganho de peso (gramas) de cada grupo estudado (TCM, grupo das
coelhas cauterizadas expostas ao efeito do macho; TSM, grupo das coelhas
cauterizadas sem a presenca do efeito do macho; CCM, grupo das coelhas
controles expostas ao efeito do macho; CSM, grupo das coelhas controles
sem a presenca do efeito do macho) durante os 75 dias de experimento
(P<0,05).
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Por isso, estes animais ndo apresentaram taxa de crescimento compativel com as
semanas antecedentes, mas estes dois grupos se recuperaram nas semanas seguintes.
Esta recuperacdo ocorreu devido ao ganho de peso compensatério que estes animais
apresentaram.

Na semana de 113 a 120 dias, houve problema quanto a disponibilidade da ragao
Presence® coelhos para os quatro grupos, pois houve problemas de distribuicdo da
racdo naquela semana em questdo para toda a regido de Vigosa, MG. Como solugdo
paliativa, foi oferecida uma racao de qualidade inferior. Com isso, alguns animais mais
seletivos ndo aceitaram a nova alimentacdo o que gerou uma menor taxa de crescimento
para alguns animais, independente dos grupos estudados. Como estes animais foram
eutanasiados 5 dias apos a pesagem dos 120 dias, eles ndo tiveram tempo suficiente para
compensar a perda de peso ou o pouco peso que alguns animais sofreram devido a falta
de racao.

Mesmo depois de episddios que foram contrarios ao ganho de peso, estes
animais demonstraram que quando condi¢des favoraveis sdo disponibilizadas aos
coelhos apds um periodo desfavoravel, eles conseguem recuperar rapidamente a taxa de
ganho de peso. Esta situagdo também foi demonstrada por Martins et al. (2012), que
mantendo os animais em tratamento com diferentes graus de restricdes alimentares,
durante 4 semanas e durante a 5* e ultima semana de experimento, todos os grupos
foram colocados com alimentacao ad libitum gerando um crescimento compensatorio
em seus animais submetidos a restricdes alimentares.

Na figura 16 observa-se que os grupos na presenca do efeito do macho
apresentaram um maior ganho de peso comparado aos animais mantidos longe do efeito
do macho. Mas pode-se destacar que dentre os grupos na auséncia do efeito do macho, o
grupo cauterizado apresentou um ganho de peso maior quando comparado com seu
controle (P>0,05).

Apods a andlise estatistica dos dados observou-se que a taxa de crescimento
semanal e o ganho de peso dos grupos cauterizados, estando eles submetidos ou nao ao
efeito do macho, nao diferiram entre si (P<0,05). Entretanto, foi detectada diferenca
(P<0,05) no peso final dos grupos expostos ao efeito do macho quando comparado
aqueles ndo expostos (Tabela 3). Este resultado mostra que, independente da viabilidade
do OVN, o desenvolvimento das fémeas foi influenciado pelo efeito do macho,

mostrando existir interacdo entre os sexos, que neste caso pode ter sido por meio da
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visdo, audi¢do, olfato e/ou feromdnio, ou seja, outra via que nao a via do orgao
vomeronasal.

O ganho de peso superior das fémeas cujos ductos incisivos foram cauterizados
também foi observado em machos cujos ductos incisivos foram cauterizados tanto de
coelhos Nova Zelandia (Grondona, 2012) como de bovinos Nelore inteiros (Emerick,
2012). No entanto, os grupos de coelhas que estiveram na presenga do efeito do macho,

grupo controle teve um ganho de peso similar ao cauterizado.

Tabela 3: Valores médios do peso final (gramas) de coelhas da raca Nova Zelandia na
presenga ou auséncia de exposicdo ao efeito do macho independentemente

da viabilidade do OVN.
Tratamentos Peso final
Presenca de efeito do macho 3889,98 ¢
Auséncia de efeito do macho 3507,98 b

As médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste F.

As equagdes ajustadas e os respectivos coeficientes de determinagdao sao
mostrados na tabela 4 e representados na figura 17.

Observa-se que o modelo se ajustou muito bem aos dados experimentais
confirmando os resultados obtidos por Freitas (2005) em trabalho com coelhas da raca

Nova Zelandia.

Tabela 4: Equagdes de regressao ajustadas do peso para coelhas da raga Nova Zelandia
em funcdo da idade para as respectivas combinagdes do efeito do macho,
cauterizacao e coeficiente de determinacao.

Equacdes ajustadas R’
TCM Y=4250,28/(1+exp(1,50142-0,0249 x 11D)) 0,9980
TSM Y=4560,46/(1+exp(1,49188-0,02111 x ID)) 0,9950
CCM Y= 4945,52/(1+exp(1,50094-0,02428 x ID)) 0,9970
CSM Y=7504,16/(1+exp(1,28383-0,01011 x ID)) 0,9870

ID: idade em dias

TCM, grupo das coelhas cauterizadas expostas ao efeito do macho; TSM, grupo das coelhas cauterizadas
sem a presenga do efeito do macho; CCM, grupo das coelhas controles expostas ao efeito do macho;
CSM, grupo das coelhas controles sem a presenga do efeito do macho.
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Figura 17: Curvas de crescimento de coelhas da raga Nova Zelandia para cada grupo experimental (TCM, grupo das coelhas cauterizadas
expostas ao efeito do macho; TSM, grupo das coelhas cauterizadas sem a presenca do efeito do macho; CCM, grupo das coelhas
controles expostas ao efeito do macho; CSM, grupo das coelhas controles sem a presenca do efeito do macho) segundo as equagdes
de regressao ajustadas do peso em funcao da idade.
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4.1.2. Coloracao da vulva x idade

Nos dias em que foram coletadas as amostras de sangue, concomitantemente foi
avaliada a coloragdo da vulva por se tratar do unico sinal visivel de estro. Sabe-se que a
coloragdo da vulva estd intimamente relacionada com a concentragao de 17-estradiol
circulante (Mazouzi-Hadid et al, 2011), j4 que concentragdes crescentes deste
hormoénio aumenta a vascularizagdo da vulva (Santos, 2009), e o 17-estradiol também
esta relacionado a receptividade sexual (Mazouzi-Hadid et al., 2011) (Figura 18). Por

este motivo, estes dois parametros foram relacionados.

HIPOTALAMO ~ _
OVARIOS

HIPOFISIS - - 17-B-ESTRADIOL

Figura 18: Diagrama da acdo dos hormdnios sexuais no hipotalamo, hipofise, ovario e
vulva da coelha. Detalhe de como o 17f-estradiol influencia diretamente na
vulva e, consequentemente, altera sua coloracdo e turgéncia. Adaptado de
Pujol (1992).

A coloragdo da vulva comecou a ser avaliada quando as coelhas alcangaram 70
dias de vida (Figura 19). Os dados mostram que as fémeas cauterizadas, mantidas longe
da influéncia do macho, comecaram a apresentar sinais de estro 10 dias depois que as
demais, e somente uma fémea veio apresentar sinal de estro na coleta que correspondeu
a idade de 120 dias, podendo concluir que os sinais surgiram entre a idade de 110 e 120
dias.

Analisando a frequéncia das diferentes coloracdes da vulva das fémeas em
experimento, pode-se dizer que a cauterizagdo juntamente com a auséncia do efeito do
macho (estimulos visuais, acusticos e olfatorios), retardou a entrada no estro destas

fémeas, o que ndo aconteceu com as fémeas cauterizadas na presen¢a do macho.
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Figura 19: Exemplos das coloragdes da vulva de coelhas da raga Nova Zelandia. A-
Pélida; B- Rosa; C- Vermelha e; D- Violeta. A cor vermelha corresponde a
um estado de estro e, consequentemente, com as mais altas porcentagens de
fertilidade, seguida das cores rosa, violeta e palida (Martin Bilbao, 1996).
Barra: Icm.

