Facultad de Veterinaria
Universidad de la Repiblica
Uruguay

u AD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE VETERINARIA

Programa de Posgrados

PARAMETROS FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DURANTE
LA ELECTROEYACULACION BAJO ANESTESIA GENERAL
EN EL VENADO DE CAMPO
(Ozotoceros bezoarticys

Efectos de la Edad y de la Repeticion del Tratamien

DR. FERNANDO FUMAGALLI FERNANDEZ

TESIS DE MAESTRIA EN REPRODUCCION ANIMAL

URUGUAY
ANO 2012






Facultad de Veterinaria
Universidad de la Repiblica
Uruguay

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE VETERINARIA

Programa de Posgrados

PARAMETROS FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DURANTE
LA ELECTROEYACULACION BAJO ANESTESIA GENERAL
EN EL VENADO DE CAMPO
(Ozotoceros bezoarticys

Efectos de la Edad y de la Repeticion del Tratamien

DR. FERNANDO FUMAGALLI FERNANDEZ

Rodolfo Ungerfeld; MSc, PhD
Director de Tesis

ANO 2012



INTEGRACION DEL TRIBUNAL DE

DEFENSA DE TESIS

Celia Tasende; DMV, MSc, PhD
Facultad de Veterinaria
Universidad de la Republica-Uruguay

Ma. Cecilia Scorza; MSc, PhD
Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable (IIBCE)
Montevideo, Uruguay

Jorge Gil; DMV, MSc, PhD
Facultad de Veterinaria
Universidad de la Republica-Uruguay

ANO 2012



ACTA DE DEFENSA DE LA TESIS



INFORME DEL TRIBUNAL



DEDICATORIA

A mis padres, que sin su confianza y apoyo no adaiber conseguido
ninguno de mis logros.

A mi madre, por no haber permitido que me rindieuaca.

A mi padre, por despertar en mi el amor por estagsion.

A Xime por su amor, apoyo y compafia en este cad@nada.

Por dltimo y no menos importante, a los que siempealieron y me dan
carifio sin esperar nada a cambio y que constantémeafirman mi
vocacion; Pinki, Cocky, Cindy, Tina, Frida, Kamyréel, Morena,
Piltrafa.

“Debe entenderse que todos somos educadores. Gadala nuestra
vida cotidiana tiene implicancias, a veces sigatiias. Procuremos
entonces ensefiar con el ejemplo”

Dr. René Gerénimo Favaloro, 1923-2000

“La ignorancia genera confianza mas frecuentemeyie el
conocimiento. Son los que saben poco, y no losajen mas, quienes
afirman tan positivamente que este o aquel probleureca sera
resuelto por la ciencia”

Charles Darwin, 1809-1882

"Llegara un dia en que los hombres como yo, velasesinato de un
animal como ahora ven el de un hombre"
Leonardo da Vinci, 1452-1519

"Si buscas resultados distintos, no hagas siengpmismo"
Albert Einstein, 1879-1955



AGRADECIMIENTOS

A Rodolfo Ungerfeld por guiarme en este camino descido, ademas de tener
mucha paciencia

A todos los que colaboraron en las extraccionean@a Rossini, Marcela Canabal,
Tatiana Morales, Leticia de la Fuente, Natalie Gitdlarcelo Gatti, Pedro Martino,
Adrian Sestelo, Jorge Gil, César Savignone, Migi@bma, Helen Viotti, Giannina
Oscasberro, Belén Ceballos, Florencia BeracoclesipRClaudino.

En especial a: Solana Gonzéalez-Pensado, Matiaag¥élh, Lorena Lacuesta, Juan
Pablo Damian, Luis Deluchi, por ayudarme en la g de los resultados y
redaccion del articulo y de la tesis. A todos nasajracias...

A todos mis amigos que constantemente me impulsadieron fuerzas para seguir.
A Marita Araujo, Directora General de Higiene y Medmbiente de la IMM, por
apoyarnos desde el comienzo.

A todo el personal de la Estacion de Cria de Fa&wtactona Cerro Pan de Azucar
(ECFA) involucrado en el trabajo: Dr. Edgardo BasriSr. Ricardo Sorelo y Sr.
Jhonny Brioso. Muy especialmente al Sr. Tabaré &erz director de la ECFA por

apoyar y creer en este proyecto desde el principio.

A todos muchas gracias..................



INDICE

Paginas
D =T0 o= 100 4 F= WA 1 = = L...
FaXo | = (o [=To ] 4 =T g1 (0 S ERUPSURRRR i
0 To ot PP ii
[y Yo [To=Ne [ (1o U= YT v
INCICE 0@ ADIEVIALUIAS. .......ccveeeeeeeecee et ete ettt te e neens vii
RESUIMEBN ...t et et e e e e e e e e e e e e e e e s s e nnnnneaeeee s viii
SUIMIMIATY .ttt e e e e e e e e e e e e e e et e e e et e e e et e e eeba e e e s bmnnneeennnaanes X
I [ a1 o To [FTolox o] o PP UPPPRP P 1
1.1. MAICO QENEIAI ..uuuiiiiiii et a e e e e e e e e e e e e 1
1.2. Distribucion de 12 ESPECIE ........oummmmsreeeieeeeeeeeeiiieeiiiiire e ereeeesa s 2
1.3. DescripCiOn de 1a ESPECIE .....oi e 5
1.4. Tecnologias en la reprodUCCION ...cccceees cevviieie e e e e 7
1.5. ObteNCION d€ SEMEN ....ccoiiieeerie e e e e e e e e e eeens 8
1.6. EleCtroeyaculacion ..............ii con e e e e 9
1.7. Efectos de la electroeyaculacCion .......uu...cc.evvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 11
1.8. Captura y ANESIESIA ......uuu.. . o s eeeeeeeeeeeeaeeeeseeeesennnnnnnn e eees 12
1.9. ENZIMAs €StUAIATAS ............cos ettt e e e e e e e e ee e e e e eeeas 24
1.10. Factores a considerar €n el @StUdIOm . ..eevveeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 25
FZ 11010 ] (S 1 USRS 28
G T O ] o] = 110 1 PP 29
4. Materiales y MetodoS geNEraleS...........uuuuuiiiiiiiiiieeeeeieieeeeeeeieeeeeeeeeee s 30
4.1. ANIMAIES Y SU MANEJO ....ooeeeiet st eettttiieas s s e e e e e e e e e eaeeeeeeesseennneesesees 31
4.2. Captura y anestesia de 10S aniMaleS...ucee..coeiieiieeiiiiiieiee s 33
4.3. ElECtroeyaCUIACION .........uuuiiieieeeeeasiiiiiiiiiiiite e e e e e e e e e e e e e e e eeeereeeeeeees 35
4.4. Registros de parametros fiSiOlOQICOS. . ceevvvrrriiiiiieeeeeeeeeeeeeeeiivaeaas 35
4.5. Determinacion de enzimas en sangre VSOOI ...........uvvvveeeeiviiiiiieeeeennnn. 36
4.6. Recuperacion anesteSICa .........cueeeeeereiieiiieiiiiiiiiiiisee e e e e e e e e e areeeeeeeeeees 36

5. Primer estudio: caracterizacion de la respuesta la electroeyaculacion, en

venados de campo machos, adultos y juveniles, baoestesia general............ 39
o0t O o] = 1 1Yo P 39
5.2. MaterialeS Y MELOUOS ..............mummmm s eeesennieirerinneeeeeeereeeeeeeeeeessesasseseeeees 40

5.2.1. Captura, EE, y variables anab®ad.................ccoovvvviviiiiiiiiiiicoeees 40
5.2.2. ANAlisis eStadiStiCO......cuuueereeiiiiiiiiiiiiiiieeee e 40
5.3. RESUIAUOS ......ccoiiiiiieeeieeee et s e e e e e e e e e e e e et e eeeeeee e nnnneeeennnnn s 41
5.3.1. Captura Yy @NESIESIA. ... e s eeeeeeeeeiiiieeeeiiiiiiiiaaaa e e e e eeaaaaeaaeaeaaas 41
5.3.2. Ereccion, protrusion y eYyaCuaci...........cceeeeeeeeeeeeereeeeririnnnnnimmnes 41
5.3.3. Parametros fiSIOIOQICOS ..o vvrrrriiiiiiiiiiiiiiiiieieee e e e 42



5.3.4. Enzimas en sangre y COrtiSOl ...ccuuueeiieeeiiiiiiiiiiiiiiiccie e 42
5.4, DISCUSION ....cei ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e s s s nnssa b e eaeaeeeeeeeesnaannns 45
R T o [od (157 o] 1= 50

6. Segundo estudio: repeticion de las extraccionde semen mediante
electroeyaculacion en venados de campo machos adslly juveniles, bajo

ANESIESIA GENEIAL.......cciiiieeeeeee e e e 51
G I @ o1 1= 1AV 0 51
6.2. MaterialeS Y METOUOS .............. e eeeeeeeeeeieirerniraaa s e e e aeeaeaaaaaaaeeaeeeeees 52

6.2.1. Captura, EE, y variables anab®ad................ccccvvviiiiiiin, 52
6.2.2. ANAlISIS StadiStICO .....eveeeeiiiiiiiiiiiiiii e 53
6.3. RESUITATOS ..o e+ttt e e e e e e e e e e e e aeeeeeaeeeeeeennens 54
6.3.1. Captura y @NeStESIA........ccuvvurrrriiiiiiiieeeeeeeeeieee e e eeee e e e 54
6.3.2. Ereccion, protrusion y eyacllaci...............ccceeeeeeeieiiicciiiiiiiieienn. 55
6.3.3. Parametros fiSiolOgICOS..........cuvuuuriiiiiiiie e 55
6.3.4.enzimas en Sangre Y COMISQL . oooviiiiiiiiiiiiiiiiii e 63
B.4. DISCUSION ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e s s e e e bbbttt beeeeee e e e e e e s s e annnnns 68
T 0] o Tod [1 5] o] o 1= 2SN 71

7. Tercer estudio: caracterizacion y andlisis de savocalizaciones.................... 72
4% O ] o 1= 1Yo 72
7.2. MaterialeS Y MELOUOS .............. s essennrrrrerereeeeeeeeeeeaeeaeeeeessessaseseeeees 73

7.2.1. Registro de vOCaliZaCiONeS..........cceevevvviiiiiiiiiiiniee e e eeee e eeeeeeeaae 73

7.2.2. Andlisis estadistico de las vide@iones ...........cccccccvveiieiiiniiiienn, 73
7.3. RESUIAAOS .....ccoeeiiiiiii i sttt e e e e e e e bbb 74
7.2, DISCUSION ...ttt ettt e e e e e e e e e aeaeessessssnsnnsbesanaaeaeeeeeessasaannnns 76
7.5. CONCIUSIONES ...ttt eeeeeme ettt re e e e ee s e e 78

8. CONCIUSIONES GENETAIES........cceeeeeeeeeeeeee et e e 79

S I =71 o] [0 | = = 80

O Y 1= (0 1 P 101



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion actual deDzotoceros bezoarticlen Sudamérica. ................. 4

Figura 2. Localizacion actual de las poblaciones de VenadoCampo en el
UPUGURLY. ettt e ettt e et e e e et e e e et e e e e e s e e e mmmn s e e esn e eeennnaaees 4

Figura 3.Venado macho adulto de la ECFA. Venado hembraadelia ECFA......6

Figura 4. Crias de Venado de Campo mostrando su caraaterfstlaje bayo oscuro
con manchas blanqQUECINAS .........cooiviiiieeeec e 6

Figura 5. (A) Macho de venado de campo sin astas, durargeregldo de recambio.
(B) Macho de venado de campo CON @Stas. ..ccceeeeeiiiieeeeiiiiiiiiiieiiiiiii e 7

Figura 6. Métodos fisicos de capturas individuales y colastide cérvidos........... 14

Figura 7. (A) Métodos de captura fisicos mediante el usaatkes drop-net. (B)
Método de captura net-gun, desde el sueloy @l.air.........vvviiiiiiiiniieeeneee, 14.

Figura 8. (A) Diferentes tipos de dardos utilizados paradptura por teleanestesia.
(B) Cerbatanas, rifles y pistolas de aire compronigtilizados para la captura con

(0 =T 0 [0 1S3 PPPRPPPPPP 17
Figura 9. Componentes de un dardo. .......cccoooee e eeeeeeeeee e 17
Figura 10. Imagen que muestra uno de los encierros de ledesmde campo....... 32

Figura 11. Imagen modificada de Google Earth. Distribuciériageencierros en los
gue se alojaban los machos adultos (9) y juveligsle venado de campo y de la
sala veterinaria en la ECFA. .........oooii ettt s e s s e e e e e e e e e eeeeeeeeseenenneeennnes 32

Figura 12. Cerbatana y dardos (Telinject, Agua Dulce, Catlifar EEUU), utilizados
para la captura de los venados de CampPO. ...ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eeee 34

Figura 13. Venado adulto anestesiado, mostrando la postwptadh de decubito
LSES] (=] 1 T | PP 34

Figura 14. Registro de los pesos, donde se aprecia la camédlatransporte
acolchonada y la venda puesta en el rostro dekdeena...........ccccceeeeeevviieeen 4.3

Figura 15. Electroeyaculador usado en el estudio, con la somdttal y sus
electrodos longitudinales de Cobre ... 38

Figura 16. Venado adulto, durante la recuperacion anestésécabserva la postura
en declive del terreno, con la cabeza dirigidadhkczona mas alta, lo que facilita su
1 TeTo] 0o > od o o P URRSTN 38



Figura 17. Frecuencia cardiaca (a), frecuencia de pulsofr@juencia respiratoria
(c), saturacién parcial de oxigeno (d), antes (AEk)yante y después (DEE), de la
EE en venados A€ CamMPO.......uuuiiiiie e eeeeeeeeiiiiess s e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeeeeennnnnsennne 43

Figura 18. Parametros fisiologicos, frecuencia cardiacaf(eguencia de pulso (b),
frecuencia respiratoria (c), saturacion parciabgigeno (d), antes (AEE), durante y
después (DEE), de la EE en venados de CampO....ccceevvvveveviiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee, 57

Figura 19. Frecuencia cardiaca, en la 22, 3%, 42, vy 52 @ifma en venados de
campo, adultos, y juveniles, anesteSIadoS weevvneeeiiiiiie e, 58

Figura 20. Frecuencia pulso, en la 23, 33, 43 y 52 extvacen venados de campo,
adultos, y juveniles, anesteSIadOS........couummmmeeeeeeeeeiiieiiiieiiir e eereee s 59

Figura 21. Frecuencia respiratoria, en la 23, 32, 42, yx§&ecion en venados de
campo, adultos, y juveniles, anesteSIad0S weevvniieeiiiiiiie e, 60

Figura 22. SpQ, en la 23, 33, 43, y 52 extraccion en venadosad®o, adultos, y
juveniles, anesteSIAdOS. ..........oovvvviiieeeeeeee e e 61

Figura 23. Temperatura rectal, en las cinco extracciones erados de campo,
adultos, y juveniles, anesteSIad0S. .......coccmmeereeeriiiiiiieeee e e e e eeeeeaan 62

Figura 24. Creatinquinasa, en las cinco extracciones en wende campo, adultos,
Y juveniles, anesteSIados. ...........vuvevieeeeeemieeeiiiii e e e e e 65

Figura 25. Fosfatasa alcalina sérica, en las cinco extraesiem venados de campo,
adultos, y juveniles, anesteSIadOS. .......coccmmeeriieeeieiiiiieeee e e e e e eeeaaans 66

Figura 26. Cortisol, en las cinco extracciones en venadosatspo, adultos, y
juveniles, anesteSIAUOS ...........covvveviieeeeeeee e 67

Figura 27. Sonograma de las vocalizaciones de venado de caahito (A), y
juvenil (B), registradas durante laEE ...............cccoeeeiiiiiiiiiii i 15

