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Abstract

We evaluated the addition of folic acid to the extender TRIS-egg yolk used in cryopreservation, seeking
improvements for the sperm Kkinetics and mitochondrial activity post-thawing. Were evaluated seven
ejaculates/animal from six Santa Inés by Artificial Vagina, with minimum values of motility by 70.0% and vigor
3. We evaluated the seminal pool for concentration and morphology. We diluted in Tris-egg yolk extender for
cryopreservation, dividing it in control, Group 2 we added 10.000 uM and Group 3 we added 5000 uM of folic
acid. We froze in straws(0.25 mL). Was evaluated for motility and vigor, post-thawing by slow term-resistance
test, the times TO, T60, T120 and T180 minutes one week after. For the mitochondrial activity evaluation, was
used cationic lipophilic fluorochrome JC-1. The folic acid effects were analyzed using ANOVA followed by
Student Newman-Keuls test. The groups with folic acid showed significant higher motility. Mitochondrial
activity did not differ between groups.
Keywords: semen, antioxidant, folic acid.
Palavras-chave: sémen, antioxidante, acido folico.

Introducao

A criopreservacdo de sémen possibilita a conservacdo do germoplasma masculino por tempo
indeterminado. Entretanto, a técnica promove alteragdes na qualidade seminal, como danos na cromatina, nas
membranas e nas proteinas, afetando negativamente a funcionalidade e a sobrevivéncia dos espermatozoides
(Ball, 2011).

Estudos mostraram que o uso de micronutrientes como antioxidantes adicionados ao diluidor, como por
exemplo, vitamina E, vitamina C, melatonina, cobalamina e Acido Félico, melhoram a viabilidade espermatica e
previnem danos oxidativos (Ball, 2011). Descobriu-se que Acido Folico (vitamina Bo) ¢ necessario para
replicagdo de genes celulares e ¢ eficiente na inibigdo da peroxidagdo lipidica e na desoxidacdo dos radicais
livres por proteger a membrana celular e DNA, podendo assim, ser o antioxidante de elei¢cdo (Joshi et al., 2001).

Considerando os danos causados pela criopreservagdo, os corantes fluorescentes (sondas
epifluorescentes ou fluorocromos) sdo indicadores sensiveis e especificos da situacdo espermatica, sendo
utilizados na mensuragdo das alteragdes estruturais e metabolicas no interior das células (Pereira et al., 2012).

Objetivou-se avaliar o efeito da adigdo do Acido Folico (vitamina Bo) ao diluidor TRIS-gema utilizado
na criopreservagdo, buscando melhorias na criopreservagdo quanto a cinética espermatica e atividade
mitocondrial, apresentando maior viabilidade pos-descongelagao.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Reprodugdo Animal, CCA - UFPL
Foram utilizados seis reprodutores da raga Santa Inés, com qualidade seminal comprovada de acordo com
Manual para Exame Andrologico do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013). Foram realizadas
sete coletas de cada animal pelo método de vagina artificial, com auxilio de uma fémea em estro. Os tubos
coletores foram mantidos a 37°C durante avaliagcdo dos aspectos fisicos e diluigdo do sémen. A concentracao foi
avaliada por meio da técnica Camera de Neubauer e expresso em niimero de espermatozoides/mm”.

Apds cada colheita, e analise macro e microscopica, as amostras de s€émen dos seis ovinos foram
misturadas e submetidas a formagdo do pool. Em seguida o pool foi diluido em meio de criopreservagdo Tris-
Gema, e dividido em 3 grupos: o Grupo 1 controle; Grupo 2 adicionado 10000 uM de Acido Félico; Grupo 3
adicionado 5000 uM de Acido Folico de maneira que cada dose inseminante apresentasse 50 x 10°
espermatozoides/0,25mL. Posteriormente as amostras foram envasadas em palhetas (0,25 mL), congeladas e
transferidas para o botijdo criobioldgico (-196°C em Ny).

Avaliou-se motilidade e do vigor pos-descongelagdo através do teste de Termoresisténcia Lenta, nos
tempos T0, T60, T120 e T180 minutos, uma semana depois.

A fun¢@o mitocondrial foi determinada pela utilizacdo de um fluorocromo catidnico lipofilico JC-1
(Guthrie e Welch, 2006). Aliquotas de 50 pL de sémen pds-descongelado foram diluidas em 150 pL de Tris
contendo 5 pL de JC-1 (0,15 mM em DMSO), incubadas por 10 minutos a 38° C. Um total de 200
espermatozodides foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia (Olympus, Japdo), com aumento de 400 x
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usando filtro de emissdo LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitagdo. As células coradas em laranja foram
classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde foram
classificadas com baixo potencial de membrana.

Todos os dados foram apresentados como médias + desvio da média. Utilizou-se uma andlise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls utilizando o Statistical Analysis System (SAS). Os
valores foram determinados a ser significativos quando P < 0,05.

Resultados e Discussio

Apos as analises, observou-se, quanto ao teste de Termoresisténcia Lenta, diferenga significativa na
motilidade dos grupos 2 e grupo 3, onde foi adicionado Acido Félico, em relagdo ao grupo controle, conforme
apresentado na Tab. 1. Na mesma Tabela, foi observado que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos em relagdo ao vigor espermatico.

Na Tab. 2, estdo representados os valores da atividade mitocondrial dos espermatozoides apos a
avaliagdo da termoresisténcia espermatica. Nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos
estudados.

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo da motilidade e vigor espermatico pds-descongelacdo durante o teste de
Termoresisténcia Lento (TTR).

Motilidade Vigor
Grupo 1 — controle 33,3+103° 242+05*
Grupo 2 — 10000 uM de Acido Félico 41,1+10,1% 2,5+0,5*
Grupo 3 — 5000 uM de Acido Félico 40,9+95°? 2,6+0,5°

*Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de x> (P < 0,05).

Tabela 2. Médias e desvios-padrdo da avaliagdo da atividade mitocondrial dos espermatozodides pos-
descongelagdo.

Mitocondria
Integra Lesionada
Grupo 1 — controle 53,6+11,6° 46,3+11,6*
Grupo 2 — 10000 uM de Acido Félico 51,6+12,5° 483+12,5°
Grupo 3 — 5000 uM de Acido Félico 51,1£112° 489+ 11,2°

*Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de x> (P < 0,05).

O Acido Félico foi utilizado por haver na literatura evidéncia cientifica da agdo antioxidante desse
medicamento, e/ou em associa¢do com vitaminas no tratamento da subfertilidade com efeito benéfico ou neutro
(Ramasamy et. al., 2012).

Os resultados obtidos na pesquisa mostraram que adigdo de 5000 uM e 10000 uM de Acido Félico
diretamente no pool de sémen foi benéfico para a motilidade espermatica do sémen ovino. Imhof et. al., (2011)
observaram aumento significativo na concentracdo, motilidade (progressiva e total) e da porcentagem de
morfologia normal em comparagio ao grupo controle em homens inférteis tratados durante 3 meses com
micronutrientes, dentre eles, Acido Folico. Entretanto, Maia (2009) mostrou que o uso oral diario de Acido
Folico (5 mg) e outros micronutrientes como selénio e zinco, por um periodo de 90 dias ndo melhorou
estatisticamente a concentracdo ¢ motilidade, e sim a morfologia dos espermatozoéides.

De acordo com Al-Maskari et al., (2012), o Acido Félico, o zinco e as cobalaminas se complementam e
atuam sinergicamente nas vias metabolicas potencializando seus efeitos. Apesar do Acido Félico, da vitamina
By, e do zinco serem essenciais para sintese de RNA ¢ DNA, os mecanismos por tras do efeito desses
micronutrientes na espermatogénese ainda n3o estdo claros (Wong et al., 2002). Assim, supde-se que a
associagdo com a vitamina B, poderia ter gerado resultados melhores no presente estudo.

A utilizagdo de micronutrientes com potencial antioxidante indica ter reduzido a a¢do dos radicais
livres, que alteram a membrana plasmatica e o DNA espermatico. Isso causaria a diminuicdo do numero de
espermatozdides com formas anormais, e, consequentemente com uma melhor motilidade. Maia (2009)
explicitou que a redugdo do numero de espermatozdides anormais poderia diminuir também a quantidade de
ROS no sémen. Desta maneira, um sémen com menor quantidade de ROS e maior quantidade de antioxidante
reduziria os danos provocados pelos radicais livres nas biomoléculas.

A atividade mitocondrial dos espermatozdides poés-descongelados ndo apresentou diferenca
significativa, porém, em todos os grupos observou-se mais mitocondrias integras. Silva (2011) indicou que
quanto mais células com mitocondria sem atividade maior o percentual de células com a membrana lesada.
Hipoteticamente isso ocorre devido as espécies reativas de oxigénio causar danos de membrana e mitocondria,
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POTENCIALIZANDO o estresse oxidativo.

Conclusio

Concluiu-se que a adigdo de 5000 uM e 10000 uM do Acido Félico ao diluidor seminal influenciaram
na motilidade do sémen ovino criopreservado, possibilitando o uso do Acido Félico como um melhorador da
viabilidade espermdtica e da eficiéncia reprodutiva. Porém ainda sfo necessarios mais estudos e uma
padronizagdo dos farmacos a serem associados, da dosagem e da duracdo da terapia.
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Adicao do latex de mangabeira (Hancornia speciosa) ao diluidor citrato-glicose-gema na

motilidade do sémen ovino resfriado por 24h: estudos preliminares
Addition of mangabeira latex (Hancornia speciosa) to citrate-glucose-egg yolk extender on motility of ram
semen cooled for 24 hours: preliminary studies
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of different concentrations of mangabeira latex (Hancornia
speciosa) added to ram semen extender on motility of cooled semen stored for 24 hours. The latex was added to
citrate-glucose-yolk extender in concentrations of 0% (control), 2%, 4% and 6% (v:v) and diluted with Santa
Inés ram semen and cooled to 4°C for 24h. The semen was evaluated for sperm matility and vigor. No statistical
differences were found for fresh semen and the treatments with the addition of latex. These results indicate that
no improvement in ram semen quality cooled and stored for 24 by the addition of mangabeira latex.
Keywords: latex, antioxidant, ram semen.
Palavras-chave: latex, antioxidante, sémen ovino.

Introducao

A inseminacdo artificial ovina permite uma rapida propagacdo da genética de animais selecionados,
promovendo aumento da produtividade de rebanhos (Ashrafi et al., 2011). Apesar do uso do sémen resfriado (4-
5°C) resultar em taxas satisfatorias de prenhéz na inseminagdo cervical, estas declinam rapidamente se utilizado
sémen resfriado apds 24h de armazenamento em virtude da rapida deterioragdo da célula espermatica,
possivelmente relacionado ao actimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) formadas durante o
armazenamento do sémen (Salamon e Maxwell, 2000).

Isto t€m estimulado o desenvolvimento de novos diluidores que aumentem a durabilidade do sémen
ovino conservado. Uma alternativa ¢ o uso de extratos de plantas aos diluidores de sémen pela presenca de
substancias bioativas com propriedades antioxidantes, tais como flavonoides, polifenois e terpenos (Zhong e
Zhou, 2013). Dentre as plantas tipicas do Nordeste, a mangaba destaca-se por ser uma boa fonte de antioxidantes
(Almeida et al. 2011). Assim sendo, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adi¢do de diferentes
concentragdes do latex da mangabeira (Hancornia speciosa) ao diluidor na motilidade de espermatozoides
ovinos resfriados por 24h.

Material e Métodos

O latex da mangabeira foi obtido pela incisdo do caule com lamina de ago inoxidavel e mantido a 4°C
até uso. O latex foi adicionado ao diluidor citrato-glicose-gema (Maxwell e Evans, 1990) nas concentracdes de
0% (controle), 2%, 4% e 6% (v:v), formando os tratamentos experimentais. Devido & polimerizagdo do latex,
estes diluidores foram centrifugados (3000 rpm/10 min) para descarte do latex polimerizado.

Ejaculados de cinco carneiros Santa In€s de criatério particular do municipio de Urugui-PI foram
obtidos de trés coletas realizadas semanalmente com uso de vagina artificial. O sémen foi diluido em cada
tratamento na propor¢do 1:9 (sémen:diluidor) e em seguida resfriado a 4°C em 90 min. e mantido nesta
temperatura por 24h. Apds este periodo, o sémen foi incubado a 37°C por 5 min. e avaliado subjetivamente
quanto ao percentual de espermatozoides moveis e vigor conforme Maxwell e Evans (1990).

Os resultados foram expressos em média + desvio-padrdo. Os dados foram considerados nao-
paramétricos apds avaliacdo para normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado
na comparagao dos tratamentos entre si (P<0,05) com uso do programa estatistico SYSTAT 12 for Windows®.

Resultados e Discussao

Os resultados estdao apresentados na Tab. 1. Ndo foram observadas diferengas estatisticas entre o sémen
fresco e os tratamentos com adi¢do do latex da mangabeira na qualidade de espermatozoides ovinos resfriados
por 24h (P=0,73), indicando que o tempo de armazenamento nao interferiu de forma significativa na motilidade
espermatica. Este resultado contradiz com os encontrados na literatura (Salamon e Maxwell, 2000) e pode se
dever ao fato de ndo ter havido acimulo de ROS no periodo o suficiente para afetar a qualidade seminal. Além
disso, vale ressaltar que a presenca de latex polimerizado residual, mesmo apds a centrifugacdo, dificultou a
visualizagdo dos espermatozoides na adogdo de outras técnicas de avaliacao da qualidade seminal como o uso de
corantes vitais e do teste hiposmotico.
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Tabela 1. Médiatdesvio-padrdo do percentual de espermatozoides moveis ¢ vigor para o sémen fresco
(ejaculados) e resfriado (4°C/24h) nos tratamentos com adi¢do de latex de mangabeira (Hancornia speciosa) ao
diluidor citrato-glicose-gema.

Tratamentos Percentual de moveis (%)* Vigor (0-5)*
Semen fresco 70,0 + 34,6 3,5+0,9
0% 60,0 + 34,6 3,5+£0,5
2% 60,0 £ 34,6 2.8+£0,6
4% 53,3+£25,2 2,7+0,6
6% 63,3 +28,9 3,5+£0,5

*Os tratamentos ndo diferiram entre si para os parametros avaliados.

Conclusio

A adigdo de latex da mangabeira (Hancornia speciosa) ao diluidor seminal néo resultou em melhoria na
qualidade do sémen ovino resfriado armazenado por 24h. Entretanto, novos estudos como a avaliacdo do
potencial antioxidante presente no latex utilizado, maiores tempos de conservagdo do sémen e de métodos que
minimizem o processo de polimerizacdo do latex se fazem necessarios para uma avalia¢do em definitivo do
potencial uso deste produto vegetal.
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Abstract

Aimed to evaluate the effect of addition of angiotensin-(1-7) in the middle of in vitro maturation of
sheep oocytes. Seventy-four oocytes of sheep ovaries slaughtered in fridg were matured in vitro: | - control
(n=22), Il - Ang-(1-7) at 1 uM (n=24), Il - Ang-(1-7) at 1 uM+A-779 at 1uM (n=28) in microdroplets
containing 100 pL of maturation medium plus 10% fetal bovine serum under mineral oil in the incubator
atmosphere 5% CO2 in air at 38.5°C for a period of 18 hours. After this period, the oocytes were denuded and
observed the extrusion of the first polar body. Statistical analysis was performed using the t test at 5%
probability. The addition of angiotensin-(1-7) at 1 uM, as well as the addition of angiotensin-(1-7) at 1 uM
together with its specific antagonist A-779 at the same concentration, decrease the in vitro maturation rate ovine
oocytes.
Keywords: in vitro production, reproductive bio techniques, small ruminants.
Palavras-chave: producao in vitro, biotécnicas reprodutivas, pequenos ruminantes.

Introducao

A ovinocultura ¢ uma das mais importantes atividades econdmicas do semiarido nordestino. O
aprimoramento de técnicas reprodutivas existentes, tais como a Produg@io In Vitro de Embrides (PIVE),
constituem uma importante ferramenta para o seu desenvolvimento. Mas para isso os conhecimentos detalhados
das peculiaridades reprodutivas desta espécie sdo de extrema importancia. Exemplo disso ¢ a importancia em se
conhecer os efeitos da Angiotensina-(1-7) (um peptideo do Sistema Renina-Angiotensina - SRA) no sistema
reprodutivo feminino, uma vez que pesquisas relatam a presenga deste peptideo em ovarios de varias espécies
dentre elas as ovelhas (Pereira et al., 2015).

Um dos pontos cruciais na PIVE ¢é o processo de maturagdo oocitéria, pois € nessa etapa que o ovdcito
adquire competéncia, ou seja, ele se torna capaz de completar a maturacdo, ser fertilizado e suportar o
desenvolvimento embrionario inicial (Hyttez et al., 1997, citado por Maximo, 2009). Baseado nisso, este projeto
tem o objetivo de avaliar o efeito da adi¢do de Angiotensina-(1-7) ao meio de maturagdo in vitro de odcitos
ovinos.

Material e Métodos

O presente projeto foi aprovado pelo “Comité de Etica no Uso de Animais” da Universidade Federal do
Piaui (CEUA-UFPI) sob o niimero de registro 162/16 e foi desenvolvido no Laboratério de Ciéncias Fisioldgicas
da Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus Socopo, Teresina-PI. Os ovarios foram obtidos de fémeas
ovinas, sem padrdo racial definido (SPRD), abatidas no frigorifico Piaui, Teresina-PI e transportados até o
laboratorio em um recipiente térmico com solugdo de DMPBS a uma temperatura de 37°C. No laboratorio, os
ovarios eram lavados com solugdo de DMPBS a 37°C e os complexos cumulus-o6citos (CCOs) recuperados por
aspiragdo dos foliculos, utilizando agulha descartaveis 25 x 8 mm (21G), acoplado a uma seringa de 5 mL. O
liquido folicular obtido era colocado em um tubo do tipo Falcon de 15 mL e armazenado em Banho-Maria a
37°C durante 20 minutos para sedimentagao.

O contetido do aspirado folicular era depositado em uma placa de Petri de 100 x 20 mm para pesquisa
sob uma lupa estereomicroscopica. Os CCOs selecionados eram transferidos para uma placa de Petri 30 x 10 mm
contendo meio de manutencdo TQC Holding Plus e, em seguida, eram avaliados e selecionados de acordo com a
presenca e disposicao das células do cumulus e aparéncia do ooplasma, segundo a classificacdo de Baldassarre et
al. (2003). Brevemente, os CCOs foram avaliados como Grau I (o6cito com zona peltcida intacta, ooplasma
homogéneo e circundado completamente por uma ou mais camadas de células do cumulus), Grau II (odcito com
zona pelucida intacta, ooplasma homogéneo e circundado parcialmente por uma ou mais camadas de células do
cumulus), Grau III (odcito com zona peltcida intacta, ooplasma homogéneo e sem presenca de células do
cumulus) ou Grau IV (o6cito apresentando zona pelticida rompida ou ooplasma heterogéneo/retraido). Somente
os CCOs viaveis (Grau I e II) eram selecionados para matura¢do de acordo com os tratamentos. Para avaliar o
efeito da Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] na maturagdo oocitaria, foram utilizados 74 odcitos, cultivados na
auséncia ou presenga de Ang-(1-7), G-1 e G-2, respectivamente. Para confirmacdo do efeito da Ang-(1-7), o
grupo 3 (G-3) recebeu Ang-(1-7) adicionado ao seu antagonista especifico A-779 (D-ala-779) na mesma
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concentragdo, ficando os tratamento como descritos: Grupo I — Controle (n= 22 o6citos), Grupo II - Ang-(1-7) a
1 uM (n= 24 odcitos),Grupo III - Ang-(1-7) a 1 pM + A-779 a 1 uM (n= 28 06citos).