Mesmo o efeito do macho ndo sendo muito entendido para esta espécie
(Voloschin e Gallardo, 1976; Bakker e Baum, 2000), Frank (1966) relatou a
possibilidade de feromoéOnios masculinos induzirem a receptividade nas fémeas,
enquanto que outros autores sugerem haver comunicagdo entre ambos os sexos, sendo
que a fémea avisa a0 macho sobre seu estado sexual (Hudson e Distel, 1990; McNitt,
1992). Com base na literatura encontrada, pode-se dizer que ocorre comunicagdo entre
machos e fémeas, s6 que ainda ndo se conhece claramente como este contato ocorre, ou
seja, ainda ndo se sabe quais sao os sinais € a natureza dos mesmos.
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Ola e Oyegbade (2012) estudaram o efeito do macho em trés grupos compostos
por fémeas mesticas, com idade indefinida e em diferentes estddios reprodutivos
(nuliparas e multiparas). Estas fémeas foram divididas em grupos, sendo um grupo com
contato visual, acustico e olfatério com machos; outro grupo sem contato visual € o
ultimo grupo separado dos machos por, no minimo, 200 metros. Ao avaliarem as vulvas
destas fémeas, os autores detectaram maior frequéncia de coloragdo violeta
independente do estadio reprodutivo (acima de 50% para ambas). Ao se separar os
grupos, os autores encontraram maior frequéncia de vulvas de coloragdo violeta para os
grupos em contato com os machos, independente de a visdo estar ou ndo presente, além
de nao ter havido ocorréncia da coloracdo palida. J4 no grupo longe do contato com os
machos, a coloragdo de maior frequéncia foi a rosa.

Ao contrario dos resultados encontrados por Ola e Oyegbade (2012), neste
estudo, todas as fémeas eram nuliparas e, quando subdivididas nos grupos
experimentais, todas as coloragdes de vulva foram encontradas (Tabela 5 e Figura 20).
A diferenca entre os estudos pode ter sido pela idade inicial das observagdes (70 dias de
vida) e o consequente desenvolvimento sexual. A coloragdo percentualmente mais
frequente entre as fémeas longe dos efeitos do macho foi a palida. O grupo controle sem
a presenca do efeito do macho (CSM) e o grupo cauterizado exposto ao efeito do macho
(TCM) apresentaram valores proximos, o que indica que a cauterizagdo dos ductos
incisivos teve o mesmo efeito da distdncia para as fémeas. Também foi observado que
nos grupos TCM e cauterizado sem a presenga do efeito do macho (TSM), a coloragao
que mais se observou foi a violeta, sendo que no TSM com uma frequéncia mais
expressiva. Nos grupos controle exposto ao efeito do macho (CCM) e CSM, as
coloragdes que percentualmente mais apareceram foram a vermelha e a rosa,
respectivamente. Estes dados sugerem que o efeito do macho e o efeito da cauterizagao
dos ductos incisivos quando associados, podem aumentar a frequéncia da coloracio
palida, o que significa atividade sexual reduzida.

Quando avaliada a frequéncia, levando em consideracdo somente a presenga ou
auséncia do efeito do macho (Figura 20 A), a frequéncia para as coloragdes rosa e
violeta ¢ proxima, havendo alteracdo na frequéncia das coloragdes vermelha e palida
entre os grupos. A maior frequéncia de coloragdo palida supostamente ¢ pela auséncia
do efeito do macho no desenvolvimento do sistema genital destas fémeas, acarretando

uma menor concentragdo de hormonios sexuais circulantes.
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Tabela 5: Frequéncia das diferentes colora¢des da vulva (%) em relagdo a idade (dias)
nas coelhas da raca Nova Zelandia.

Idade (dias)
70 80 90 100 110 120 125
Palida 333 22,2 22,2 22,2 22,2 0,0 0,0
Rosa 0,0 22,2 55,7 333 333 50,0 80,0
TCM
Vermelha 11,1 11,1 11,1 11,1 11,1 12,5 20,0
Violeta 55,6 44.4 11,1 333 333 37,5 0,0
Palida 77,8 11,1 25,0 50,0 12,5 12,5 20,0
Rosa 0,0 444 12,5 0,0 0,0 25,0 60,0
TSM
Vermelha 0,0 11,1 12,5 12,5 12,5 25,0 0,0
Violeta 22,2 333 50,0 37,5 75,0 37,5 20,0
Palida 16,7 0,0 0,0 0,0 333 0,0 20,0
Rosa 16,7 16,7 333 0,0 16,7 66,7 80,0
CCM
Vermelha 16,7 50,0 66,7 83,3 16,7 0,0 0,0
Violeta 50,0 333 0,0 16,7 333 333 0,0
Palida 0,0 0,0 60,0 20,0 20,0 40,0 50,0
Rosa 66,6 50,0 20,0 0,0 0,0 20,0 25,0
CSM
Vermelha 16,7 333 0,0 80,0 80,0 0,0 25,0
Violeta 16,7 16,7 20,0 0,0 0,0 40,0 0,0

TCM, grupo das coelhas cauterizadas expostas ao efeito do macho; TSM, grupo das coelhas cauterizadas
sem a presenga do efeito do macho; CCM, grupo das coelhas controles expostas ao efeito do macho;
CSM, grupo das coelhas controles sem a presenga do efeito do macho.

Com base nos dados obtidos, acredita-se, que de alguma forma, o efeito do
macho influenciou nas fémeas tratadas e proximas a eles, ou pela visdo, ou pelo olfato
ou pela audi¢do. Ressalta-se que como OVN supostamente estava inativo devido a
cauterizacao dos ductos incisivos e o olfato (sistema olfatorio principal) ndo seria capaz
de detectar feromdnios, uma via alternativa pode existir ou ter sido criada. Observou-se,
também, que com o desenvolvimento dos Orgdos genitais femininos, os mesmos
tornaram-se cada vez mais aptos a reproducdo e a ocorréncia de coloragdo palida
reduziu, mostrando que a concentracdo dos hormodnios sexuais esteve cada vez mais
proxima da concentragdo ideal para que a coelha se tornasse apta a iniciar sua vida
reprodutiva. Esta fase seria por volta dos 120 dias, conforme Alvarez (1985), idade em

que as fémeas atingem idade e peso corporal ideais.
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Figura 20: Frequéncia em percentagem da ocorréncia das diferentes coloragdes de
vulva em coelhas da raga Nova Zelandia em funcao de: A- efeito do macho
durante os 75 dias de experimento, e B- grupos experimentais: TCM, grupo
das coelhas cauterizadas expostas ao efeito do macho; TSM, grupo das
coelhas cauterizadas sem a presenca do efeito do macho; CCM, grupo das
coelhas controles expostas ao efeito do macho; CSM, grupo das coelhas
controles sem a presenca do efeito do macho.
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4.1.3. Comportamento animal

Com base no etograma adaptado de Torres (2010) para este estudo, pode-se
afirmar que houve alteracdo no tempo que as fémeas destinaram a auto-catacao entre os
grupos, na auséncia do efeito do macho (P<0,05). O tempo que os animais dispenderam
em descanso, durante o qual ocorria somente gasto de energia para manutencao do
metabolismo, foi 0 mesmo entre os grupos, da mesma forma que o tempo direcionado
para movimentagdo e ingestdo de comida e bebida também foi 0 mesmo entre os grupos
(P<0,05).

Este resultado mostra que, de alguma forma, a auséncia do efeito do macho
associado a cauterizacdo influenciou o comportamento (TSM), o que levou estes
animais a gastarem mais energia e, consequentemente, apresentarem menor ganho de

peso no final do experimento (Tabela 6).

4.1.4. Anatomia dos orgaos genitais

Durante a eutanasia dos animais, os 0rgaos genitais foram avaliados no intuito
de observar possiveis alteragdes estruturais entre os grupos estudados.

Antes de se iniciar o protocolo anestésico para dar andamento a eutandsia, a
coloracdo e o comprimento da vulva foram avaliados (Tabela 7), ndo apresentando
diferenga entre os grupos. Independente dos grupos estudados, a coloracdo rosa (57,9%)
se destacou, assim como encontrado por Sanchez et al. (1989) (47%), mostrando que
para fémeas nuliparas a coloracdo com maior frequéncia € a rosa.