Vi



INDICE DE ABREVIATURAS

AEE: Antes de la electroeyaculacién

AST: Aspartato aminotransferasa

CITES: Convention of Internacional Trade in EndardeSpecies of

Wild Fauna and Flora

CK: Creatinquinasa

DEE: Después de la electroeyaculacion

ECFA: Estacion de Cria de Fauna Autéctona Cerrodeakzucar
EE: Electroeyaculacion

FAS: Fosfatasa alcalina sérica

FC: Frecuencia cardiaca

FP: Frecuencia de pulso

FR: Frecuencia respiratoria

SNAP: Sistema Nacional de Aéreas Protegidas
SpO: Saturacion parcial de oxigeno

TR: Temperatura rectal

UICN: Internacional Union for Conservation of Nawand Natural

vii



RESUMEN

El objetivo general de esta tesis fue caracteriaarespuesta fisiologica,
bioquimica y comportamental a la electroeyacula¢i®B), bajo anestesia general
(AG) en el venado de campo, determinando ademasclsas respuestas varian de
acuerdo a la categoria de los animales y a laicg@etel procedimiento. Para lograr
ese objetivo se realizaron tres estudios en laciBstale Cria de Fauna Autoctona
Cerro Pan de Azucar (Maldonado, Urugua&g. utilizaron dos grupos de 6 machos,
uno de adultos (4-6 afios al inicio) y otro de juken(1,5 afios). En los tres estudios
se capturaron los animales mediante el uso de slandestésicos, conteniendo los
mMismos una asociacion de xilacina, ketamina y ateofl.a anestesia se revirtié con
clorhidrato de yohimbina administrada de formaawtnosa. El objetivo especifico
del primer estudio fue determinar si el voltajeiGgalo durante la EE y la categoria
de los animales afectan las respuestas fisiologicaematologicas. Para esto se
analizaron antes (AEE), durante, y después de I(DHE) los valores de frecuencia
cardiaca (FC), frecuencia de pulso (FP), frecuenespiratoria (FR), saturacion
parcial de oxigeno (SpQy la temperatura rectal (TR). También se extoajertos
muestras de sangre, AEE y DEE, en las que se midi@s concentraciones de
creatinquinasa (CK), aspartato aminotransferasalJAfsfatasa alcalina sérica
(FAS) y cortisol. En el primer estudio se encomue los valores de FC y FP
aumentaron durante la EE en ambas categorias,osi@ayores los valores en
adultos. La concentracion de CK, FAS, y AST aumddick en ambas categorias,
siendo el valor de CK mayor en adultos, y la FAIG AST mayor en juveniles. La
TR disminuyé DEE en ambas categorias. El objetspeeifico del segundo estudio
fue determinar si la respuesta a la AG y EE (egita} en venados de campo es

afectada por la repeticion del procedimiento eméorestacional (otofio, invierno,
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primavera, verano, y nuevamente otofio), utilizaha® mismos parametros de
respuesta analizados en el primer estudio. Ensegfendo estudio se demostré que
la repeticion de las extracciones (AG y EE) no tdfela respuesta a la EE,
observandose solamente efectos posiblemente aalpletic al momento o a la
estacion en que se realizo la extraccion. El olmetspecifico del tercer estudio fue
determinar si durante la EE bajo AG en el venadocdmpo se producen
vocalizaciones, caracterizar y analizar dichas Nxa@ones, y determinar si éstas se
ven afectadas por la categoria y el voltaje utliizaPara ello se analizé el nimero de
vocalizaciones, duracion de cada vocalizacion, penotal de vocalizacion, y las
caracteristicas de la frecuencia fundamental: &ecia inicial Fi,), frecuencia
maxima Fmay, frecuencia minimaFqy), y frecuencia final Kq,). En este tercer
estudio se constatdo la ocurrencia de vocalizasiotherante la EE en ambas
categorias, pero los juveniles vocalizaron duramds tiempo, y esas vocalizaciones
también duraron mas en esta categoria. A su veizedaencia inicial, frecuencia
maxima, frecuencia final, y frecuencia minima emstdds fueron mayores en los
animales juveniles. Como conclusiones generaleEEldajo AG en el venado de
campo provocé cambios en algunos parametros fggemé. La repeticion de las
extracciones no afectd los parametros de respaelaEE. El venado de campo
emite vocalizaciones durante la EE bajo AG conckia, ketamina y atropina,
pudiendo las mismas ser una respuesta dolorosa olihjev utilizado. La
electroeyaculacion bajo anestesia general, coginda ketamina y atropina, es un
método adecuado para la obtencion de semen ennabdeede campo adulto y

juvenil, pudiendo ser utilizada de forma reiteradael mismo animal.



SUMMARY

The overall objective of this thesis was to chamarze the physiological,
biochemical and behavioral to electroejaculatioR)(Ender general anesthesia (GA)
in the pampas deer, determining also whether thesggonses vary according to the
category of animals and repetiton of the procedlioeachieve this goal three studies
were conducted at Estacion de Cria de Fauna Autacterro Pan de Azlcar
(Maldonado, Uruguay). Two groups of 6 males, oneadilts (4-6 years at the
beginning) and one of yearlings (1.5 years). In #hatudies the animals were
captured using anesthetic darts containing xylaziketamine and atropine.
Anesthesia was reverted with yohimbine hydrochrdiministered intravenously.
The specific objective of the first study was taedmine if the voltage applied
during the EE and the category of pampas deer tatfee physiological and
hematological responses. For this, we recordedhdlagt rate (HR), pulse rate (PR),
respiratory rate (RR), partial oxygen saturatiop@g and rectal temperature (RT)
before (AEE), during, and after the EE (DEE). Blaainples were obtained, AEE
and DEE, and concentrations of creatine kinase (Gsjpartate aminotransferase
(AST), alkaline phosphatase (FAS) and cortisol wereasured. The FC and FP
increased during EE in both categories, reachirghdri values in adults. The
concentration of CK, FAS, and AST increased DEBath categories; the value of
CK was greater in adults, and FAS and AST weretgraa yearlings. The TR DEE
decreased in both categories DEE. The specificctiageof the second study was to
determine if the response to the GA and EE (extnarin pampas deer is affected
by the repetition of the procedure on a seasorsk {&all, winter, spring, summer,
autumn and fall again), measuring the same respmrseneters analyzed in the first

study. Repeated extractions (GA and EE) in pame®&s thales did not affect the



response to EE, observed only effects relatedddithe or season of the year. The
third objective was to determine if the EE under @iduced vocalizations, to
characterize and analyze them, and to determingilpedifferences between adult
and yearling animals. The number and duration afalipations, the total time
vocalizing, and the characteristics of the fundataefrequency: initial frequency
(Fstart), maximal frequency-(nax), minimal frequencyHmin) and final frequency
(Fend) were analyzed. Vocalizations occurred in bodtegories, but yearlings
vocalized during more time, with longer vocalizaso The initial frequency,
maximum frequency, end frequency and minimum fraquevere higher in juvenile
animals. As a general conclusion, the EE under GAsed changes in some
physiological parameters. The repetition of theaotion did not affect the response
to EE. The field pampas deer vocalizations emitteding EE under GA with
xylazine, ketamine and atropine, the same can pairdul response to the voltage
used. The electroejaculation GA with xylazine, katae and atropine, is a suitable
method for obtaining semen in adult and yearlingpas deer male field and can be

used repeatedly in the same animal.
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1. INTRODUCCION

1.1. MARCO GENERAL

Los ciervos (Clase Mammalia, Orden Artiodactylajp&den Rumiantia,
Familias Cervidae y Tragulidae), constituyen unailia de animales que presentan
gran variedad en tamarfos, con especies de tajleefja, como el pudiP(du puda
6 a 8 kg), o muy grande, como los alcakés alcesmas de 800 kg) (Flach, 2003).
Existen mas de 40 especies de cérvidos distribyidagasi todo el mundo, dentro
de las que se encuentra el venado de campo conaecidnén como venado de las
pampas Qzotoceros bezoarticud.innaeus, 1758), el queolamente habita en
Sudameérica.

El venado de campo, es una especie autoctonaemua siglo XVIII se
encontraba distribuida por todo el territorio naeilp siendo un recurso abundante
para las comunidades locales (Jackson y Langg@BQ)1En el siglo XIX los
naturalistas y viajeros reportaron una gran aburidade la especie (Cabrera, 1943;
Jackson y Langguth, 1980, 1987), existen registimda exportacion de mas de
2.300.000 pieles de venado de campo desde el R Blata durante el siglo XIX
(Thornback y Jenkins, 19823in embargo, debido a la accion humana tanto direct
como indirecta, la poblaciéon ha disminuido marcaelater tanto en cantidad como en
dispersién. Esto puede ser explicado por la fragac@m del habitat, el desarrollo
de la agricultura, y la competencia por espaciosartdmales domésticos (Demaria et
al. 2003), la caza ilegal (Jackson y Giullieti, 838/ la transmision de enfermedades
infecciosas (Junguis, 1975/76). Estos y otros fastdhan contribuido a que la
especie se encuentre amenazada de extincion. Beafe 1975 el venado de campo
esta incluido en el Apéndice | de Convention oétnacional Trade in Endangered

Species of Wild Fauna and Flora (CITES, 13 de getu®012), lo que significa que
1



esta amenazado de extincion, y esta consideraddi@it (Internacional Union for

Conservation of Nature and Natural Resources) amasbamenazado (UICN, 2012).

1.2. DISTRIBUCION ACTUAL DE LA ESPECIE

Se ha reportado la existencia de pequefias pobé&ien Argentina [(Bahia
Samborombén (Vila y Beade, 1997), Corrientes (RayeMoreno, 2000), San Luis
(Dellafiore et al. 2003), Santa Fé (Pautasso eR2@02)], Brasil (Carvalho, 1973;
Goss-Braga, 1999) y Uruguay (Gonzalez, 1993; C@&3@®l). Aunque hace algunos
afos se reportd la existencia de pequefas pobésciem Bolivia (Tarifa, 1993), no
existe informacién actualizada sobre la situaciénlal especie. Segun la UICN
(2012), existen pequeiias poblaciones silvestrda dspecie en Argentina, Bolivia,
Brasil, Paraguay y Uruguay (Fig. 1).

En Uruguay solo se encuentran dos poblacionestada silvestre, las que
corresponden a dos subespecies endémicas, difeeetas poblaciones de Bragi.(
b. bezoarticugy O. b. leucogastér(Gonzélez et al. 1998), Paraguay, Bolivia 6.
leucogaster (Cabrera, 1943) y Argentin®( b. celey (Jackson y Langguth, 1987;
Gonzélez et al. 1998). Las poblaciones en nuesti® g8 encuentran restringidas a
dos localidades, una en el Departamento de Rdoh®.(uruguayensjsy otra en
Salto ©. b. areruguaensjs(Gonzalez et al. 1999; Gonzalez et al. 2002), con
aproximadamente 300 y 700 ejemplares respectivar{gveber y Gonzalez, 2003)
(Fig. 2).

En nuestro pais existe una tercera poblacion dadeede campo localizada
en la Estacion de Cria de Fauna Autéctona CerrodeaAzucar (ECFA), la que
depende de la Intendencia Municipal de Maldonadlp. (. La misma se encuentra

alojada en semicautiverio, y posee un numero amraxo de 80 animales, todos



originados a partir de un nacleo de crias trasattag desde la poblacion de Salto en
1981 y 1982 (Ungerfeld et al. 2011a).

El venado de campo y la ECFA han sido declaradasulkhento Natural por
el Parlamento Nacional (Ley N° 17.733 y Decretol®P85, respectivamente). Las
dos poblaciones silvestres se ubican en establemios privados dedicados a
actividades agropecuarias. La poblacion que hapitArerungua (Departamento de
Salto) se encuentra actualmente dentro del Sistéational de Areas Protegidas
(SNAP). Si bien la poblacibn de venadgse habita en Sierra de los Ajos
(Departamento de Rocha) no se encuentra dentr&NAP, de todas formas esti
protegida de acuerdo a la legislacion vigente.eaibargo el control de las mismas
recae principalmente en manos de los propietaoosl establecimientos en que

habitan.



Figura 1. Distribucién delOzotoceros bezoarticlen Sudamérica (tomado de UICN,
2012).

— » Poblacion silvestre de
Ozotoceros bezoarticus
arerunguaensigSalto)

& _ . Poblacion silvestre de
Ozotoceros bezoarticus
uruguayengiRocha)

= = » Poblacién en semicautiverio
Ozotoceros bezoarticus
arerunguaensisECFA,
Maldonado)

Figura 2. Localizacion de las poblaciones de venado de canp Uruguay.



1.3. DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Tanto en Uruguay (Cosse, 2001), como en Arger(tiagkson y Giulietti,
1988; Merino, 1993) y Brasil (Berndt, 2005), el adn de campo habita praderas
abiertas con pasturas nativas. Son ciervos quergeasun pelaje de color bayo, que
es mas oscuro en los machos que en las hembrase(€ah943). No poseen
manchas, excepto las crias que las presentan swla edad muy temprana (Fig. 4).
Presentan dimorfismo sexual siendo los machos malgs en tamafio y peso que
las hembras (Jackson y Langguth, 1987), ademasesdemar astas que renuevan
anualmente (Fig. 5A). Los machos tienen un pesoxapado de 35-40 kg en vida
silvestre, y un largo total 130 cm (desde la pul&tda nariz hasta la base de la cola)
(Gonzélez, 2001). En comparacion, los animalesdosiaen semicautiverio en la
ECFA son de un porte relativamente menor (Ungerftldl. 2011a). Los machos
pesan 30-35 kg y tienen un largo de 90 a 100 cn @A); las hembras alcanzan un
peso de 20-25 kg y un largo de 85 cm (Fig. 3B). astas de los machos presentan
tres puntas (Fig.5B), miden hasta 30 cm de largn geso se incrementa hasta los 6
aflos de edad (Ungerfeld et al. 2008a). Los mackherslgm las astas a fines del
invierno, para crecer rapidamente alcanzando unaftamsimilar a fines de
noviembre (Ungerfeld et al. 2008a).

En semicautiverio se observan un pico de partaantieiia primavera, aunque
se han observado durante todo el afio, parienddopgeneral de una sola cria,
aunque existe (Ungerfeld et al. 2011a). No exisk@ios certeros sobre la duracién
del ciclo estral de la hembra, ni tampoco de laagédn. De la misma forma, se
desconocen parametros fisiolégicos normales, talew frecuencia cardiaca (FC),

frecuencia de pulso (FP), frecuencia respiratoFR){( temperatura rectal (TR),



saturacion parcial de oxigeno (SpOasi como datos normales hematoldgicos y

bioquimicos sanguineos.

ol

Figura 3. (A) Venado macho adulto de la ECFA. (B) Venado hermadulta de la

ECFA

Figura 4. Crias de Venado de Campo mostrando su caracterpsiaje bayo oscuro
con manchas blanquecinas.



Figura 5. (A) Macho de venado de campo sin astas, durargereido de recambio.
(B) Macho de venado de campo con astas.

1.4. TECNOLOGIAS DE LA REPRODUCCION

Para llevar adelante planes de conservacion esaeg, ademas de la cria en
cautiverio, el uso de programas de reproduccionianesl la aplicacién de
tecnologias reproductivas, las que ya se encuellitiam desarrolladas para los
rumiantes domeésticos (inseminacion artificial, $farencia de embriones,
fertilizacionin vitro, etc.) (Comizzoli et al. 2000). Una de las primbgs limitantes
para el desarrollo de programas de reproducci&@tidesien rumiantes silvestres es la
falta de conocimiento sobre las caracteristicagodegtivas fisioldgicas. Esto
incluye el patron de reproduccién estacional, leaddn del anestro posparto, la
edad de la pubertad, y la duracion de la gestasitithas de estas caracteristicas
pueden ser inferidas mediante estudios comportaesny la determinacion de
concentraciones hormonales a través de la mateca {Santiago-Moreno et al.
2010), lo que evita entrar en contacto con los aldmy someterlos a situaciones
estresantes. Ademas, para el uso de tecnologiasdugpivas es necesario un
conocimiento profundo de la anatomia de los érgammoductivos, asi como de los

gametos. Para esto es preciso el contacto comiowmkes, ya sea para la obtencion



de muestras de semen en los machos como pararé&a@dh de ovocitos en las

hembras.

1.5. OBTENCION DE SEMEN EN CERVIDOS

En los animales domésticos el semen se puedetalée varias formas:
vagina artificial, electroeyaculacion (EE), masdjansrectal de las ampollas,
masturbacion a mano enguantada, o incluso es posiiienerlo de animalgsst
mortem a partir de la cola del epididimo (Durrant, 2008n los rumiantes
domésticos se prefiere el uso de la vagina adifigia que es un método que no
provoca estrés ni dolor para el animal, y se obteamen de mejor calidad que con
los otros métodos, ademas de evitar el riesgo derfeaminacion de la muestra con
orina.

En especies de cérvidos silvestres, la obtenciénseimen con vagina
artificial, ha sido utilizada con buenos resultagGsrtes et al. 1996(Gizejewski,
2004; Durrant, 2009). Para ello se debe contaratwmales criados en cautiverio,
destetados tempranamente, y acostumbrados a lenpr@shumana. Una vez que
llegan a la vida adulta deben ser entrenados ar gadtyacular en la vagina artificial.
Esta maniobra suele requerir la participacién deperario entrenado, y al que el
animal este acostumbrado para que sujete la vggehgpene del macho, maniobra
gue se torna peligrosa en animales astados y de fmnrte. Esta técnica ha sido
utilizada en un macho de venado de campo criadeaetiverio (Soto et al. 1995),
pero el mismo provoco graves lesiones a los tésratgolpearlos con las astas (A.
Soto, comunicacion personal). Por lo antes mendmnes un método que requiere

mucha preparacion, tanto del animal como de losadpees, ademas de implicar



riesgos fisicos, por lo que en estas especies ral pgtodo de eleccion para la
obtencion de semen.