Os CCOs selecionados eram lavados em meio de matura¢ido e maturados de acordo com os tratamentos
em microgotas contendo 100 uL. de meio de maturagédo, acrescido de 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), sob 6leo
mineral em incubadora com atmosfera de 5% de CO2 em ar, a 38,5°C por um periodo de 18 horas. Apos este
periodo, os oo6citos foram desnudados (remocdo das células dos cumulus) em tubo de 5ml, com 0,3 ml de
DMPBS acrescida de 1% de SFB, e agitados no “vortex’ por 10 minutos ficando o odcito desnudo e observando
a extrusdo do primeiro corpusculo polar. A analise estatistica foi realizada pelo teste t a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Verificou-se que o uso de angiotensina-(1-7) na concentragdo de 1 uM em meio de maturagio in vitro
diminuiu a taxa de maturagdo de odcitos ovinos. Entretanto, a sua adi¢do a 1 uM acrescida de seu antagonista
especifico A-779 na mesma concentragdo, também diminuiu a taxa de maturagdo (Tab. 1).

Tabela 1. Avaliagdo quantitativa de odcitos ovinos submetidos a maturagdo in vitro sem ou com angiotensina (1-
7) no meio de cultivo.

Ang-(1-7)a 1l uM + A-779

Controle Ang-(1-7)a 1l uM Total
Grupos _ _ alupM _

(n=22) (n=24) (=28 (n="74)
Taxa de o0 16,66%" 14,30%" 24,32%
maturagio 45,50%" (10/22) (4/24) (4/28) (18/74)

Meédias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si estatisticamente pelo teste T a 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que com o tratamento controle (auséncia do uso de
angiotensina-(1-7)) conseguiu-se maturar 45,50% dos odcitos destinados a este grupo, o melhor valor obtido no
experimento.

Segundo Mingoti (1999) quanto maior a concentragdo de estradiol em oocitos maior a porcentagem de
odcitos que atingem a fase M II. Desta forma a adi¢do de Ang-(1-7) ao meio de maturag@o pode levar a produgao
de estradiol via ativagdo da proteina PI3K/Akt e sua produgdo pelo cumulus. Tais fatos justificaram a adi¢do de
angiotensina-(1-7) ao meio de maturacdo do grupo G-2. Entretanto observou-se uma diminui¢cdo e ndo um
aumento desta maturacdo. Segundo Kruip et al. (1988) citado por Mingoti (1999), quando presente em altas
concentragdoes em meio de cultivo MIV, o estradiol parece ter um efeito prejudicial provavelmente ao exercer um
efeito adverso na formagdo do fuso e na extrusdo do corplsculo polar. Isto pode justificar a diminui¢do da
maturacdo quando se acrescentou angiotensina-(1-7) na concentragdo de 1 uM ao meio. Esta concentragdo pode
ter aumentado a quantidade de estradiol de forma demasiada. Entretanto, a importancia de angiotensina-(1-7) ao
meio de maturagdo in vitro ndo foi descartada, uma vez que quando adicionado seu antagonista especifico na
mesma concentragdo, o bloqueio de angiotensina-(1-7) também levou a uma diminui¢do na taxa de maturag@o.

Desta forma, estudos com adi¢do de angiotensina-(1-7) em concentragdes abaixo de 1 uM tornam-se
necessarios, uma vez que a angiotensina-(1-7) possa exercer influéncia benéfica na maturagdo in vitro através da
produgdo de estradiol em niveis ndo demasiados e portanto ndo deletérios.

Conclusio

Conclui-se que a adi¢do de angiotensina-(1-7) a 1 uM, bem como a adi¢ao de angiotensina-(1-7) a 1 uM
juntamente com o seu antagonista especifico A-779 na mesma concentragdo, diminuem a taxa de maturagéo in
vitro de odcitos ovinos.
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Abstract

In order to evaluate the estrous and ovulatory activities of goats submitted to estrus synchronization
with essential oils of Vitex agnus castus L. (OEVAC), 48 Anglo Nubian goats were divided into four groups
(n=12) for estrus synchronization: MAP-COM group, 75 pg of D-cloprostenol was intramuscularly (im)
administered and one intravaginal sponge impregnated with 60 mg of MAP was deposited and removed five
days later when it was injected im 300 IU eCG; MAP-ART group with similar treatment of MAP-COM, but
intravaginal sponges were manually prepared and impregnated with 60 mg of MAP; in the OEVAC60 and
OEVAC120 groups it was performed the same as in MAP-COM, but intravaginal sponges were impregnated
with 60 mg and 120 mg of OEVAC, respectively. The use of intravaginal sponges impregnated with 60 mg of the
OEVAC it is able to synchronize estrus but not the ovulation in goats.
Keywords: device, goat, plant.
Palavras-chave: dispositivo, caprino, planta.

Introducéo

Os tratamentos progestdgenos de sincronizacdo do estro sdo, comumente, associados com a
gonadotrofina coridnica equina (eCG) e analogos da prostaglandina F2a (PGF,,). No entanto, a sincronizagdo do
estro e da ovulagdo tem seu uso limitado em funcéo do elevado custo e de resultados instaveis. Alguns estudos
sobre a planta Vitex agnus castus L. tém demonstrado que ela aumenta dos niveis de progesterona e reduz
sintomas da sindrome pré-menstrual na mulher (Tesch, 2003). Todavia, ndo existem estudos no tocante ao efeito
do uso do 6leo essencial da Vitex agnus castus L. como substancia alternativa na sincronizacdo do estro de
cabras utilizando o principio do alongamento do ciclo estral. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do uso de esponjas intravaginais impregnadas com 6leos essenciais da planta Vitex agnus castus L. na
sincronizacédo do estro e da ovulacdo em cabras.

Material e M étodos

O experimento foi realizado no Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia do Sertdo
Pernambucano, em Petrolina, Pernambuco. Foram utilizadas 48 cabras Anglo-Nubiana, com idade de (média +
desvio padrao) 2,5 £ 1,0 anos, escore de condigdo corporal 3,2 + 0,4 e com, no minimo, duas parigdes. Todas as
cabras foram distribuidas em quatro grupos (n = 12) para inducdo do estro: no grupo 1 (MAP-COM), foi
administrado intramuscularmente (im) 75 pg de d-cloprostenol e depositado uma esponja intravaginal
impregnada com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP), a qual foi retirada cinco dias depois. No dia
da retirada das esponjas, as cabras receberam im 300 Ul de eCG; no grupo 2 (MAP-ART), foi realizado o
mesmo que no MAP-COM, sendo, porém, utilizadas esponjas intravaginais preparadas artesanalmente e
injetadas com 60 mg de MAP; os grupos 3 (OEVAC6E0) e 4 (OEVAC120) foram semelhantes ao MAP-COM,
mas a esponja intravaginal foi impregnada com 60 mg e 120 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L.,
respectivamente. Decorridas 12 horas da retirada das esponjas, iniciou-se a detec¢do do estro, sendo repetida a
cada quatro horas. Foram efetuadas colheitas de sangue para avaliar do status ovariano, antes, durante e apds 0s
tratamentos hormonais de sincronizacdo do estro. As colheitas foram realizadas nos seguintes momentos: sete
dias antes a insercéo do dispositivo intravaginal de sincronizacgéo do estro (D-7), na inser¢do do dispositivo (DO0)
e, diariamente, sempre as 06:00 h, entre os dias 1 e 5 (D1, D2, D3, D4, D5) e 14 dias apés a retirada dos
dispositivos. A concentracdo plasmatica de progesterona foi determinada pela técnica de radioimunoensaio em
fase solida (RIA). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Para comparacdo dos diversos
parametros, utilizou-se a Analise de Variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Friedman (P < 0,05). Os
dados expressos em porcentagem foram submetidos ao Teste Exato de Fisher.

Resultados e Discussido

N&o houve diferenca significativa (P > 0,05) entre grupos para a porcentagem de animais em estro.
Segundo Lucks (2003), os componentes do OEVAC podem atuar no eixo hipotalamico hipofisario, diminuindo a
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secrecdo de FSH e LH, bem como aumentando a liberacdo de progesterona. As cabras do grupo OEVAC6E0
iniciaram seus estros no mesmo intervalo apos a retirada da esponja que os animais tratados com as esponjas
comerciais e impregnadas com MAP (grupo MAP-COM). A partir do primeiro dia ap6s o inicio dos tratamentos
de sincronizacdo do estro, houve uma queda nas concentragfes de progesterona em todos os grupos para 0
ng/mL e esta concentragdo foi observada até o Ultimo dia do tratamento. Os progestdgenos atuam no nivel do
eixo hipotalamico hipofisario, influenciando, de forma negativa, a secre¢do tonica e o pulsatil de LH, diminuindo
assim sua amplitude e frequéncia (Diskin; Austin; Roche, 2002). Além disso, no 14° dia apds a retirada das
esponjas, as concentragdes plasmaticas de progesterona nas cabras dos grupos MAP-COM e MAP-ART foram
superiores (P < 0,05) aquelas dos animais pertencentes aos grupos OEVAC60 e OEVAC120. Possivelmente, o0s
constituintes quimicos da Vitex agnus castus agiram em sinergismo com uma funcéo de progesterona o que pode
ter acarretado um bloqueio na liberagdo de FSH, enquanto que a secre¢cdo do horménio luteinizante foi
estimulada. Embora ambas as gonadotrofinas sejam produzidas pelo mesmo tipo celular, sdo secretadas de forma
diferenciada. Sugere-se, entdo, que houve uma prematura luteinizag¢do das células granulosa e células da teca.

Conclusao
Portanto, o uso de esponjas intravaginais impregnadas com 60 mg de OEVAC é capaz de sincronizar o
estro, mas ndo a ovulacdo de cabras.
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Abstract

The aim of the study was to characterize andrologicaly sheeps belonging to Ruminants Center of
Universidade Estadual do Maranhao. The semen collection was performed by electro gaculation. The body
condition score from seven animals showed averaging 4.57 £ 1.13. The scrotal circumference (SC) was 30.58 +
4.91 cm, a scrotal circumference of rams presented mean length and width of the right testicle of 9.43 + 1.16 cm
and 5.44 + 0.46 cm and the left testicle of 9.0 £ 0.81 cmand 5.51 + 0.41 cm, respectively. The average volume of
semen obtained was 0.89 + 0.32 mL, appearance, color and odor sui generis were for the species. For physical
semen parameters, the average turbulence was 3.57 + 0.53; force of 3.14 £+ 0.38; Sperm motility of 81.43 +
6.90%; sperm concentration of 0.8 + 0.18 x10°sptz / mL. The proportion of living and dead sperm stained with
eosin-nigrosin averaged 74.1 + 3.02% and 25 + 3.46%, respectively. According to this study and the results
obtained, sheep showed morphology and physical aspects consistent with the species and can be used as
breeders.
Keywords: Ovis aries, reproduction, semen.

Introducéo

A ovinocultura no Brasil cresceu significativamente nos ultimos anos.Onde onordeste brasileiro, de
acordo com o IBGE (2008), possui 54,6% do efetivo nacional, sendo o regime extensivo amplamente adotado,
ocasionando baixa resposta produtiva e reprodutiva.

Como método de sele¢do, o exame androlégico consiste na obtencdo de informacdes a partir de exames
macroscopicos e microscopicos que permite estimar o potencial de desempenho dos machos como reprodutores,
assim, aumentando os indices produtivos de um rebanho (Monteiro et al., 2014).

Hoje no Estado do Maranh&o observa-se um crescimento no uso de biotecnologias da reproducéo, para
tanto sdo necessarios novos estudos com finalidade de incentivar o incremento do rebanho estadual. Dessa forma
0 objetivo do trabalho foi caracterizar andrologicamente ovinos pertencentes do NGcleo de Ruminantes da
Universidade Estadual do Maranh&o.

Material e M étodos

O estudo foi realizado na cidade de Sao Luis (02° 31’ 47” S 44° 18' 10" W), Maranhao, especificamente
no Nucleo de Ruminantes, localizado na Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). Para tanto, sete ovinos
SRD com idade média de 5 anos, submetidos a regime semi-intensivo, alimentados com volumoso e sal mineral,
foram submetidos ao exame andrologico de acordo com o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA),
1998.0 aparelho genital externo foi mensurado utilizando um paquimetro e fita métrica. A colheita do sémen foi
realizada pela técnica de eletroejaculagdo. Apds a ejaculacdo, uma aliquota foi analisada imediatamente quanto
aos aspectos macroscopicos (volume, cor e odor) e microscdpicos (turbilhonamento, motilidade e vigor), sendo
retirada uma aliquota e diluida em formol salina a 1% para posterior concentracdo espermatica. As amostras
foram coradas com eosina-nigrosina, um corante vital, para avaliar a integridade da membrana plasmatica sendo
realizada a leituraem microscopia éptica (Microscépio Nikon Eclipse 50i).

Resultados e Discussio

Os sete animais apresentavam um bom estado nutricional, com média de escore corporal de 4,57 + 1,13,
0 que corrobora com os padrdes estabelecidos segundo o CBRA (1998), onde 0s animais que apresentam escore
superior a 3 sdo 0s que proporcionam uma melhor resposta reprodutiva. Quanto a analise do aparelho genital
externo, o perimetro escrotal (PE) foi de 30,58 + 4,91 cm, estes resultados corroboram com o a média encontrada
por Leal et al. (2002) que obteve 29,82 2,51 de ovinos criados em regime semi-intensivo.

A biometria testicular dos carneiros apresentou médias de comprimento e largura do testiculo direito de
9,43 + 1,16 cm e 5,44 + 0,46 cm e do testiculo esquerdo de 9,0 £ 0,81 cm e 5,51 + 0,41 cm, respectivamente,
diferindo do comprimento e na largura testicular direito e, 7,90 = 0,85 e 5,73 + 0,48, respectivamente,
encontrado por Monteiro et al. (2014). A biometria testicular esquerda foi superior aos valores encontrados por
Louvadini et al. (2008) que obteve média de 7,8 + 0,94 e 4,9 + 0,94 do comprimento e largura testicular
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esquerda, respectivamente.

O volume médio obtido de sémen foi 0,89 + 0,32 mL, estando de acordo como proposto por Aisen e
Venturino (2008) que define um volume ejaculado normal entre 0,3 e 1,5 mL, porém, foi inferior a Bernal et al.
(2007) que obteve uma média de 1,08 + 0,20 mL de ovinos ap6s a estagdo de monta.Rodrigues et al. (2005)
obteve a média superior ao encontrado no presente estudo de 1,22 + 0,35 de volume seminal em ovinos
utilizando eletroejaculador no Estado do Ceara.

O aspecto, a cor e odor foram sui generis para a espécie. Para os aspectos fisicos do sémen, a média de
turbilhonamento foi de 3,57 + 0,53; vigor de 3,14 + 0,38; motilidade espermatica de 81,43 + 6,90%;
concentracdo espermatica de 0,8 + 0,18x10°sptz/mL, sendo superior & média da motilidade, 71,67 + 11,69%, e
inferior a média do vigor 3,83 £ 0,75, encontradas por Bernal et al. (2005) no municipio de Londrina. O estudo
corrobora com os padrdes estabelecidos pelo CBRA (1998) nos valores preconizados do turbilhonamento,
motilidade e vigor, porém inferior ao valor médio da concentragdo espermatica.

A proporc¢do de espermatozoides vivos e mortos corados com eosina-nigrosina teve média de 74,1 +
3,02 % e 25 + 3,46%, respectivamente. Estes dados corroboram aos valores médios encontrados por Rodrigueset
al. (2005) que obteve 76,65 + 7,83 e 23,33 + 7,77 de espermatozoides vivos e mortos, respectivamente.

Conclusdes
De acordo com o presente estudo e com os resultados obtidos, os ovinos apresentaram morfologia e
aspectos fisicos condizentes com a espécie e podem ser utilizados como reprodutores.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the ImageJ software in automatic analysis of morphometric
parameters of ram sperm head. Semen smears from three Santa Inés rams were stained with fast panoptic and
digital images of sperms from these smears were analyzed in ImageJ software for morphometric parameters.
The mean dimensions of sperm heads analyzed were 8,4+0,6 pm; 4,4+0,3 um; 21,8+1,6 um and 29,0+3,9 pn
for length, width, perimeter and area, respectively. Individual variations for these parameters were observed.
The ImageJ software was suitable for automatic sperm morphometric analysis with results consistent with those
found in the literature.
Keywords: CASMA, morphology, morphometry.
Palavras-chave: CASMA, morfologia, morfometria.

Introducéo

A avalia¢do da morfologia esperméatica comumente tem sido realizada de forma subjetiva (Verstegen et
al., 2002) mas por sofrer variacdo entre diferentes avaliadores, tem sua aplicabilidade na predi¢do da qualidade
do sémen limitada (Yéniz et al., 2012). Assim, a necessidade de uma avaliagdo mais acurada, que meca as
dimensdes e perfil da cabeca de espermatozoides, levou ao desenvolvimento de sistemas computadorizados de
analise da morfologia espermatica (CASMA) (Verstegen et al., 2002)

Porém, os sistemas CASMA comerciais sdo caros (Butts et al., 2011). Sistemas automatizados
utilizando programas gratuitos tem sido desenvolvido (Yaniz et al. 2012), mas estes fazem uso de sondas
fluorescentes para melhor digitalizacdo dos espermatozoides, o que encarece a metodologia e reduz sua
praticidade. Um sistema automatizado de analise morfométrica de espermatozoides de peixes foi desenvolvido
utilizando plugins para o programa de imagens de codigo aberto ImageJ (Butts et al., 2011). Deste modo, 0
objetivo deste trabalho foi utilizar estes plugins para o ImageJ na andlise das medidas morfométricas da cabeca
de espermatozoides ovinos visando avaliar sua aplicabilidade na morfometria espermética nesta espécie.

Material e M étodos

Ejaculados de trés carneiros Santa Inés, de criatério particular do municipio de Urugui-Pl, obtidos de
trés coletas semanais com uso de vagina artificial, foram diluidos em solugdo de citrato-glicose (Maxwell e
Evans, 1990) na proporcéo 1:9 (sémen:diluidor) para confecgdo de esfregacos. Estes foram fixados em solugéo
formol salina a 3%, corados em panéptico rapido comercial (Laborclin® Ltda) e montados permanentemente
com laminulas. Fotografias digitais dos espermatozoides ao microscopio éptico (400x) foram analisadas no
programa ImageJ (National Institutes of Health, USA), com prévia instalacdo de plugins de analise de
morfometria espermatica conforme Butts et al. (2011). Imagens digitais de cAmara de Neubauer foram usadas
para calibracdo das distancias. Cem espermatozoides foram avaliados em cada esfregaco (Fig. 1) para
comprimento, largura, perimetro (em pm) e area (em pm?). Os resultados, expressos em média + desvio-padréo,
foram comparados entre os reprodutores com uso da ANOVA seguido de teste de Tukey (P<0.05) com uso do
programa estatistico SYSTAT 12 for Windows®.

(A) (B)

Figura 1. Imagens digitais de espermatozoides ovinos antes (A) e apés (B) analise automatizada da morfometria
espermatica com uso do plugins no programa ImageJ.
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Tabela 1. Média + desvio-padrdo do comprimento, largura, perimetro e area da cabeca dos espermatozoides
ovinos dos animais analizados no ImageJ.