Para os animais pertencentes aos grupos expostos a influéncia masculina (CCM
e TCM), a coloragdo que predominou foi a rosa (80%), enquanto para os grupos sem
influéncia masculina (CSM e TSM), a coloragdo predominante também foi a rosa, mas a
frequéncia foi de 44,4% (Figura 21). Mesmo sendo a coloracdo rosa a mais frequente,
em fémeas expostas ao efeito masculino a frequéncia foi aproximadamente o dobro
daquela do grupo sem exposi¢do. A média do comprimento das vulvas rosa para o
grupo com (11,5 mm) e sem (9,7 mm) influéncia masculina Mesmo nao havendo
diferenca (P<0,05), numericamente estes valores diferem em 1,8 mm, o que
corresponderia a 18,6% do comprimento de 9,7mm, sendo este um valor bastante

expressivo.
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Tabela 6: Médias da frequéncia absoluta (FA) e do tempo absoluto em segundos (TA) das atividades realizadas por coelhas Nova Zelandia
monitoradas com base no etograma adaptado de Torres (2010).

TCM TSM CcCM CSM
FA TA FA TA FA TA FA TA

Atividades

Sem astos
q g' 156+£37,77 8799,94+743,46 148+28,56 8481,99+633,53 142,83+29,45 8649,23+518,37 142,4+23,54 8298,73+347,10
e energia

Auto-catagdo 99,33+20,67 2319,44+520,91 94,13+13,65 1990,04+440,34* 97,33+24,95 2063,83+612,83 97,6+8,59 2584,08+323,42*

Com asto
q g 4744+20,33 118,01£65,92 56,63+19,17 156,39+78,29 41,83+20,75 86,14+41,61 49,8+22,55 175,06£143,90
e energia

Ganho de
. 12,78+7,59 763,07+490,33  15,5+5,32 1297,71+£566,59 14+7,07 1201,22+687,47 11,8£3,76  942,27+148,62
energia

* Teste de Tukey a 5% de significancia
TCM, cauterizado exposto ao efeito do macho; TSM, cauterizado sem a presenca do efeito do macho; CCM, controle exposto ao efeito do macho; CSM, controle sem a
presenca do efeito do macho.
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Tabela 7: Comprimento médio e colora¢do da vulva de coelhas da raca Nova Zelandia
no momento da eutandsia.

Tratamentos Comprimento (mm) Cor Frequéncia (%)
Palida 0,0
Rosa 80,0
TCM 11,4+1,7
Vermelha 20,0
Violeta 0,0
Palida 20,0
Rosa 60,0
TSM 10,1+0,8
Vermelha 0,0
Violeta 20,0
Palida 20,0
Rosa 80,0
CCM 11,9+1,2
Vermelha 0,0
Violeta 0,0
Pélida 50,0
Rosa 25,0
CSM 11,2423
Vermelha 25,0
Violeta 0,0

TSM, cauterizado sem a presenga do efeito do macho; CSM, controle sem a presenga do efeito do macho;
TCM, cauterizado exposto ao efeito do macho; CCM, controle exposto ao efeito do macho.

A coloragdo da vulva esta diretamente relacionada a concentracdo do hormonio
ovariano 17B-estradiol circulante, ¢ sabe-se que a coloracdo vai de palida a violeta,
passando pelo rosa e vermelho. Essas mudangas ocorrem a medida que o 17 B-estradiol
aumenta. Experimentos ja provaram que animais com vulva palida sdo férteis, mas a
prolificidade ¢ inferior quando comparada a fémeas cobertas com a vulva de coloracao
rosa, vermelha e violeta (Pujol, 1992). Esta menor prolificidade deve-se ao fato de que
nos ovarios das fémeas que apresentam vulva pélida, a quantidade de foliculos
desenvolvidos € escassa (Martin, 1995).

Com base em estudos prévios que relacionam o numero de foliculos, a

concentracdo do hormonio 17B-estradiol e a coloracao da vulva, pode-se predizer que
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neste experimento o efeito do macho influenciou na baixa frequéncia de coloragdo

palida na vulva.

M Rosa MWVioleta ™ Vermelha Palida

10,00
33,30

Presenca de macho Auséncia de macho

Figura 21: Frequéncia em percentagem da ocorréncia das diferentes coloragdes de
vulva em coelhas da raca Nova Zelandia com 125 dias de idade (idade da
eutandsia). Auséncia de coloragdo violeta para as fémeas na presenga do
efeito do macho.

Quando avaliada a cérvix, observou-se que a mesma era formada por duas
aberturas. Estas duas estruturas que se abrem na vagina em momento algum se fundem
para formar um corpo uterino Unico. Baseando-se neste achado, estas estruturas foram
denominadas de uteros direito e esquerdo (Figura 22).

Quanto ao comprimento do tutero, ao nivel de 10% de probabilidade, observou-
se diferencas entre os grupos (TCM e CCM) nos uteros direito e esquerdo das fémeas
expostas ao efeito do macho. Também foi detectada diferenca entre os tuteros direito e
esquerdo das fémeas cujos ductos incisivos foram cauterizados quando na existéncia ou
nao da exposicao ao efeito do macho como mostra a tabela 8.

Os valores obtidos do comprimento das tubas uterinas e dos uteros mostraram
ndo haver diferenca entre os grupos nestes aspectos (Tabela 9). Comparando as duas
estruturas, notou-se que a tuba uterina em todos os grupos apresentou comprimento

maior que os uteros. Estes valores sdo similares aos encontrados por outros autores no
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que se refere ao comprimento da tuba uterina e do utero (Alvarez, 1985; Hernandez et

al., 2010).

Figura 22: A - Visao dorsal dos tteros direito (UD) e esquerdo (EU) e vagina (V) e; B -
Visdo interna caudo-cranial da vagina expondo as duas cérvices, uma para
cada utero de coelha da raga Nova Zelandia (Barras: 1cm).

Tabela 8: Valores médios + erro padrao médio do comprimento dos tUteros direito e
esquerdo (milimetros) de coelhas da raca Nova Zelandia para respectivas
combinagdes de cauterizagdo dos ductos incisivos e exposicao ao efeito do
macho.

Utero direito Utero esquerdo

Cauterizadas Controle Cauterizadas Controle

Auséncia de 67,54+15,1°%  81,23+11,1**  65,7249.9°®  80,54+15,7 **
efeito do macho
Presenca de 87,77427,3 **  65,32+10,1 °*  90,33£30,2**  68,99+9,6 **

efeito do macho

As médias seguidas por letras mintsculas nas linhas e maitsculas nas colunas diferem a um nivel de 10%
de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Durante a coleta das tubas uterinas, observou-se a presenca de cistos na
mesossalpinge, cistos estes localizados mais especificamente na regido do infundibulo e
ampola, conforme mostram as imagens abaixo (Figura 23). Dos 20 animais
eutanasiados, foram encontrados cistos em 7 animais (35%) os quais estavam divididos
nos grupos experimentais da seguinte forma: 3 no grupo CCM, 2 no grupo TCM e 2 no

grupo CSM. O grupo TSM nao apresentou nenhum cisto.
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Tabela 9: Valores médios + erro padrao médio) do comprimento das tubas uterinas
direita e esquerda (milimetros) de coelhas da raga Nova Zelandia para
respectivas combinacgdes de cauterizagdo dos ductos incisivos € exposi¢ao
ao efeito do macho.

Tuba uterina direita Tuba uterina esquerda

Cauterizadas Controle Cauterizadas Controle

Auséncia de 109,1 £17,7**  103,6 £17,9** 106,01 £14,7** 89,1 +£23.8**
efeito do macho
Presencade  116,8+21,7**  127,3+24,5**  111,9+17,7**  112,9 +24,0**

efeito do macho

As médias seguidas por letras minusculas nas linhas e maiusculas nas colunas diferem a um nivel de 5%
de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Foi feita a distribuigdo dos cistos quanto ao lado em que foram encontrados.
Nesta distribui¢do observou-se que em 4 animais (57,1%) os cistos se encontraram na
T.U.E., sendo 3 do grupo CCM e 1 do TCM. Um animal (14,3%) do grupo CSM
apresentou na T.U.D., enquanto que 2 animais (28,6%), um do grupo TCM e outro do

CSM, apresentaram em ambas tubas uterinas.