Existen reportes de la utilizacién de la EE bajestesia (Umapathy et al.
2007; Martinez-Pastor et al. 2009), y vaciadst mortende la cola del epididimo
(Amann et al. 1982; Zomborszky et al. 1999; Matifastor et al. 2006) en
cérvidos. Todos los métodos pueden ser utilizadoks especie de interés, pero la
opcion légica en una especie en peligro de extmod@mo el venado de campo,
parece ser la de EE bajo anestesia general (AGhguwal no se ha publicado
informacion completa sobre los resultados de sucagibn, la EE ha sido
previamente utilizada en venado de campo (Duartal.et1993; Duarte y Garcia,

1997).

1.6. ELECTROEYACULACION

En los animales domésticos la EE se utilizé pon@ra vez en toros, chivos,
verracos y carneros en 1936 (Dziuk et al. 1954;50fmt1976). En cérvidos es el
método mas utilizado (Martinez-Pastor et al. 2008)9; Umapathy, 2007). Este
método permite recoger el semen de individuos smlee no podria obtenerse por
otros métodos. La mayoria de los autores concumrdgue el semen obtenido por
EE no es de la misma calidad que el obtenido pomotoos métodos, siendo muy
variable la concentracién de espermatozoides pastraidebido a la variaciéon en el
volumen de plasma seminal (Garde et al. 2006). iaétedo permite obtener semen
de cérvidos en forma repetida en animales, tantccariverio como en vida
silvestre.

La EE consiste en la aplicacién de estimulos idést por medio de una

sonda rectal. Estos impulsos eléctricos provocaotdraccion de la musculatura de



los miembros pélvicos, asi como la ereccidon dekpéns protocolos de descargas
eléctricas y los equipos usados en cérvidos sonmigsnos que se utilizan en

pequefos rumiantes (ovinos y caprinos; Evans y M#x#990). Las sondas miden

aproximadamente 30 cm de largo, y tienen 20 a 30demiametro, pudiendo tener
electrodos longitudinales o transversales (Garcaib, 2006). Los equipos

provocan descargas desde 1 hasta 15 V. En cérsedomsalizan series de 10 pulsos,
comenzando con pulsos de 1 V durante unos 5 segndo la descarga por 2 0 3
seg, para ir incrementando el voltaje de a 1 Vahaxrar la eyaculacién. Por lo

general los animales eyaculan con un voltaje dé ¥ & 90 A (Garde et al. 2006).

El animal anestesiado es colocado en decubit@lase realiza la higiene del
prepucio y pene con una solucién antiséptica, gaja con suero, y se seca
correctamente toda la zona. Se retira la matercal fele la ampolla rectal
manualmente o mediante un enema, se lubrica cayelude carboxi-metil-celulosa
para no dafiar la mucosa rectal con la sonda, padagrar mejor contacto con la
mucosa, y por tanto una mejor conduccion. La s@sdatroducida en el recto con
los electrodos hacia el piso del mismo, quedandaubisada por encima de las
glandulas anexas. Se sabe que se encuentra egaeldorrecto por la respuesta
motora de los miembros posteriores, los que resporgimultdneamente a los
estimulos eléctricos realizando contracciones éispas Antes de comenzar con los
estimulos eléctricos se debe exteriorizar el pahgrepucio y fijarlo mediante una
gasa estéril. La punta del glande debe introdueinsen recipiente estéril.

Para el uso de este método en los cérvidos, lamates deben ser
correctamente anestesiados, y todos sus paranvitaites deben ser monitorizados

durante todo el procedimiento. Se deben admini$luatos intravenosos, lo que
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también permite tener una via rapida de administnade drogas en caso de
accidentes durante la anestesia (Santiago-Morealo 2010).
1.7. EFECTOS DE LA EE

Existen trabajos que describen la respuesta désestla EE en rumiantes
(Palmer et al. 2005), la que probablemente seaddeddi dolor que provocan las
descargas eléctricas. Por ejemplo, se determiné&lgaemento en la concentraciéon
sérica de cortisol provocada por la EE en carnesosimilar a la producida con la
esquila (Stafford et al. 1996). En chivos (OrtizMentellano et al. 2007) y carneros
(Damian y Ungerfeld, 2011) se produce un pico désm a los 20 min de la EE.

Cameron (1977), comparo diferentes protocolos stémalos eléctricos
durante la EE de carneros, provocando a medidasqumcrementaba tanto en
tiempo como en voltaje, un grave estrés, los cuséegeflejaban, tanto por la
inquietud de los animales como por la ocurrencia fdertes contracciones
musculares, patadas con los miembros posterioetsaymento en la frecuencia y
profundidad respiratoria. Orihuela et al. (2009mpoobaron que se produce un
aumento del cortisol, y de las FC y FR en carnemsetidos a EE, los que son
parcialmente controlados si los animales son pmestde anestesiados. Damian y
Ungerfeld (2010) demostraron que la EE provoca awmnen la glucemia, la
concentracién sérica de proteinas totales, y datioggiinasa (CK), ademas de
producir aumento en las FC y FR incluso en carnacostumbrados a la EE. Estos
autores también describieron el patrén de vocatimes que se produce como
respuesta al dolor durante la EE en carneros nstesi@dos. Dichas vocalizaciones
no fueron observadas, cuando los mismos carneeogrflsometidos a una anestesia
epidural con lidocaina, posiblemente estas no mearr por el bloqueo del efecto

nociceptivo de la EE (Damian y Ungerfeld, 2010).
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Si bien hasta el momento no se han determinadeféz$os estresantes de la
EE en venado de campo, en una primera prueba pdatzada con dos machos que
fueron electroeyaculados bajo AG se registraronakzaciones, por lo que el

procedimiento podria provocar dolor a pesar de bsija los efectos de la anestesia.

1.8. CAPTURAY ANESTESIA

Para utilizar la EE en rumiantes silvestres esegario aplicar técnicas de
captura e inmovilizacion que incluyan el uso de &antiago-Moreno et al. 2010).
Existe una gran variedad de métodos de captur&m@os, por lo que la eleccion
de uno u otro dependera de la especie, temperamamanio, categoria animal
(machos, hembras, adultos, juveniles), ademassdeoladiciones del lugar donde se
llevard a cabo la captura (bosque, montafia, tamaf@aracteristicas de los
encierros), facilidades con las que se cuentecgpacitacion del personal (Montané
et al. 2001; Flach, 2003; Santiago-Moreno et al020Mediante la captura se intenta
minimizar los accidentes y el estrés de los anispaldos riesgos del personal. El
método de captura utilizado va a determinar unpuessta fisiolégica variable en
términos de grados de estrés en los animales, eambios en los diferentes
parametros fisiolégicos (Seal y Bush, 1987; Saotidgreno et al. 2010). A
continuacion se presentan los métodos de capturm@vilizacion mas utilizados,

gue pueden clasificarse como fisicos o quimicos.
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1.8.1. CAPTURA FiSICA
Existen varios métodos de captura fisicos: trampsdes, cepos, encierros
(Fig. 6), los que presentan varias desventajas:

- en general no son selectivos, se capturan varinsaées a la vez sin poder

seleccionar al animal.

- pueden provocar muerte subita por manipulacion dénaes muy

estresables.

- pueden provocar lesiones de diferentes tipos (&grilacturas), hipertermia

y miopatias (Seal y Bush, 1987), como posiblesotesi a los operarios
encargados de la captura.

Existen métodos de captura fisica que utilizan gddeop-net y net-gun), que
ademas de ser selectivos parecen producir muy @Eaaciones en los animales
capturados en comparacion con otros métodos (Kbek 1987). El método drop-
net (Fig. 7 A), consiste en una red que se coldezada y se deja caer sobre el
animal atraido hacia el lugar de captura por uro ¢abmento). El método net-gun
(Fig. 7B), consiste en un arma que dispara unalaeaglje captura al animal ya sea a
poca distancia o incluso desde vehiculos.

El uso de tranquilizantes disminuyo todas las Wéemrelacionadas con el estrés
de captura en ibicd€apra pyrenaicaapturados con red (Casas-Diaz et al. 2010).
En ciervo damafama dam@ y axis @Axis axi3 se demostrd que existe un aumento
de la concentracién sanguinea de las enzimas Gldartato aminotransferasa (AST)
tras capturar a los animales con red, lo que seiogld con dafio muscular y con el
estrés de la captu(&nglish y Lepherd, 1981; Chapple et al. 1991)Xd&fio muscular
puede presentar diferentes grados, siendo el na&s @t provocado por la miositis

por captura (Cardinet, 1997)
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Figura 6. Métodos fisicos de capturas individuales y colestide cérvidos (tomado
de Santiago-Moreno et al. 2010).

S"NET

s

B S
Figura 7. (A) Métodos de captura fisicos mediante el uso de rddgsnet. (B)

Método de captura net-gun, desde el suelo y el dgiemado de
www.wildlifecapture.com.).
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1.8.2. CAPTURA E INMOVILIZACION QUIMICA

El uso de métodos anestésicos en veterinariansenta al siglo XVI, siendo
los primeros datos en animales domésticos de 18dBe¢, 2002). Actualmente
existe una amplia gama de medicamentos anestédmo®, inyectables como
inhalatorios. Los anestésicos pueden ser aplickag® de la captura fisica de los
animales, o ser utilizados en forma directa comtmdtéde captura y anestesia.

Este sistema es especialmente Gtil cuando hay agpdurar especies
agresivas, 0 especies muy estresables. Ademas esétodo selectivo, ya que
permite la captura individual de los animales (Mot et al. 2001). Los métodos
qguimicos requieren un conocimiento profundo dedesgjas y sus efectos en la
especie a ser utilizada o en especies cercanagjeyan la mayoria de los casos se
desconoce el estado fisico que presentan los asmgatn el caso de manejos como
los necesarios para la aplicacion de biotecnologipsoductivas siempre se asume
gue estan saludables, lo que puede aumentar eoriasestésico (Caulkett y
Arnemo, 2007).

El uso de la teleanestesia mediante dardos (Fipe8Al método de captura
mas comunmente utilizado (Santiago-Moreno et dl02CEIl dardo tiene una camara
anterior con embolo, donde se dispone el farmaestésico, y una camara de aire
con piston (Fig. 9). Una vez depositado el volundenanestésico requerido, se
coloca una aguja con un pequefo orificio late@es el que se dispone un pequefio
anillo de silicona. El ultimo paso en la preparacitel dardo, consiste en llenar la
camara posterior con aire con una jeringa de 20ym3l final se coloca el
estabilizador en la parte posterior del dardo, gndd asi preparado para cargarse en

la cerbatana o rifle.
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Los dardos pueden ser disparados por diferentesdog{Fig. 8B), como ser
cerbatana, rifles y pistolas de aire comprimidocuy Lopes, 2006). Otro requisito
para el éxito de la captura quimica es la destréagunteria del personal, ya que las
drogas deben ser administradas en las regionesmuagsulosas y vascularizadas
(cuello, hombro y grupa), lo que facilita la rapialasorcion de las drogas (Seal y
Bush, 1987). La administracion de las drogas easo#onas corporales puede
determinar un menor efecto de las mismas, provacéecpos de induccion mas
largos, pudiendo incluso no provocar una profurdlidaestésica correcta (Seal y

Bush, 1987).
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Figura 8. (A) Diferentes tipos de dardos utilizados paradptura por teleanestesia.
(B) Cerbatanas, rifles y pistolas de aire compronigtilizados para la captura con
dardos (www.telinject.com).

droga; (b) Anillo de silicona que obstruye el @iifi de la aguja; (¢) Camara anterior
donde se coloca el anestésico; (d) Embolo de gomeadgscarga la droga; (e)
Céamara posterior donde se coloca el aire; (f) Rigiée evita el escape del aire una
vez colocado; (g) Plumerillo que sirve de estaddar durante el disparo.

Es de suma importancia que el tiempo entre la@idtracion de la droga y el
derribo del animal (tiempo de induccion), sea losmarto posible (Seal y Bush,
1987; Caulkett y Arnemo, 2007), lo que evita pasbhccidentes de los animales y

disminuye el estrés de la captura (Caulkett y Amef®07). Este tiempo permite

tener una idea indirecta de la potencia de la asiiti anestésica y de la respuesta
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bioldgica de cada individuo a la misma (McGrath ighRey, 2003). Durante este
periodo se debe seguir a los animales para ewtasg pierdan o se lesionen por la
incoordinacion que les provocan las drogas (Caulketrnemo, 2007). EI mismo
dura unos 10-20 min cuando las drogas se admimiptavia intramuscular (Seal y
Bush, 1987; McKelvey y Hollingshead, 2003b; CaulkefAirnemo, 2007). Por tanto,
el control visual y la monitorizacién de los aniemldurante este periodo y toda la
anestesia es fundamental, ya que pueden ocuriidestes fisicos (laceraciones,
fracturas), y alteraciones fisiologicas (hiperterntiipotermia, depresion respiratoria,
e hipoxemia) (Haigh, 1982; Seal y Bush, 1987; Cettilx Arnemo, 2007; Santiago-

Moreno et al. 2011).

1.8.3. ASOCIACION ANESTESICA

La ketamina es una ciclohexamina que produce omat@sia caracteristica,
denominada anestesia disociativa o catalepsia (IMeley Hollingshead, 2003b;
Hui-Chu, 2007). La ketamina actua inhibiendo y restando selectivamente
diferentes zonas del cerebro (McKelvey y Hollingghe2003a; Hui-Chu, 2007):
deprime la funcién neuronal del eje neocorticotéd®d y del nucleo central del
talamo, y estimula el sistema limbico, incluido bocampo (McKelvey y
Hollingshead, 2003a; Hui-Chu, 2007). Esta formaadeion determina el estado
cataléptico, donde el animal se encuentra conocggetdo de conciencia hacia algun
estimulo sensitivo e inconsciente, y anestesiadoa patros (McKelvey vy
Hollingshead, 2003b; Hui-Chu, 2007). Al ser lipagale permite un rapido ingreso
al tejido nervioso, por lo que luego de su admiagbn, ya sea intravenosa como
intramuscular, inicia rapidamente su accién (Mclégly Hollingshead, 2003a). Los

animales anestesiados con esta droga mantien&flegb rpalpebral y corneal con
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una marcada dilatacién pupilar, lo que dificultavieoracion de la profundidad
anestésica (McKelvey y Hollingshead, 2003a). Ldkejas faringeos y laringeos se
pueden mantener activos, o pueden encontrarse éenendeprimidos durante la
anestesia, lo que determina la posibilidad de ggeahimales vocalicen durante
procedimientos dolorosos (McKelvey y Hollingshe@@03a). Algunos animales
pueden manifestar una marcada sensibilidad hatirawdss sonoros y/o luminicos.
El tono muscular se encuentra incrementado, pguéexiste una marcada rigidez
de los miembros y del cuello. Esa hipertonia miascse previene con el uso de
relajantes musculares del tipo de benzodiazepiroca® agonistas (McKelvey y
Hollingshead, 2003a; Hui-Chu, 2007). La analgesipesdficial de la piel es
inmediata, asi como la de las extremidades, sipotiee la analgesia visceral, por lo
gue en procedimientos que provoquen un dolor deemadd a severo, se debe
asociar algun tipo droga que mejore la analgesiegk@Wey y Hollingshead, 2003a;
Hui-Chu, 2007). A la inversa que muchos anestésigms provocan una marcada
bradicardia, la ketamina provoca un incrementaaded (McKelvey y Hollingshead,
2003a), ademas de que se puede observar una leresida de la FR y alteraciéon
del ritmo respiratorio provocando una respiraciéntigo apnéustica (apneas entre
inspiracion y espiracion), sin que implique un ieénto en la oxigenacion
(McKelvey y Hollingshead, 2003a). La ketamina $eni@a por metabolizacion

hepatica y por excrecion renal (McKelvey y Hollihgad, 2003a).