Animal Comprimento Largura Perimetro Area
(Hm) (Hm) (Hm) (Hm?)

1 8,4+0,6° 4,4+0,3° 21,7+14° 289+35

2 8,0+0,4° 4,6 +0,2° 23,0+1,0° 31,8+25"

3 7,8+0,2° 4,1+0,2° 20,1+1,0° 25,1 +2,6°

ab¢| etras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas.

Resultados e Discussio

Os valores médios para comprimento, largura, perimetro e area dos espermatozoides dos carneiros
avaliados foram de 8,4+0,6 um; 4,4+0,3 um; 21,8+1,6 um e 29,0+ 3,9 um?, respectivamente, compativeis com
os resultados encontrados na literatura (Maroto-Morales et al., 2010; Yaniz et al., 2012). Diferenca estatistica
(P=0,001) foi observada entre os animais para todos os parametros morfométricos avaliados (Tab. 1). Diferengas
individuais tem sido relatadas e pode se dever a diferengas genotipicas dos animais que influenciam a morfologia
espermatica durante a espermatogénese (Maroto-Morales et al., 2010). Apesar destes animais possuirem mais de
90% de espermatozoides morfologicamente normais, 0 uso da analise automatica no ImageJ permitiu constatar
diferengas morfométricas entre os reprodutores.

Conclusao
O uso no programa ImageJ mostrou-se pratico, rapido, de facil uso, com resultados compativeis com 0s
encontrados na literatura.
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ovina
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Abstract

Brucellosisin sheep hasreceived a major focus, since it is a disease that affects the reproductive system
of animals, causing serious impairment in the productive sector. Thus, three methods for the diagnosis of ovine
brucellosis were evaluated as goal, the indirect ELISA test, the AGID technique and the PCR. Therefore, we
used 211 sheep blood samples arising from properties of nine municipalities of the homogeneous micro-region
of Teresina, Piaui. The 211 blood samples were subjected to the serologic testing and PCR to detect anti-B. ovis
antibodies, and Brucella ovis DNA, respectively. Positive resultsin serological tests were obtained, 36 (17.06%)
positive in the AGID test and seven (3.31%) positive to the ELI SA test, however, there were no positive resultsin
the PCR technique. The use of the techniques for the diagnosis of B. ovis infection is satisfactory, but the choice
of blood as the biological sample for performing the direct diagnosis of ovine brucellosisis not recommended.
Keywords: sheep, pcr, serology.
Palavras-chave: ovino, pcr, sorologia.

Introducéo

Observa-se que no Brasil, o crescimento acelerado de rebanhos ovinos voltados para o corte e a
crescente exigéncia do comércio internacional para o controle sanitario animal, criaram uma demanda
significativa de métodos de diagndsticos eficazes para as doencas infecto-contagiosas dos animais de producéo
(Marques et al., 2006). Assim, a brucelose na espécie ovina passou a ter maior importancia em cenario nacional
para os criadores de ovinos, com a finalidade de promover um maior controle da mesma, assim como, reduzir as
perdas econdmicas frente aos problemas reprodutivos que causa e as exigéncias vigentes.

Dentre os métodos sorologicos seguros e mais utilizados atualmente para o diagnostico da brucelose
ovina, tem-se a técnica de imunodifusdo em gel de Agar (IDGA), ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) e a
fixacdo do complemento (FC). Assim como as provas soroldgicas sdo requeridas para o diagnéstico da brucelose
ovina, as provas moleculares também tém sido amplamente usadas substituindo-se o isolamento microbiano,
uma vez que a PCR é uma prova eficiente, menos demorada, especifica e sensivel.

Ressaltando a grande importancia econdmica da espécie ovina e 0s prejuizos desencadeados pela
infeccdo por Brucella ovis, objetivou-se a avaliagdo de trés técnicas, sendo duas soroldgicas, ELISA indireto e
IDGA, e uma molecular, PCR. As mesmas foram escolhidas e aplicadas visando a investigacdo da real situacdo
quanto a infeccdo por B. ovis em ovinos naturalmente infectados oriundos de nove municipios da microrregido
homogénea de Teresina/Piaui, assim como a aplicabilidade como método de diagnostico.

Material e M étodos

Realizou-se coleta de amostras de sangue de 211 ovinos de diferentes faixas etarias e sexos distribuidos
em 9 municipios correspondentes a microrregido homogénea de Teresina Piaui. As amostras foram obtidas
através da puncéo da veia jugular apds antissepsia com alcool iodado a 2%, com a utilizacdo de sistema a vacuo
e tubos sem anticoagulante para as amostras destinadas a provas sorolégicas, e tubos com anticoagulante -
EDTA para as amostras destinadas a prova molecular (PCR). Os tubos foram identificados com dados relativos
ao municipio e a numeracdo animal. Os tubos contendo as amostras foram mantidos em uma caixa isotérmica
contendo gelo para o transporte. As amostras foram submetidas a centrifugacdo 2.500g por 10 minutos para
obtencdo dos soros, posteriormente as técnicas foram realizadas. As amostras destinadas a PCR foram
acondicionadas a -20°C até 0 momento da extracdo de DNA e realizagdo da técnica molecular.

As amostras foram submetidas as técnicas de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) seguindo
protocolo do kit fornecido pelo Instituto de Tecnologia do Parand (TECPAR), o ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISAI) que foi realizado de acordo com o descrito por Greves et al. (2010), e a reacdo em cadeia da
polimerase visando a busca de DNA de B. ovis. A pcr foi realizada utilizando-se o par de primers: AO503 5’-
GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG-3’; 5’ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG-3’seguindo  protocolo
descrito por Xavier et al. (2010). A técnica de IDGA foi realizada no Laboratério de Fisiopatologia da
Reproducdo na Universidade Federal do Piaui — UFPI, e as técnicas ELISA indireto e PCR foram realizadas no
laboratorio colaborador da pesquisa, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas na Universidade Federal de Minas
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Gerais (UFMG).

Foi calculado a sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos dos testes ELISA
indireto e PCR, utilizando o programa BIOESTAT 5.3. A técnica IDGA foi considerada como teste padrdo de
triagem. A andlise de concordancia entre os testes foi obtida pela estatistica kappa, cujo indice foi calculado
utilizando o programa Stata/SE 10.0 e comparados aos indices descritos por Landis e Koch, et al. (1977).

Resultados e Discussio

Das 211 amostras analisada através do teste de IDGA, 36(17,06%) foram reagentes ao teste e
175(82,94%) foram sabidamente negativas. Ja ao teste de ELISA indireto, 7 (3,31%) foram positivas tanto neste
teste como na IDGA, e 204(96,68%) foram negativas. Quanto aos resultados obtidos na prova molecular, PCR,
ndo houve neste estudo nenhuma amostra reagente ao teste, ou seja, as 211 amostras foram negativas na técnica
de PCR. Este resultado pode ser justificado pelo tipo de amostra bioldgica escolhida para sua realizagdo, uma
vez que foi observado no trabalho de Xavier et al. (2010) que amostras de sangue ndo sdo recomendadas para
realizacdo de diagnosticos diretos para infeccdo provocada por B. ovis em ovinos, pois verificaram que as
amostras de sangue submetidas a PCR ndo foram reagentes ao teste, ou seja, ndo detectaram DNA de B. ovis
através da PCR ao logo da infeccdo de ovinos experimentalmente infectados.

Neste estudo houve concordancia de acordo com o coeficiente Kappa descrito por Landis e Koch
(1977), entre as técnicas de IDGA x ELISA, porém, houve uma fraca concordancia entre as técnicas IDGA X
PCR e ELISA x PCR.

No trabalho de Nozaki et al. (2008), nas amostras de sémen foi possivel observar que a sensibilidade da
técnica de PCR foi de 21,6%, diferindo significativamente do resultado obtido no presente trabalho, onde
obteve-se sensibilidade igual a 0,00% em amostras de sangue. As amostras de urina testadas no trabalho de
Nozaki et al. (2008) apresentaram sensibilidade ao teste de PCR igual a 12,7%, assim, identicamente oposta a
sensibilidade obtida no trabalho.

Neste estudo 36 amostras de ovinos foram reagentes ao teste de IDGA, no entanto, esses dados
contrariam os obtidos por Marinho e Mathias et al. (1996), pois ao avaliarem 850 amostras de soro de ovinos
oriundos do estado de Sao Paulo, ndo obtiveram nenhum animal soropositivo a técnica de IDGA. Esse resultado
negativo e diferente do resultado obtido no presente trabalho, pode estar relacionado com o tipo de antigeno
usado pelos autores, uma vez que usaram como antigeno uma amostra 62/ 290 de Brucella ovis.

Greve et al. (2010) padronizou o teste de ELISA indireto e submeteu 448 amostras ao teste, obtiveram
como resultado 11 amostras reagentes ao ELISA i, mas que ndo foram positivas ao teste de IDGA. Diferindo
deste estudo, pois foi observado das 211 amostras submetidas ao teste ELISA, sete apresentaram-se positivas ao
ELISA indireto e igualmente positivas a IDGA, ou seja, foi observado que as mesmas amostra positiva ao teste
ELISA indireto foram igualmente positivas ao teste de IDGA.

Conclusdo

As trés técnicas escolhidas na pesquisa sdo validas e podem ser consideradas como uma boa ferramenta
para o diagndéstico da infecgdo por B.ovis, contudo, ndo recomenda-se a utilizacdo de sangue como amostra
bioldgica de escolha para a realizacdo de provas diagndsticas diretas para brucelose ovina, uma vez que foi
comprovado neste trabalho sua ineficAcia como amostra para o diagndéstico da infeccdo por B. ovis através da
PCR.
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Abstract

This study aims to evaluate the effects of tea of copaiba extract (Copaifera luetzelburgii), in different
concentrations, added to the Tris-egg yolk extender, the functionality of the plasma membrane sperm of
cryopreserved goats. Were used four goats breeds, adults, male, six of each breed, aged between 1 and 6 years,
a pool of ejaculates were formed to analyze. The animals were randomly divided into four experimental
treatments: TI without adding of tea of copaiba extract (control); TII, added 0,1 mg of tea of copaiba extract;
TIII, 0,2 mg; and TIV, 0,5 mg. The samples were frozen and stored, after 30 days were thawed for analysis by
hisposmotic test (HOST). Adding tea of copaiba extract showed no significant difference between treatments for
HOST, so the use of tea of copaiba extract the seminal dilution was not effective in preserving the functionality
plasma membrane sperm of goats post-thawing.
Keywords: goats, copaiba, hiposmotic.
Palavras-chave: caprinos, copaiba, hiposmotico.

Introduciao

A criopreservacdo do sémen aparece como uma das principais biotecnologias aplicadas a reproducdo
animal, permitindo que o sémen seja transportado, armazenado e utilizado sempre que necessario. No entanto,
sabe-se que o armazenamento do sémen determina ao longo de todas as etapas de criopreservacdo, mudancas nas
caracteristicas espermaticas pela geragdo de danos letais ou subletais em niveis ultraestrutural, bioquimico e
funcional (Holt, 2000). Tais alteracdes culminam na reducdo da motilidade, viabilidade espermatica, capacidade
de transporte ao longo do sistema genital feminino e fertilidade (Hafez, 2004).

As deterioragdes dos espermatozoides no processo de criopreservagdo podem contribuir para a
acumulagdo de produtos toxicos do metabolismo, principalmente de espécies reativas de oxigénio (reactive
oxygen species - ROS), formadas através da peroxidagao lipidica das membranas dos espermatozoides (Cordova
et al., 2010). Estas ROS sédo formas reduzidas de oxigénio e de seus produtos que sdo utilizados nos processos de
modulagdo espermatica para capacitacdo e fertilizagdo, porém quando presentes sob a forma de radicais livres
podem provocar danos estruturais a biomoléculas, DNA, lipideos, carboidratos, proteinas, assim como a outros
componentes celulares (Halliwell e Gutteridge, 1999).

A adi¢do de antioxidantes aos diluidores tém apresentado diferentes resultados na preservacdo dos
espermatozoides, devendo ser utilizados de forma criteriosa, testados em varias concentracdes, para o tratamento
nao se tornar ineficaz.

O extrato de copaiba pode ser considerado um produto de agdo benéfica ao sémen, uma vez que ja
foram atribuidas propriedades anti-inflamatorias, cicatrizantes (Basile et al., 1988), antitumoral (Lima et al.,
2003), anti-edematogénica (Moura, 2010) e antioxidante (Desmarchelier et al., 2001) a este extrato vegetal.

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do cha do extrato de copaiba (Copaifera
luetzelburgii), sob diferentes concentragdes, adicionado ao diluidor, na funcionalidade da membrana plasmatica
de espermatozoides de caprinos pos-criopreservagao.

Material e Métodos

A colheita de sémen, as avaliagdes das caracteristicas fisicas dos ejaculados e a criopreservagao foram
realizadas, semanalmente, na propriedade Fazenda Faveira, localizada no municipio de Elesbdo Veloso-PI, no
periodo de abril a maio de 2016. O local caracteriza-se pela criagdo de caprinos e ovinos de ragas exoticas e de
racas localmente adaptadas.

Foram utilizados quatro (4) racas de caprinos (Azul, Canindé, Moxot6 e Repartido) adultos, machos,
sendo seis (6) exemplares de cada raga, com idade entre 1 a 6 anos. Um pool dos ejaculados foi formado para
analise, onde uma aliquota de cada amostra foi retirada para avaliacdo dos pardmetros seminais de volume,
turbilhonamento, motilidade total, vigor espermatico e concentragdo espermatica.
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Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro tratamentos experimentais: no tratamento I (TI)
foi formado um pool dos ejaculados dos 6 animais de cada raga, sem adi¢do do cha do extrato de copaiba ao
diluidor Tris-gema, sendo considerado o grupo controle; no tratamento II (TII) foi adicionado o cha com 0,1 mg
do extrato de copaiba juntamente ao diluidor Tris-gema; no tratamento III (TII) foi adicionado o cha com 0,2
mg do extrato de copaiba; e no tratamento IV (TIV) foi adicionado o ch4 com 0,5 mg do extrato de copaiba.

Apds cerca de um més do processo de congelagdo, descongelou-se o sémen e realizou-se o teste
hiposmotico (HOST). Este teste foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da Reprodugdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (LBRA/UFPI). A descongelagdo ocorreu por imersdo das palhetas em banho-
maria a 37°C por 30 segundos.

Para a realizacdo do HOST, foram adicionados 10 pL de sémen descongelado de cada tratamento aos
microtubos contendo 1mL de solugdo hiposmotica (citrato de sodio -50% e frutose -50%) a 150 mOsmol/L, em
seguida, incubados por 40 minutos em banho-maria a 37°C. Outros 10 uL. de sémen descongelado de cada
tratamento foram adicionados em microtubos contendo ImL de formol salino. Apos a contagem de 100 células
espermaticas de todas as amostras, para avaliagdo da cauda dobrada e cauda ndo dobrada, foram comparados os
resultados pré e p6s-HOST para membranas funcionais.

Para analise estatistica dos dados, foram obtidas as médias, desvio-padrdo e utilizada a Analise de
varidncia por meio do programa Statistical Analysis System for Windows (SAS). No caso de diferencas
significativas entre os tratamentos experimentais, foi utilizado o teste de Duncan e SNK (Student Newman
Keuls) para comparac¢des de médias. Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05.
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Resultados e Discussio

Os resultados presentes na Tab. 1 mostraram que o uso do cha do extrato de copaiba junto ao diluidor
utilizado ndo interferiu na funcionalidade da membrana plasmatica espermatica dos animais avaliados, ndo
havendo diferenga significativa entre os grupos experimentais. Os valores das médias de membranas funcionais
foram menores que os valores encontrados por Oliveira et al. (2013), que observaram 33,5% de membranas
funcionais, utilizando o mesmo teste, na mesma osmolaridade (150 mOsmol/L) em sémen de caprino.

Tabela 1. Média de espermatozoides caprinos com membrana funcional, diluidos em Tris-gema sob tratamento
controle e trés concentragdes (0,1; 0,2 e 0,5 mg/mL) do chd do extrato de copaiba, pos-criopreservagio,
avaliados pelo HOST.

Ragas Niveis de Extrato de Copaiba (mg/mL) Médias (Ragas)
TI TII TII TIV
0 (0,1) 0,2) 0,5
Azul 27,20 22,60 25,80 28,80 26,10
Canindé 34,16 38,00 30,66 37,50 35,08*
Moxoto 25,66 21,16 26,50 31,66 26,25*
Repartido 31,80 33,60 30,20 27,20 30,70*
Médias a a a a
(Copaiba) 29,70 28,84 28,29 31,29 -

Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan a 5% de probabilidade (P > 0,05).

De modo geral, verificou-se uma baixa resposta do sémen caprino ao teste hiposmético, haja vista que
mesmo os maiores valores médios de membranas plasmaticas espermaticas funcionais encontradas ficaram em
torno de 31,29% (TIV). Esses resultados também foram inferiores aos encontrados por Salgueiro et al. (2003),
que obtiveram médias superiores a 50% de espermatozoides reativos, na mesma espécie, porém sem uso de
antioxidantes ao diluidor.

A literatura € escassa no que se concerne a utilizagdo de antioxidantes em meios diluidores na
biotecnologia da reproducdo de caprinos, sendo estas substdncias mais usuais em bovinos, mostrando resultados
variados quanto a sua utilizagao.

A literatura também ¢ escassa quanto ao efeito do extrato de copaiba na criopreservacdo do sémen
caprino e o presente estudo ¢ pioneiro na avaliagdo do cha do extrato de copaiba, adicionado ao diluidor Tris-
gema, na funcionalidade da membrana plasmatica de sémen de caprinos pds-criopreservacao.

Conclusio

Conclui-se que as concentragdes utilizadas do cha do extrato de copaiba ndo apresentaram eficiéncia na
preservagdo da funcionalidade da membrana plasmatica espermatica de caprinos poés-criopreservacdo pelo
HOST. Entretanto, outras pesquisas devem ser realizadas visando analisar o efeito deste extrato, em outras
concentragdes e por outros testes, na qualidade e capacidade fertilizante do s€émen de caprinos.
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Avaliacao do cha do extrato de copaiba (Copaifera luetzelburgii) pos-criopreservacgao de
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Abstract

The semen cryopreservation process causes damages in spermatozoa characteristics. This study aimed
to evaluate the effects of tea of Copaiba extract (Copaifera luetzelburgii), in different concentrations, added to
the Tris-egg yolk extender, in the quality of post-cryopreserved spermatozoa from locally adapted breeds of
goats. Were used four (4) goats Breeds (Azul, Canindé, Moxot6 e Repartido) adults, male, six of each breed,
aged between 1 and 6 years, a pool of ejaculates were formed to analyze. The animals were randomly divided
into four experimental treatments: Tl (Control), TIl (0,1mg), Tl (0,2mg) and TIV (0,5mg). The samples were
frozen and stored, after 30 days they were thawed for analysis by term-resistance test (TTR). The addition of tea
of copaiba extract showed no significant difference between treatments by TTR, therefore the use of tea copaiba
extract in seminal diluting not increment the sperm longevity post-thawing.
Keywords: goats, copaiba, cryopreservation.
Palavras-chave: caprinos; copaiba, criopreservacao.