Figura 23: Cistos (setas) encontrados nas tubas uterinas durante a necropsia. Em A, o
cisto se encontra no infundibulo, e em C, no istmo (Barras: lcm).

Como observado acima, dos 10 animais expostos ao efeito do macho,
independente do grupo experimental, 50% deles apresentaram cistos, enquanto que dos
9 animais do grupo isento desse efeito 2 (22,2%) apresentaram cistos. Neste ultimo caso
foram um total de 9 fémeas porque uma morreu durante o periodo experimental. Com

base nestes resultados, pode-se sugerir que o efeito do macho influenciou no surgimento
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destes cistos. Seria necessario um estudo mais aprofundado para saber o que realmente
levou a formacao destes cistos.

Uma unica fémea pertencente ao grupo cauterizado na presenca de influéncia
masculina apresentou hidrossalpinge.

Os ovarios foram pesados e seu didmetro maior foi mensurado. Com base nestes
dados, ndo foi observada diferenga entre o peso € o comprimento dos ovarios nem
mesmo no indice gonadossomatico entre as fémeas cauterizadas (P<0,05). Mas
detectaram-se diferencas entre o comprimento do ovario esquerdo, peso do ovério
direito e indice gonadossomatico entre os grupos submetidos aos efeitos masculinos
(Tabela 10). Esta diferenca, provavelmente, deve-se ao fato de que as fémeas expostas
ao efeito do macho apresentaram maior atividade ovariana, o que significaria maior
quantidade de foliculos em todas as categorias se desenvolvendo no ovario,
principalmente daqueles foliculos aptos a serem ovulados, que sdo maiores € com
grande quantidade de liquido folicular, o que causa alteragdo na morfologia geral

(tamanho e peso) do ovario.

Tabela 10: Valores médios de comprimento (centimetros) do ovario esquerdo, do peso
(gramas) do ovario direito e indice gonadossomadtico de coelhas da raga
Nova Zelandia submetidos a presenca ou auséncia do efeito do macho.

. Indice
Comprimento (cm) Peso (g) gonadossomatico
Ovario Ovario Ovario Ovario
esquerdo direito esquerdo direito
Presenca
efeito do 15,54+1,27" 15,44+0,89* 0,1518+0,,3" 0,1583+0,07* 0,0077+0,0008"
macho
Auséncia

efeito do  13,98+1,4° 14,44+1,48* 0,1148+0,03* 0,1153+0,07°  0,0066+0,001°
macho

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste F.

4.1.5. Indice gonadossomatico e hepatossomatico

Ambos os indices, gonadossomdtico e hepatossomatico, foram calculados
usando a razdo do peso dos ovarios, para o IGS, e do figado, para o IHS, em relacao a

massa corporal (Tabela 11).
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Nao houve diferenga (P<0,05) entre os tratamentos em nenhum dos indices,
mostrando que a propor¢do destes o6rgdos em relacdo a massa corporal ndo sofreu
alteracdo com os tratamentos. O efeito do macho foi capaz de alterar o IGS (Tabela 11)
do grupo de animais exposto ao macho sem levar em consideragao os tratamentos. Nao
foram encontrados dados sobre IGS para fémeas da raca Nova Zelandia, sendo
encontrados somente dados para machos, enquanto sobre IHS nao foram encontrados

ném mesmo para machos.

Tabela 11: Indices gonadossomatico e hepatossomético de coelhas da raga Nova
Zelandia (média + erro padrao médio) nos diferentes grupos estudados.

Grupos Estudados
Parametros TCM TSM CCM CSM
IGS (%) 0,009+0,004  0,007+0,001 0,008+0,001 0,007+0,002
IHS (%) 2,54+0,19 2,75+0,31 2,49+0,40 2,83+0,36

TSM, cauterizado sem a presenga do efeito do macho; CSM, controle sem a presenga do efeito do macho;
TCM, cauterizado exposto ao efeito do macho; CCM, controle exposto ao efeito do macho.

4.1.6. Composicao dos musculos reto femoral e vasto medial e densidade da

epifise proximal do osso fémur

As amostras dos musculos reto femoral e vasto medial e do fémur foram pesadas
no momento da coleta, ap6s desidratagdao e apds tratamento com xilol para retirada de
gordura, para se calcular a percentagem de dgua e gordura, respectivamente (Tabela 12).

Ao comparar o teor de dgua e gordura dos musculos e do fragmento Osseo
observou-se nao haver diferenga entre os tratamentos ¢ nem mesmo da influéncia do
macho (P<0,05).

Estes dados mostram, assim como os dados obtidos por Grondona (2012) para
machos, que ndo houve interferéncia do tratamento na qualidade da carcaga e do

esqueleto de coelhos Nova Zelandia.
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Tabela 12: Composi¢do dos musculos reto femoral e vasto medial e densidade da
epifise 6ssea em trés momentos distintos de coelhas da raga Nova Zelandia
obtidos de todos os grupos experimentais (média =+ erro padrdo médio).

Grupos Estudados
Parametros
TCM TSM CCM CSM
Musculo in natura(g) 14,08+£3,75  16,58+£5,25  14,22+4,71 12,71£3,51
Musculo desidratado (g) 3,62+1,05 4,28+1,45 3,76+£1,28  3,25+0,93
Musculo desengordurado (g)  3,31+0,83 3,34+1,16 3,32+1,11  2,97+0,76
Agua % 74,36+1,09  74,34+0,86  73,67+1,44 74,46+0,65
Gordura % 7,69+5,28 9,37+4,39  11,04+6,19  7,97+3,68
Densidade 6ssea’ (g/ml) 1,63+0,12 1,71+0,07 1,62+0,08 1,60+0,1
Densidade 0ssea’ (g/ml) 1,80+0,25 1,70+0,11 1,65+0,12  1,81+0,37
Densidade 6ssea’ (g/ml) 1,62+0,28 1,54+0,14 1,48+0,15 1,59+0,30

"Densidade 6ssea in natura, “Densidade 6ssea apos desidratagio e “Densidade dssea apos retirada da
gordura. TCM, cauterizado exposto ao efeito do macho; TSM, cauterizado sem a presenga do efeito do
macho; CCM, controle exposto ao efeito do macho; CSM, controle sem a presenca do efeito do macho.

4.1.7. Orgio vomeronasal (OVN)

O OVN teve seu comprimento mensurado e a média destes valores obtidos para
os animais cauterizados (13 mm) foi menor que o comprimento dos controles (14,17
mm) (p<0,05), independente do efeito do macho estar ou nao presente. Na tabela 13,
estdo descritos os valores para cada grupo individualmente.

Comparando os dados obtidos neste estudo com fémeas com os dados obtidos
por Grondona (2012) que trabalhou com machos de coelhos da raga Nova Zelandia,
observou-se que o comprimento médio do OVN de machos foi de 12,2+0,42 mm
enquanto que o encontrado neste estudo foi de 13,63+0,67 mm, independente do
tratamento.

Estes dados sugerem que existe dimorfismo em relacdo ao tamanho do OVN
entre os sexos de coelhos da raga Nova Zelandia, assim como em ratos, conforme

descrito por Segovia e Guillamon (1982, 1993) e Grondona (2005).

62



Tabela 13: Média do comprimento do 6rgdo vomeronasal (em milimetros) de coelhas
da raga Nova Zelandia dos quatro grupos experimentais.

Grupos Estudados
TCM TSM CCM CSM
Comprimento OVN 13+0,0 13+0,0 14+0,0 14,25+0,5

TCM, cauterizado exposto ao efeito do macho; TSM, cauterizado sem a presenca do efeito do macho;
CCM, controle exposto ao efeito do macho; CSM, controle sem a presenca do efeito do macho.

4.1.8. Analise hormonal

A figura 24 mostra os valores de 17B-estradiol (E,) encontrados nos dois
momentos do dia e nos grupos estudados. Ao avaliar os valores do grupo CCM,
observou-se que os valores na idade de 110 dias foram os mais altos tanto pela manha
quanto pela noite quando comparado as idades de 100 e 120 dias.