La xilacina fue sintetizada en Alemania en 1962amer usada como una
droga antihipertensiva en humanos, pero Lemke(Qf7,2encontré que tenia un
potente efecto sedante en los animales. Es una aganista de los receptore-

adrenérgicos, (McKelvey y Hollingshead, 2003a).xilacina se puede administrar
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por via intravenosa, intramuscular, o subcutaneagwe por esta Ultima es menos
efectiva, es un potente sedante y relajante musguiaroduce un ligero efecto
analgésico, el que tiene un tiempo de accion dexapadamente 20 min, mientras
gue el efecto sedante puede durar varias horas €éMel y Hollingshead, 2003a).
Luego de la administracion intramuscular se producgico en plasma a los 15 min
(Lemke, 2007). Se metaboliza en el higado y seimdi por via renal (McKelvey y
Hollingshead, 2003a). La administracion intramuacuadletermina diferentes efectos
hemodindmicos en los bovinos: un descenso de un&o% 30% en la FC y del
gasto cardiaco, y un descenso de 10% en la presiémal (Lemke, 2007). También
puede observarse la presencia de bloqueo cardéaseglindo grado (McKelvey y
Hollingshead, 2003a), ademas de que produce aagtouimo respuesta fisioldgica al
incremento del tono vagal (Lemke, 2007). Entre loambios respiratorios
observados luego de la administracion de xilaoln@nguentra una disminucion en la
FR en felinos, caninos, y equinos con pocos candiowel del pH arterial, POy
PCQG (Lemke, 2007). Segun la especie podria provocarimpartante depresion
respiratoria, incluso con cianosis como se man#ies algunas razas de perros
braquicéfalos (McKelvey y Hollingshead, 2003a). fdedescrito que en caninos y
felinos provoca vomitos, y en rumiantes timpanigiMoGrath y Richey, 2003) por
inhibicion de las contracciones de reticulo y rurfileamke, 2007). La produccion de
orina aumenta luego de la administracion de Xxiam vacas, caballos y gatos
(Lemke, 2007). Se ha reportado que en varias espseidadas o0 anestesiadas con
xilacina se produce una hiperglucemia y una hipginemia transitorias (Lemke,
2007). La hiperglucemia se produce por la acciénladeilacina sobre losi-2-
receptores de las células beta del pancreas, émuibila liberacién de la insulina

(Lemke, 2007). Debido a sus efectos secundariogsaens 6rganos y a la larga
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duracién de su sedacién, en algunos casos se eudeniel uso de un farmaco
reversor como la yohimbina, la que luego de su adtnacion intravenosa revierte
la accién de la xilacina en pocos minutos (Jessuml.e 1985; McKelvey y

Hollingshead, 2003a)

1.8.4. USO DE DROGAS ANESTESICAS EN ANIMALES STRES

Caulkett y Arnemo (2007) propusieron criterios paomsiderar la droga
anestésica ideal para la captura de animales sdged.a misma debe provocar un
efecto rapido, con un corto tiempo de inducciéoa @ min), tener un amplio margen
de seguridad, ya que es utilizada en animalesseque se desconoce el peso exacto,
y el estado de salud vy fisioldégico (gestacion, niNe Debe provocar el efecto
deseado con un pequefio volumen de droga (ideal)<Bngue es necesario para el
uso de dardos para la captura a distancia. Delmepagsa droga antagonista, lo que
permitira revertir los efectos indeseables de testesicos cuando estos se presenten
(hipertermia, hipoxemia), asi como otros efectosvpcados por el decubito
prolongado (timpanismo ruminal, compresiones neago y musculares,
regurgitaciones) (Caulkett y Arnemo, 2007; Santibgoeno et al. 2011). También
debe inducir una narcosis rapida y profunda, ladpadisminuir posibles accidentes
en la manipulacion de especies peligrosas, provacalgesia durante y luego del
procedimiento (colocacion de implantes, extracaiten muestras de tejidos). Por
altimo, debe ser una droga de facil acceso (erm&ren el pais, de costo
accesible). Al no existir una droga anestésicalidgae cumpla con todos los
requisitos que se pretende para la inmovilizacida gnestesia, debe utilizarse una
combinacion de estas que permita lograr todos liestes deseados. Estas

asociaciones buscan provocar una rapida inducaidme, evite lesiones de los
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animales, una buena relajacion muscular, poca siépreardiaca y respiratoria, asi
como contar con un antagonista que sirva paraemgeracion rapida (Jessup et al.
1985; Santiago-Moreno et al. 2011).

Para la inmovilizacibn de cérvidos silvestres sen hdilizado varias
combinaciones (Flach, 2003). Dentro de las drogas ge usan para la
inmovilizacidn y la anestesia en animales silvasse encuentra una gran diversidad
de farmacos (Caulkett y Arnemo, 2007), agentedipardes (curare, succinilcolina),
opioides (etorfina, thiafentanilo, carfentanilo)pi@ceos antagonistas (naloxona,
naltrexona), ciclohexaminas (ketamina, tiletaminajjonistasa-2 adrenérgicos
(xilacina, detomidina, medetomidina), neuroléptic@cepromacina, droperidol,
diazepam, zolazepam). Ninguna de estas drogasimmias cumple con todos los
requisitos antes mencionados, por lo que la mgjoido es combinarlas para sumar
efectos benéficos y disminuir los indeseables. & de estas drogas solas o
combinadas ha sido utilizado para la captura e wimacion en cérvidos (Seal y
Bush, 1987; Zomborszky et al. 1999; Flach, 2003ulk&at y Arnemo, 2007;
Martinez-Pastor et al. 2009; Santiago-Moreno €2@10, 2011).

De acuerdo a la literatura una de las combinacianestésicas mas utilizada
para la captura e inmovilizacion en cérvidos edeldosa2 agonistas (xilacina) y las
ciclohexaminas (ketamina) (Seal y Bush, 1987; G#tik Arnemo, 2007; Martinez
et al. 2008). Esta asociacion provoca diferenteste$ que pueden ser considerados
indeseados 0 incluso patolégicos, como ser depresdpiratoria, bradicardia,
hipotensién, hipotermia, timpanismo ruminal, todosusados por la xilacina
(Caulkett y Arnemo, 2007). Uno de los efectos geenpre se produce con esta
droga es la depresion respiratoria, con la consigei hipoxemia, siendo comun

observar valores por debajo de 90% de saturaci@xigeno. En ese sentido, en la
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mayoria de los rumiantes los valores de saturad@nxigeno por debajo de 95%
indican una incorrecta oxigenacion de la hemogmlfMcKelvey y Hollingshead,
2003Db; Caulkett y Arnemo, 2007).

De todas formas es una combinacién anestésicaumugle con casi todos los
requisitos planteados. En el pais se cuenta comldasdrogas, existe una droga
antagonista de la xilacina (clorhidrato de yohinapjraunque no existe antagonista
disponible para la ketamina. Pueden utilizarse melies pequefios para alcanzar su
efecto hipnético y ambas drogas poseen un bajo.cBst todo esto es la asociacion
anestésica que se eligid para ser utilizada eagtua del venado de campo.

El protocolo anestésico no debe provocar grandastonnos fisioldgicos que
representen un riesgo de vida para los animales,qle tienen un alto valor
individual. Ademas debe asegurar una correcta asialge inmovilizacién del

animal, no interfiriendo con los sistemas nheuromlages que controlan la
protrusion, ereccion del pene, y eyaculacion. Lestasia también, debe limitar los

problemas relacionados con la contaminacién uargel semen.

1.8.5. USO DE LA ATROPINA

La atropina es una droga anticolinérgica, extraldala belladona y otras
plantas de la familia de la Solanaceae. Su ef@titesl sistema nervioso autbnomo
se debe a su antagonismo competitivo de los reesptmuscarinicos de la
acetilcolina, por lo que es considerada una dragasimpaticolitica (McKelvey y
Hollingshead, 2003a). Dentro de sus principalesteese encuentran: aumento de la
frecuencia cardiaca, broncodilatacion, disminucdin la secrecion del aparato
respiratorio, disminuye la produccién de salivaey screciones gastrointestinales

(McKelvey y Hollingshead, 2003a). Debido a sus tfec la atropina podria
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contrarrestar los efectos adversos de las droglasifra-ketamina) utilizadas para la
AG en este estudio, por lo cual su inclusion enpmtocolo anestésico seria

beneficiosa.

1.9. ENZIMAS ESTUDIADAS

La CK enzima responsable de la captaciéon del A@Rx pa contraccion
muscular es la enzima mas usada para la deterfimage enfermedades
neuromusculares en los animales domésticos (Cardid@7). Ademas del musculo
esquelético, esta presente en miocardio y cer&aalinet, 1997). Su incremento en
suero refleja el trabajo muscular intenso o dafisauiar, ya que es una enzima que
se encuentra dentro de la célula muscular (Akatas. €993; Cardinet, 1997). La
concentracion de CK se incrementa rapidamente eno swego del dafio muscular y
desciende a valores normales en horas o dias $EnglLepherd, 1981; Cardinet,
1997). Tanto la captura como la EE provocan unemento de esta enzima en el
alce y berrendo (Cardinet, 1997), y en carnerosiBxay Ungerfeld, 2011).

Otra enzima utilizada para diagnosticar enfermeslacturomusculares es la
AST (Akatas et al. 1993; Cardinet, 1997). La coteadn de la AST aumenta con
la enfermedad del musculo blanco en corderos, wacasdos (Cardinet, 1997). Su
incremento en suero también se produce en minutagas, pero su concentracion
en sangre se mantiene aumentada por dias o se(@ardmet, 1997). El estudio
conjunto de ambas enzimas (CK y AST) permite dateansi el dafio muscular esta
activo o fue anterior (Cardinet, 1997). Por tamfoanalisis de estas dos enzimas en
los venados de campo es importante para determein@osible dafio muscular

provocado, tanto por la captura como por la EE.
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La fosfatasa alcalina sérica (FAS) es una enzioe @pta presente en la
mayoria de los tejidos (Tennant, 1997). Se encaesr altas concentraciones en
intestino, rifidn, hueso e higado (Tennant, 199%)ebl clara su funcion fisioldgica,
pero al estar relacionada con la membrana cekgdacree que cumple funciones de
transporte en la membrana (Tennant, 1997). El atardsnla FAS, se produce en el
dafo tisular del higado, en la colestasis intraiead extrahepatica, dafio 6seo o
crecimiento 6seo (Tennant, 1997). La concentrad&iAS también se incrementa
como respuesta a un aumento de glucocorticoidgab@k y Mol, 1997). En la
presente tesis el estudio de la FAS puede pemnmitirar si existe dafio provocado al
higado por el uso de la las drogas anestésicasmaadde determinar posibles
incrementos en los animales juveniles por no hbalizado su desarrollo corporal,
0 posibles incrementos por la secrecion de cortigbida al estrés ya sea por la

captura como por la EE.

1.10. FACTORES A CONSIDERAR EN EL ESTUDIO
1.10.1. CATEGORIAS

En los experimentos se plante6 trabajar con dagogr de animales
compuestos por machos adultos y juveniles parandetar si existe una respuesta
diferencial por categoria. Como se sabe, las dosfectos de los farmacos difieren
de acuerdo a la especie, edad, peso, estado dk d&lanimal, 6 temperamento
(Pereira, 2002; Caulkett y Arnemo, 2007; Santiagmévio et al. 2011). Otros
autores han demostrado que los ciervos dama jovanmesnas estresables que los
adultos (English y Lepherd, 1981). Esto podria iogpluna respuesta diferenciada
gue se evidencie en las respuestas fisiologicasgadteran con la EE (cortisol, FC,

y respiratoria, pulso, etc.) (Marco et al. 1997reRéet al, 2003), asi como en la
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bioguimica sanguinea (FAS, CK) (Klinger et al. 19B6ck et al. 1987; Chapple et
al. 1991). De igual forma que los parametros bimigds sanguineos, los

fisiologicos, también podrian verse afectados p@dad de los animales.

1.10.2. REPETICION DE LAS EXTRACCIONES O TRATAMEESTACION
DEL ANO (OTONO, INVIERNO, PRIMAVERA, VERANO, Y NAMENTE
OTONO).

En este estudio la captura y EE de los animalesaliz6 en 5 oportunidades.
Dado la falta de disponibilidad de animales no erah utilizarse animales
diferentes en cada extraccion (el termexdraccion incluye a la captura y la EE,
realizada en diferentes estaciones). Esto podté@ardmar un “acostumbramiento” a
las dosis anestésicas utilizadas en las sucesapdisras, |0 que podria determinar un
menor efecto, con diferencias en los tiempos deucapy una menor inmovilizacion.
También los animales podrian responder de una forésaintranquila, con un mayor
estrés a la presencia humana, por haber sido stweefireviamente a iguales
situaciones (extracciones previas). Esto tambiérigaleterminar que se requiriera
un mayor tiempo de persecucion para la capturaada animal, y/o dosis mayores
de la asociacion anestésica para lograr el mispui@fue en capturas anteriores.

Por otro lado, existen muchos factores que afdatéisiologia, dentro de los
que se encuentran, la nutricion, el ritmo circadjatemperatura, clima y el
fotoperiodo (Lincoln et al. 2006). En muchas espeexiste una influencia marcada
del fotoperiodo, generando una estacionalidad maycaaa en la reproduccion,
determinando que en la mayoria de los mamiferopdoos se concentren en la
primavera. En los ungulados el fotoperiodo (Kaescal. 1984) y la nutricion son las

dos influencias ambientales de mayor importandiacln et al. 1998).
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En una poblacion de venados de campo de Brasiteentind que existe un
ciclo bianual en la concentracién fecal de testoste (Garcia et al. 2005). También
se reportd en la misma especie que existen difaemn cuanto a la calidad del
semen en dos momentos del afio (Duarte y Garcial)18®r tanto, es posible
entonces que exista una respuesta diferente astoaubos eléctricos de la EE en
diferentes estaciones, modificando el voltaje sade para la eyaculacion. Si ello
fuera asi, los parametros que se ven afectadofa®E podrian variar menos en
momentos en que es necesario aplicar menos pusmsas.

Visto todos los antecedentes antes mencionadosgidevando todos los
efectos adversos tanto de la anestesia como dg, laseEplantea en esta tesis estudiar
si la EE bajo AG en el venado de campo es un mégbelctivo y seguro para la
obtencion de semen. Analizando también todas laibles alteraciones que podria
provocar dicho manejo en los animales, a sabietelagie se trata de una especie en

riesgo de extincion.
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2. HIPOTESIS DE LA TESIS

Por todo lo anteriormente descrito se plantearssilguientes hipoétesis de trabajo:

1) La técnica de EE bajo AG en el venado de capmpwoca respuestas de
estrées y alteraciones en los parametros fisiolggicdioquimicos vy

com portamentales.

2) Estos cambios varian de acuerdo a la catederienado de campo y del

voltaje utilizado durante la EE.

3) Los parametros estudiados varian con la repetie la EE en diferentes

estaciones del afio.
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3. OBJETIVOS DE LA TESIS

3.1. OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO DE TESIS

Caracterizar la respuesta fisioldgica, bioquimiceomportamental a la EE
bajo AG en el venado de campo, determinando adeshdghas respuestas varian

de acuerdo a la categoria de los animales y pé&iicedn del procedimiento.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar si el voltaje aplicado durante la EERcategoria de venados
de campo anestesiados con xilacina, ketamina piatr@fecta la:
- Frecuencia cardiaca
- Frecuencia de pulso
- Frecuencia respiratoria
- Temperatura rectal
- Saturacion parcial de oxigeno
- Concentracion sérica de cortisol
- Concentracion sérica de creatinquinasa

- Concentracion sérica de aspartato aminotreasse
- Concentracion sérica de fosfatasa alcalinaasér

2) Determinar si la respuesta a la EE es afecpamtala repeticion del
procedimiento en forma estacional (otofio, invierr@jmavera, verano, Yy

nuevamente otoio).

3) Estudiar si durante la EE bajo AG en el venddacampo, se producen
vocalizaciones; caracterizar y analizar dichas Noaeiones, y determinar si éstas se

ven afectadas por la categoria y el voltaje utiliza
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4. MATERIALES Y METODOS GENERALES

Se realizaron cinco muestreos (extracciones) aecuéncia trimestral,
comenzando en marzo 2008 y culminando en marz®@@. 2.a primera extraccion
fue realizada en marzo de 2008, pero el métodegistro de los datos fisioldgicos
(FC, FP, FR, Sp® durante la EE, fue diferente al utilizado en #aguientes
extracciones (a tiempos fijos, y no en funcionw#gtaje). Por lo tanto esos datos no
fueron usados para el analisis de la respuestaudedd al voltaje durante la EE. Sin
embargo los datos obtenidos antes de la EE (AE&¢spués de la EE (DEE) de esa
extraccion si fueron usados para el estudio deefaeticion del tratamiento
(extracciones). Por tanto, la extraccion realizada junio-julio de 2008 fue
considerada como el primer estudio de caracte@imamympleta realizado en la tesis,
en el que se analizaron las variables de respadatBE.

Los estudios realizados y presentados en esta fliests:

- En una primera etapa, se caracterizaron las resgugda EE del venado de
campo anestesiado. Estas fueron analizadas erdfudeila categoria de los
animales (adulto vs juvenil), y también de acuexideoltaje utilizado durante
la EE.

- En el segundo estudio que se presenta (Repeti@brltamiento), se
analizé si los cambios observados fueron diferetéescuerdo a la repeticion
de las extracciones (cinco en total).

- En tercer lugar y por ultimo (Analisis de Vocalimawes), se estudiaron las
vocalizaciones registradas durante la EE, las gamfh analizadas tanto en

funcién de la categoria (adulto vs juvenil) comd deltaje utilizado.