Introducao

A caprinocultura cresce por todo o Brasil, com maior destaque para a regido Nordeste que possui o
maior rebanho efetivo (IBGE, 2013). Essa atividade desempenha importante fungdo socioecondémica, como
geradora de renda (comercializagdo de animais, carne e peles) e como fonte de proteina de alto valor bioldgico
para as populagdes de baixa renda (consumo de animais nas propriedades). As ragas nativas e seus cruzamentos
destacam-se entre os criadores, devido a sua rusticidade e adaptabilidade (Menezes et al., 20006).

Para um maior desenvolvimento da caprinocultura ¢ necessaria uma maior utilizagdo das biotécnicas
aplicadas a reprodugdo animal, dentre elas a criopreservagdo do sémen. No entanto, sabe-se que o
armazenamento do sémen determina ao longo de todas as etapas de criopreservagdo, mudangas nas
caracteristicas espermaticas pela geracdo de danos letais ou subletais em niveis ultraestrutural, bioquimico e
funcional (Holt, 2000), estas alteracdes decorrentes da queda da temperatura sdo denominadas de crioinjurias.
Diante disso, podemos adicionar crioprotetores aos diluidores, substincias capazes de promover a sobrevivéncia
celular durante a refrigeragdo, congelaggo e descongelagdo (Furst, 2006).

O extrato de copaiba pode ser considerado um produto de ac¢do benéfica ao sémen, uma vez que ja
foram atribuidas propriedades anti-inflamatorias, cicatrizantes (Basile et al., 1988), antitumoral (Lima et al.,
2003), anti-edematogénica (Moura, 2010) e antioxidante (Desmarchelier et al., 2001) a este extrato vegetal.

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do cha do extrato de copaiba (Copaifera
luetzelburgii), sob diferentes concentra¢des, adicionadas ao diluidor, na longevidade do sémen pos-
criopreservado de caprinos pelo teste de termoresisténcia.

Metodologia

A colheita de sémen, as avaliacdes das caracteristicas fisicas dos ejaculados e a criopreservacao foram
realizadas, semanalmente, na propriedade Fazenda Faveira, localizada no municipio de Elesbdo Veloso-PI, no
periodo de abril a maio de 2016. O local caracteriza-se pela criagdo de caprinos e ovinos de ragas exdticas e de
racas localmente adaptadas.

Foram utilizados quatro (4) ragas de caprinos (Azul, Canindé, Moxotd e Repartido) adultos, machos,
sendo seis (6) exemplares de cada raga, com idade entre 1 a 6 anos. Um pool dos ejaculados foi formado para
analise, onde uma aliquota de cada amostra foi retirada para avaliagdo dos pardmetros seminais de volume,
turbilhonamento, motilidade total, vigor espermatico e concentragdo espermatica.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro tratamentos experimentais: no tratamento 1 (TI)
foi formado um pool dos ejaculados dos 6 animais de cada raga, sem adi¢do do cha do extrato de copaiba ao
diluidor Tris-gema, sendo considerado o grupo controle; no tratamento II (TII) foi adicionado o cha com 0,1 mg
do extrato de copaiba juntamente ao diluidor Tris-gema; no tratamento III (TII) foi adicionado o cha com 0,2
mg do extrato de copaiba; e no tratamento IV (TIV) foi adicionado o ch4 com 0,5 mg do extrato de copaiba.
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Apds cerca de um més do processo de congelacdo, descongelou-se o s€émen e realizou-se o teste de
termoresisténcia (TTR) para avaliagdo da longevidade espermatica, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos. Este
teste foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da Reprodugdo Animal da Universidade Federal do Piaui
(LBRA/UFPI). A descongelagido ocorreu por imersdo das palhetas em banho-maria a 37°C por 30 segundos.

Para andlise estatistica dos dados, foram obtidas as médias, desvio-padrdo e utilizados a Andlise de
varidncia por meio do programa Statistical Analysis System for Windows (SAS). No caso de diferencas
significativas entre os tratamentos experimentais, foi utilizado o teste de Duncan e SNK (Student Newman
Keuls) para comparac¢des de médias. Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05.

Resultados e Discussao

De acordo com a Tabela 1, as médias de motilidade dos espermatozoides criopreservados em diluidor
contendo diferentes concentragcdes de extrato de copaiba ndao apresentaram diferenga significativa entre os
Tratamentos TI, TII, TIII pelo TTR e, ainda, o tratamento TIV apresentou este parametro com valor inferior
quando comparado aos demais tratamentos, mostrando que o extrato da copaiba diluido a 0,5 mg/ml pode alterar
o perfil de motilidade dos espermatozoides. Também foi possivel observar uma redugdo significativa da
motilidade e vigor espermaticos a cada periodo de tempo analisado por este teste.

Tabela 1. Motilidade total (%) e Vigor espermatico (1-5) de sémen de caprinos, diluido em Tris-gema sob
tratamento controle e trés concentragdes (0,1; 0,2 e 0,5 mg/mL) do cha do extrato de copaiba, pods-
criopreservacdo, avaliados pelo TTR.

Tempo Médias
p Niveis de Extrato de Copaiba (mg/mL) (Tempo)

(TTR)

TI TII TII TIV

0 (0,1) 0,2) 0,5

Mot Vig Mot Vig Mot Vig Mot Vig Mot Vig
0 33,47 3,08 3543 308 33,56 3,04 25,17 291 3191* 3,03
60 27,61 2,82 2826 2,69 2643 2,78 21,74 2,74 26,01° 276"
120 18,82 2,04 16,87 2,00 15,34 1,82 11,17 2,00 15,55 1,96°
180 9,87 1,56 8,78 1,56 8,65 1,34 565 121  824% 142¢
Médias 22.44* 238 2233 233  21,00° 225 15,93 221°
(Copaiba)

Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan a 5% de probabilidade (P > 0,05).

A literatura ¢ escassa quanto ao efeito do extrato de copaiba na criopreservagdo do sémen caprino.
Vanzela et al. (2013) avaliando o extrato ao diluidor de sémen ovino observaram que concentracdes menores de
copaiba apresentaram resultados de motilidade melhores quando avaliados em até 48h pds-refrigeracdo, porém
também ndo houve diferenga estatistica com o grupo controle e concentracdes superiores do extrato diminuiram
essa caracteristica seminal.

As médias de vigor espermatico criopreservado em diluidor contendo diferentes concentracdes de
extrato de copaiba ndo apresentaram diferenga significativa entre os tratamentos TI, TII, TIII e TIV pelo TTR.
Mesmo sem diferenga entre os grupos, todos os tratamentos avaliados em todas as racas apresentaram o
parametro seminal de vigor espermatico dentro da normalidade para a espécie caprina, com valores minimos de
vigor pds-descongelagdo (vigor 2) preconizados pelo CBRA (2013), podendo, dessa forma, ser empregado em
programas de inseminagdo artificial.

Conclusio

Conclui-se que as concentra¢des utilizadas do cha do extrato de copaiba ndo apresentaram incremento
na longevidade do sémen criopreservado de caprinos. Entretanto, outras pesquisas devem ser realizadas visando
analisar o efeito deste extrato em outras concentragdes e por outros testes na qualidade do s€men caprino pos-
descongelado.
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Avaliacio do estresse hipertérmico de ovelhas gestantes das racas Dorper, Santa Inés e
suas mesticas em clima tropical com base nos niveis sorologicos de Triiodotironina (T3)

e Tiroxina (T4 Total)
Evaluation of the stress head stress sheep pregnant of the breeds Dorper, Santa Inés and their mixed in a
tropical climate based on the serological levels of Triiodotironina (T3) and Thyroxine (T4 Total)
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Abstract

The study objectify to evaluate the adaptability of pregnant sheep of the Dorper, Santa Ines and mixed
(Dorper Y% % Santa Ines) to the tropical climate through serologic possible modifications of triiodothyronine
(T3) and thyroxine (T4). The experiment was conducted at Malhada Vermelha farm in Lagoa Alegre - PI, 21
sheep were used in gestational middle third, 7 of Dorper, 7 Santa Ines and 7 mixed (Dorper x Santa Ines), all in
satisfactory clinical conditions and under the same management conditions. These were evaluated respiratory
rate, rectal temperature and collected blood samples for hormone dosage four times in each climatic period
March, July and October. Later they were measured Thyroxine (Total T4) and triiodothyronine (T3) by ELISA.
T3 dosages remained within the normal range for the species, while T4 was below. It was concluded that the
most adapted breed is Santa Ines.
Keywords: thyroxine, triiodothyronine, Santa Ines.
Palavras-chave: tiroxina, tritodotironina, Santa Inés.

Introducao

A glandula tireoide ¢ uma das mais envolvidas nos processos metabolicos globais e secreta duas
iodotironinas, a Tiroxina (T4) e a Triiodotironina (T3), peculiarmente caracterizadas por sua atividade
calorigénica, que afeta o metabolismo de gorduras, carboidratos e proteinas, de maneira a controlar a
termogénese obrigatoria. Dentre as respostas hormonais ao estresse térmico, uma das mais importantes ¢ a
alteragdo do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide, cuja reagdo no calor € reduzir sua atividade e, consequentemente,
a taxa metabolica (Swenson e Reece, 1998).

As mudancas enddcrinas importantes por ocasido do estresse hipertérmico, pode-se destacar a
diminuicdo na atividade do eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide, com redugdo das concentragdes de hormonios
tireoidianos (Bianco e Kimura, 1999).

As regides tropicais, de modo geral, caracterizam-se por elevados niveis de radiacdo solar e de
temperatura ambiente, fatores esses que podem afetar de maneira adversa a produgdo animal, quando comparada
a de animais mantidos em zonas temperadas, se esses ndo forem bem adaptados a esse tipo de clima (Souza
Junior et al., 2008).

Existem dois caminhos para o incremento da produ¢@o na regido tropical: o primeiro consiste em utilizar
gendtipos mais produtivos e fornecer-lhes um ambiente compativel com os seus requerimentos. O segundo se
refere a utilizagdo de animais adaptados, dos quais se devem selecionar os mais produtivos. Nesse caso, a
utilizagdo de ragas nativas assume um importante papel, devido ao seu grande potencial adaptativo ao ambiente
(Facanhas et al., 2013).

Portanto, objetivou-se com este trabalho avaliar a adaptabilidade de ovelhas prenhes das racas Dorper,
Santa Inés e mestigas (2 Dorper 2 Santa Inés) ao clima tropical, por meio de possiveis modificagdes sorologicas
de Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T4).

Material e Métodos

O experimento foi realizado na fazenda Malhada Vermelha localizada no municipio de Lagoa Alegre —
PI, em trés periodos bioclimaticos distintos ao longo do ano, margo (ameno ¢ umido), julho (ameno ¢ seco) e
outubro (quente e seco).

Foram utilizadas 21 ovelhas prenhes, aproximadamente no terco médio gestacional, sendo sete da raga
Dorper, sete da raga Santa Inés e sete mesticas (%2 Dorper %2 Santa Inés), todas em condi¢des clinicas
satisfatorias, submetidas as mesmas condi¢des de manejo e com médias de escores 5 (Dorper), 4 (Mestigas) e 3
(Santa Inés).
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Foi realizada a caracterizagdo do ambiente pela determinagdo da temperatura ambiente (TA), umidade
relativa (UR) e velocidade do vento (VV), que foram medidas por meio de Mini Estacdo Meteorologica
Sonambra WM-300, a temperatura de globo negro (TGN).

Foi calculado o indice desenvolvido especificamente para ovinos, o Indice de Conforto Térmico (ICT)
estimado por Barbosa at al. (1995). O ICT ¢ calculado pela féormula:

3-ICT = (0,6678Ta)+(0,4969Pp {ta})+(0,5444Tgn)+(0,1038vv)

Durante o experimento, foram mensurados os parametros fisiologicos, frequéncia respiratoria (FR) e
temperatura retal (TR), em dois horarios do dia (7-8 e¢ 13-14) quatro vezes em cada periodo climatico
considerado neste experimento.

Foram realizadas coletas de sangue para dosagem hormonal nos animais, quatro vezes em cada periodo
climatico (outubro de 2015 e margo de 2016 ¢ julho de 2016).

O sangue foi obtido por meio de venopung@o da jugular, coletando-se 5 ml de sangue em tubos de
ensaio sem anticoagulante. As amostras foram centrifugadas, na propria fazenda a 756G e o soro armazenado em
microtubos do tipo “eppendorf” e congelado a — 20°C.

Foram dosados Tiroxina (T4 total) e triiodotironina (T3) pelo método ELISA, no Laboratério de
Ciéncias Fisiologicas da UFPI assim, os dados obtidos foram analisados através do Programa de Estatistico
Sigma Stat.

Resultados e Discussido

A raca Dorper diferiu significativamente das demais racas com média geral de T3 igual a 1,53 ng/ml,
enquanto as racas Santa In€s e mestigas apresentaram 1,87 e 1,76 ng/ml respectivamente, para os trés periodos
do ano. Para as dosagens de T4 nfo houve interacdo entre raga e periodo, entretanto, o periodo com maior
producdo foi o més de margo igual a 88,8nmol/L, enquanto a raga Santa Inés obteve maior média igual a
88,67nmol/L, diferindo das demais ragas, sendo Dorper com 79,9 nmol/L e mestigas com 74,35 nmol/L.

Os valores médios de T3 encontrados nesse experimento foram semelhantes aos encontrados por
Starling et al. (2005) que foram de 0,97 a 2,25 ng/mL e Costa et al. (2015) com médias variando de 0,70 a 2,50
ng/mL.

Os menores niveis de T4 foram observados em outubro, corroboram com os descritos na literatura, ja
que nesse periodo foi observada maior temperatura ambiente embora, os valores encontrados no experimento,
que variou de 70,2 a 88,8 nmol/L, sejam inferiores ao encontrado por Costa et al. (2015) cuja média variou entre
173.817a 184.853 nmol/L o que demonstra que o metabolismo dos animais esteve reduzido em todo o periodo
experimental.

Os horménios tireoideanos possuem uma correlagdo negativa com a temperatura ambiente, ou seja,
quanto menor a temperatura maior os niveis de T3 e T4 (Costa, 2015). Essa relacdo foi observada nessa
pesquisa, demonstrando que os resultados sdo compativeis com o descrito na literatura.

Conclusio
Através desses resultados, conclui-se que a raga Santa Inés foi a mais adaptada ao clima tropical por
sofrer menos estresse.
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Abstract

This work aimed to evaluate the quantitative parameters of fresh and thawed sperm of Canindé goats in the
State of Piaui. Ten sperm samples were collected, using artificial vagina, from four goats at reproductive age. Each
ejaculate was evaluated for volume, sperm concentration, mass motility, total and progressive motility, percentage of
motile spermatozoa and vigor, for further dilution in ACP-101. Then, the sperm was filled in 0.25 mL straws,
cryopreserved using the TK3000 machine and stored in nitrogen cylinders at -196 °C, for further analysis at SCA. The
sperm parameters were submitted to the T test for comparison between the fresh and thawed groups. The values for
fresh sperm relative to total and progressive motility, vigor and sperm viability were higher (P < 0.05) when
compared to thawed, although both fresh and thawed sperm of these animals could be used in programs of artificial
insemination (I4).
Key words: goat, sperm parameters, local breed.
Palavras-chave: bode, parametros seminais, raga autoctone.

Introducio

Dentre os caprinos localmente adaptados no Nordeste Brasileiro, a raga Canindé destaca-se por sua
rusticidade e alta produgdo de leite, encontrando-se acima da média nacional, quando comparada a caprinos localmente
adaptados (Ribeiro, 2006). Em virtude disso, a preservacdo de racas caprinas localmente adaptadas tem sido defendida,
ndo s6 devido & importante variabilidade genética destes animais como também devido a sua contribui¢do para
producdo de carne, pele e leite (Ozgecan e Okan, 2012). Desta forma, o trabalho teve como objetivo avaliar os
parametros quantitativos do sémen fresco e descongelado de caprinos autdctones do Estado do Piaui.

Material e Métodos

O trabalho foi submetido e aceito pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEP/UECE) com o niimero:
6305558/2014. O sémen foi coletado de quatro reprodutores, andrologicamente testados, duas vezes por semana, durante
o periodo de dois meses (julho e agosto/2015), com auxilio de vagina artificial e fémea em estro induzido. Apos a coleta,
cada ejaculado foi avaliado quanto ao volume (ml), concentragdo espermadtica (sptz/ml), motilidade massal (1-5),
motilidade total e progressiva (0-100%), percentual de espermatozoides moveis (0-100%) e vigor (1-5) (Chemineau et al.,
1991). Posteriormente, procedeu-se a diluigdo seminal, utilizando ACP-101 (40 mg de gentamicina, 2,5% de gema de ovo
e 7% de glicerol), até uma concentracio final de 400 x 10° sptz/ml. Em seguida, o sémen foi envasado em palhetas de
0,25 ml e levado a maquina TK3000, em curva especifica para sémen caprino (- 0,25 °C/min.), para iniciar o processo de
criopreservacgdo. Apds o periodo de um més em botijoes criogénicos (-196 °C), essas palhetas foram descongeladas em
banho Maria a 37 °C, e analisadas pelo sistema de

analise computadorizada (SCA) e subjetivamente. No SCA foram analisados parametros como: percentual de
espermatozoides moveis (MOV), percentual de espermatozoides com movimento progressivo (PROG), velocidade
curvilinear (VCL - pm/s), velocidade média do percurso (VAP - pmy/s), retilinearidade (STR - %), deslocamento
lateral de cabega (ALH - pm). Os dados obtidos foram expressos em média e desvio padrdo e analisados através do
programa estatistico Graphpad Prism® versdo 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), depois foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, com posterior transformagdo angular em Arcoseno das
porcentagens. As propor¢des encontradas para os parametros espermaticos foram submetidas ao teste 7 para
comparagdo entre os grupos a fresco e descongelado. Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05.

Resultados e Discussio

Na tabela 1 ¢ possivel verificar os parametros de motilidade total, progressiva e vigor do sémen fresco e
descongelado, onde os valores de sémen fresco apresentaram-se significativamente maiores que o do descongelado (P
< 0,05). No sémen fresco, a motilidade massal (3,8 = 0,62) apresentou-se abaixo dos valores preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (2013) para espécie caprina. Ja os valores relacionados ao vigor (3,32 +
0,44), a motilidade (84,5 + 5,16%) e a concentragdo espermatica no ejaculado (3,9 + 1,2610° spzt/ml) estavam de
acordo com o recomendado. No tocante ao s€émen descongelado, os valores da motilidade total (29,7 + 18,0%) e vigor
(2,1£1,5), estdo de acordo com o CBRA (2013). Na tabela 2 estdo expostos os dados do s€émen descongelado avaliados
pelo sistema de analise computadorizada (CASA), onde os valores médios de motilidade total (29,7%) e motilidade
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progressiva (21,3%) apresentaram-se abaixo dos valores obtidos na analise seminal objetiva pos-descongelacdo
(61,36% e 33,62%, respectivamente). Entretanto, tanto os valores obtidos na analise objetiva quanto subjetiva estavam
dentro do recomendado pelo CBRA 2013. Os parametros de velocidade (VCL e VAP) sd@o comumente utilizados para
descricdo geral do movimento do espermatozoide e o parametro STR trata das relagdes entre estas velocidades
(Motimer, 1997). No presente estudo, foram encontrados valores de VAP menores (42,23%) do que observado por
Oliveira et al. (2011). Da mesma forma Cavalcante (2008) ao utilizar ACP para analise seminal de ovinos, obteve
valores maiores do que encontrados no presente estudo para VCL (116,1%), VAP (101,7%), STR (78,6%) ¢ ALH
(2,6%).