Avaliando os valores obtidos para os grupos estudados, nota-se que nas idades
de 100, 110 e 120 dias os valores da manha foram inferiores aos da noite para dois dos
quatro grupos estudados (TCM e CCM). J& o grupo TSM apresentou valores da manha
inferiores ao noturno nas idades de 100 e 110 dias, com inversdo aos 120 dias de vida,
enquanto que para o grupo CSM foi o inverso do TSM.

Ao observar a figura 24, percebe-se que, com 100 dias o maior valor foi o
noturno do grupo TSM, assim como aos 110 dias. Ja na idade de 120 dias, o maior valor
foi do CSM noite. E este ultimo valor ¢ superior aos dois valores nas idades de 100 e
110 dias

Conforme tabela 14, os valores dos grupos foram confrontados conforme a
idade, e nao se observou diferenca entre eles (P<0,05). Para o grupo CSM, nao foi
possivel fazer andlise estatistica devido ao numero reduzido de amostras, mas pode-se
perceber que, numericamente, os valores sdo diferentes, e que se tornam mais altos
conforme a idade aumenta.

Como foram feitas duas mensuracdes dos niveis hormonais por dia de coleta, um
valor médio destes dois valores foi obtido. Este valor médio diario foi usado para

confrontar com o peso médio dos grupos.
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Figura 24: Comportamento do Hormoénio 17B-estradiol (E2) de acordo com a idade,
hora do dia e grupos experimentais (TCM, grupo das coelhas cauterizadas
expostas ao efeito do macho; TSM, grupo das coelhas cauterizadas sem a
presenca do efeito do macho; CCM, grupo das coelhas controles expostas ao
efeito do macho; CSM, grupo das coelhas controles sem a presenca do
efeito do macho) de coelhas Nova Zelandia. *Indica valores de um mesmo
grupo que diferiram (P<0,05) entre si nos dois momentos avaliados. # Indica
valores de um mesmo grupo, em um mesmo horério do dia que diferiram
(P<0,05).

Ao comparar os valores médios dos grupos por dia e o peso médio dos mesmos
grupos na data da coleta de sangue, observou-se que, com 100 dias de vida, o maior
valor de estradiol (0,367 pg/mL) foi encontrado no grupo TSM, o qual apresentou, nesta
mesma idade, o menor peso médio. Os valores de E; para os grupos TCM, CSM e CCM
(0,194 pg/mL, 0,232 pg/mL e 0,207 pg/mL, respectivamente) foram muito proximos.

Na idade de 110 dias, o grupo com maior valor de E; foi o CSM (0,302 pg/mL),
e, quanto ao peso médio, este grupo for inferior ao CCM. Os valores médios dos demais
grupos foram 0,198 pg/ml, 0,236 pg/mL e 0,269 pg/mL para TCM, TSM e¢ CCM
respectivamente. Na idade de 120 dias, os grupos TCM, TSM e CSM (0,246 pg/mL,
0,273 pg/mL e 0,241 pg/mL, respectivamente) apresentaram valores préximos enquanto
que o grupo CCM (0,183 pg/ml) apresentou a média mais baixa e, em contrapartida, o
maior peso médio, concentragdo de E; e ganho de peso.

Existem duas teorias que associam o hormoénio E, com o desenvolvimento
corporal. A primeira diz que a a¢do do hormoénio gonadal feminino, E,, além de

promover o comportamento sexual e estimular o desenvolvimento das caracteristicas

sexuais secundarias também possui efeito anabolico em vacas (Hafez et al., 2004). A
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segunda, como descrita por Ignacio et al. (2009), em seu estudo de revisao sobre a
associacdo E,, massa corporal e atividade fisica, mostra autores relatando que auséncia
ou baixa concentra¢do do hormonio E, diminui os receptores de leptina no hipotalamo,
o que resulta em aumento de ingestao alimentar, e consequentemente aumento da massa

corporal. Esta situacdo pode ser contornada com a reposi¢ao de E;,

Tabela 14: Concentracao sérica média (média £ erro padrao médio) de estradiol — E;
(pg/mL), hormoénio luteinizante — LH (mUI/mL) e hormonio foliculo
estimulante — FSH (mIU/mL) de coelhas da raca Nova Zelandia obtidos dos
quatro grupos estudados nas idades de 100, 110 e 120 dias de vida e em dois
momentos do dia (08:00 e 20:00).

E, LH FSH

Manha Noite Manha Noite Manha Noite

100 dias

TCM  0,08+0,10**  0,280,16**  0,31£0,04**  0,34+0,11 **  0,22+0,03**  0,24+0,0 **
TSM  0,29£0,07**  0,44+0,16 **  0,45£0,28 **  0,33+0,0**  0,35£0,01 **  0,26+0,0 **
CCM  0,14£0,04**  0,2240,13**  0,23£0,03**  0,36£0,10**  0,36£0,10**  0,34+0,30 **
CSM  0,27+0,08**  0,14+0,0™  0,37+0,10**  0,29+0,04 **  0,33+027**  0,21+0,07 **

110 dias

TCM  0,15+0,07**  0,24£0,15**  0,28+0,02**  0,34+0,14**  0,22+0,04**  0,53+0,50 **
TSM  0,14£0,10**  0,38+0,16 **  0,28+0,05** 0,30£0,10**  0,31£0,15**  0,23+£0,0 *®
CCM  0,30+0,18**  0,29+0,29**  0,19+0,0**  0,23+0,04*®  0,3120,0**  0,17+0,05**
CSM  0,27+020°®  0,28+0,0™  0,44+020**  0,50+£0,0**  0,21+0,05**  0,25+0,0 **

120 dias

TCM 0,18+0,06°*  029+027*  0,36+0,19**  0,25+0,05** 0,19+0,05**  0,18+0,03 **
TSM 0,26+0,12 ** 0,28+0,20 **  0,25+0,04 **  0,26+0,08 **  0,20+0,06 **  0,23+0,01 *8
CCM 0,15+0,0 ** 0,21+0,16 **  0,25+0,0**  0,1840,03*®  0,18+0,0*  0,21+0,04 **

CSM 0,14+0,10 °B 0,55+0,0 "  0,31£0,19*  0,15+0,0**  0,25+0,08**  0,18+0,0 *

TCM, cauterizado exposto ao efeito do macho; TSM, cauterizado sem a presenca do efeito do macho;
CCM, controle exposto ao efeito do macho; CSM, controle sem a presenca do efeito do macho.

*Valores ndo puderam ser avaliados pelo nimero reduzido de amostras.

Letras minasculas diferentes na mesma linha e¢ letras maiusculas na mesma coluna diferem entre si
(P<0,05) pelo teste F.
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Com base nos resultados deste experimento, as fémeas dos grupos com maiores
niveis de E, apresentaram menor peso corporal, conforme a revisdo de Ignécio et al.
(2009). E, ao reavaliar os dados, os animais dos grupos com menores niveis de E,
apresentaram maior peso corporal e, como descrito anteriormente, niveis menores de E;
significariam peso maior, € com consequente acimulo de gordura. Este acimulo nao foi
observado durante a necropsia, nem durante a avaliagdo da composi¢ao dos musculos
vasto medial e reto femoral.

Outro aspecto que também influenciaria esta diferenca de massa corporal seria o
comportamento de auto-catagdo que os animais controles longe do efeito do macho
apresentaram. Teria sido esta atividade associada a auséncia da influéncia masculina a
responsavel pelo menor ganho de peso do grupo CSM ja que ndo houve diferenca
hormonal? Ou se poderia pensar que o efeito do macho exercem papel ainda mais
importante no ganho de peso destes animais, independente do comportamento, por este
influenciar a liberacdo de hormdnios sexuais e/ou leptina?

A figura 25 mostra os valores para o hormoénio luteinizante (LH). encontrados
nos dois momentos do dia e nos grupos estudados. O grupo controle deste experimento
mostrou que, com o passar dos dias, os valores de LH foram diminuindo. Este mesmo
padrao ndo pode ser aplicado para os demais grupos.