30



4.1. ANIMALES Y SU MANEJO

El estudio se llevo a cabo en la ECFA, ubicadalém 5 de la ruta 37, en la
falda del cerro Pan de Azucar, Departamento de daaldo. En la misma se alojaban
solamente animales autoctonos entre los que satealca la poblacion de venados
de campo utilizada. Los animales se encontrabajadal® en encierros de
aproximadamente 0,5 ha, separados por tejido aebatgade 1,50 m de alto, con
abundante agua disponible en recipientes plastieoanos 100 |, pastura natural,
arboles y arbustos (Fig. 10). Dadas las caradtarsstle los encierros, las variaciones
naturales de las pasturas y el espacio de aliméntagstringido de que disponian,
los animales eran suplementados con racion peketdad/aca lechera, de lunes a
sdbado en horas de la mafiana, a razén de aproximaatia600 g por animal, lo que
dado el sobrante observado normalmente se consideréad libitum

Se trabaj6é con dos grupos de 6 animales ubicatlo®® de estos encierros.
Un grupo estaba compuesto por 6 machos adultosntoe 4 y 6 afios de edad, y el
otro por 6 animales juveniles, de aproximadameji@fios al comenzar los trabajos.
Todos los animales se encontraban identificadosamvanas.

La monitorizacion de la anestesia y la EE se réaizla sala veterinaria de la
ECFA, la que se encontraba a aproximadamente 5Ce mnd de los encierros
(adultos), y 100 m del otro (juveniles) (Fig.11a ala veterinaria contaba con todas
las comodidades necesarias para llevar adelamtabaljo: un local de cirugia (agua
corriente, buena fuente de luz, dos mesas de awetialable, una quirdrgica de 60 x
1,80 cm y una mesa auxiliar mas pequefia) y un datmdo (microscopio, bafio

térmico, centrifuga, freezer).
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Figura 10. Imagen que muestra uno de los encierros de laesrde campo, donde
se aprecia la vegetacion, pastura, la altura dehtalado y el recipiente plastico del
agua.

Figura 11. Imagen modificada de Google Earth (24 de juli®@#&l) que muestra la
distribucién de los encierros. Los machos adulalsjaban en el encierro 9, y los
juveniles en el 2. También se muestra la ubicagd®la sala veterinaria.
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4.2. CAPTURA'Y ANESTESIA DE LOS ANIMALES

Se realizaron un total de 53 capturas, todas teifai€mafnana, entre las 08:00
y las 12:00 h.

Para la captura se utilizé una cerbat@helinject, Agua Dulce, California,
EEUU), y dardos con anestesia (Fig.12). Para facilia identificacion de los
animales a distancia, y seguimiento durante elogeride induccién se utilizaron
prismaticos. La anestesia utilizada en los darfl@suna combinacion de 2,0 mg/kg
xilacina 10% (Sedomin; Laboratorio Koénig, Buenose&j Argentina), 1,6 mgkg de
ketamina 5% (Vetanarcol; Laboratorio Kénig, Monti®o, Uruguay) y 0,013 mg/kg
of atropina 1%o. (Sulfato de Atropina; LaboratorioNOMontevideo, Uruguay). Las
dosis de las drogas se calcularon de acuerdo @ @esanimales, los que se
consideraron en funcion de los registros de captaméeriores.

4.2.1. TIEMPO DE INDUCCION

En todos los animales se registré el tiempo dadddn anestésico. Este fue
considerado desde que el animal recibié el dardetahque adopt6 la postura de
decubito esternal o lateral (Fig. 13). Una vez meiteada la profundidad en la
hipnosis de los animales (grado de pérdida dekjoefpalpebral y respuesta a
manipulacion de las extremidades), se controlaverphrametros vitales (FC y FR).
Luego se les colocd una venda en los ojos parareeitestimulo luminico y la
sequedad de la cornea, y posteriormente fuerorspgoatados en una camilla
acolchonada para evitar traumatismos y compresioagta la sala veterinaria, donde

previo a comenzar con la EE se registraron losp€BEa@. 14).
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Figura 12. Cerbatana y dardos (Telinject, Agua Dulce, Catifar EEUU), utilizados
para la captura de los venados de campo.

Figura 13. Venado adulto anestesiado, mostrando la posturdedébito esternal
adoptada.

Figura 14. Registro de los pesos, donde se aprecia la camdlatransporte
acolchonada y la venda puesta en el rostro delkdeena
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Una vez dentro de la sala veterinaria, los anisnfleron colocados en una
mesa de acero inoxidable, acondicionada con un dc@ichonamiento, y recubierta
con nailon. Siempre se colocé a los animales emlitec lateral derecho para
prevenir complicaciones respiratorias restrictipas compresion del diafragma por
un timpanismo ruminal. Se les colocé un catéteawsnoso en la vena cefélica, y se
les administré una solucion de cloruro de sodidd@ forma continua, hasta el

final del procedimiento.

4.3. ELECTROEYACULACION

Las muestras de semen fueron obtenidas mediantetliEzando una sonda
rectal (300 mm de largo x 19 mm de didmetro, ca@s telectrodos de cobre
longitudinales de 30 mm de longitud) (Model 3031 Eectronics, Oregon, EEUU)
(Fig. 15). Previo a colocar la sonda rectal, la allaprectal fue vaciada de su
contenido de materia fecal. Durante la EE se aplicaeries de 10 pulsos de 4 a 5
seg en cada voltaje, descansando 2 a 3 seg eng® $ fue incrementando de a 1
V en cada serie, comenzando en 1V, y finalizanmdel enomento de la eyaculacion.
Se registro el voltaje y el nUmero de series queesesitd para provocar la ereccion

y la eyaculacion en cada animal en cada extraccion.

4.4. REGISTROS DE PARAMETROS FISIOLOGICOS

Una vez que los animales estaban colocados emittetdteral sobre la mesa
en la sala veterinaria, y luego de colocada lainttavenosa, se comenzd6 con los
registros de FC, FP, FR y oximetria. Estos fueemistrados momentos antes de
comenzar la EE (AEE), durante la EE (con cada cardei voltaje), y luego de

finalizada la EE (DEE).
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La FC se registré con un Polar A3 (SI20POLAR, Oulu, Finlandia). La FR
fue registrada contando los movimientos respirasorilel torax. El pulso y la
oximetria se registraron mediante el uso de oxorarpulso (Pulse 503 Oximeter;
CSil, Criticare Systems, Waukesha, Wisconsin, EEWDi), sonda lingual. La TR se

registré AEE y DEE, con un termdmetro electronico.

4.5. DETERMINACION DE ENZIMAS EN SANGRE Y CORTISOL

Se tomaron dos muestras de 10 ml de sangre AEEE. Ihmediatamente
después de cada extraccion las muestras fuerorfugatas a 108@ durante 20
min, se extrajo el suero, y el mismo fue almacerad®0°C. La concentracién de
CK, AST, y FAS en suero se midio en el LaboratdeoAnalisis Clinicos (Facultad
de Veterinaria, Montevideo, Uruguay), con un ama@@ discreto de rango
ultravioleta visible (Metrolab 1600 DR, Metrolabu@&hos Aires, Argentina), usando
kits comerciales (Bio-Systems, Barcelona, Espafia).

Las concentraciones de séricas de cortisol se roidien el Laboratorio de
Técnicas Nucleares (Facultad de Veterinaria, Modésy Uruguay), por
radioinmunoanalisis, usando un kit de fase solldR(; Siemens, Los Angeles,
California, EEUU). La sensibilidad fue de Qu8/dl. Los coeficiente de variacion

intra ensayo e inter ensayo, fueron mas bajos %2

4.6. RECUPERACION ANESTESICA

Luego de finalizado todo el procedimiento, loswales fueron colocados en
la camilla y trasladados a sus respectivos ensgefoeron ubicados sobre el pasto
en sitios con pendiente, con la cabeza hacia ta p#s alta, y en zonas libres a 4 m

a la redonda de cualquier estructura (alambradmle&s, rocas), para evitar que los
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animales se tropezaran al momento del despertgr {B). Se administraron 0,26
mg/kg de clorhidrato de yohimbina 1% (Reverze, lratmyio Vetcross, Montevideo,
Uruguay) en la vena yugular. Se registro el tiem@oecuperacion de la anestesia, el
que fue considerado desde la administracién déli@ot hasta que los animales se

incorporaron o se colocaron en decubito esternal.
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Figura 15. Electroeyaculador usado en el estudio, con la soeatal y sus
electrodos longitudinales de cobre.

Figura 16. Venado adulto, durante la recuperacién anestédtuservar la postura en
declive del terreno, con la cabeza dirigida haaiadna mas alta, lo que facilita su
incorporacion.
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5. PRIMER ESTUDIO: CARACTERIZACION DE LA
RESPUESTA A LA ELECTROEYACULACION, EN
VENADOS DE CAMPO MACHOS, ADULTOS Y
JUVENILES, ANESTESIADOS

5.1. OBJETIVO

Determinar si el voltaje aplicado durante la ER ygategoria de venados de
campo anestesiados con xilacina, ketamina y ataogecta la:

- Frecuencia cardiaca

- Frecuencia de pulso

- Frecuencia respiratoria

- Temperatura rectal

- Saturacion parcial de oxigeno

- Concentracion sérica de cortisol

- Concentracion sérica de creatinquinasa

- Concentracion sérica de aspartato aminotreassde
- Concentracion sérica de fosfatasa alcalinaasér
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. CAPTURA, EE, Y VARIABLES ANALIZADAS

Este estudio fue realizado en los meses de unidio de 2008 con 11
animales, 6 adultos (4-7 afos de edad) y 5 juve(lel,5 afios de edad). La captura
se realiz6 con dardos con anestesia disparadosupan cerbatana. Una vez
transcurrido el tiempo de induccion y habiendo #adp el decubito lateral, los
animales fueron transportados en camilla hastaala seterinaria. Una vez
estabilizados, se registraron los diferentes parasidisioldgicos (FC, FP, FR,
SpO, TR), y se extrajo la muestra de sangre AEE emua se midio la
concentracion de las enzimas CK, AST, FAS y elisaltSe realizé la EE, y DEE se
extrajo la segunda muestra de sangre para el iarddisas enzimas y el cortisol, y se

volvieron a registrar los parametros, FC, FP, RFD,STR.

5.2.2. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los parametros se compararon por ANOVA mpaedidas repetidas
(mix model, SAS). El modelo incluyo el efecto decédegoria (adultos vs juveniles),
del voltaje (AEE, 1-6 V, DEE), y su interaccion.d efectos de la categoria sobre la
FC, FP y FR AEE, y sobre el tiempo de inducciéeguperacion se compararon por
ANOVA. Los resultados fueron considerados signifiees con uno = 0,05. Los

datos se expresaron como las medias + SEM.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. CAPTURA Y ANESTESIA

El peso obtenido fue de 29,7 + 2,7 kg en los vesadiultos y 24,3 = 2,0 kg
en los juvenilegP = 0,003).Todos los animales capturados sobrevivieron al sieno
dos meses luego del muestreo. El protocolo anestéslizado permitié una captura
rapida y unamiorelajacion suficiente como para la realizaciénlal EE, aunque en
todos los animales se observaron contraccionesodenliembros posteriores
provocadas por los estimulos eléctricos. No huberaticias entre las categorias en
el tiempo de induccidn o recuperacion (Tabla I.)dbais de yohimbina utilizada fue

efectiva en revertir los efectos de la xilacinaados los animales anestesiados.

Tabla I. Tiempo (min) de induccién y recuperacide, venados adultos (CA) y
venados juveniles (CJ) capturados. Los resultagopresentan como medias *
SEM.

CA CJ
Tiempo de induccion 16,7 £6,8 16,8 £9,5
Tiempo de recuperaciéon 3,025 15+1,2

5.3.2. PROTRUSION, ERECCION Y EYACULACION

De los 11 animales, solo 6 presentaron ereccitwptada: 2 fueron adultos y
4 juveniles. La ereccion ocurrié a partir de 4,0,4 y 3,8 + 1,0 V, en adultos y
juveniles (ns). La protrusion ocurrio en 4 de Ids dnimales: 2 adultos y dos
juveniles. Se obtuvo semen de todos los animadedp tadultos como juveniles,
comenzando la eyaculacion en 2,8 = 1,6 y 3,8 £\1,3n adultos y juveniles
respectivamente (ns). En uno de los animales jlesrel semen se contamind con

orina.
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5.3.3. PARAMETROS FISIOLOGICOS

Los resultados de la FC, FP, FR y la $p® funcion del voltaje de la EE se
presentan en la Fig. 17.

Los valores de FC AEE fueron similares en venaasitos y juveniles
(Fig.17a). La FC se increment6 durante la EE (P,60%), lo que comenz6 a
observarse desde la aplicacion de 1 W (®0001), sin existir cambios en el valor en
el resto de los voltajes aplicados ni DEE, sieddaa@emento mayor en los adultos
(P<0,01). No se encontro interaccion entre la catagoel V en la FC.

La FP AEE fue similar en venados adultos y juvenilFig. 17b), aumento
durante la EE (R 0,0001), siendo el incremento mayor en los adRss0,01). No
se encontrd interaccion entre la categoria y ¢hjokn el pulso.

La FR no se vio afectada por la EE o la categ(fig. 17c). No hubo
diferencias en la oximetria de acuerdo a la categi® los machos ni tampoco a la
EE, pero hubo una interaccion entre ambas (P 3 (F0g 1d).

La TR baj6 DEE (P< 0,0001), sin diferencias entre machos adultos y

juveniles (Tabla Il).

5.3.4. ENZIMAS EN SANGRE Y CORTISOL

La concentracion de CK, FAS, y AST en plasma, lycdetisol AEE y DEE
en suero se presenta en la Tabla Il. La concedtrate la FAS y de la CK fueron
mayores en los venados juveniles<(B,05), y la concentracion fue mayor DEE<(P
0,001, y P< 0,01) respectivamente. La AST aumenté DEE(P,05), sin existir
diferencias entre las categorias. No se observafentos significativos en la

concentracién del cortisol.
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(DEE), de la EE en venados de campo, adultos (Hoetinua), y juveniles (linea
discontinua), anestesiados.
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Tabla Il. Temperatura rectal, concentracion detorgainasa, aspartato
aminotransferasa, fosfatasa alcalina sérica ysobritbbtenidos antes y después de la
EE (AEE y DEE), en adultos (CA) y juveniles (CJg,w®nados de campo
anestesiados. Los resultados se presentan comasie8EM.

92)
prd

Int

NS
NS

NS <0,05 NS

P
<0,05 <0,001 NS

Tr
S 0,000
NS NS

99 +18
404 +85 444 * 96

0,5+0,3

DEE

371 +0,4

CJ
0,9+0,9

AEE

37,6 £0,
303+56 788+251 <0,05 <0,01

DEE
36,7 £0,
75+12

CA
AEE
37,50,
24
251+85 323+118

157 £125 37040
71+

Cortisol ug/dl) 0,2+0,03 1,0+£1,0

FAS (UI/l)

TR (°C)
CK (Ull)
AST (UI/)

TR, Temperatura rectal; CK, creatinquinasa; ASPpa#sato aminotransferasa; FAS, fosfatasa alcalina
sérica; Tr, efecto de la categoria, T, efecto éshpo (AEE Vs DEE), Int, interaccién entre la
categoria y el tiempo.
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5.4. DISCUSION

De acuerdo a nuestro conocimiento, este es ebprestudio que describe los
efectos de la EE bajo AG, sobre los parametro®ldigicos y bioquimicos
sanguineos en venados de campo. Por otro ladajmsige informacion también es
escasa en otros cérvidos, asi como en otros russiailtzestres y domésticos. En
relacién a la asociacion anestésica y dosis uldizen este estudio para la captura,
como en el manejo anestésico durante la EE, eblpadirmar que la misma resulté
ser efectiva ya que todos los animales resultanomovilizados y no existieron
complicaciones anestésicas.

Todos los animales presentaron un tiempo de indliccapido, lo que
disminuyo el riesgo de accidentes de los mismasaaso del personal que participd
de la captura. El tiempo de induccién en este esfué mas largo a lo observado en
el ciervo cola blanca (Delgiudice et al. 1990),gpeentro del rango descrito para la
xilacina por Caulkett y Arnemo (2007). Esta difesienen el tiempo de induccién
podria deberse a que se utilizd una menor dosiketignina a la usada por otros
autores (Delgiudice et al. 1990), incluso menaa ddsis utilizada anteriormente en
la misma especie (Duarte y Garcia, 1997), lo geendliuye el efecto residual de la
droga (Caulkett y Arnemo, 2007). La misma provonadaspertar prolongado, con
una importante ataxia de los animales por un pera® tiempo considerable luego
de finalizada la anestesia. Este efecto queda defiesto en anestesias de poca
duracién donde al revertir a los-2-agonistas usados en combinacién con la
ketamina, los efectos de esta ultima perduran g tiempo (Kreeger et al. 2002;
Caulkett y Arnemo, 2007). Al usar una dosis mermketamina, como la utilizada
por otros autores (Arnemo et al. 2005), DEE, fusilie llevar rapidamente a los

animales a sus encierros y revertir los efectom déacina, sin que se visualizaran
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efectos residuales de la ketamina. Esto evit6 tgmermonitorear por un periodo de
tiempo prolongado a los animales luego de la asies(€aulkett y Arnemo, 2007).
Ademas, ello permitié evitar agresiones por pagdod otros machos del encierro,
considerando que se ha observado comportamientoistgchacia los animales
anestesiados, tal como sucede en carneros bigRehetier et al. 2004), y ciervo
dama (Jennings, 2007). El efecto de la anestesiaefiertido rapidamente en todos
los animales, y el tiempo de reversion fue simallareportado en cabras montesas
anestesiados y electroeyaculados (Santiago-Moiteslo2011).