Tabela 1. Média e erro padrao da motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), vigor e espermatozoides viaveis
no sémen de caprinos da raga Canindé, avaliados subjetivamente.

Fresco Descongelado
Animal MT MP Vigor  Sptz Vidveis MT MP Vigor Sptz
% % (1-5) (%) (%) (1-5) Viaveis

84,5+6,8" 76,0+6,1° 3,140,3" 164,6+11,6° 23,1+18,6° 19,0£16,1° 2,1+1,8°  36,5+32,2°
86+5,1°  77,1+4,8"° 3,3+0.4* 164,8+11,6° 36,0£8,4°  26,049,9° 2,8+1,0° 92,4+382°
82,5442%  72,0442° 3,540,5* 1643+11,6° 32,5421,8° 23,1+183" 2,1+1,8°  65,2+48.6°
85,0£0,5° 74,5443 3,3+0,4* 164,3+11,5 25,5+21,2° 16,6+15,0° 1,6+1,5°  50,0+40,0°
Total 84,5+5,1 75451 33404 1643118  29,7+18,0 213+14,6 2,1%1,5  62,5+43,9
Letras distintas, entre colunas, indicam diferenca pelo teste de Tukey (P < 0,05), dentro de um mesmo pardmetro, entre
o sémen fresco e descongelado. Sptz-Espermatozoides.

AW N —

Tabela 2. Média e erro padrao do percentual de espermatozoides méveis (MOV), percentual de espermatozoides com
movimento progressivo (PROG), velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade média do percurso (VAP - um/s),
retilinearidade (STR - %), deslocamento lateral de cabeca (ALH - pm) do s€émen de caprinos da raga Canindé¢.

Animal MOV PROG VCL VAP STR ALH

1 47,22+25,94 21,22+13,38 38,66+21,01 30,44+16,84 62,44+33,37 1,55+0,83
2 62,29+36,05 31,474+21,23 54,0+30,94 44,0+£25.,85 76,29+41,24 1,94+ 1,0
3 68,92+36,57 37,0+£25,04 60,0+31,72 49,24427,02 76,56+36,31 2,04£1,0
4 67,09+24,46 38,81+21,48 55,84+21,73 45,27+19,71 74,63+19,81 1,96+0,58
Total 61,36+£30,75 33,62+20,28 52,124+26,35 42.23+22 35 72,48+32.68 1,87+0,85
Conclusao

Os padrdes de motilidade e vigor se mantiveram satisfatorios para conservagdo tanto do sémen fresco como do
descongelado, mostrando assim, um bom potencial para seu uso em programas de inseminagao artificial.
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Avaliacio dos fatores de risco e prevaléncia da leptospirose em caprinos em municipios

do Alto Médio Gurguéia do Estado do Piaui
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the risk factors and to calculate the prevalence of
Leptospirosis in goats in municipalities of the Upper Gurguéia micro region of the State of Piaui. A total of 143
goat samples were collected from four (4) municipalities of the micro-region. Applied an epidemiological
questionnaire with possible risk factors. The diagnosis was made by the microscopic sero-agglutination (SAM)
technique against 22 pathogenic serovars. The reagents were determined serovar appears when 50% or more
agglutination reaction on the cutting point titer of 1: 100. The overall prevalence was 9.09%. Serum
Icterohaemorrhagiae were found in 5.59%, Grippotyphosa in 1.4%, Icterohaemorragiae + Pomona (0.7%),
Icterohaemorrhagiae + Canicola (0.7%) and Icterohaemorrhagiae + Autumnalis (0.7%). It is concluded that in
the studied region it has a high prevalence for leptospirosis and that there are no measures of controls to
contain the risk factors.
Keywords: leptospira, serovar, reproductive disease.
Palavras-chave: leptospira, sorovar, doenga reprodutiva.

Introducao

A leptospirose ¢ uma doenga infecciosa febril aguda, de etiologia bacteriana, causada por
espiroquetideos do género Leptospira. Do ponto de vista epidemiolégico, consideram-se como principais
reservatdrios de leptospiras na natureza os roedores sinantropicos, isto €, aqueles que se adaptaram a viver junto
ao homem, a despeito da vontade deste. A infeccdo humana por leptospiras depende do contato direto da pele ou
mucosas com cole¢des de dgua nas quais se encontra urina de animais infectados (Segurado et al., 2016). Nas
areas rurais, a transmissdo ocorre mais frequentemente por causa da deficiéncia de boas praticas sanitarias na
manipulacdo animal (Silva et al., 2015).

Nos animais domésticos a leptospirose causa doengas reprodutivas reduzindo a eficiéncia. Em caprinos
a leptospirose é responsavel por causar perda de peso, anorexia, letargia, ictericia, hipertermia, abortos,
mortalidade superior a 40% em casos agudos (Oliveira et al., 2013). A Leptospira spp esta presente em sémen e
fluidos vaginais de cabras, potencializando a transmissdo entre caprinos (Lilenbaum et al., 2008). Entretanto em
caprinos normalmente a leptospirose apresenta-se de forma assintomatica. Sendo o ponto de vista
epidemioldgico, a forma mais importante e responsavel pela permanéncia de animais eliminadores da bactéria no
meio ambiente, expondo outros animais e seres humanos ao risco de infec¢do (Aratjo Neto, 2010).

No Brasil, até o presente momento, hd um nimero restrito de investigacdes que tiveram éxito no
isolamento de leptospiras em pequenos ruminantes (Higino e Azevedo, 2014). Devido a importancia da criagdo
de caprinos para a regido e a falta de informagdes epidemioldgicas sobre a leptospirose caprina no Piaui, na
microrregido do Alto Médio Gurguéia e sobre os fatores que predispde a doenga, este trabalho teve por objetivo
verificar a presenca da leptospira na microrregido e avaliar os fatores de risco para a doenga.

Material e Métodos

A pesquisa foi realizada em 04 (quatro) municipios da Microrregido do Alto-médio Gurguéia no Estado
do Piaui (Barreiras do Piaui, Gilbués, Monte Alegre e Santa Luz), onde foram coletadas 143 amostras de
caprinos, sendo aplicados questionarios em cada propriedade. O diagndstico foi realizado no Instituo Bioldgico
em Sdo Paulo-SP, sendo utilizada a prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM) contra 23 sorovares
patogénicos. As leituras feitas em microscopio de campo escuro, objetiva de 10x. O critério adotado para o soro
ser considerado como reagente foi de 50% de leptospiras aglutinadas por campo microscopico em aumento de
100 vezes.

Resultados e Discussio

Das 143 amostras de soro provenientes de caprinos localizados na Microrregido Alto Médio Gurgueia
avaliados pela técnica de Soroaglutinagao Microscopica (SAM) 9,09% apresentaram reagdo positiva Tabela 1. O
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sorovar de maior frequéncia foi o Icterohaemorragiae (5,59%), seguido por Grippotyphosa(1,4%), e
Icterohaemorragiae + Pomona(0,7%), Icterohaemorragiae + Canicola(0,7%) e Icterohaemorragiae +
Autumnalis(0,7%). O Icterohaemorragiae aparece em 7,69% das amostras. Dos fatores de risco encontrados
através da aplicagdo de questionario: 85,71% compram animais para reproducdo; nenhuma das propriedades
realiza quarentena e ndo adotam critérios para cobertura das fémeas; 100% relataram abortos na propriedade;
28,57% relataram repeticdo do cio; 100% ndo possuem assisténcia veterindria; 57,14% relataram ndo fazer
vacinagdo alguma enquanto as 42,86% restantes realizam vacinagdo apenas contra raiva; 85,71% possuem outras
espécies em co-pastejo; 28,57% relataram a presenca de ratos e 100% abatem caprinos para consumo na
propriedade.

Rizzo et al. (2014) registraram o sorovar icterohaemorrhagie como o segundo em ordem de maior
frequéncia ficando atras do sorovar Autumnalis. Porém nossos resultados demonstram que o sorovar de maior
frequéncia foi o Icterohaemorrhagiae. Esse sorovar ja foi isolado no Brasil e tem os roedores sinantropicos como
principal hospedeiro de manutengdo (Correia et al., 2004), sendo assim a provavel fonte de infecgdo nos
rebanhos acometidos (Rizzo et al., 2014). Schmidt et al. (2002) realizando um levantamento soroldgico em
caprinos leiteiros relataram a prevaléncia dos sorovares icterohaemorrhagiae, hardjo e pamona. Escocio et al.
(2010) relatam que a resposta a multiplos sorovares na SAM indicam exposicdo a varias origens, até mesmo
animais silvestres, contudo ndo descartam a possibilidade de contagio através de animais infectados.

Em seu estudo Lilenbaum e Santos (1995) o principal fator de risco associado a soropositividade foi co-
pastejo com outras espécies, principalmente porcos. Auséncia de assisténcia veterinaria ou a frequéncia baixa de
visitas também tem sido sugerida para ser associada ao soroprevaléncia geral para leptospirose. Lilenbaum
(2008) conclui que um fator de risco significativamente associados a soroprevaléncia de leptospirose foi a
frequéncia de supervisdo veterinaria profissional. Higino et al. (2012) verificou que criatorios onde a presenga de
roedores ndo foi relatada apresentaram 35,9% de positividade para leptospirose, enquanto nos rebanhos com
roedores a taxa observada foi de 54,3%, indicando que este fator pode ser importante na epidemiologia da
leptospirose caprina na regido. Também foi verificada associagdo entre historico de infertilidade e prevaléncia de
leptospirose em rebanhos nos quais houve relato de infertilidade, apresentando prevaléncia de 77,8%; rebanhos
sem historico de infertilidade apresentaram prevaléncia de 40,6%.

Nos resultados encontrados todas as propriedades relataram abortos, ndo possuirem assisténcia
veterinaria ¢ ndo executarem vacinagdo contra leptospirose, caracterizando como fatores relevantes para a
presenca da leptospirose nas propriedades; mais da metade realizam co-pastejo com outras espécies podendo
indicar varias origens da leptospira.

Tabela 1. Frequéncia de sorovares reagentes ao teste de soroaglutinagdo microscopica para leptospira em 143
soros de caprinos em 04 municipios localizados na microrregido alto médio Gurguéia.

Sorovares % % Das propriedades Reagentes
Icterohaemorragiae 5,59% 61,53%

Grippotyphosa 1,4% 15,38%
Icterohaemorragiact+Pomona 0,7% 7,69%
Icterohaemorragiac+Canicola 0,7% 7,69%
Icterohaemorragiae+Autuminalis 0,7% 7,69%

Total 9,09 100%

Conclusao

A leptospirose esta presente em caprinos na Regido do Alto Médio Gurguéia. Que a falta de medidas de
controle esta diretamente ligada a prevaléncia da leptospirose. Os fatores de riscos detectados contribuem para o
aparecimento da doenga e aumento da prevaléncia.
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Avaliacio morfolégica, funcional e tempo de termorresisténcia de espermatozoides

caprinos localmente adaptados
Morphological, functional and thermoresistance time evaluation of locally adapted goat’s sperm
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Abstract

This study evaluated the quality of ejaculated from adapted breeds of goats as the morphologic aspects,
functional and thermoresistance. An aliquot of the pool of each breed was used for morphological evaluation by
wet preparation, quantifying sperm defects and dividing them into classes. The samples were cryopreserved
using TK3000 machine and evaluated by thermoresistance test by checking motility and sperm vigor every hour.
For plasma membrane functionality analysis, was used hiposmotic test. There was no difference (P > 0.05)
between the breeds in all sperm defects before and after cryopreservation, as well as for the thermoresistance
times for motility and sperm vigor (P > 0.05). There was a significant reduction in motility and sperm vigor 120
minutes after thawing of the samples. There was no difference (P > 0.05) between the percentage of sperm with
functional membrane between the evaluated breeds. Therefore, the evaluated breeds have morphology,
functionality and similar sperm thermoresistance.
Keywords: goats, thermoresistance, HOST.
Palavras-chave: caprino, termorresisténcia, HOST.

Introducao

As ragas caprinas naturalizadas no nordeste brasileiro, desenvolveram caracteristicas adaptativas
importantes. Ao longo dos anos adaptaram-se ao clima, com altas temperaturas, pouca oferta de alimentos e
agua, adquirindo resisténcia as condi¢des desfavoraveis da regido e mantendo-se férteis e prolificos mesmo em
condigdes adversas (Régo et al., 2006). Este valoroso material genético podera vir a ser utilizado para
restabelecer uma raga em processo de extingdo, desenvolver um novo grupamento genético, dar suporte a
programas de conservagdo in vivo e fornecer material para estudos moleculares visando a identificacao de genes
de importancia econdmica (Ramos et al., 2009). Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
do ejaculado de caprinos, localmente adaptados, quanto aos aspectos morfologico, funcional e de
termorresisténcia, visando a conservagdo racional desse material genético.

Material e Métodos

As atividades de coleta a campo foram realizadas semanalmente na Fazenda Faveira, localizada no
municipio de Elesbdo Veloso — PI, durante os meses de abril a maio de 2016. Foram utilizados 16 reprodutores
caprinos das ra¢as Azul, Canindé, Moxotd e Repartido, sendo quatro animais de cada raga. Todas as coletas de
sémen foram feitas no mesmo horario (turno da manha), pelo método da vagina artificial, com auxilio de fémea
estrogenizada. Um pool dos ejaculados foram formados para analise, onde uma aliquota de cada amostra foi
retirada para avaliacdo dos parametros seminais fisicos imediatos. Outra aliquota (10 puL) foi colocada em 4 mL
de formol salino a 4% (dilui¢do 1:400) (CBRA, 2013), para mensurag@o da morfologia espermatica pela técnica
da camara Umida, utilizando microscopio de contraste de fase com aumento de 100x, contando 200 células
espermaticas por ldmina e classificando quanto a defeitos maiores, defeitos de cabeca, peca intermediaria,
defeitos de cauda e defeitos totais.

Apbs a realizagdo do célculo de concentracdo espermadtica, com o auxilio da cAmara de Neubauer, o
sémen foi diluido em meio TRIS-Gema e acondicionado em palhetas de 0,25 mL, de forma a obter 2x10%
espermatozoides/palheta. O processo de congelagdo procedeu-se em maquina automatizada, modelo TK-3000 e
0 armazenamento a -196°C em botijdo criogénico contendo Nitrogénio liquido. A descongelacdo ocorreu por
imersdo das palhetas em agua a 37°C por 30 segundos. Imediatamente apds a descongelag@o foram avaliados os
parametros de motilidade/vigor espermatico durante o teste de termorresisténcia (TTR) lento. Para o teste de
funcionalidade da membrana, uma propor¢do de 10 uL. de sémen foi adicionado a ImL da solug¢do hiposmotica
constituida por citrato tri-sédico e frutose, obedecendo uma concentragdo de 150 mOsm/L e incubados em
Banho-Maria a 37°C, durante 60 minutos. Posteriormente, 10uL desta suspensdo foi inserido sobre lamina,
coberta com laminula, e observada em microscopio de contraste de fase com aumento de 100x. O resultado ¢
expresso em percentual pela diferenca de caudas dobradas antes e apos o teste, em 100 espermatozoides
contados.
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Para analise estatistica dos dados, foi procedida a analise de variancia dos parametros avaliados, sendo
as médias comparadas pelo teste de Duncan, de acordo com o coeficiente de variagdo obtido. Foi utilizado o
Software SAS (Statistical Analysis System) for Windows versao 9.0.
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Resultados e Discussio

De acordo com a Tabela 1, durante o teste de Termorresisténcia (TTR) lento, ndo se observou diferenga
significativa (P > 0,05) para os parametros de motilidade e vigor espermatico, em nenhuma das ragas avaliadas.
No entanto, ao comparar os mesmos parametros nos diferentes tempos de incubacdo, houve decréscimo
significativo aos 120 minutos, nas duas caracteristicas. Ndo houve diferenca significativa no vigor espermatico
nos tempos 120 min e 180 min pds-descongelagio (P > 0,05).

Tabela 1. Motilidade total e vigor de espermatozoides caprinos Azul, Canindé, Moxot6 e Repartido, em
diferentes tempos pds-descongelacdo (0, 60, 120 e 180 minutos), pelo teste de termorresisténcia (TTR).

Pardmetros ~ Tempo Ragas - Reprodutores Meédia
(min.) Azul Canindé Moxot6 Repartido
Mot. (%) 0 35,83+11,58 41,66+16,32 3583+17,72 32,5+11,72 36,45"
Vig. (1-5) 0 3,16 +£0,40 3,33+0,51 3,16 +£0,40 2,83 +£0,40 3,12°
Mot. (%) 60 28,33+14,02  37,5+18,64 2833+14,71 28,33+9,30 30,624
Vig. (1-5) 60 2,66 £0,51 2,83 +0,40 3,00 £ 0,63 2,83 +0,40 2,33°
Mot. (%) 120 21,66 £ 14,02 28,00+ 15,36 20,00+ 14,14 16,66 + 12,9 21,58"
Vig. (1-5) 120 1,83 +0,75 2,33 +£0,81 1,83 £0,98 2,00 £ 0,63 2,00
Mot. (%) 180 8,33 £ 8,01 15,83 +13,99 10,33 £8,16 12,5+10,36 11,75¢
Vig. (1-5) 180 1,33 £0,81 2,16 £0,75 1,50 £ 0,83 1,66 £ 0,51 1,66
Mot. (%) Média 23,54% 30,75% 23,62% 22,50* 3
Vig. (1-5) Média 2,25° 2,66° 2,37 2,33°

Meédias de motilidade com mesma letra maitiscula ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan a 5% (P > 0,05).
Meédias de vigor com mesma letra mintiscula ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan a 5% (P > 0,05).

As ragas avaliadas ndo diferiram em relagdo a nenhuma das fra¢des de defeitos espermaticos (P > 0,05),
demonstrando a apresentacdo de caracteristicas morfologicas semelhantes. Porém, as ragas Canindé e Moxoto
apresentaram percentagem de defeitos maiores acima da recomendada pelo CBRA (2013), que pode levar a
reducdo da capacidade fecundante dos espermatozoides. Todas as ragas apresentaram percentagem de defeitos
totais dentro do limite preconizado pelo CBRA (2013) (Tab. 2). N&o houve diferenca significativa entre as ragas
em relagdo a funcionalidade da membrana plasmatica espermatica (P > 0,05) (Tab. 3). Vidigal (2008), estudando
a morfologia espermatica em caprinos SPRD observou maiores percentagens de defeitos de cabega e de pega
intermediaria (1,27% e 0,91%) e menor percentagem de defeitos de cauda (3,69%) em relacdo ao presente
estudo.

Todos os grupos apresentaram média de funcionalidade de membrana espermatica pos-descongelagdo
superior ao observado por Bittencourt et al. (2005), ao utilizar o Glicerol como crioprotetor no diluidor seminal
(16,9%), o mesmo utilizado nesse estudo. Oliveira et al. (2013) avaliando a eficacia do teste no sémen caprino,
sob diferentes osmolaridades, encontrou taxas de espermatozoides reativos ao teste, semelhantes ao observado
nesse estudo, utilizando a mesma solugdo hiposmotica (33,25%).

Tabela 2. Médias e desvios-padrdo dos parametros morfologicos (defeitos de cabega, defeitos de pega
intermediaria, defeitos de cauda, defeitos maiores ¢ defeitos totais) de espermatozoides caprinos Azul, Canindé,
Moxoto6 e Repartido.