A figura 25 também demonstrou que, na idade de 120 dias, idade na qual as
fémeas seriam iniciadas na reproducdo, houve um padrdo para todos os grupos de
liberacdo de LH, sendo que no periodo da manha, seus niveis circulantes foram
superiores aos noturnos. Com base nestes resultados, ndo se pode afirmar que, nas
idades subsequentes, o padrdo se repetiria, j4 que o experimentou terminou na idade de
120 dias, mostrando que seriam necessarios mais estudos sobre a liberagao de LH em
idades subsequentes para confirmagado deste padrao.

Baseando-se no grupo controle (CCM), os valores para o hormdnio foliculo
estimulante (FSH) foram diminuindo com o passar da idade, além de mostrar que nas
idades de 110 e 120 dias, houve inversao no momento de maior liberagdo de FSH,
passando do noturno para diurno (Figura 26). O grupo tratado sem efeito do macho

(TSM) apresentou o mesmo padrao do grupo CCM.
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Figura 25: Comportamento do hormdnio luteinizante (LH) de acordo com a idade, hora
do dia e grupos experimentais de coelhas da raga Nova Zelandia (TCM,
grupo das coelhas cauterizadas expostas ao efeito do macho; TSM, grupo
das coelhas cauterizadas sem a presenga do efeito do macho; CCM, grupo
das coelhas controles expostas ao efeito do macho; CSM, grupo das coelhas
controles sem a presenca do efeito do macho).

Na andlise deste hormdnio, destacou-se os valores encontrados para o grupo
TCM a noite, nas idades de 110 e 120 dias. Na idade de 110 dias, o valor foi o mais
alto, chegando ao dobro dos demais (Tabela 14) e, ao chegar a idade de 120 dias, este
valor reduziu em mais de 30%.

Outro ponto a se destacar com relagdo ao FSH ¢ que, a idade de 120 dias, os
valores de todos os grupos e em todos os hordrios estdo mais proximos, ndo havendo
grande divergéncia entre os valores, como encontrado nas outras idades.

Conforme se verifica na tabela 14, os valores encontrados para o hormonio FSH
foram comparados conforme a idade, mostrando haver diferenca para os valores
noturnos do grupo TSM entre as idades de 100, 110 e 120 dias.

A concentracdo dos hormonios LH e FSH, neste estudo, independente do grupo
experimental diminuiu entre a 14* e 17* semanas de vida. Diaz et al. (1991) estudando a
concentracdo destes hormdnios encontrou uma concentracdo de LH constante entre a
14* e 20" semanas, ¢ uma concentragao crescente ¢ FSH até a 20* semana. Com base nos
resultados destes autores e dos resultados obtidos aqui, mais estudos obtendo

concentragdes hormonais sdo necessarios para esclarecer o comportamento destes em

67



0,55

0,50
04 ® TCM manh3
= 0,40 B TCM noite
E
“5“' 0,35 B TSM manhd
..:I_E:.. 0,30 B TSM noite
2 0,25 B CCM manha
0,20 m CCM noite
= CSM manha
0,15
m CSM noite
0,10
100 110 120
Idade (dias)

Figura 26: Comportamento do hormoénio foliculo estimulante (FSH) de acordo com a
idade, hora do dia e grupos experimentais de coelhas da raca Nova Zelandia
(TCM, grupo das coelhas cauterizadas expostas ao efeito do macho; TSM,
grupo das coelhas cauterizadas sem a presenca do efeito do macho; CCM,
grupo das coelhas controles expostas ao efeito do macho; CSM, grupo das
coelhas controles sem a presenc¢a do efeito do macho).

fémeas em puberdade.

Até entdo, os hormonios foram avaliados isoladamente. A partir deste momento,
foi feita uma média didria dos hormonios e, entdo, os trés hormonios foram reunidos por
tratamento em um unico grafico para poder avaliar o comportamento dos mesmos
(Figura 27).

Na fisiologia da reprodugdo, os trés hormonios estudados interagem da seguinte
forma: o E; exerce retroalimentacdo estimulatéria ou inibitoria sobre os estimulos que
causam sua propria liberacdo, ou seja, sobre os hormonios hipofisarios FSH ¢ LH
(Hafez et al., 2004). Mas, estudando especificamente a fisiologia reprodutiva da coelha,
fatores externos como manejo, nutricdo e ambiente com estimulos auditivos, olfatorios,
visuais e estressantes podem gerar sinais neuromoduladores que influenciam na
secrecdo hormonal do eixo hipotalamo-hipofise-gobnada e, consequentemente,
modificam de forma positiva ou negativa os parametros reprodutivos (Theau-Clément,

2000; Boiti, 2004).
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Figura 27: Associagdo dos hormoénios E,, LH e FSH com a idade e a presenca ou ndo do efeito do macho em coelhas da raca Nova Zelandia.
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Além dos fatores externos, fatores internos produzidos por foliculos dominantes
também influenciam na secre¢do dos hormonios hipofisarios, como a inibina, IGFI e
folistatina, sendo que este Ultimo inibe a acdo da ativina por se juntar a ela impedindo
indiretamente, a liberacdo de FSH pela hipoéfise, reduzindo seus niveis circulantes
(Arias-Alvarez et al., 2007).

A figura 27, correspondente ao grupo TCM, mostra que entre os dias 100 e 110,
a concentracdo do LH esta diminuindo, favorecendo o aumento da concentracdo do
FSH, o que acarreta um aumento no numero de foliculos em crescimento e
consequentemente o aumento da concentragdo sérica do E,. Neste momento, a alta
concentragdo do E, exerce um feedback negativo sobre o FSH e pouco influencia na
concentragdo do LH

Na figura 27, cujo grafico correspondente ao grupo TSM, observa-se que a
concentracdo do E; estd no seu maximo, momento onde grande quantidade de foliculos
sdo estimulados, exercendo um feedback negativo sobre os hormonios hipofisarios, e
mesmo depois de sua concentra¢do diminuir, continuou alta o suficiente para continuar
exercendo efeito negativo sobre os outros hormonios estudados.

O gréfico da figura 27 que corresponde ao grupo CCM demonstra que aos 100
dias, quando o FSH est4 alto, ocorre estimulagdo dos foliculos com a concentracio
sérica de E; e LH tendendo a aumentar. Devido a este estimulo, a concentragao do E;
torna-se alta o suficiente para exercer feedback negativo na secrecado dos hormodnios
hipofisarios (LH e FSH).

O ultimo grafico da figura 27 que corresponde ao grupo CSM mostra que entre
as idades de 100 e 110 dias a concentragdo do hormdnio LH aumentou, exercendo efeito
positivo sobre a concentracdo do E, e negativo sobre o FSH. A partir deste momento, a
concentracdo de E, ficou alta o suficiente para exercer feedback negativo nas secregoes

dos hormonios hipofisarios estudados.
4.1.9. Analise histologica

Ao analisar os cortes ovarianos, os foliculos foram divididos quanto ao nimero
de ovécitos por foliculo (um ovocito - monovular e dois ou mais ovécitos - poliovular),
quanto ao estidgio de desenvolvimento (primordial, transi¢cdo, primario, secundario,

terciario) e quanto a viabilidade (normal, degenerado e atrésico).
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A andlise ovariana mostrou que, os foliculos do tipo monovular, os grupos
tratados (TCM e TSM) apresentaram uma maior quantidade de foliculos primordiais
normais, quando comparados aos grupos controles. Também mostrou que o grupo com
menor quantidade de foliculos de transicdo foi o CSM. Os foliculos primadrios
apresentam-se distribuidos de forma similar entre os grupos. Ja os grupos tratados
(TCM e TSM) apresentaram maior quantidade de foliculos secundérios, quando
comparados aos controles. E o grupo CCM apresentou maior quantidade de foliculos
terciarios.

Ja para os foliculos do tipo poliovular, os foliculos primordiais, de transi¢ao e
primario se encontram em maior quantidade nos grupos tratados (TCM e TSM) em
relacdo com os controles (Figura 28). Quanto aos foliculos degenerados, nos grupos
tratados (TCM e TSM) estdo presente em maior quantidade, quando comparados aos
grupos controle (CCM e CSM) e o TSM apresentaram maior quantidade de foliculos
atrésicos.