Todos los animales eyacularon, pero no todos pi@ss protrusion y
ereccion del pene. Si bien la anestesia no init@don el proceso de eyaculacion, el
gue es controlado por la via nerviosa simpatica¢BLet al. 2005), si interfirié en la
protrusion y ereccion que son controlados por &apdrasimpatica (Knight, 1974;
Busso et al. 2005). Se presume quenl@sagonistas podrian provocar la contracciéon
de las glandulas anexas en los machos, lo que godalcilitar la eyaculacién,
mientras que la ereccion y la protrusién se vemitisidas o ausentes (Santiago-
Moreno et al. 2011). Aparentemente la falta derpsadn y de ereccion se deberia
mas a un efecto de la ketamina que de la xilaGaat{ago-Moreno et al. 2010). La
contaminacion de muestras de semen con orina esjaigpuede ocurrir relacionado
también con la anestesia, dado que el mismo ef@aoipatico que ocurre en las
gandulas anexas ocurriria en la vejiga, determimdadiccion (Santiago-Moreno et
al. 2010). Ademas la contaminacion de la muestraedeen con orina es algo que
ocurre comunmente en la EE (Scott et al. 1959; wviat4978), debido a la
proximidad de la vias neurales que controlan laitmvesical de las que inducen la

eyaculacion.
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Dado que no existen datos sobre los valores decrgfia de la FC, FP, FR y
de la TR en el venado de campo, es dificil llegaoaclusiones firmes sobre los
cambios cardiorespiratorios y termorregulatoriog @das formas varias de las
modificaciones inducidas por la EE plantean algyno#tos interesantes de discutir.

La FC y el pulso registrados AEE, podrian ser iclemados bradicérdicos,
mas aun considerando que los animales fueron nukdiceaon atropina, lo que
deberia haber aumentado la FC a valores superotes obtenidos. Ademas del
hecho de que las capturas resultan estresantes @mimales silvestres y ese estrés
agudo determina un aumento de la FC (Broom y Johri€i93). Los valores serian
aun mas bradicardicos considerando los efectosadeetamina: aumento de la
presion arterial, el gasto y la FC (Walsh y WilsB@02; McKelvey y Hollingshead,
2003a), los que contrarrestan los efectos de #&&iré (Hui-Chu, 2007). Ademas los
valores obtenidos fueron inferiores a los desciitas otras especies de rumiantes
anestesiados (DelGiudice et al. 1989; Santiago-Moet al. 2011). Esto se podria
deber al efecto depresor de la xilacina sobre lg$&al y Bush, 1987; Caulkett y
Arnemo, 2007; Santiago-Moreno et al. 2010). El encento de los valores de
frecuencia cardiaca y de pulso luego de comenzaB& | podria estar asociado a la
presencia de dolor, como sucede en toros (Mosuae #098) y carneros (Orhiuela
et al. 2009; Damian y Ungerfeld, 2011) electroelaans. Otro dato que refuerza lo
anterior, es la tendencia de la FC y FP a disminego de finalizada la EE, aunque
el tiempo registrado no fue suficiente para quaraaran los valores registrados
AEE. La diferencia entre la FC y del pulso entre \@nados adultos y juveniles,
puede deberse a una menor respuesta dolorosacesni#tainos producida por un
mayor efecto analgésico de la xilacina (Mckelveyollingshead, 2003a; Caulkett y

Arnemo, 2007).
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Los valores de oximetria se mantuvieron siempieHAdurante EE y DEE),
por debajo de 90%, pudiendo suponer que los amnsmaitesentaron una mala
oxigenacion y por lo tanto hipoxemia durante todmanejo anestésico. Los valores
observados fueron similares a los reportados ers arvidos anestesiados (wapiti:
Read et al. 2001; ciervo porcino: Arnemo et al.®206no: Risling et al. 2011). Estos
valores podrian ser causados por la anestesiaosand-agonistas (Haigh, 1982;
Celly et al. 1997; Read et al. 2001; Caulkett yekno, 2007; Santiago-Moreno et al.
2010, 2011), o por el decubito lateral prolongadéagner et al. 1990; Read et al.
2001).

La disminucion de los valores de la TR registragmgiria ser consecuencia
del tiempo de anestesia cor2-agonistas (Mckelvey y Hollingshead, 2003b). En
este sentido, se sabe que l@L-agonistas pueden producir tanto hipo como
hipertermia (Livingston et al. 1984; Caulkett y A&mo, 2007; Santiago-Moreno et
al. 2010), pudiendo depender esto de la temperdelranedio ambiente (Ponder y
Clark, 1980). La temperatura ambiente no preseati@csiones durante la EE, ya que
la misma se realizé en un ambiente cerrado camt@ératura controlada, por lo que
es posible asumir que la depresion de la TR se addoauracion de la anestesia y al
efecto de losi-2-agonistas.

El incremento de las concentraciones de CK y A&E[podria deberse a un
trabajo muscular intenso, 0 a dafio muscular (Cardirf®97). También se describe el
aumento de la concentracibn de CK debido al dafiomiesculo esquelético y
cardiaco (Akatas et al. 1993), por lo que el aumenteste estudio podria deberse al
incremento del trabajo cardiaco y a los violentasvimientos de los miembros
posteriores observados durante la EE. Otros autepestaron incrementos similares

de CK en carneros electroeyaculados (Damian y Welder2011). A pesar del
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incremento de la AST, los valores fueron menoréssalescritos por otros autores
como consecuencia del dafio muscular (berrendon@hnsly Barrett, 1977; alces:

Haigh et al. 1977; bovinos, cérvidos y equinos: & et al. 1987). Por otro lado, al
no conocer las concentraciones basales de estmsasnen la especie estudiada, no
puede descartarse que el valor registrado AEE gtafalto, y que su incremento se
deba al estrés de la captura (Santiago-Moreno 204l).

Los valores de FAS AEE fueron mayores a los regiss en venados de
campo capturados en una poblacién silvestre (Uat 2003). El aumento de FAS
se produce como consecuencia del dafio tisularigatid, dafio 6seo o crecimiento
0seo (Tennant, 1997). No se encontré una explicggéda el incremento de FAS
DEE. Los venados juveniles presentaron valoresoregayde CK y FAS que los
venados adultos, probablemente a consecuenciaet@niento del aparato musculo
esquelético en los animales juveniles (Marco etl@87; Pérez et al. 2003). La
concentracion del cortisol no presenté cambiosetarcion a la EE. Al desconocer
los valores basales y maximos del cortisol en espacie, no puede descartarse que
la concentracion del cortisol ya estuviera aumentautes de la primera extraccion
de sangre, como consecuencia del estrés de laragiitnglish y Lepherd, 1981;

Chapple et al. 1991).
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5.5. CONCLUSIONES

La EE bajo AG en el venado de campo provocO casnlgio algunos
parametros fisiologicos. Esos cambios variaroaderdo a la categoria estudiada,

y se vincularon al voltaje utilizado durante la EE.

Los cambios en los parametros estudiados no micaesgos para la vida
de los animales, a excepcion de la saturacion glatei oxigeno, la cual se deberia

monitorear y en caso necesario, corregir.

La electroeyaculacion bajo anestesia general, xiatina, ketamina y

atropina, es un meéetodo adecuado para la obtedei@@men en el venado de campo

adulto y juvenil.
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6. SEGUNDO ESTUDIO: REPETICION DE LAS
EXTRACCIONES DE SEMEN MEDIANTE EE EN
VENADOS DE CAMPO MACHOS ADULTOS Y
JUVENILES ANESTESIADOS

6.1. OBJETIVO

Determinar si la respuesta a la EE es afectada lporepeticion del
procedimiento en forma estacional (otofio, invierr@imavera, verano, Yy

nuevamente otoo).
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6.2. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron 53 capturas y electroeyaculaciones5eoportunidades
diferentes. La primera extraccion, marzo 2008trabajéo con 12 animales, la
segunda extraccion se realizo en junio-julio 20@ d1 animales, la tercera
extraccion fue en setiembre-octubre 2008 con lina@es, la cuarta extraccion en
enero 2009 con 10 animales, y la ultima y quint@aexion en marzo 2009 con 9
animales. Se analizaron los datos de las 5 extmaes] pero para determinar el
efecto de la repeticion de la EE sobre las vargsaf#éoldgicas (FC, FP, FR y SpO
se analizaron los datos de cuatros extraccionds, @ae como ya fue explicado en la
primera extraccion no se registraron los mismo®slaEn la evaluacion de la
repeticion de la EE sobre las variables enzimagdasrmonales (cortisol), asi como

de la TR, se analizaron los datos de las 5 extraesi

6.2.1. CAPTURA, EE, Y VARIABLES ANALIZADAS
En las cinco extracciones siempre se trabajé loenmismos grupos de
venados de campo, 6 adultos y 5 juveniles (4-7 gfle4,5 afos respectivamente al

inicio del estudio) Toda la metodologia y los materiales utilizadosrdn los

mismos descritos en la metodologia general y éfseldio 1. La captura se realiz6
por intermedio de dardos con anestesia disparados una cerbatana. La
combinacion anestésica utilizada siempre fue lamaigen todas la extracciones
(xilacina + ketamina + atropina).

Se evaluaron las mismas variables en todas lasceidnes: FC, FR, FP, TR,
SpQ, cortisol sérico, enzimas (CK, FAS) AEE y DEE. Ne determind la
concentracion de AST, en todas las extraccionadppue el efecto de la repeticion

de la extraccion no fue estudiado. Durante la EEydvieron a registrar todas las
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variables fisioldégicas antes descritas en cadaopelisctrico. También se determind
el voltaje en que comenzo la ereccién, y la pradrudel pene, asi como el comienzo
de la eyaculaciéon. Por dltimo los animales fueremugltos a sus encierros, y la
anestesia fue revertida con yohimbina. Se reg@sirbns tiempos de induccién y los

tiempos en que los animales se despertaron.

6.2.2. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los parametros se compararon por ANOVA pardidas repetidas. El
modelo incluyé el efecto categoria (adultos vs fuies), el efecto voltaje (AEE, 1-6
V, DEE), y el efecto del nimero de extraccion. Baliad la interaccién categoria y
repeticion de la extraccion. Los resultados fueransiderados significativos con un

a = 0,05. Los datos se expresaron como las medss\t
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6.3. RESULTADOS

6.3.1. CAPTURA'Y ANESTESIA

Todos los animales capturados sobrevivieron alosi@os meses luego de
cada muestreo. Durante el periodo del estudio mumi@animal juvenil que solo
form6 parte de la primera extraccién (otofio de 20@&lizandose 5 juveniles
durante el resto de las extracciones (inviernanavera, verano y otoilo de 2009).
En el grupo de adultos murieron 2 animales, queal&ndurante el verano, y 4 en la
Ultima extraccion (otofio de 2009). Si bien estes &nimales murieron durante el
periodo del estudio, ninguna de estas muertesaestogulada a las manipulaciones
realizadas.

Aunque la combinacion y la dosis utilizada pernién todos los casos la
captura de los animales, en 10 de las 53 captardsls06 reforzar la dosis anestésica
con ketamina (0,8 mg/kg) intravenosa durante lallBElosis de yohimbina utilizada
fue efectiva en revertir los efectos de la xilacgmatodos los animales anestesiados,
solo en 3 de las capturas se observé luego devéaisién un efecto residual de la
ketamina, provocando que los animales demoraramcemporase y caminaran de
forma ataraxica por unos 20 minutos. No hubo efedtla categoria en los tiempos

de induccion y de recuperacion (Tabla Ill).

Tabla Ill. Tiempo (min) de induccion y recuperacida las 53 capturas de venados
adultos (CA) y venados juveniles (CJ). Los resusage presentan como medias +
SEM.

CA CJ
Tiempo de induccion 12,0+£0,6 14,0 £ 10,0
Tiempo de recuperaciéon 26+24 23+1,8
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6.3.2. ERECCION, PROTRUSION Y EYACULACION

De las 53 extracciones realizadas solo en 22 (41130 una ereccion
completa. De los animales que la presentaron, tadnfiieron de cada categoria. La
ereccion ocurrié a partir de 4,2 £ 0,9 y 4,5 £ ¥,@n adultos y juveniles (ns). Solo
en 13 (24,5%) de las extracciones hubo protrusiéh gene. En todas las
extracciones se obtuvo semen: la eyaculacion es®ien 3,0+ 1,5y 3,8+ 1,8V, en
adultos y juveniles respectivamente (P = 0,06). Ede las 53 extracciones la

muestra de semen se contamind con orina (1 ad@toyeniles).

6.3.3. PARAMETROS FISIOLOGICOS

La FC AEE fue similar en los venados adultos yepiles en todas las
extracciones (65 + 33 latidos/min) (Fig. 18a). HEgiaun efecto repeticion de la
extraccion, con aumento (P < 0,0001) de los valdeeBC en la 3By 52 extraccion,
sin que existiera un efecto categoria (en la repetide las extracciones los
resultados se presentan agrupados) (Fig. 19). Maamtré una interaccion entre la
categoria y la repeticién de la extraccion.

El valor de FP AEE fue similar en los machos amuit juveniles en todas las
extracciones (69 * 25 latidos/min) (Fig. 18b). LR ko fue afectada por la repeticion
de la extraccién, ni por la categoria (Fig. 203nd el Unico efecto el voltaje (Fig.
18b).

Los valores de FR AEE, durante y DEE, fueron sireB en ambas categorias
(Fig. 18c). Existié un efecto del voltaje, que prmd un incremento en ambas
categorias (P = 0,0005) a partir de los 4 V, aumgoe se mantuvo en el resto de los

voltajes y DEE. Los valores de la FR fueron menere$a 4 extraccion y mayores
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en la 5% (P < 0,0001) (Fig. 21). No hubo interac@atre la categoria y el voltaje, ni
tampoco entre la categoria y la repeticion de teesion.

La SpQ no vari6 en funcién del voltaje ni de la categ@Fry. 18d), pero si
hubo un efecto de la repeticién de la extraccion=(B,02), presentando valores
menores durante la 42 extraccion (Fig. 22). No hnberaccion entre la categoria y
el voltaje, ni tampoco entre la categoria y la tiefi de la extraccion.

Los valores de TR no fueron diferentes entre vesatultos y juveniles,
aunque disminuyeron DEE (P = 0,007) (Tabla IV). kakres de TR variaron entre
las extracciones (P = 0,0001), presentando valogessaltos en la 12, 42 y 52 y mas

bajos en la 28 y 32 extraccion (Fig. 23).
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Figura 19. Frecuencia cardiaca, en la 23, 33, 43 vy 52 exéraqtrimestrales) en
venados de campo, adultos, y juveniles, anestesiados datos durante las
extracciones se presentan agrupados. Se incluygmaéicas insertas los datos de
frecuencia cardiaca AEE, durante y DEE, de cade&ibn, en venados adultos
(barras oscuras) y juveniles (barras claras). katif@rentes indican diferencias entre
las extracciones.
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Figura 20. Frecuencia pulso, en la 223, 33, 43 y 52 extrac(idmestrales) en
venados de campo, adultos, y juveniles, anestesiados datos durante las
extracciones se presentan agrupados. Se incluygmaéinas insertas los datos de
frecuencia pulso AEE, durante y DEE, de cada esittac en venados adultos
(barras oscuras) y juveniles (barras claras).
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Figura 21. Valor de frecuencia respiratoria, en la 22, 32 4p 52 extraccion
(trimestrales) en venados de campo, adultos, ynjlese anestesiados. Los datos
durante las extracciones se presentan agrupadascliGgen en graficas insertas los
datos agrupados de frecuencia respiratoria AEEBndery DEE, de cada extraccién,
en venados adultos y juveniles (barras oscuras)ad diferentes indican diferencias
entre las extracciones.
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Figura 22. Valor de Sp@, en la 23, 32, 43, y 52 extraccion (trimestraggsyenados
de campo, adultos, y juveniles, anestesiados. htesddurante las extracciones se
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AEE, durante y DEE, de cada extraccion, en venadhdto y juveniles (barras
oscuras). Letras diferentes indican diferenciasedat extracciones.
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Figura 23. Valor de temperatura rectal, en las cinco extra@so(trimestrales) en

venados de campo, adultos, y juveniles, anestesiados datos durante las
extracciones se presentan agrupados. Se incluygmaéinas insertas los datos de
temperatura rectal, los mismos se presentan agrapsdE (barras oscuras) y DEE
(barras claras), de cada extraccién, en venaddtoadujuveniles. Letras diferentes
indican diferencias entre las extracciones.
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6.4.4. ENZIMAS EN SANGRE Y CORTISOL

Los resultados de las enzimas (CK, AST, FAS) yadelisol de los venados
adultos (CA) y juveniles (CJ), estudiados duraat&E en todas las extracciones, se
resumen en la Tabla IV. Existié un incrementoaendncentracion de CK DEE (P <
0,001), y una tendencia (P = 0,09) a que la comaedh en los venados juveniles
fuese mayor que la de los adultos. La concentrad®rCK fue afectada por la
repeticion de la extraccion (P = 0,02), mostranaa concentracion mas alta en la 22
extraccién y mas baja en la 52 extraccion (Fig. Rd)concentracion de AST no fue
diferente entre categorias. Existio un incrementtaeconcentracion de esta enzima,
en ambas categorias DEE. La concentracion de FASifuilar entre las categorias,
pero presentd una tendencia a incrementarse DEEQ(P8). Existieron diferencias
en la concentracion de la FAS entre las extracsi¢gRe= 0,0001), siendo mayor la
concentracion en la 32 y 52 extraccion (Fig. 25).