Parametros Ragas — Reprodutores

Azul Canindé Moxoto Repartido
Defeitos de cabecga (%) 0,30 + 0,44* 0,10 +0,22% 1,10+ 1,38 0,10 +0,22*
Defeitos de pega intermediaria (%) 0,0 +0,0° 0,10 £0,22* 0,40 £ 0,65* 0,0+0,0°
Defeitos de cauda (%) 13,70 + 7,47° 17,50 £ 8,38° 15,00 + 12,85* 8,60 + 3,64°
Defeitos maiores (%) 6,20 +2,30* 11,60 £7,24* 12,80 +12,95° 6,90 +4,03*
Defeitos totais (%) 12,00 £ 9,74* 17,70 £ 8,25* 16,50 + 12,71* 8,70 + 3,54°

Médias com mesma letra, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P > 0,05).
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Tabela 3. Valores médios (%) e desvio padrdo de espermatozoides reativos ao teste hiposmoético (HOST), nas
racas Azul, Canindé, Moxotd e Repartido.

Parametros Ragas — Reprodutores
Azul Canindé Moxoto Repartido
HOST (%) 26,66 + 11,62° 34,16 + 13,74° 25,66 + 12,84" 31,80 + 15,207

Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P > 0,05).

Conclusio

As racas avaliadas apresentam morfologia, funcionalidade e termorresisténcia espermatica semelhantes,
entretanto as ragas Canindé e Moxotd ultrapassaram numericamente a percentagem de defeitos maiores
preconizados pelo CBRA, durante o periodo estudado.
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Biometria escroto-testicular de carneiros da raca Santa Inés e mesticos (Dorper + Santa

Inés) criados sob sistema intensivo
Biometry scrotal-testicular of rams race Santa Inés and mestizos (Dorper + Santa Inés) crated under intensive
system
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Abstract

The objective of this study was to evaluate comparatively the scrotum, scrotal circumference of the
breed rams Santa Ines and mestizos (Dorper + Santa Inés) created under intensive system. Used four rams each
race healthy, aged between 18 and 24 months and scores ranging from 3 to 3.5. There were two collections of
scrotum-testis to determine the characteristics for each group, seven days apart. The data were submitted to
analysis of variance (ANOVA) for a randomized block design. The variables analyzed were submitted to Tukey
test at 5% probability, to compare the scrotum-testicular parameters between the races. Based on the results
obtained, it is concluded that the scrotum-testicular parameters animal Santa Inés and mestizos (Dorper + Santa
Inés) created under confinement do not differ significantly (P <0.05).
Keywords: biometry, confinement, testicles.
Palavras-chave: biometria, confinamento, testiculos.

Introducao

A busca por indicadores da fertilidade na selecdo de reprodutores tem sido alvo de estudos nos ultimos
anos. Parametros testiculares, seminais, comportamentais, hormonais, e suas associa¢des, tém sido avaliados
quanto a capacidade reprodutiva, com destaque para o perimetro escrotal (Souza et al., 2007). Existe uma alta
correlagdo entre o perimetro escrotal e/ou volume escrotal com a concentragdo e a normalidade espermatica.
Nesse contexto a morfometria testicular esta sendo bastante utilizada como forma de avaliagdo da capacidade
reprodutiva (Gongalves et al., 2008).

A fertilidade dos ruminantes pode ser influenciada pela alimentagdo ou pelo manejo em que estes
animais sdo criados. Animais que participam de leildes, por exemplo, passam por um prévio condicionamento.
Levando-se em consideragdo o pre¢o de um animal com boa condig@o corporal comparado a um animal magro ¢é
bem superior. Animais alimentados com alto teor de energia apresentam testiculos maiores do que aqueles
alimentados com baixo teor energético. No entanto, animais subnutridos apresentam testiculo com menor
volume (Fourie et al., 2004).

Estudos sobre as caracteristicas biométricas de carneiros criados sob sistema intensivo no Sul do Piaui,
sendo de racas puras ou ndo, sdo escassos. Dessa forma objetivou-se com este trabalho avaliar de forma
comparativa a biometria escroto-testicular de carneiros da ra¢a Santa Inés e meticos (Dorper + Santa Inés)
criados sob sistema intensivo.

Material e Métodos

Foram utilizados quatro carneiros da raga Santa Inés e quatro mesticos (Dorper + Santa Inés) higidos
com idade entre 18 ¢ 24 meses e escore de condi¢do corporal variando de 3 a 3,5. O experimento foi conduzido
no aprisco experimental do CPCE/UFPI. Os animais receberam alimentacdo a base de capim-elefante e
suplementagdo com ragdo comercial para ovinos (500g/animal/dia), além de sal mineral e dgua ad libitum.

Apds um periodo de adaptacdo dos animais as condigdes de criagdo, foram feitas duas coletas da
biometria escroto-testicular para se determinar as caracteristicas de cada grupo, com intervalo de sete dias, onde
foram avaliados perimetro escrotal, com auxilio de uma fita métrica, do comprimento testicular e largura
testicular, com auxilio de paquimetro, ¢ do volume, sendo obtido através da formula 2 [(r?) x © x h], onde r =
larg/2, m = 3,14 e h = comprimento dos testiculos.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para um delineamento em blocos
casualizados. As variaveis analisadas foram submetidas ao teste de Tukey a 5% de probabilidade, para comparar
0s parametros escroto-testiculares entre as ragas.
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Resultados e Discussao

As caracteristicas da biometria escroto-testicular dos animais estudados estdo expressas na Tabela 1. Os
ovinos mesticos tiveram em média 31 + 0,9 cm de PE. Esse valor foi inferior aos relatados por Souza e Leite
(2000) para a raga Dorper (36,5 cm) e por Maia et al. (2011) em ovinos mestigos % Dorper + % Santa Inés, em
regime de confinamento a céu aberto (34,4 £ 4,1 cm). Os carneiros da raga Santa Inés obtiveram em média 29,75
+ 4,4 cm de PE. Nesse grupo também foi observado valores menores que os relatados por Souza et al. (2007) que
descreveram um valor de 31,91 cm. Em ambos os casos, atribui-se como possivel causa de variagdo dentre os
valores escroto-testiculares, a idade dos animais, pois na literatura consultada a idade era diferente daquela dos
animais desse experimento.

Tabela 1. Biometria escroto-testicular (x + dp) de carneiros da raga Santa Inés e mestigos (Dorper + Santa Inés)
criados sob manejo intensivo na regido Sul do Piaui.

Ragas
Santa Inés Mesticos
PE 29,4+44 31,3+0,9
CT 79+ 1,1 8,1+0,4
LT 59+12 6,0+ 0,6
VT 487 +231,2 459,5+92,1

*diferem estatisticamente (P < 0,05); média e desvio padrio (x = dp); perimetro escrotal (PE); comprimento
testicular (CT); largura testicular (LT); volume testicular (VT).

Segundo Fourie et al., (2004) animais da raca Dorper manejados de forma extensiva possuem
parametros escroto-testiculares diferentes daqueles criados em sistema intensivo. O presente estudo comparou
grupos de animais criados sob o mesmo sistema. No entanto nio teve diferenca significativa em relagdo aos
parametros escroto-testiculares avaliados (P < 0,05), Tabela 1. A semelhanca genética, o escore de condicdo
corporal e a idade dos animais estudados podem ter sido os fatores que influenciaram na similaridade dos
parametros avaliados entre as ragas.

Conclusio
Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os pardmetros escroto-testiculares dos animais da raga
Santa Inés e mesticos (Dorper + Santa Inés) criados sob confinamento nao diferem significativamente (P < 0,05).
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Abstract

Sheep-raising is a promising activity in the semi-arid of the Brazlian Northeast. However, some
barriers prevent the development of this type of livestock farming, such as the lack of assistance to producers
and climatic factors that straight affect herd production. Therefore, it was aimed to contribute to the
development of this activity, suggesting the implementation of reproductive-handling practices in PIVAS. The
work in 2013 was developed in 15 among 22 productive areas intended for production in PIVAS. In 2014 it was
supported 08 productive areas and in 2015, it was accompanied 066 productive areas. There was a significant
change in the frequency of the implementation of some practices suggested by the extension group, for example,
in 2014 and 2015, it was reached 100% of acceptance for neonate care and discarding annual rate. Finally,
many of the suggested systems have not been complied because of barriers already mentioned.
Keywords: extension, livestock, production.
Palavr as-chave: extensao, pecudria, producéo.

Introducéo

O manejo reprodutivo é constituido por meditas que buscam um aprimoramento do rebanho, trazendo
assim boas respostas econdmicas. Entretanto, no semiarido nordestino, encontram-se alguns entraves que
impossibilitam o nosso criador de ampliar o perfil econémico na ovinocultura no que diz respeito a criacdo
assistida e orientada. E fundamental esclarecer ao produtor que a adogio de medidas praticas de manejo
reprodutivo, como a importancia da nutricdo e manejo sanitario sdo acdes importantes para o desenvolvimento
da produtividade (Corandin, 2011). Ademais, é necessario saber que existem outros fatores que influenciam a
eficiéncia reprodutiva, como, por exemplo, o ambiente, e critérios de selecdo do animal, incluindo genética,
peso, idade, entre outros pontos determinantes. Seguindo esta premissa, no presente trabalho tivemos como
principal objetivo contribuir para o desenvolvimento e consolidagdo da ovinocultura no Perimetro Irrigado das
Vaérzeas de Sousa (PIVAS) através de adocdo de medidas de manejo reprodutivo adequado.

Material e M étodos

No ano de 2013, o presente trabalho foi realizado em 15 areas produtivas das 22 destinadas a producédo
no PIVAS, em 2014 foram acompanhadas 08 &reas produtivas e em 2015 foram assistidas 06 areas de producao.
A selecdo dos produtores foi realizada através da indicacdo de profissionais da Empresa de Assisténcia Técnica e
Extenséo Rural da Paraiba (EMATER), com a condicéo de todos serem membros da ACROPIVAS. A partir desta
selecdo, medidas como a caracterizagdo socioecondmica dos produtores e avaliacdo dos rebanhos foram realizadas
de forma que pudéssemos identificar os principais entraves de cada produtor acompanhado. Foi realizado um
levantamento de dados relacionados ao manejo sanitario, nutricional e reprodutivo adotados, como também
avaliacdo das instalagBes de cada propriedade. A partir do resultado obtido no levantamento, foi aplicado um
questionario em cada propriedade entre os periodos de julho de 2012 a janeiro de 2016. Com as informacdes
obtidas foi montada uma matriz, com as variaveis que melhor contribuam para os objetivos do trabalho. Foi feita
uma descrigéo qualitativa e os dados obtidos foram organizados e transformados em dados percentuais.

Resultados e Discussio

Ao longo do acompanhamento, foi recomendada a realizagcdo da monta controlada e efeito macho, com
0 intuito de estimular as fémeas a entrarem no cio simultaneamente facilitando assim os cuidados com as
matrizes no pré-parto e pds-parto. E possivel afirmar que, com a presenca do macho ocorre uma aceleragdo
guanto a retomada ao estro em fémeas ap6s o parto (Pacheco e Quirino, 2010). Além disso, de acordo com
Guimardes (2009) a adogdo desse sistema facilita a identificacdo de animais improdutivos ou pouco produtivos,
além de permitir a programagao da producéo para épocas favoraveis. Entretanto, os produtores alegaram néo ser
possivel a realizagdo da monta controlada por ndo ter area suficiente a fim de separar as fémeas do macho. Outra
técnica aconselhada pelos extensionistas foi o uso de rufides para identificacdo das fémeas no cio, tal técnica ndo
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foi implementada pelos criadores devido a falta de um animal com idade reprodutiva adequada para esse manejo.
Para este propdsito, devem-se utilizar animais saudaveis e jovens pela funcdo que irdo exercer. Na tabela 01, é
possivel observar os rebanhos que foram acompanhados em 2012/13, tento uma evasdo desta quantidade em
2014 a 2015, onde de inicio tinham 15 propriedades restando apenas 6 delas. As dificuldades na criagdo por
problemas econdmicos, acabaram desencadeando outros fatores, tornando-se a justificativa principal para essa
desisténcia. Os cuidados com neonatos foi outra importante medida orientada pelos extensionistas, aos criadores
0s quais tiveram 100% de aceitacdo nos dois Ultimos anos avaliados. Os produtores foram orientados que logo
ap6s 0 nascimento, os animais deveriam receber devidos cuidados, evitando doencas de grande ocorréncia em
neonatos, duas dessas medidas, € o corte e cauterizacdo do umbigo e a ingestdo do colostro. Um manejo adotado
pelos produtores e bastante aceito foi a substituicdo das matrizes velhas por fémeas mais novas, com descarte
anual de 100% nos anos acompanhados. Através desta técnica, foi possivel a realizacdo do descarte de matrizes
que ndo estavam mais em idade reprodutiva. Todos os produtores acompanhados implementaram o descarte em
seus rebanhos devido aos beneficios trazidos por esse manejo, que segundo Granados et al. (2006), este sistema é
importante para a realizacdo da limpeza no rebanho, onde somente os animais produtivos e sadios devem
permanecer no rebanho, evitando o gasto com manutencdo de animais com baixo nivel produtivo ou ainda
improdutivos. O melhoramento genético foi outra técnica aceita por todos os criadores na busca de
caracteristicas desejadas como: maior ganho de peso, alta prolificidade, rusticidade e maior conversao alimentar.
Foi introduzido nos rebanhos do PIVAS um reprodutor Dorper PO oriundo de uma parceria com o IFPB Campus
Sousa, 0 animal permaneceu nas varzeas de Sousa por 2 anos atendendo aos produtores na forma de rodizio entre
as propriedades.

Tabela 1. Praticas de manejo reprodutivo adotados em unidades familiares produtoras de ovinos no Perimetro
Irrigado das Varzeas de Sousa no alto Sertdo Paraibano, entre os anos de 2012/13 e 2015.

Variaveis 2012/2013 2014 2015

n/N Frequéncia n/N  Frequéncia n/N Frequéncia (%)

(%) (%)

Tamanho do rebanho
Nimero de Animais 418 280 210
Sistema de criacdo
Extensivo 4/15 26,7 % 5/8 62,5 % 5/6 83,3 %
Intensivo 2/15 13,3 % 0/8 0% 0/6 0%
Semi-intensivo 9/15 60,0 % 3/8 375% 1/6 16,7 %
Escrituracdo Zootécnica
Controle de nascimento 2/15 13,3 % 2/8 25,0 % 3/6 50,0 %
Cuidados com 0s neonatos 7/15 46,7 % 8/8 100 % 6/6 100 %
Controle de cobertura 1/15 6,7 % 0/8 0% 0/6 0%
Controle de parto 2/15 13,3 % 2/8 25,0% 3/6 50,0 %
Controle de ganho de peso 3/15 20,0 % 0/8 0 % 0/6 0%
Separa 0s animais por
categoria
Sim 0/15 0% 0/8 0% 0/6 0%
Né&o 15/15 100 % 8/8 100 % 6/6 100 %
Tipo de Monta
Monta Natural 14/15 93,3 % 8/8 100 % 6/6 100 %
Monta Controlada 1/15 6,7 % 0/8 0% 0/6 0%
Inseminacdo Artificial 0/15 0% 0/8 0 % 0/6 0%
Sicronizagdo de Cio
Sim 1/15 6,7 % 0/8 0% 0/6 0%
Né&o 14/15 93,7 % 8/8 100 % 6/6 100 %
Efeito macho 0/15 0% 0/8 0% 0/6 0%
Protocolos hormonais 0/15 0% 0/8 0% 0/6 0%
Faz uso de Rufido
Sim 0/15 0% 0/8 0% 0/6 0%
Né&o 15/15 100 % 8/8 100 % 6/6 100 %
Faz descarte anual
Sim 6/15 40,0 % 8/8 100 % 6/6 100 %
Né&o 9/15 60,0 % 0/8 0% 0/6 0%
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Consideracdo Final

A ovinocultura é promissora no PIVAS, no entanto necessita de maior assistencialismo por parte do
governo, para que seja possivel uma insergdo de tecnologias produtivas e administrativas adequadas. As praticas
de manejo reprodutivo, mesmo tendo sido observado algumas melhoras ao longo dos anos, ainda sdo pouco
utilizadas, A falta dessas tecnologias mostra-se como um grande entrave ao desenvolvimento da cadeia de
producdo, além das questdes climaticas que sdo enfrentadas pelo criador na regido nordestina.
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Caracterizacao fisica e estrutural de espermatozoides no ejaculado de Caprinos Azul,

Canindé, Moxoto e Repartido
Physical and structural characterization of sperm in the ejaculate from Azul, Caninde, Moxot6 and Repartido
goat races
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Abstract

This study aimed to evaluate physically and structurally ejaculates from locally adapted goats in the
rainy season. Semen pool formed by the four goats of each breed was evaluated for physical, diluted in Tris-egg
yolk and frozen. After thawing, it was diluted in Tris and incubated with carboxyfluorescein diacetate and
propidium iodide, to evaluate the integrity of the plasma membrane and JC1 to assess mitochondrial activity.
The percentage of cells with damaged membrane and mitochondrial activity in spermatozoa between breed were
compared, every hour for three hours. There was no significant difference (P > 0,05) in relation to the
percentage of cells with damaged plasma membrane, as well as between the incubation times. The Azul breed
had lower mitochondrial activity (P < 0,05). The evaluated semen of all breeds showed no significant damage to
the plasma membrane in the rainy season, but the Azul breed had lower mitochondrial activity in sperm cells.
Keywords: goats, semen, fluorescent probes.
Palavras-chave: caprinos, sémen, sondas fluorescentes.

Introducao

As ragas localmente adaptadas se desenvolveram ao longo dos ultimos séculos e apresentam hoje
caracteristicas de adaptacdo de extrema importdncia para trabalhos de melhoramento animal. Substituidas
gradualmente por ragas comerciais, essas ragas encontram-se, em sua maioria, ameagadas de extingdo. O
armazenamento de material genético das ragas naturalizadas, com suas caracteristicas singulares, em um banco
de germoplasma ¢é de fundamental importancia (Mariante et al., 2011).

Motilidade, concentracdo e morfologia espermadticas sdo os parametros classicos na avaliagdo de
amostras de sémen. Entretanto, estudos remetem que este tipo de analise manual é impreciso, mesmo quando
executada por investigadores experientes, assim como sdo influenciadas por uma alta variagdo entre observacdes
e observadores (Arruda et al., 2007). Todos os testes de analise de sémen buscam a predigdo da sua capacidade
fertilizante. A técnica que utiliza sondas fluorescentes vem ganhando importancia por sua caracteristica de
marcar estruturas especificas das células e de detectar integridade estrutural ou funcionalidade de forma clara
(Celeghini, 2005). Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar fisica e estruturalmente, através de
sondas fluorescentes, o ejaculado de caprinos localmente adaptados.

Material e Métodos

As atividades de coleta foram realizadas semanalmente na Fazenda Faveira, localizada no municipio de
Elesbdo Veloso — PI, durante os meses de abril a maio de 2016. Foram utilizados 16 reprodutores caprinos das
racas Azul, Canindé, Moxotd ¢ Repartido, sendo quatro animais de cada raga. As coletas de sémen foram
realizadas no mesmo horério (turno da manha), pelo método da vagina artificial, com auxilio de uma fémea
estrogenizada. Um pool dos ejaculados de cada raga foram formados para analise, onde uma aliquota de cada
amostra foi retirada para avaliagdo dos parametros seminais fisicos imediatos.