Na andlise estatistica destes dados, observou-se que a cauterizacdo dos ductos
incisivos influenciou (P<0,05) o numero de foliculos degenerados, foliculos primarios
poliovulares normais (tanto com dois, trés e quatro ovocitos). A presenca de foliculos
com dois ovocitos também sofreu influéncia da cauterizagdo dos ductos incisivos
(P<0,01). Quando agrupados os dados quanto a viabilidade, a cauterizacdo dos ductos
incisivos influenciou o namero foliculos degenerados (p<0,05).

Quando avaliados os foliculos normais, observou-se grande quantidade de
foliculos com dois ou mais ovocitos. Este achado ndo ¢ incomum nas coelhas, como
citado por Al-Mulfti et al., (1988). No presente estudo, observou-se grande quantidade
de foliculos poliovulares, como no caso dos grupos TSM e TCM. Este achado sugere
que a cauterizacdo dos ductos incisivos influenciou na foliculogénese, gerando grande
quantidade de foliculos nesta condi¢do, j4 que nos animais controles estes foliculos
também foram encontrados, mas em menor quantidade (Figura 29).

Al-Mufti et al. (1988), ao estudar os ovarios de coelhas, observou que os
foliculos poliovulares podem se desenvolver e ovular assim como os foliculos
monovular. Estes autores destacam que os foliculos poliovulares ovulam na sua maioria
um unico ovdcito porque os demais tendem a degenerar, embora possa ocorrer uma
ovulagdo de um foliculo com mais de um ovocito, situagdo observada quando o namero

de fetos e corpos luteos nao coincide.
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Figura 28: Cortes histologicos de ovarios de coelhas da raca Nova Zelandia com
destaque para os foliculos poliovulares. Seta branca: foliculo poliovular
primordial com cinco ovdcitos; seta preta: foliculo poliovular de transi¢do
com dois ovocitos; seta amarela: foliculo poliovular primordial com sete
ovocitos; seta azul: foliculo poliovular primordial com quatro ovocitos;
seta vermelha: foliculo poliovular primordial com dois ovdcitos. (Fotos
obtidas na objetiva de 40x, Azul de toluidina).

Também se observou que o niumero de foliculos com dois ovoécitos € o tipo de
foliculo poliovular mais encontrado em todos os grupos experimentais, € estd mais
presente nos grupos tratados (TSM e TCM). Destaca-se que nos dois grupos tratados
(TSM e TCM) o numero de foliculos com trés ou mais ovdcitos também foi superior
aos grupos controles. Dentre os grupos controles, o CCM apresentou uma maior
quantidade de foliculos poliovulares com diferentes nimeros de ovocitos, enquanto que
o CSM apresentou somente foliculos com dois e trés ovocitos.

Os hormonios estdo relacionados com a atividade folicular, devido esta
associacdo, foi feita uma correlacdo entre os hormonios LH, FSH e E, com a quantidade

e tipo de foliculos encontrados em cada grupo estudado.
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Figura 29: Numero de foliculos normais com um ovoécito (A) e com dois ou mais

ovocitos (B) nos diferentes grupos experimentais (TSM, CSM, TCM e

CCM) de coelhas da raga Nova Zelandia.
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Com base na tabela 15, pode-se dizer que nos grupos tratados (TSM e TCM),
uma maior quantidade numérica de foliculos normais, degenerados e poliovulares foram
encontrados e, ap6s as analises, observou-se que a cauterizacdo influenciou no nimero
de foliculos degenerados indepedente da interagdo com o macho.

Resumidamente sabe-se que a atividade ovariana sofre influencia dos hormonios
hipofisarios (LH e FSH) e consequentemente estes sofrem ag¢do dos hormdnios
ovarianos (17B-estradiol e inibina) e a a¢do destes hormdnios nos 6rgaos alvos ¢ lenta
(Hafez et al., 2004). Os valores dos hormdnios usados na tabela 16 sao pontuais, e seria
necessaria uma avaliagdo com dados de dias consecutivos ou até mesmo varias coletas
em um Unico dia, devido a pulsatilidade dos hormonios hipofisarios, para se fazer uma
associa¢do mais precisa dos mesmos nos ovarios e consequentemente nos foliculos.

O outro orgdo que também foi avaliado histologicamente foi o utero. Sua
morfometria mostrou que nao houve diferenca entre as camadas serosa, musculares,
incluindo o tecido conjuntivo, luz do 6rgdo e ligamento (Figura 30).

A camada endometrial foi dividia em endométrio, vasos sanguineos e glandulas
endometriais. O endométrio ndo apresentou diferenca entre os grupos, mas quando
analisado os vasos e as glandulas, observou que tanto a cauterizagdo como o efeito do
macho influenciaram (P<0,01) nos vasos, enquanto que nas glandulas, somente o efeito
do macho influenciou (P<0,05) (Figura 30).

Estes dados mostram que a cauterizacdo nao causou mudangas significativas no
utero ja que fémeas cauterizadas foram capazes de manter a gestacdo e com numero de

laparos desejaveis para a raga.
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Tabela 15: Populacdo folicular nos ovarios de coelhas da raga Nova Zelandia nos quatro grupos experimentais.

TCM TSM CCM CSM
Normal Deg. Total Normal Deg. Total Normal Deg. Total Normal Deg. Total

Primordial 1258 72 1330 1020 40 1060 948 20 968 844 43 887

Transi¢do 112 11 123 117 32 149 149 11 160 85 4 89

(11:?)%2::11?2) Primdrio 21 12 33 18 25 43 20 8 28 24 10 34
Secundario 1 6 7 0 4 4 1 4 5 0 6 6
Terciério 0 3 3 0 0 0 1 2 3 0 1 1
Primordial 96 2 98 112 0 112 52 1 53 8 0 8
Foliculos Transicao 16 0 16 41 0 41 7 0 1 0 1
(2 oumais | Primario 0 0 0 0 0 0 0
ov6eitos) | ecundario 0 0 0 0 0 0 0
Terciério 0 0 0 0 0 0 0

Atrésicos 99 143 122 136

TCM, grupo tratado exposto ao efeito do macho; TSM, grupo tratado sem a presenga do efeito do macho; CCM, grupo controle exposto ao efeito do macho; CSM, grupo
controle sem a presenga do efeito do macho.
Deg: degenerado
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Tabela 16: Valores médios e desvios-padrao dos hormonios estradiol (E, —pg/mL ),
luteinizante (LH-mUI/mL) e foliculo estimulante (FSH-mUI/mL) e nimero
de foliculos normais (FOLNOR), degenerados (FOLDEG), foliculos
atrésicos (FOLATRES) e total de foliculos (TFOL) em coelhas da raga
Nova Zelandia submetidas ou ndo a cauterizagdo (T e C) e manejadas na
auséncia ou presenga do macho (SM e CM).

SM CM T C

E, 0,25+0,16* 0,22+0,16* 0,26+0,17* 0,21+0,14*
LH 0,27+0,13* 0,25+0,11* 0,28+0,09* 0,24+0,14*
FSH 0,23+0,05* 0,19+0,03* 0,20+0,04* 0,22+0,06*
FOLNOR 284,37+147,20° 335,62+132,90* 352,50+154,31° 267,50+113,53*
FOLDEG 20,62+08,45% 19,00+15,05* 25,87+12,64* 13,75+07,46"
ATRES 34,87+£19,37% 27,62+14,13* 30,25+14,96 32,25+19,46*
TFOL 339,87+154,44° 382,25+138,86* 408,62+149,34° 313,50+129,18*

Nao ha interagdo entre cauterizagdo e efeito do macho;
Letras minusculas diferentes na mesma linha e dentro de cada grupo de cauterizag@o ou presenga ou nao
do macho diferem entre si (P<0,05) pelo teste F.
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Figura 30: Morfometria uterina obtida por meio de contagem de pontos de coelhas da raca Nova Zelandia (TCM, grupo tratado exposto ao efeito
do macho; TSM, grupo tratado sem a presenca do efeito do macho; CCM, grupo controle exposto ao efeito do macho; CSM, grupo
controle sem a presenga do efeito do macho).