La concentracion del cortisol aumentd DEE (P ©9)Gin diferencias entre
las categorias. La concentracién del cortisol (E&). presenté una tendencia a ser

diferente entre las extracciones (P = 0,08).
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Tabla V. Valores de Temperatura rectal, conceriraade creatina quinasa,
aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalin@aséricortisol, obtenidos antes y
después de la EE (AEE y DEE), en 5 extraccionevaegrados adultos (CA) y
juveniles (CJ) anestesiados. Los resultados semqeescomo medias + SEM.

Int
NS
NS
NS
NS
NS

0,007
0,001
0,05
0,08
0,005

Tr
NS
0,09
NS
NS
NS

DEE
376+1,3
447 + 33%

99 + 18°
506 + 284
159 +1,48

CJ

AEE
38,0+0,6
246 + 172

76 +£19°
472 + 339
0,96 + 0,60

DEE
37,2+0,8
290 + 228

75 + 122
477 + 235
1,27 + 0,98

CA

AEE
37,7+0,8
144 + 73,6

71 £ 24°
372 +192
0,49 £0,48

FAS (UI/)
Cortisol (ug/dl)

TR (°C)
CK (Ul
AST (UI/l)

TR, Temperatura rectal; CK, creatinquinasa; ASPpadasto aminotransferasa; FAS, fosfatasa alcalina
sérica; Tr, efecto de la categoria, T, efecto @shpo (AEE Vs DEE), Int, interaccién entre la
categoria y el tiempo.
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Figura 24. Valor de creatinquinasa, en las cinco extracciofiesmestrales) en
venados de campo, adultos, y juveniles, anestesiados datos durante las
extracciones se presentan agrupados. Se incluygnaéinas insertas los datos de
creatinquinasa, los mismos se presentan agrupa#&s (Barras oscuras) y DEE
(barras claras), de cada extraccion, en venaddadujuveniles. Letras diferentes
indican diferencias entre las extracciones.
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Figura 25. Valor de fosfatasa alcalina sérica, en las cindoaegiones (trimestrales)
en venados de campo, adultos, y juveniles, anedtesi Los datos durante las
extracciones se presentan agrupados. Se incluygmaéinas insertas los datos de
fosfatasa alcalina sérica, los mismos se presemgarpados (barras oscuras) AEE y
DEE (barras claras), de cada extraccion, en venadokos Yy juveniles. Letras
diferentes indican diferencias entre las extra@son
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Figura 26. Cortisol, en las cinco extracciones (trimestrateslizadas en venados de
campo, adultos, y juveniles, anestesiados. Lossddtoante las extracciones se
presentan agrupados. Se incluyen en graficas &sséos datos de cortisol, los
mismos se presentan agrupados (barras oscurasy AHE (barras claras), de cada
extraccion, en venados adultos y juveniles. Letliésrentes indican diferencias
entre las extracciones.
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6.4. DISCUSION

Al haberse utilizado los mismos animales en tddasextracciones, no fue
posible discriminar los efectos de la estacion de dle la repeticion de los
tratamientos. Dado que se trabajé con una espaciesggo, la repeticion permitid
trabajar con un bajo nimero de animales, aumentainaiamero de extracciones con
las repeticiones.

Si bien hubo cambios en algunas de las variablegliadas durante las
extracciones, los mismos no pueden ser adjudicalo® repeticion de la
extracciones, y si probablemente a efectos amlésntan cada una de las
extracciones. Esto surge a partir de que ningundoslecambios vistos en los
parametros estudiados se mantuvo en mas de ur&aatr, y la direccionalidad de
los cambios no se repitié en extracciones sucedr@do tanto no es posible afirmar
que la repeticion provoque incrementos o dismimesoen las variables estudiadas,
y si que estos efectos se deban a situaciones ghest(crecimiento de las astas)
relacionadas al momento o la estacion en que Beaéaextraccion.

La asociacion anestésica y dosis utilizada en estiedio para la captura,
como el manejo anestésico durante la EE, fuerontieds ya que en las 53
extracciones los animales resultaron inmovilizadwos, existieron complicaciones
anestésicas en ningun caso, y en todos los casixis® semen. Al igual que en el
primer estudio, todos los animales en todas las@ibnes presentaron un tiempo de
induccioén rapido, lo que evito posibles accidemtesos mismos, como del personal
que particip6 de la captura.

El incremento en los valores de la FC y la tendematiaumento de la FP
durante la 3% extraccién (setiembre-octubre, 2008) coincidi6 osin periodo

(primavera), en que en los machos de venado caepmduce el crecimiento de las
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astas, estando en este periodo recubiertas de (feipgerfeld et al. 2008a). Este
crecimiento implica un aumento de los requerimierpgara los animale®D(yden
2011), lo que podria influir en que se produzcangremento de la FC y de la FP.
También el incremento de la FC podria deberserasepor dolor (Chapple et al.
1991; Broom y Johnson 1993) generado por el creatoide las astas y una alta
sensibilidad de la presencia de la felpa (Woodletrgl, 2002), lo que coincide con
la tendencia al aumento del cortisol observadasaregrtraccion.

El incremento de la FR luego de comenzada la E&ip@star determinado
por el estrés o dolor causado por la misma, aumdatde igual forma que la FC y
FP, o acompafando incremento de estas dos variéessieron diferencias en los
valores de FR entre las extracciones, siendo njés lus valores en la®£xtraccion
y mayores en la 52. La posible explicaciéon paradésainucion de la FR durante la
42 extraccion podria ser un efecto restrictivo, quee se vieron durante esas
extracciones un mayor numero de animales con tirspen(datos no cuantificados).
Ese timpanismo impediria la correcta ventilaciobide a una menor amplitud de
movimiento de la caja toracica (FR) y del diafrag@vcGrath y Richey, 2003;
McDonell y Kerr, 2007) contribuyendo a una menorgeracion del animal. De
todas formas no fue posible determinar la causaesie mayor incidencia de
timpanismo en los animales en ese momento. Nogm#n una explicacion para la
causa del incremento de la FR durante la 52 exéracc

La TR present6 los valores mas bajos durante fay &' extraccion,
coincidiendo ambas con las menores temperaturageatales registradas durante
las extracciones (Direccion Nacional de Meteor@p@009). Por tanto, es probable
qgue las diferencias entre las extracciones se debham efecto climatico, donde la

temperatura corporal de los animales se vio afacthdante el momento de la
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captura por la temperatura ambiente, siendo estdizapdo por el efecto de la
anestesia (Caulkett y Arnemo, 2007; Santiago-Moedrad. 2010).

En el primer estudio realizado los animales juesnpresentaron una mayor
concentracion de FAS que los adultos, pero esdoefiesaparecio al incluir las
nuevas extracciones. Esto podria indicar que ldsresm de FAS en las udltimas
extracciones fueron similares entre las categobado que la FAS es una enzima
intimamente relacionada al movimiento de mineralesvel 6seo (Rosol y Capen,
1997), esa igualdad en la concentracién de la Fdeberia estar intimamente
relacionado al desarrollo musculo esquelético deatimales juveniles o al ciclo de
astas en ambas categorias. Probablemente los asimaleniles estuviesen
culminando su desarrollo 6seo durante el restaslextracciones (Rosol y Capen,
1997), y por lo tanto presenten una menor concgotrade FAS en sangre. Dado
que los animales adultos tienen una inversion poimoalmente mayor en el
crecimiento de las astas (Ungerfeld et al, 201Jwndrian requerir mayores
cantidades de FAS y por tanto reflejarse esto emaygor concentracién en sangre.
La concentracion de FAS fue mayor en la 32 extémgcrealizada durante la
primavera, periodo en el que ocurre el crecimiedgolas astas en los venados
machos (Ungerfeld et al, 2011b). El incremento @6 Flurante la 5% extraccion
puede deberse a que en este periodo aun no hablarmado la mineralizacién de
las astas.

En este segundo estudio se observo u-n increnemia concentracion de
cortisol DEE en ambas categorias, lo que podri@@esecuencia del estrés o dolor

causado por la EE (Orihuela et al. 2009; Damiamgeufeld, 2011).
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6.5. CONCLUSIONES

En conclusion, la repeticion de las extraccionasvenados de campo
machos, adultos y juveniles anestesiados no afestparametros de respuesta a la
EE, observandose solamente efectos posiblementdiealples al momento o a la

estacion en que se realizo la extraccion.

La EE bajo AG puede ser utilizada en el mismo roatd venado de campo
de forma reiterada, sin que esto sea un perjuiai@a fpa salud del animal. Esto
reduciria el nUmero de animales necesarios pambtencion de semen en esta
especie, siendo beneficioso considerando que tsedeauna especie amenazada de

extincion.
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7. TERCER ESTUDIO: CARACTERIZACION Y
ANALISIS DE LAS VOCALIZACIONES

/.1. OBJETIVO

Estudiar si durante la EE bajo AG en el venadoca®po, se producen
vocalizaciones, caracterizar y analizar dichas Naa@ones, y determinar si éstas se

ven afectadas por la categoria y el voltaje utiliza

72



7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. REGISTRO DE VOCALIZACIONES

Las vocalizaciones fueron registradas en 10 ecittaes en machos adultos y
11 extracciones de machos juveniles. Se registréniégsion de vocalizaciones
durante la EE con un microfono direccional acopladon sistema de registro de
grabacion con formato mp4 (Insignia NS-4V24, Chiral) microfono se coloco
siempre a la misma distancia de la cabeza de losbes (2 m).

El analisis de las vocalizaciones se realizé copragrama de computacion
(WaveSurfer 1.8.5, Centre for Speech Technologyck®iolm, Sweden). Se analizo,
el numero total de vocalizaciones emitidas, el pertotal de emision, el tiempo de
duracion de las vocalizaciones, las frecuencia$, (Hizial (Fin), final (Fsn), maxima

(Fmay Y minima Emin) de la frecuencia fundamental (fo).

7.2.2 ANALISIS ESTADISTICO DE LAS VOCALIZACIONES

Los resultados de las categorias en el tiempbdetaocalizacion, el nimero
de vocalizaciones, el tiempo de emision en cadalacion, lasFini, Fin, Fmax Y
Fmin, durante la EE fueron comparadas por ANOVA. Losultados fueron
considerados significativos con wn= 0,05. Los datos se expresaron como las

medias + SEM.
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7.3. RESULTADOS

Los resultados del numero de vocalizaciones, tietopad de vocalizacion,
duracién de cada vocalizacion, y analisis de laueacia fundamental, se presentan
en la Tabla V. Los venados vocalizaron durante B EIO + 5y 11 £ 5
vocalizaciones (adultos y juveniles respectivamemts). El tiempo total de
vocalizacion durante la EE y la duracion de lasnmas fue mayor en animales
juveniles que adultos (P = 0,01 y P=0,02 respectérde) (Tabla V). En forma
similar, las frecuencias fundamentaldSgsx, Fin, Fmin, fueron mayores en los
venados juveniles que en los adultos (P = 0,04, RG5 y P = 0,05
respectivamente)y la Fi, también tendido a ser mayor también en juveniles que
adultos (P = 0,06). En la figura 27A y 27B se pnége sonogramas representativos

de los venados adultos y juveniles respectivamente.

Tabla V. NUumero de vocalizaciones, tiempo totavdealizacion, duracion de cada
vocalizacion, y analisis de la frecuencia fundamlerde venados adultos (CA) y
juveniles (CJ) durante la EE en venados de camjooAfa. Los valores se expresan
como media = SEM.

CA(n=10) CJ(n=11) P

N 10 11

NuUmero de vocalizaciones por extraccion 11+2,0 =20 NS
Tiempo total de vocalizacion por extraccion (s)12 + 2,0 20£2,0 0,01
Duracion de vocalizacion (s) 1,4+£0,2 2,0 £0,20,02
Fini (Hz) 286+51 405+50 0,06
Fmax(H2) 314 £ 59 484 +67 0,04
Fiin (HZ) 243 £51 377+59 0,05
Fmin (HZ) 222 £+ 43 331+47 0,05

Fini, frecuencia inicial,Fns, frecuencia maximdsg,, frecuencia final,Fy, frecuencia minima.
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Figura 27. Sonograma de las vocalizaciones de venado de caahpto (A), y
juvenil (B), registradas durante la EE, mostrandmemento en que es aplicado el
voltaje (flecha roja), y la ocurrencia de la vozation a continuacion (llave roja).
Frecuencias en Hz, tiempo en segundos.
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7.4. DISCUSION

De acuerdo a nuestro conocimiento, por primera se describen las
vocalizaciones emitidas por una especie de céreideenado de campo, durante la
EE bajo AG. Si bien en algunos animales se hastragio vocalizaciones durante la
EE, y en algunos casos se han analizado las misonas: Falk et al. 2001; carneros:
Damian y Ungerfeld, 2011), en todos estos casosrdgstros se realizaron en
animales conscientes. En carneros se ha reportaeldagaplicacion de anestesia
epidural bloquea la emision de vocalizaciones derém EE (Damian y Ungerfeld,
2010). Dado que los venados de campo vocalizarcentula EE a pesar de estar
bajo AG, la interpretacion relativa al dolor plaada (toros: Falk et al. 2001; Palmer,
2005; carneros: Damian y Ungerfeld (2010) no sapiecable en forma directa a las
vocalizaciones registradas. Es posible que enédosdos la anestesia con xilacina,
ketamina y atropina no inhibiera completamente @brl y dado que la misma
provoca una leve depresion de la funcion laringdakélvey y Hollingshead,
2003a), la capacidad de vocalizacién de los ansnatefue mayormente afectada
(Mckelvey y Hollingshead, 2003a).

Se observd que los venados juveniles vocalizaros veges y durante un
tiempo mayor durante la EE, lo que podria indicaa sensibilidad mayor a la EE.
Esto se podria deber a la diferencia en el tamaforal entre las categorias, ya que
el desarrollo corporal en los venados juveniles@apleta recién a los 3 afios de
edad (Ungerfeld et al. 2011a). EI menor tamafioaratpde los animales juveniles
implicaria un desarrollo menor de la region pélwgaor tanto una distancia menor
entre la sonda del electroeyaculador y el plexoblhsacro. Por lo tanto esto
determinara una mayor transmision del estimulotrédéc el que en carneros es

esencial para la sensacion dolorosa de la eleetcaggcion (Damian y Ungerfeld,
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2010). Por tanto, los animales juveniles podrian m&s sensibles a la EE
desencadenandose entonces una mayor respuesteedeadolor al mismo estimulo
eléctrico, y por tanto un mayor nimero y tiempodealizaciones.

El sonograma fue diferente en machos adultos gnjles, siendo la mayor
parte de las frecuencias de las vocalizacionespraayen los machos juveniles. En
ciervo rojo se ha demostrado que las frecuenciatasidoramas (vocalizaciones
emitidas durante la estacidén reproductiva) son mesyen machos juveniles que en
machos adultos (Reby et al. 2005). Estas diferenftiaron utilizadas por otros
autores para demostrar el interés de las hembrads fonacion de los machos mas
grandes, asi como las respuestas de posiblesstivaémdo en este caso mayor la
respuesta hacia las vocalizaciones de frecuenajas Reby et al. 2005; Charlton et
al. 2007). Los resultados de este trabajo, coimcada los de estos autores, en que
las variables de la frecuencia fundamental fuerayares en los machos juveniles
gue en los adultos. Estas diferencias podrian pstapcadas por la anatomia de la
region del cuello y sobre todo de la laringe, l& @s$ considerada el érgano de
fonacién en especies como cerdos, ovinos, boviAbgolr et al. 2008), y en los
cérvidos (Reby et al. 2005). El perimetro de cuefiaun caracter sexual secundario
de los cérvidos, directamente influenciando padeidn anabdlica de la testosterona
antes de la estacion reproductiva (Handelsman,)2@p6el caso de los venados de
campo, tanto la secrecion de testosterona comerghetro de cuello son menores
en los animales juveniles que en los adultos (Ualgeet al. 2011a), lo que podria
determinar diferencias de la anatomia de la lariagre animales juveniles y
adultos. Estas diferencias anatomicas explicaasuliferencias en las frecuencias de

las vocalizaciones entre las categorias estudiadas.
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7.5. CONCLUSIONES

En conclusion, el venado de campo emite vocalizees durante la EE bajo
anestesia con xilacina, ketamina y atropina. Bhpie total de vocalizacion fue

mayor, y las frecuencias fueron mas altas en Inad@s juveniles que en los adultos.
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El dolor para sentirse vivo es inevitable, el sufrimiento porque si, es innecesario.