Apds o célculo da concentracdo com o auxilio da cadmara de Neubauer, o sémen foi diluido em meio
TRIS-Gema e posteriormente acondicionado em palhetas de 0,25 mL. O processo de congelagdo procedeu-se em
maquina automatizada, modelo TK-3000, e o armazenamento a -196°C em botijdo criogénico contendo
Nitrogénio liquido. A descongelacdo ocorreu por imersdo das palhetas em agua a 37°C por 30 segundos. A
integridade da membrana espermatica foi mensurada conforme descrito por Harrison e Vickers (1990), onde
aliquotas de 50 pL de sémen foram diluidas em 150 pL de TRIS contendo 5 puL. de DCF (0,46 mg/mL em
DMSO) e 20 pL de IP (0,5 mg/mL em PBS), homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a 37°C. A anlise se
deu pela contagem de 100 espermatozoides em microscopio de epifluorescéncia com aumento de 1000x. As
células que apresentaram fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto aquelas apresentando
fluorescéncia vermelha foram consideradas danificadas.

Para verificagdo da atividade mitocondrial, aliquotas de 50 pL de sémen foram diluidas em 150 pL de
Tris contendo 5 pL de JC-1 (0,15 mM em DMSO) e incubados por 10 minutos a 37°C. Um total de 100
espermatozoides foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia com aumento de 1000x sob 6leo de
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imersdo, usando filtro de emissdo. As células coradas em laranja foram classificadas com alto potencial de
membrana mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo potencial de
membrana. Para analise estatistica dos dados, foi procedida a analise de varidncia dos parametros avaliados,
sendo as médias comparadas pelo teste de Duncan, de acordo com o coeficiente de variagdo obtido. Foi utilizado
o Software SAS (Statistical Analysis System) for Windows versdo 9.0.

Resultados e Discussio

Os resultados observados referentes aos aspectos fisicos do s€men estdo dispostos na Tabela 1. Nao houve
diferenca significativa (P > 0,05) entre as racas avaliadas em relagdo a todos os parametros fisicos (volume,
turbilhonamento, motilidade total, vigor e concentragdo espermatica). Apenas a ragca Canindé apresentou volume
do ejaculado inferior (0,42mL) ao estabelecido pelo CBRA (2013) (0,5 — 1,5 mL). Vidigal (2008), avaliando as
caracteristicas fisicas do s€men de caprinos SPRD, observou média de volume do ejaculado também inferior a
0,5 mL no grupo de reprodutores com escroto bipartido. Todas as racas apresentaram média de turbilhonamento
abaixo do estabelecido pelo CBRA (2013) (>4) e apenas a raca Canindé apresentou vigor dentro dos padrdes
estabelecidos para sémen fresco (>3). Todas as ragas apresentaram motilidade e concentra¢do espermatica dentro
do intervalo preconizado pelo CBRA (2013).

Tabela 1. Médias e desvios-padrio dos pardmetros fisicos (volume, turbilhonamento, motilidade, vigor) e
concentragdo espermatica do sémen de caprinos Azul, Canindé, Moxotd ¢ Repartido, Elesbdo Veloso-PI, 2016.

Parametros Racas — Reprodutores

Azul Canindé Moxotd Repartido
Volume (mL) 0,52+0,18" 0,42+0,11* 0,64 +£0,07* 0,50 +£0,43*
Turbilhdo (0-5) 2,00 + 1,26 2,55+0,80" 2,43 +1,35" 1,91 +0,80*
Motilidade (%) 75,83 +£10,20° 79,16 + 3,76° 70,83 £ 11,14° 76,66 + 7,52°
Vigor (0-5) 2,50 + 0,54° 3,00 +£0,0° 2,83 +£0,40° 2,83 +0,40°
Concentragio (x10°spz/mL) 3,77 £1,79° 3,98 +£1,37° 4,42 +1,50° 3,88 £0,71%

Médias com mesma letra, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P > 0,05).

Na Tabela 2 estdo presentes os resultados referentes a analise estrutural de espermatozoides caprinos
criopreservados. Nao houve diferenga significativa (P > 0,05) entre as ragas avaliadas em relag@o a percentagem
de células espermaticas com integridade da membrana plasmatica. Resultados semelhantes, porém inferiores,
foram observados por Vidigal (2008) (44,69 - 49,55%) ao comparar a taxa de integridade da membrana
plasmatica de espermatozoides caprinos SPRD com e sem escroto bipartido. As ragas Canindé e Repartido
apresentaram maior atividade mitocondrial em relagdo as demais (49,70 e 44,66%, respectivamente) (P < 0,05),
sendo a raga Azul com menor percentagem de células espermaticas com atividade mitocondrial (20,08%). As
técnicas de avaliagdo da atividade mitocondrial tém sido utilizadas em associagdo a biotécnicas reprodutivas
como a criopreservacdo de sémen, a qual determina consideravel reducdo da atividade mitocondrial e,
consequentemente, da capacidade fertilizante dos espermatozoides (Marco-Jiménez et al., 2006). Nao houve
diferenca entre os grupos raciais (P > 0,05) nos tempos de incubagiio para as duas varidveis avaliadas
(integridade de membrana plasmatica e atividade mitocondrial). Dessa forma, é possivel observar a manutengéo
das caracteristicas estruturais da célula espermatica, mesmo ap6s 180 minutos de descongelagéo.

Tabela 2. Médias e desvios-padrio das caracteristicas estruturais da célula espermatica do s€émen congelado de
caprinos Azul, Canindé, Moxot6 e Repartido, em diferentes tempos pds-descongelacdo, Elesbdo Veloso, 2016

Paradmetros Tempo Ragas - Reprodutores Média
(min.) Azul Canindé Moxotd Repartido
Integridade 0 54,16424,50  54,83422,00  57,00+24,71  51,00+16,26 54,25%
de Membrana 60 56,83+18,84  59,16421,32  60,66+25,95  53,50+13,72 57,54*
plasmatica 120 58,33426,92  61,50+28,44  59,83+22.43  49,50+13,03 57,29*
(%) 180 54,1642325  59,00£28,00  53,16+26,34  48,33+18,31 53,66
Média 55,87" 58,62° 57,66" 50,58*
Atividade 0 15,66+14,03  41,00425,74  31,33+13,88  43,83+15,43 32,95%
Mitocondrial 60 23,00+20,37  55,66+17,58  45,50+11,34  45,50+12,89 42.41*
(%) 120 19,83+16,75  50,66422,34  42,66+6,40  45,16+11,05 39,58
180 21,83+17,84  51,50420,80  34,50+11,76  44,16+18,57 38,00"
Média 20,08° 49,70° 38,50° 44,66™

Meédias com mesma letra mintiscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P > 0,05).
Médias com mesma letra maitscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P > 0,05).
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Conclusio

O sémen dos caprinos das ragas avaliadas ndo apresentou elevados danos a membrana plasmatica,
mesmo apos 180 minutos pds-descongelagdo, contudo a raga Azul apresentou menor atividade mitocondrial nas
células espermaticas, que pode gerar prejuizos a sua capacidade fertilizante.
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Abstract

With the objective to evaluate the efficiency spermatogenesis between sheep breeds, sixteen testicles,
eight sheep, four belonging to the race Santa Ines and four of mongrel of Santa Inés and Dorper. After the
castration of animals, we obtained the gonadosomatic index. Generally the average diameter, relative frequency
of the stages in the life cycle of the seminiferous epithelium, yield of spermatogenesis, yield, meiotic
spermatogenic yield and efficiency of Sertoli cells. There were no significant differences between the races on
the phases of the cycle of the seminiferous epithelium, number of spermatids rounded, Sertoli cells, mitotic rate
and effectiveness of Sertoli cells. However, the animals mongrel were higher as the population of
spermatogonia, primary spermatocytes in paquiteno and in pre-leptéteno/leptéteno, yield and meiotic
spermatogenic yield line. The study showed that animals mongrel of sheep breeds Santa Inés and Dorper
presented higher reproductive potential when compared with pure lambs of Santa I nes.
Keywords: sheep, reproduction, yield spermatogenic.
Palavr as-chave: ovinos, reproducéo, rendimento espermatogénico.

Introducéo

Os espermatozéides sdo formados a partir de divisdes e diferenciacBes celulares, nas quais células
dipléides ddo origem a células hapldides maduras (Franga et al., 2005). O rendimento da espermatogénese
permite avaliar a capacidade reprodutiva dos animais e selecionar machos destinados a reproducéo (Assis Neto
et al., 2003). A eficiéncia da espermatogénese é realizada através da quantificagdo de células espermatogénicas
(espermatog6nias do tipo A e B, espermatdcitos primarios e secundarios e espermatides). Os resultados sdo
obtidos a partir da comparacéo entre a razdo obtida por meio das contagens diretas dos ndcleos, com a razdo
teorica esperada das divisdes celulares advindas da espermatogénese (Castro, 1995). Assim, 0 conhecimento da
espermatogénese faz-se de extrema importancia para avaliar animais com caracteristicas reprodutivas desejaveis.
Objetivou-se neste trabalho, avaliar a eficiéncia espermatogénica entre racas ovinas Santa Inés e mesticos de
Santa Inés e Dorper.

Material e M étodos

Utilizou-se dezesseis testiculos, de oito ovinos, quatro desses pertencentes a raga Santa Inés e quatro de
mesticos de Santa Inés e Dorper, sob confinamento no aprisco experimental da Universidade Federal do Piaui,
do Campus Professora Cinobelina Elvas. Esses foram pesados, castrados e ap0s o procedimento cirdrgico,
aferiu-se o peso dos testiculos para obtengo do indice Gonadossomatico, que corresponde ao peso do testiculo
dividido pelo peso corporal. A populacdo de células espermatogénicas e de Sertoli foi determinada pela
quantificacdo dos tipos celulares avaliando 20 secgdes transversais de tdbulos seminiferos arredondados, no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero (CES) e em aumento de 400x. As correcfes da contagem de células
espermatogénicas foram realizadas pelo diametro nuclear/nucleolar e espessura do corte histologico. Avaliou-se
também, através da média de 10 nucleos de células germinativas por animal, a determinacéo do diametro médio
nuclear (DM), mensurado com uma ocular micrométrica em aumento de 1000x. Observou-se ainda, a frequéncia
relativa das fases do ciclo do epitélio seminifero (CES), vizualizadas em 500 secc@es transversais de tabulos
seminiferos em cada animal, em aumento de 400x. O rendimento espermatogénico foi obtido pelo coeficiente de
eficiéncia de mitoses, calculado pelas razdes entre espermatocitos primarios em paquiteno e espermatogdnia no
estagio 1; Rendimento meidtico: calculado pela razéo entre espermatide arredondada e espermatocito primario
em paquiteno no estagio 1; Rendimento geral da espermatogénese: calculado pela razdo entre espermatides
arredondadas e espermatogbnia no estagio 1 e a Eficiéncia das células de Sertoli, calculada pela razdo entre o
numero total de espermatides arredondadas no estagio 1 e o nimero total de células de Sertoli. Os dados obtidos
foram submetidos & analise de varidncia para um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com dois
tratamentos (as duas racas) e quatro repeticGes. As médias foram comparadas através do teste exato de Fisher a
um nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussio
Quanto as fases do ciclo do epitélio seminifero, ndo houve diferenca significativa entre as duas ragas
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para esse parametro. Contudo, 0s animais mesticos se sobressairam, pois apresentaram uma fase pré-meiética
(estadios 1, 2 e 3) de 50,7%, enquanto 0s ovinos Santa Inés exibiram um indice de 47,65%. Logo, constatou-se
gue os animais mesticos demonstraram tempo reduzido no processamento da fase pré-meidtica da
espermatogénese, o que pode refletir em uma maior liberagdo de espermatozoéides e, portanto, melhor qualidade
seminal. A respeito das células germinativas, o nimero de espermatides arredondadas e células de Sertoli ndo
deferiram de maneira significativa entre as racas. Todavia, 0s carneiros Santa Inés apresentaram valores
superiores em comparacdo aos mesticos de Santa Inés e Dorper para a populagdo de espermatogdnias,
espermatdcitos primarios em paquiteno e espermatocitos primarios em pré-leptéteno/leptéteno, como descrito na
Tabela 1. O nimero de espermatogdnias dos animais foram superiores aos encontrados por Santos et al. (2015),
0 gque demonstra vantagens reprodutivas referentes a este parametro. Os valores de células de Sertoli encontradas
para as duas ragas mostraram-se menores que os relatados em ovinos Santa Inés (14,9) (Souza, 2003). No
mesmo sentido, McManus et al. (2010), ao estudarem a histologia testicular de ovinos Santa Inés, observaram
que os valores de células espermatogénicas sdo proporcionais ao nimero de células de Sertoli. Os carneiros
Santa Inés, proporcionaram maiores nimeros de espermatdcitos em pré-leptoteno e paquiteno que os mesticos,
conforme evidenciado na Tabela 1. Esses valores sdo inferiores aos apresentados por outros autores (Rodrigues
et al., 2012). No entanto, na fase de paquiteno, os valores para ovinos foram semelhantes aos obtidos por (Carrijo
Junior et al., 2008; Santos et al., 2015). O rendimento espermatogénico verificado através da razdo dos tipos
celulares obtidos no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero (CES), evidenciou diferencas entre as ragas
estudadas a respeito do rendimento mei6tico e para o rendimento espermatogénico geral, de acordo com a Tabela
2. Néo houve diferenca significativa entre o coeficiente mitdtico e a eficicia das células de Sertoli. Ao avaliar o
coeficiente de mitoses, observou-se a existéncia de perdas celulares nessa fase, embora tenham sido
razoavelmente baixas quando comparadas a outros estudos em ovinos (Souza et al., 2003). Observou-se ainda,
que essas perdas celulares se apresentaram em quantidades consideraveis nessa fase, o que acarreta na
diminuigdo do ndmero de espermatogbnias. Os carneiros mesticos obtiveram valores superiores quanto ao
nimero de espermatides arredondadas por paquiteno e numero de espermatides arredondadas por
espermatogdnias do que os ovinos Santa Inés. Isso corresponde respectivamente, ao indice meiético e
rendimento geral da espermatogénese. Os animais mesticos também se sobressairam quanto ao rendimento geral
da espermatogénese. Supde-se, que o0 cruzamento entre racas de ovinos Santa Inés e Dorper tenha acarretado a
juncdo de caracteres reprodutivos desejaveis de ambas as racas, favorecendo maior eficiéncia espermatogénica.
Lishoa Neto (2015), em sua pesquisa, demonstrou que animais mesticos de Santa Inés e Dorper possuem
qualidade seminal superior aos carneiros Santa Inés. Valores para o rendimento mei6tico inferiores aos
encontrados neste estudo sdo descritos em catetos, caprinos, cobaios e bovinos (Rodrigues et al., 2012;
Andreussi et al., 2013). Em contrapartida, valores maiores aos deste estudo foram relatados por Machado Junior
et al. (2012) em caprinos.

Tabela 1. Média + desvio padrdo do nimero corrigido das células germinativas e células de Sertoli no estadio 1
do ciclo do epitélio seminifero de carneiros da raca Santa Inés e mesticos de Santa Inés e Dorper (SI/DO).

Periodo A PL-L PQ AR CSs
SI-DO 24,25 + 8,51° 13,18 + 5,19° 22,92 +7,95° 84,73 + 24,02 8,03 + 3,61°
Sl 26,88 + 6,35" 15,36 + 4,49° 26,49+ 7,21° 84,82 + 22,34 7,50 + 3,20°

*2 P otras diferentes P < 0,05 entre 0s ovinos da raca Santa Inés e os mesticos SI/DO pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK). A — espermatogdnia; PL/L — espermatécito primario em pré-leptéteno/leptoteno; PQ —
espermatdcito primario em paquiteno; AR — espermatide arredondada; CS — células de Sertoli.

Tabela 2. Média * desvio padrdo dos pardmetros relacionados ao rendimento espermatogénico de carneiros da
raca Santa Inés e mesticos de Santa Inés e Dorper (SI/DO).

Mesticos SI-DO Santa Inés
Coeficiente de mitoses 0,58 +0,21° 0,61+ 0,22°
Rendimento meiético 3,98 +1,28° 3,31+0,83"
Rendimento geral 3,71+1,02° 3,31+1,20°
Eficiéncia das Células de Sertoli 13,99 + 11,45% 14,99 + 13,99%

*2 P otras diferentes P < 0,05 entre 0s ovinos da raca Santa Inés e os mesticos SI/DO pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK).

Conclusdo

Desse modo, o presente estudo constatou diferencas estruturais entre os testiculos dos animais
estudados e revelou, através das analises do rendimento geral da espermatogénese, que animais mesticos das
racas ovinas Santa Inés e Dorper apresentam um maior potencial reprodutivo quando comparados com carneiros
puros da raga Santa Inés.
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Correlacdo entre o perimetro toracico, peso corporal e a circunferéncia escrotal de

caprinos da raca anglo-nubiano observados na 592 EXPOEMA
Correlation between scrotal circumference and thorax circumference and between scrotal circumference and
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Abstract

This study aimed to evaluate the correlation between the scrotal circumference and thorax
circumference and between the scrotal circumference and body weight of Anglo-Nubian bucks from a livestock
exhibition in Maranh&o, Brazl. 15 bucks were equally divided into three groups according their ages: G1 — with
9 to 12 months old animals —, G2 — with 14 to 19 months old animals —, and G3 — with 22 to 29 months old
animals. The measurements were taken while the event was happening. The data was subjected to the
correlation coefficient of Pearson. The measures of the scrotal circumference had a positive correlation with the
thorax circumference in the groups G1 and G2. G1 group also presented a positive correlation for the body
weight. However, in this study, it was observed a negative correlation between the scrotal circumference and
thorax circumference measures for the animals from the G2 and G3 groups.
Keywords: goat industry, reproduction, scrotal circunference.
Palavras-chave: caprinocultura, reproducdo, circunferéncia escrotal.

Introducéo

O grupo racial de caprinos Anglo-Nubiano apresenta animais extremamente rusticos e perfeitamente
adaptaveis as diversas regides do Brasil. Considerados de grande porte, as fémeas apresentam estatura de 60 a 70
e 0s machos de estatura média entre 70 e 90 cm (Manual de Criacdo de Caprinos e Ovinos, CODEVASF, 2011).
Possuem dupla aptiddo produtiva, sdo animais com étima relacdo osso:carne, onde as fémeas exibem satisfatdria
producdo leiteira. Indicadores de fertilidade, como o perimetro escrotal, na selecdo de reprodutores é uma
ferramenta essencial na busca de progresso genético e maximizacdo das caracteristicas zootécnicas mais
desejadas na caprinocultura. Lopes et al. (2009) afirmam que os pardmetros corporais, testiculares, seminais,
comportamentais, hormonais, e suas associagdes, tém sido avaliados quanto a capacidade reprodutiva, com
destaque para o perimetro escrotal. Em ovinos de diferentes idades, foi reportado correlagdo positiva e
significativa entre peso corporal e circunferéncia escrotal (Jobim et al., 1989). Almeida (2003) relatou
significativa correlacdo existente entre as medidas corporais e a circunferéncia escrotal de ovinos Santa Inés
provenientes de Exposi¢cBes Agropecudrias, apontando uma superioridade produtiva de animais com maior
circunferéncia escrotal. Este estudo objetivou avaliar a correlacdo entre medidas corporais (peso corporal e
perimetro toracico) e circunferéncia escrotal de caprinos da raga Anglo-Nubiano, apresentados na 59% Exposicao
Agropecuéria do Maranhdo (EXPOEMA).