77



4.2. EXPERIMENTO 2. INFLUENCIA DA CAUTERIZACAO DOS DUCTOS
INCISIVOS NA CAPACIDADE DE GESTACAO E NA HABILIDADE
MATERNA DE COELHAS NOVA ZELANDIA

As fémeas pertencentes ao grupo TPR quando apresentadas aos machos
mostravam vulva com coloracdo que indicava que estavam aptas para a cobertura
(coloracao rosa, vermelha e/ou violeta), e se comportavam como qualquer outra coelha
que se inicia na vida reprodutiva. Algumas fémeas, a principio, se assustaram com o
cortejo feito pelo macho. Depois de adaptadas ao macho, assim como as demais coelhas
ndo submetidas a cauterizagdo dos ductos incisivos, aceitavam a monta apresentando
lordose do tergo caudal do corpo e elevacao da cauda.

As coelhas do grupo TPR apresentadas ao macho pela primeira vez
apresentaram taxa de gestacao de 80% (4 em 5), o que ¢ considerado aceitavel para as
reprodutoras do Setor de Cunicultura/DZO/UFV. Desta forma, pode-se afirmar que a
inativacdo do OVN por meio da cauterizagdo dos ductos incisivos ndo alterou a
capacidade de gestacao destas fémeas.

Além da capacidade de gestacdo, a habilidade de preparar os ninhos para o parto
também foi avaliada. Dois dias antes da data prevista para o parto, o ninho era alocado
na gaiola e, nestes dois dias, as coelhas os preparavam com seus proprios pelos. Assim
como os ninhos das coelhas do Setor de Cunicultura/DZO/UFV, as coelhas do grupo
TPR também tiveram seus ninhos avaliados, mostrando que em ambas as situagdes a
habilidade de montar os ninhos foi se aperfeicoando conforme ganhavam experiéncia
com partos sucessivos.

ApoOs o parto se faz necessario o acompanhamento diario dos ninhos para
observar o desenvolvimento dos laparos. Como regra do Setor de Cunicultura, se realiza
o remanejamento dos laparos entre as matrizes lactantes para ndo ocorrer o desgaste
excessivo de algumas matrizes, com consequente perda de filhotes, enquanto outras
matrizes sao subutilizadas. Como as coelhas dos grupos TPR e TPP estavam inseridas
no manejo do Setor de Cunicultura/DZO/UFV, o mesmo ocorria com elas.

Na tabela 17 s3o mostrados o numero de laparos por parto, os valores para peso
ao nascimento, aos 20 dias e aos 30 dias (dia do desmame) de partos para as cinco

coelhas do grupo TPR, somando um total de 15 partos. Estes dados mostraram que o
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comportamento mae/laparo foi mantido, que estas fémeas nao negaram os seus proprios
laparos e nem os ladparos que a ela foram dados, o que comprova a manuten¢do do
reconhecimento materno das crias e da habilidade materna destas coelhas.

As coelhas do grupo TPP que tiveram seus ductos incisivos cauterizados 10 dias
apds o parto ndo demonstraram nenhuma diferenca no comportamento frente as crias
depois da cauterizacdo (Figura 31), e nenhuma alteracdo de comportamento nos partos
posteriores.

Os dados obtidos neste estudo foram confrontados com os dados
disponibilizados pelo Setor de Cunicultura/DZO/UFV. Desta forma, foram comparados
dados de fémeas que pariram no mesmo periodo que as fémeas do grupo TPR (junho
2013 a janeiro 2014) e que estavam submetidas as mesmas condi¢des de ambiente
(temperatura, umidade, luminosidade) e manejo. Desta forma, a comparagdo torna-se
mais real porque, ao se comparar com dados de artigos publicados, muitos vieses
(temperatura, umidade, luminosidade, alimenta¢do, e principalmente manejo) nao
seriam levados em consideragao.

Os resultados mostraram que, ao contrario do encontrado nas porquinhas da
India (Planel, 1953), camundongas (Martel ¢ Baum, 2009) e ratas (Rajendren et al.,
1990), as coelhas continuaram aceitando o cortejo dos machos, a capacidade de
gestagdo foi mantida e a habilidade materna preservada, independente do momento da
cauterizacdo dos ductos incisivos. Estes resultados mostram que nas coelhas

possivelmente ocorra ligacdo da via olfatoria principal e da via vomeronasal.
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Tabela 17: Média de laparos nascidos (LNA), natimortos (LNT), e nimero de individuos (NI) aos 20 e 30 dias de vida. Peso médio (gramas) da
ninhada completa (PT) e individual (PI) dos laparos ao nascer, aos 20 dias e 30 dias de vida (idade do desmame). Os dados se
referem as 25 ninhadas das fémeas da raga Nova Zelandia utilizadas como matrizes no Setor de Cunicultura (DZO/UFV) e das
fémeas cujos ductos incisivos foram cauterizados aos 50 dias de idade e introduzidas na reprodugao.

Léaparos recém nascidos Laparos 20 dias Laparos 30 dias
LNA LNT PT PI NI PT PI NI PT PI

Coelhas

. 8,6+1,3* 0,8+0,9* 486,0+58,0" 64,1+10,0* 8,5+1,1* 2523,9+135,1* 300,1+29,4* 8,4+1,0* 4830,0+552,3* 578,1+58,5
cunicultura
Coelhas b b b

7,8+1,5* 0,0 399,6+£70,6° 51,6+£5,1° 7,2+2,3* 2078,6+1121,9* 270,5+143,3* 7,21+2,3* 4193,2+1792* 544,84+229,3*

cauterizadas

As médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenga ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figura 31: Coelha da raga Nova Zelandia que teve seus ductos incisivos cauterizados preparando ninho para o parto (A). O ninho com laparos
recém-nascidos (B) e coelha amamentando laparos (C).
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7. CONCLUSAO

Os experimentos envolvendo a cauterizagdo dos ductos incisivos com
consequente inativagao do 6rgdo vomeronasal, associado ao efeito ou ndo do macho e
suas consequéncias sobre os aspectos reprodutivos, comportamentais, composicao de
carcaga e comprimento do OVN de coelhas da raca Nova Zelandia, permitiram concluir
que:

O peso final dos animais foi influenciado pelo efeito do macho e ndo pela
cauterizacao dos ductos incisivos;

A coloracao da vulva sofreu influéncia do efeito do macho;

Os animais sem influéncia do efeito do macho gastaram mais tempo com o
comportamento de auto-catagao;

A cauterizagdo dos ductos incisivos ndo influenciou no comportamento frente ao
macho nem na habilidade materna;

Nao foram observadas diferencas morfoldgicas e morfométricas nos 6rgaos
genitais entre 0s grupos;

A composicao dos musculos e a densidade 6ssea nao mostraram diferengas entre
0S grupos;

O comprimento do 6rgdo vomeronasal dos animais cujos ductos incisivos foram
cauterizados foi menor, sugerindo dimorfismo sexual,

Os ovarios mostraram maior numero de foliculos poliovulares nos animais com
os ductos incisivos cauterizados;

Nenhuma das alteragdes nos orgdos genitais decorrentes da cauterizagdo dos

ductos incisivos incapacitou as fémeas de ficarem gestantes.
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9. CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

A Comiss#io de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
0 processo n° 87/2013, intitulado “Cauterizagdio do ducto incisivo em
coelhas pré-plberes e seu efeito na puberdade, no desenvolvimento
gonadal ¢ na vida reprodutiva”. Coordenado pelo professor, Laércio dos
Anjos Benjamin do Departamento de Veterinéria, estd de acordo com o
Cédigo de Etica Profissional do Médico Veterindrio, com o0s Principios
Eticos na Experimentagio Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), e com a legislagiio vigente,

tendo sido aprovado por esta Comissdo em 10/12/2013, com validade de 12
meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 87/2013, named “ Cauterizing duct incisive in rabbits prepubertal
and its effect at puberty, gonadal development and reproductive life ”, is in
agreement with the Medical Veterinary Professional Ethics Code, with the
Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian Socicty
of Science in Laboratory of Animals (SBCAL) and with actual Brazilian
legislation. This Institutional Commission on December 10, 2013 approved
this process. This certificate expire in 12 months.

of. Claudio César Fonseca

Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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