Fernando Fumagalli 2011.

8. CONCLUSIONES GENERALES

En funcion de los trabajos presentados se congugd

e La EE bajo AG en el venado de campo provocé cambimsalgunos

parametros fisiologicos.

* La repeticion de las extracciones en venados dea@amachos, adultos y

juveniles anestesiados no afecto6 los parametrosspeiesta a la EE.

* El venado de campo emite vocalizaciones durant&Habajo AG con
xilacina, ketamina y atropina, pudiendo las misns@ una respuesta

dolorosa al voltaje utilizado.

* La electroeyaculaciébn bajo anestesia general, dtatina, ketamina y
atropina, es un método adecuado para la obtedei@@men en el venado de
campo adulto y juvenil, pudiendo ser utilizada olerfa reiterada en el mismo

animal.
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The aim of this study was to characterize changes in physiolog-
ical and biochemical parameters during electroejaculation (EE)
under general anaesthesia in adult and yearling pampas deer
males (Ozotoceros bezoarticus). The relation between hearl rate.
pulse rate, respiratory rate and oximetry with EE voltages was
studied. The changes in cortisol, alkaline phosphatase, creatine
kinase, aspartate aminotransferase and rectal temperature were
determined before and after electroejaculation (BEE and AEE).
Heart rate and pulse rate values increased during EE. with a
greater increase in heart rate in adults (p < 0.01). Respiratory
rate and SpO; were not affected by EE or category. The rectal
temperature decreased in adults and yearlings during EE
(p = 0.0001). Alkaline phosphatase, creatine kinase and aspar-
tate aminotransferase concentrations increased AEE (p <
0.001, p < 0.01 and p < 0.05, respectively). Alkaline phos-
phatase and creatine kinase concentrations were greater in
young than in adult males (p < 0.05). In conclusion, the EE
under general anaesthesia in the pampas deer provoked
increases in heart and pulse rates. as well as in creatine Kinase,
aspartate aminotransferase and alkaline phosphatase concen-
trations, and a decrease in rectal temperature in both categories.
Oximetry values were especially low during the procedure. Heart
rate increase was greater in adult males, and alkaline phospha-
tase and creatine kinase concentrations were greater in yearlings.

Introduction

The pampas deer (Ozotoceros bezoarticus, Linnaeus,
1758) used to be a widespread species originally distrib-
uted in the open grasslands in South America (Jackson
and Langguth 1987). However, habitat fragmentation,
agriculture development, competition with farmed ani-
mals and unregulated hunting led to the decrease in size
and distribution of the species (Demaria et al. 2003).
This species 1s considered as Near Threatened in the
light of an ongoing decline (UICN, 2010) and is listed in
Appendix [ of CITES (2010). In Uruguay, there are two
wild pampas deer populations, and there is also a third
semicaptive group (Ungerfeld et al. 2008). The last
population is allocated at the Estacion de Cria de Fauna
Autoctona Cerro Pan de Azucar (ECFA) (Maldonado,
Uruguay; 33°47°S, 54°00°W), and it has approximately
80 individuals.

The cryopreservation of gametes and the development
of gene banks are useful techniques to improve conser-
vation status of endangered species as the pampas deer.
For this purpose, techniques for semen collection should
be adequately adapted to the biology of each species.
Semen from pampas deer has been collected by electro-
ejaculation (EE) (Duarte et al. 1993; Duarte and Garcia
1997) and artificial vagina (Soto et al. 1995). As artificial
vagina can only be used in tame trained individuals, EE
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is the widely used technique for semen collection in wild
animals. In deer, it is conventionally used under general
anaesthesia (Umapathy et al. 2007; Martinez et al. 2008;
Martinez-Pastor et al. 2009). Several authors have
described the undesirable effects of EE on physiological
parameters as heart, pulse and respiratory rates, rectal
temperature or cortisol concentration in rams, bucks
and bulls (Stafford et al. 1996; Ortiz-De-Montellano
et al. 2007; Damian and Ungerfeld 2011). In general,
physiological and biochemical responses may also differ
in relation to males’ age (Klinger et al. 1986; Kock ct al.
1987; Chapple et al., 1991).

Considering all this information, our aim was to
characterize changes in physiological and biochemical
parameters during EE under general anaesthesia in
adult and yearling pampas deer males. This included
recording of heart, pulse and respiratory rates, oximetry,
rectal temperature, cortisol concentration and blood
biochemical parameters (creatine kinase, alkaline phos-
phatase and aspartate aminotransferase).

Materials and methods

Animals and facilities

The study was conducted between the end of June and
early July (late breeding season) at the ECFA with 11
males. From those, six were adults [4-7 years old;
29.7 £ 2.7 kg (mean £ SEM)] and five yearlings (1-
1.5 years old; 243 + 2.0 kg). Both groups were
housed in different paddocks (approximately 0.5 ha),
with abundant water, natural pasture, trees and
shrubs. Animals grazed on native pastures and
received approximately 600 g ration for dairy cows/
deer daily.

Capture and anaesthesia

The animals were captured with anaesthetic darts fired
from a blowpipe (Telinject, CA, USA). The anaesthetic
solution contained 2.0 mg/kg of xylazine 10% (Sedo-
min; Laboratorio Kénig, Buenos Aires, Argentina),
1.6 mg/kg of ketamine 5% (Vetanarcol; Laboratorio
Konig) and 0.013 mg/kg of atropine 19, (Sulfato de
Atropina; Laboratorio ION, Montevideo, Uruguay).
The induction time was considered from the moment in
which the animal received the dart until lateral or sternal
recumbency. The animals were transported on a
stretcher, weighted and placed in right lateral position
on a padded table. An intravenous catheter was placed
in the cephalic vein, and sodium chloride 0.9% was
continuously administered.
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Electroejaculation

Semen was collected by EE using a rectal probe
(300 mm length x 19 mm width. with 30 mm electrodes)
(Model 303: P-T Electronics, Sandv. OR. USA). Elec-
troejaculation was performed in series of 10 periods (4—
5 s per period) of voltage stimulus, with rest intervals of
2-3 s, increasing | V in each series, from | V until
gjaculation. The voltage and number of series when
cjaculation started were recorded.

Physiological recordings

Heart, pulse and respiratory rates. as well as oximetry,
were recorded since recumbency, before EE (BEE).
during EE immediately after each increase in voltage
and after EE finished (AEE). Heart rate (beats/min) was
recorded with a Polar A3 (S120™; Damant, Montevi-
deo. Uruguay). Respiratory rate (breaths/min) was
calculated recording thoracic movements. The pulse
and oximetry were recorded using a pulse oximeter
(Pulse 503 Oximeter; CSI, Criticare Systems, Waukesha.
WI, USA) with a transmission probe placed on the
tongue. Rectal temperature was recorded BEE and AEE
with a digital thermometer.

Blood enzymes and serum cortisol determinations

Two 10 ml blood samples were collected BEE and AEE.
The blood samples were placed i tubes without
anticoagulant. Immediately after each extraction, the
samples were centrifuged at 1080 g for 20 min, and the
serum was stored at —=20°C. Creatine kinase, alkaline
phosphatase and aspartate aminotransferase serum
concentrations were measured in the Laboratorio de
Analisis Clinicos (Facultad de Veterinaria, Montevideo.
Uruguay), with a computer discrete analyser visible
ultraviolet range (Metrolab 1600 DR: Metrolab, Buenos
Aires, Argentina).

Serum cortisol concentrations were measured in the
Laboratorio de Técnicas Nucleares (Facultad de Vete-
rinaria) by radioimmunoassay using a solid-phase kit
(DPC: Siemens, Los Angeles, CA, USA). The analytical
sensitivity of the assay for cortisol was 0.2 pg/dl. The
intra-assay and inter-assay coeflicients of variation were
both lower of 12.5%.

Recovery

After the whole procedure finished, the animals were
taken back on stretchers to their respective paddocks.
Anaesthesia was reversed with a jugular vein injection of
0.26 mg/kg of yohimbine hydrochloride 1% (Reverze.
Laboratorio Vetcross, Montevideo, Uruguay).

Statistical analysis

All parameters were compared by ANova for repeated
measures. The model included the effect of category
(adults vs yearlings), voltage (BEE, 1-8 V. and AEL). as
well as their interaction. The heart, pulse and respira-
tory rates BEE and the differences between age catego-
ries in the induction time and recovery time were

compared by anova. Data are expressed as mean + -
SEM.

Results

Capture, anaesthesia, recovery and ejaculation

There were no differences between categories on the time
of induction or recovery (Table 1). All animals survived
at least for 5 months after capture and semen extraction.
The animals remained anesthetized 64.0 + 3.1 and
58.8 + 2.6 min in adults and yearlings, respectively.
The dose of yohimbine used was effective in reversing
the effects of anaesthesia in all animals from both
categories. Semen was obtained from all animals:
cjaculation began at 2.8 = 1.6 and 3.8 + 1.3 volts in
adults and yearlings, respectively.

Physiological parameters

Heart. pulse and respiratory rates and oximetry are
presented in Fig. 1. Before EE, heart rate was similar in
adult and vearling males (Fig. la). Heart rate increased
during EE (p = 0.005): the increase began with | V
(p = 0.0001) without changes with greater voltages:
with a greater increase in adults (p < 0.01). There was
no interaction between the parity and voltage on heart
rate. Pulse rate values BEE were similar in adults and
yearlings (Fig. Ib), increasing during EE (p < 0.0001),
with a greater increase in adults (p < 0.01). There was
no interaction between the parity and voltage on pulse
rate. Respiratory rate was not affected by parity or EE
(Fig. lc). There were no differences on oximetry accord-
ing to male parity or EE, but there was a significant
interaction (p = 0.03) (Fig. 1d). Rectal temperature
was lower AEE (p = 0.0001). without differences
between adults and vearlings (Table 2).

Blood enzymes and serum cortisol

Blood enzymes and serum cortisol concentration are
presented in Table 2. Alkaline phosphatase and creatine
kinase concentrations were greater in vearlings (p <
0.05) and increased AEE (p < 0.001 and p < 0.01,
respectively).  Aspartate  aminotransferase increased
AEE (p < 0.05) without differences between adults
and yearlings. There were no significant effects on
cortisol concentrations.

Discussion

To our knowledge, this is the first report of the effects of
the EE performed under general anaesthesia on
biochemical and physiological parameters in pampas

Table 1. Induction and recovery times and total time (min) during
which adult (CA) and yearhings (CJ) pampas deer males remain
anesthetized and were electrogjaculated. Results are expressed as
means £+ SEM

CA ]
Induction time 16.7 = 6.8 16.8 + 9.5
Recovery time 3.0 £ 25 1.5 £ 1.2

2011 Blackwell Verlag GmbH
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BEE 1 2 3

Fig. 1. Heartrate (a; beats/min), pulse rate (b; beats/min), respiratory
rate (¢; breaths/min), oxygen saturation (d; %) belore (BEE), during
and after (AEE) electrogjaculation in adults (continuous lines) and
yearlings (discontinuous lines) anesthetized pampas deer. Grey area
corresponds to the period of electrogjaculation
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deer males. Moreover, similar information is scarce also
in other species of cervids. The anaesthetic combination
and dose used in this study were effective for the capture
and anaesthetic management. The rapid induction
prevented the occurrence of possible accidents in the
animals and staff. However, the length of the induction
time was greater than that reported in other species such
as white-tailed deer (Delgiudice et al. 1990). This may be
due to a lower dose of ketamine than the dose used in
other trials (Delgiudice et al. 1990), including experi-
ences with the same specie (Duarte and Garcia 1997).
The use of this low dose of ketamine could diminish its
residual effects. Added to this. and once the effect of
xylazine was reversed. animals could be taken back
quickly to their paddocks. Overall, we can affirm that all
anesthetized animals showed a quickly and pleasant
decubitus, and the anaesthetic effect was effectively and
quickly reversed, similarly to what was reported in
electrogjaculated anesthetized Iberian ibex (Santiago-
Moreno et al. 2011).

As reference values for heart, pulse and respiratory
rates and rectal temperature have not been reported for
pampas deer. it is difficult to drive strong conclusions on
cardiopulmonary and thermoregulatory changes in-
duced by anaesthetic and EE management. The increase
in heart activity may be associated with the presence of
pain, as happens in electrogjaculated rams (Damian and
Ungerfeld 2011), in which that response was achieved to
stress caused by EE. Moreover, the increase in heart rate
values may be related to electrical stimuli during EE.
During the recorded period, pulse rate had a similar
pattern than heart rate. probably as a consequence of
the increase in heart rate. However, heart rate was
tending to go back to initial values after EE finished, at
least during the recorded period it remained still
elevated.

The oximetry values were low enough to assume that
animals were hypoxemic during the anaesthetic man-
agement. Similar values of oximetry were described by
other authors in other deer under anaesthesia (Read
et al. 2001: Arnemo et al. 2005). This could be due to
the effect of alpha-2-agonists (Celly et al. 1997: Read
etal. 2001) or the prolonged lateral recumbency
(Wagner et al. 1990; Read et al. 2001). The decline in
rectal temperature recorded in our study AEE could be
due to time of anaesthesia with alpha-2-agonists. In this
sense, alpha-2-agonists are known to induce dose-
dependent hypo or hyperthermia (Livingston et al.
1984). depending on the environmental temperature
(Ponder and Clark 1980). Therefore. considering that
there were little changes on the environmental temper-
ature while the animals were electroejaculated, oxime-
try and thermal decreases may probably be more
related to the long period during which animals
remained anesthetized.

Creatine kinase and aspartate aminotransferase in-
creased n serum, possibly reflecting the presence of
strong activity or muscle damage (Kramer and Hoffman
1997). Those increases may be expected because
of intensive hind movements observed during EE. A
similar increase 1n creatine kinase concentrations
was previously reported in electroejaculated rams
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Table 2. Rectal temperature, blood enzymes and cortisol concentration obtained before and after electrogjaculation (BEE and AEE) in adult
(CA) and yearlings (CJ) anaesthetized pampas deer. The results are presented as mean &+ SEM
CA Cl P

BEE AEE BEE AEE Tr T Int
RT (°C) 375 £ 08 36.7 = 0.7 37.6 £ 0.4 371 £ 04 NS 0.0001 NS
AP (UL/D 251 = 85 323 = 118 404 + 85 44 = 96 <0.05 =0.001 NS
CK (UL 157 + 125 370 + 40 303 + 56 788 + 251 <0.05 <0.01 NS
AST (UL 71+ 24 75 + 12 T6 + 19 99 + I8 NS 5 NS
Cortisol (pg/dl 0.21 = 0.03 0.99 = 1.01 045 = 0.31 087 = 0.90 NS NS

RT, rectal temperature; AP, alkaline phosphatase; CK, creatine kinase; AST, aspartate aminotransferase; Tr, effect of categories (adults vs yearlings): T, time effect

(BEE vs AEE): Inl. interaction between categories and time.

(Damian and Ungerfeld 2011). Although aspartate
aminotransferase values increased with EE, values were
lower than those than reflect muscle damage in prong-
horn (Chalmers and Barrett 1977), moose (Haigh et al.
1977). bovids. other cervids and equids (Wallace et al.
1987). However, as there are no reports of basal data in
any of these enzymes for this specie, we cannot discard
that also the first sample had high values.

In our study. the alkaline phosphatase concentration
before EE was greater than what previously reported in
free-living pampas deer (Uhart et al. 2003). Alkaline
phosphatase increases are associated with liver cell
damage, liver and bone diseases and bone development
(Tennant 1997). We do not have an explanation to the
increase observed in alkaline phosphatase concentra-
tions AEE.

Yearling males had greater values in creatine kinase
and alkaline ]UhOSphdIdSL concentrations than adults.
probably because of musculoskeletal growth of voung
animals (Marco et al. 1997; Perez et al. 2003).

Cortisol concentrations did not change in relation to
EE. Cortisol increases are associated with physical and
emotional challenges, exercise or hypoglycaemia
(Broom and Johnson 1993) and is a reliable indicator
of acute stress associated with capture and handling of
wild animals (Delgiudice et al. 1990). Therefore, as there
are no data of basal values available. we cannot discard
that cortisol concentration increased before the first
sample, as a consequence of capture stress.

Overall, we concluded that the EE under general
anaesthesia in the pampas deer provoked increases in
heart and pulse rates, as well as in creatine kinase.
aspartate aminotransferase and alkaline phosphatase
concentrations, and a decrease in rectal temperature in
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