Material e M étodos

Todos os animais do estudo (n=15) receberam acompanhamento veterinario diario, sendo alimentados
com racgdo peletizada e capim elefante, com oferta de dgua ad libitum. Por categoria, foram divididos nos grupos:
G1, com animais de 9 a 12 meses; G2, com animais de 14 a 19 meses; e G3, com animais de 22 a 29 meses. A
obtencdo dos dados foi realizada, ao preparo para o julgamento, a partir da pesagem e mensuracdo do perimetro
toracico (PT) — com base no cilhadouro, circundando a cavidade toracica — e da circunferéncia escrotal (CE) —
tomando base a altura da regido de maior didmetro dos testiculos. Utilizou-se a analise de correlacdo de Pearson
(r) entre as variaveis a fim de se verificar a relagdo entre elas.

Resultados e Discussio

Os valores médios encontrados para as medidas corporais e circunferéncia escrotal (Tabela 1) apontam
a exceléncia zootécnica dos animais estudados, assemelhando-se a média observada para a raga quanto ao
perimetro toracico de 86,2 £ 5,1 de machos de 12 a 18 meses de idade, descrita por Mello & Schmidt (2011). A
respeito do peso corporal médio, os animais, por serem de genética nobre e concorrem em campeonato de
julgamento, apresentaram-se satisfatoriamente dentro dos padrdes para a raga — levando em consideracdo a
categoria animal —, com média de 75 kg para machos adultos (Manual de Criacdo de Caprinos e Ovinos,
CODEVASF, 2011). Os valores médios observados para a circunferéncia escrotal posicionam-se suficientemente
otimos para indicacdo desses animais como bons reprodutores, ja que a circunferéncia escrotal em animais
jovens € indicador Gtil do tamanho testicular, da capacidade de produgdo espermatica, das caracteristicas fisicas do
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sémen e também da fertilidade dos machos (Pefia et al., 2001). Em concordéancia, Eloy et al. (1986) relatam valor
médio da circunferéncia escrotal de 27 cm para caprinos adultos da raca Anglo-Nubiano. A associacéo linear entre
as variaveis CE e PT (Tabela 2) apresentou correlagdo positiva para todos os grupos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Aguiar et al. (2008) em estudo realizado em ovinos jovens, relatando valor de r = 0,46 para esta
correlacdo. Lopes et al. (2009) obtiveram o valor de r = 0,17 ao trabalhar com ovinos Santa Inés entre seis e sete
meses de idade. Ja a associacgéo entre as variaveis CE e PC (Tabela 2) revelou — baixa — correla¢do positiva para o
grupo G1, enquanto os demais grupos apresentaram correlagdes negativas para as mesmas variaveis. Estes dados
contrastam com os resultados obtidos por Aguiar et al. (2008) e Lopes et al. (2009), que relataram valores de r =
0,59 e r = 0,30 em trabalhos realizados com ovinos entre quatro e cinco e entre seis e sete meses de idade,
respectivamente. Outrora, ao trabalhar com caprinos mesticos de Anglo-Nubiano entre dois e quatro anos,
Azevedo Neto et al. (2003) encontram valor de r = 0,73 para a mesma associacao.

Tabela 1. Valores médios e seus respectivos desvios padrdo para peso corporal, perimetro toracico e
circunferéncia escrotal de caprinos da raca Anglo-Nubiano observados na 592 EXPOEMA.
Meédia + Desvio Padréo

Grupos

PC (kg) PT (cm) CE (cm)
G1 448+335 818+3,03 268+1,79
G2 676+7,73 93,6+5,22 28+1,87
G3 88 + 15,92 103 +5,92 28,6 +1,52

PC = Peso corporal; PT = Perimetro toracico; CE = Circunferéncia escrotal.

Tabela 2. Correlagdes entre circunferéncia escrotal e medidas corporais de caprinos da raca Anglo-Nubiano
observados na 592 EXPOEMA.

r

Grupos

CE/PT CE/PC
G1 0,35 0,03
G2 0,12 -0,12
G3 0,16 -0,19

r = Coeficiente de correlagcdo (Pearson); PC = Peso corporal; PT = Perimetro toracico; CE = Circunferéncia
escrotal.

Concluséo

O crescimento dos testiculos dos caprinos é, geralmente, estacionado aos seis meses de idade, dependendo
da raca. Neste estudo, constatou-se que existe correlacdo positiva CE/PT nos grupos G1 E G2, assim como CE/PC
no grupo G1. Por outro lado, houve correlacdo negativa entre CE/PT para os animais dos grupos G2 e G3.
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Abstract

Which was used sixteen samples of adult goats semen collected using an artificial vagina were
subjected to cryopreservation in order to verify the influence of equilibration time at a temperature of 5 °C on
the freezability of goat semen. Were distributed in the different protocols equilibrium time: 1h equilibration time
(G1); 2 h equilibration time (G2); 3h equilibration time (G3).After this process the samples were placed in
liquid nitrogen vapor , and maintained for 20 min . The end was made the freezing process in cryogenics tank .
Thawing was performed in a water bath at 37°C for 30 seconds. The averages for motility were 19.375 %,
16.875 % and 16.250 % respectively for G1, G2 and G3. This study demonstrated effect of equilibration period ,
on the viability of goat semen after the process of freeze-thaw, where the group of smaller G1 exposure time was
less deleterious effects.
Keywords: balance, goat, eficience reprodutive.
Palavr as-chave: equilibrio, caprino,eficiéncia reprodutiva.

Introducéo

A caprinocultura é uma das praticas pecuarias mais antigas do Brasil, cuja origem remonta aos tempos
da ocupacdo portuguesa. Ocorre em todas as cinco grandes regides do pais, mas € mais presente no Nordeste.
Essa é uma caracteristica da criagdo do gado caprino brasileiro que ndo se da por pura preferéncia, no entanto,
uma vez conhecidas as configuragcdes geosociais nordestinas, encontra-se parte dos motivos pelos quais nove
entre dez cabecas do gado caprino brasileiro estdo nessa regido (IBGE, 2013). O rebanho brasileiro de caprinos
cresceu consideravelmente nos dois Gltimo3s anos. Em 2014 o rebanho mundial de caprinos era da ordem de
1.006.785.725 milhdes (FAO, 2015).

Segundo Costa (2013), para aumentar os indices de produtividade da espécie caprina torna-se
necessario maximizar o seu potencial biolégico, mediante programas de reproducdo programada, que podem
promover o melhoramento genético e como consequéncia dele, o aumento da eficiéncia produtiva dos caprinos,
sendo assim, a inseminacgdo artificial associada a congelacdo de sémen, tem como a principal justificativa, o
melhoramento genético dos rebanhos, pela habilidade em produzir uma grande progénie por macho, e em
diversos lugares diferentes ao mesmo tempo.Apesar do grande nimero de protocolos que vem sendo testados
para a congelacdo de sémen caprino, os métodos de congelacdo sdo provenientes de trabalhos realizados com
bovinos e que tiveram bons resultados nessa espécie (Leboeuf et al., 2000). Devido a caréncia de protocolos de
congelacdo (curva de resfriamento e tempo de equilibrio), especificos para essa espécie, esse trabalho teve o
objetivo de testar diferentes aspectos do processo de criopreservacdo celular, entre ele: tempos de equilibrio,
afim de minimizar os efeitos deletérios ocorridos durante o processo da criopreservacao seminal.

Material e M étodos

A longevidade dos espermatozoides foi avaliada em todas as amastras se sémen descongelados pelo teste de
termorresisténcia (TTR), que consistiu em colocar uma amostra de sémen de 0, 2mL em um eppendorf de
1,5mL, e incubado a 37°C, por um periodo de 120 minutos. A motilidade e o vigor espermatico espermatico
foram avaliados pelo TTR nos diferentes tempo: 0, 60, 120, 180 minutos.

Para a avaliagdo da integridade das membranas foram utilizadas nesse estudo dois fluocromos, o acetato de
carboxifluoresceina e o iodeto de propideo, segundo a técnica descrita por Harrison e Vecks (1990). Foram
avaliados 100 espermatozoides em microscépio de fluorescéncia, os quais foram classificados como integros,
guando a cabeca do espermatozoide se encontrava com a coloracdo verde, e lesados, quando observava uma
coloracdo vermelha. No tocante a andlise estatistica, os indices obtidos na realizacdo deste trabalho foram
avaliados pelo PROC GLM (Softaware Statistical Analysis System for Windows SAS®) (SAS, 2001) e
procedeu-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Resultados e Discussido

Apos o teste de termorresisténcia (TTR), foi verificada diferenca significativa tanto entre os tratamentos
como também entre os grupos avaliados. (P < 0,05) onde, o tratamento TO foi 0 que obteve melhores indices de
motilidade e vigor espermatico tabela 1. J& entre os grupo avaliados (G1, G2, G3), O grupo 1 foi o que
apresentou maior viabilidade. Tanto o vigor quanto a motilidade espermatica apresentaram comportamentos
semelhante ao TTR, em funcéo do tempo de avaliagdo, permanecendo alto no TO do teste, caindo nas horas
seguintes, e posteriormente, na hora final do teste a viabilidade espermatica observada foi nula. Esses dados
corroboram com Kumar (2000) que observou 0 mesmo comportamento para avaliacdo seminal durante a
realizacdo do TTR. Ramos (2012), utilizando o tempo de resfriamento de 3H obteve resultado similar (58,3) ao
observado no presente estudo, que foi (59) de espermatozoides integros utilizando o mesmo tempo de
refrigeracéo.

Tabela 1. Médias e desvios padrdo de motilidade e vigor para os espermatozéides dos diferentes grupos (1h, 2h,
3h) utilizando quatros tratamentos (T 0, T 60, T120, T 180), logo apos o teste de Termoresisténcia (TTR).

Motilidade (%) Vigor (0-5)
TO 18% + 0,08 1,75+ 0,47
Grubo 1 T 60 9% + 0,04 2 1,00+ 0,44 B2
P T 120 3% + 0,03 © 0,50 + 0,49
T 180 oce 0c
TO 19% + 0,11 1,68 +0.47 "2
GrUDo 2 T 60 7% + 0,04 B 1,25+ 0,50 B
P T 120 1%+ 2,00 % 0,28 + 0,44 C
T 180 0c 0c
TO 14% + 0.08 ~2 1,43+0.62 "
Gruno 3 T 60 5% + 0.03 B¢ 1,00+ 0.44 B
P T120 1% +0.02 0,10 +0.34 ¢
T 180 0c 0c

Medias seguidas pelas mesmas letras maidsculas nas colunas e mesmas letras minusculas nas linhas nao diferem
estatisticamente entre si (P > 0,05) pelo teste de tukey 5% de probabilidade.

Pugliesiet et al. (2012) utilizando protocolo similar de tempo de resfriamento (1, 2 3H) verificou valor
médio de 27,3% de espermatozoides integros em todos os tratamentos, ndo havendo diferenca entre 0s mesmos.

Estes resultados ndo corroboram com os relatos de Manjunath et al. (2002), Manjunath e Thérien,
(2002), Bergeron (2006) e Santos et al. (2013), onde ao realizarem trabalhos semelhantes apontam haver
diferenca estatistica nos grupos testados, descrevem ainda que as lipoproteinas de baixa densidade presentes na
gema de ovo competem com os peptideos catidnicos presentes no plasma seminal, os quais sdo prejudiciais a
membrana espermatica, além de formar um complexo contra as proteinas do plasma seminal.

Conclusio
O presente estudo permite concluir que periodos mais breves de resfriamento usados durante o pré-
congelamento diminuem as lesbes causadas pelo processo de criopreservacéo do sémen caprino.
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Desempenho reprodutivo de cabras nativas da raca Canindé submetidas a regime de

manejo semi-intensivo nas épocas, seca e chuvosa, em regiao semiarida
Reproductive performance of native goats Caninde race subjected to semi-intensive management system in the dry and rainy
seasons in semiarid region
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the reproductive performance of native goats of Canindé breed, kept in
semi-intensive management system in semiarid region of Northeast Brazil. The does were maintened in native
pasture predominantly composed by ““caatinga™. And also received supplementation with multiple mixture
throughout the year, regardless of the season, rainy or dry. Three handed and seventy seven females were
submmited to five breeding seasons. The percentages of pregnancy and parturition were 85.94% and 82.22%,
respectively and the prolificacy was 1.24. It is concluded that the season of breeding season occur can affect the
reproductive performance of native goats in the semi arid zone of Bratzil.

Keywords: breeding season, fertility, production system.

Palavras-chave: estagdo de monta, fertilidade, sistema de produgao.

Introducao

A producdo de caprinos ¢ uma atividade pecuaria importante na zona semiarida do Nordeste do Brasil.
Em geral, os sistemas de produgdo, particularmente em exploragdo para corte, no semiarido sdo baseados em
regime de manejo extensivo usando a Caatinga nativa como suporte forrageiro. E, praticados, principalmente nas
pequenas propriedades onde predominam a agricultura familiar (Costa et al., 2010). As adversidades climaticas
inerentes ao semidrido nordestino contribuem para que a atividade pecuaria na regido assuma um elevado grau
de risco. Por outro lado, a caprinocultura desponta como sendo uma das principais alternativas para geragdo de
renda e reducdo da inseguranca alimentar na regido (Roberto et al., 2010). A estacionalidade das chuvas por
longo periodo, no nordeste brasileiro, contribui negativamente para a fertilidade e a taxa de reprodugdo dos
caprinos o que implica em variacdes sazonais na disponibilidade de produtos no mercado e a mudangas
significativas no preco e, na renda dos produtores. No entanto, ressalta-se que a escassez e a irregularidade na
distribui¢@o das chuvas podem ser vista como uma oportunidade para que se busque a organizagdo e gestdo da
atividade, com sua inser¢do nos mercados mais exigentes, independentemente do tipo de produtor (André Junior
et al., 2013). O desempenho reprodutivo e produtivo dos caprinos guarda rela¢do direta com o genétipo, o bem-
estar animal, o regime de manejo em uso ¢ as praticas de manejo alimentar, da nutricdo, da prevengdo de
doengas e promog¢do da saude e reprodutivo (Simplicio e Simplicio, 2006). Nesse contexto a eficiéncia
reprodutiva, possivelmente ¢ o pardmetro que mais contribui para elevar a produtividade dos rebanhos, em
especial, por ser possivel aperfeicod-la mediante o uso de técnicas, ressaltando-se a importancia da gestdo do
ambiente; das praticas de manejo anteriormente enumeradas e do descarte orientado. Uma opgdo de manejo para
contornar o desafio da escassez e irregularidade na distribuicdo das chuvas é programar a estagdo de monta que
permite a maior uniformidade da produgdo, favorecendo a avaliacdo reprodutiva e produtiva das matrizes e
reprodutores; a selecdo e o melhoramento dos rebanhos (De Moura Neto et al., 2010). O objetivo desse trabalho
foi avaliar o desempenho reprodutivo de cabras nativas da raga Canindé submetidas ao regime de manejo semi-
intensivo nas épocas, seca e chuvosa, na zona semiarida do Nordeste.

Material e Métodos

O sistema foi implantado na Estagdo Experimental Terras Secas, situada nas coordenadas geograficas:
Latitude 05°17°43,05”S; Longitude 36°16°24,64”0 ¢ a Altitude de 57 metros, de propriedade da EMPARN,
municipio de Pedro Avelino. O rebanho foi desafiado para se obter a média de trés partos, a cada dois anos, no
periodo de agosto de 2011 a dezembro de 2015 contemplando cinco (05) estagdes de monta e cinco (05) de parto
visando a exploragdo mista, isto €, a producdo de leite, carne, pele e esterco. As fémeas tiveram como suporte
forrageiro a pastagem nativa constituida por caatinga, mantendo-se um animal adulto, para 1,5 hectares/ano e
independente da época, chuvosa ou seca. Aos animais adultos foi permitido acesso didrio e livre a mistura
multipla, em cocho coletivo. Os reprodutores foram mantidos em baias individuais, com acesso a capim elefante
verde picado, a vontade e a 400 g, diaria, de uma mistura concentrada a base de milho triturado, 70,0%; farelo de
soja, 25,0%; sal mineral com monensina, 2,0% e cloreto de sddio, 3,0%. Ainda, submetidos a avaliacdo clinica e
andrologica ndo apresentando alteragdes que pudessem afetar o desempenho reprodutivo. As estagcdes de monta
(EM) duravam 49 dias ¢ os intervalos entre partos (IP) programados para oito (08) meses. Aproximadamente, 25
dias apos o término da EM as cabras foram submetidas ao diagndstico de gestacdo por ultrassonografia. Para as
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analises estatisticas, foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilko pela fungdo shapiro test (x) do
programa R Core Team (2013). Para verificagdo da normalidade dos dados foram usados métodos ndo
paramétricos para os dados de porcentagem de gestagao, fertilidade ao parto e prolificidade e aplicado o teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de significancia de 5,0%.

Resultados e Discussio

Obteve-se 310 partos das 377 matrizes correspondendo a média de 2,78 partos por matriz a cada dois
anos. A primeira quadra chuvosa superou a média pluviométrica historica da regido que ¢ de 589,50 mm
(EMPARN, 2016) e de forma bem distribuida. Durante o periodo avaliado verificou-se que no ano de 2011
concentrou-se a maior quantidade de chuvas com 37,6% do acumulado dos cinco Gltimos anos, enquanto os anos
de 2012, 2013, 2014 ¢ 2015 registraram 12,2%, 10,0%, 18,2% e 22,0% do acumulado, nessa ordem (Fig. 1).

4 849,20

ug

589,50
227,00

517,20
411,80
200,00 -
100,00 1 i
0,00 - - . . . :
MH"

2011 2012 2013 2014 2015

Ano
Fonte:Emparn ( 2016)

O
S
2 ] 276,30
S
g
o

Figura 1. Precipitacdo pluviométrica nos ultimos cinco anos

A fertilidade ao parto (FP) foi influenciada pelas estagdes de monta (EM) que, por sua vez, refletiram as
condigdes do tempo nas épocas em que elas ocorreram. De Moura Neto et al. (2014) avaliaram o efeito da EM
num sistema de producdo de caprinos suplementados na época seca no semidrido ¢ descrevem como valores
médios para as ra¢as Canindé ¢ Repartida 63,33% e 1,27 para FP e prolificidade (P), respectivamente. O valor
médio de 82,22% encontrado em nosso estudo para FP supera o descrito pelos autores, mas a P de 1,24 foi
inferior. Ressalte-se que os sistemas de producdo se distinguem quanto a frequéncia de suplementacdo das
matrizes, onde no sistema avaliado a suplementagdo foi continua independente de época. Isto sugere que a
suplementacdo ao longo do ano favorece, positivamente a obtencdo de elevada FP quando comparada aquela
disponibilizada, apenas na época seca (Tab. 1). O valor de FP nesse estudo foi superior aos 80,50% descrito por
Nogueira et al. (2011) em estudo para avaliar o efeito de regimes alimentares em cabras nativas mantidas em
pastagem nativa de caatinga, mas os autores descrevem a prolificidade média da ordem de 1,40. Na investigacdo
de Nogueira et al. (2011) as fémeas foram suplementadas com mistura concentrada, uma vez ao dia, enquanto
em nosso trabalho foi usado proteinado de baixo consumo.

Tabela 1. Diagndstico de gestagdo (DG), fertilidade ao parto (FP), prolificidade (P), taxa de desmame (TD) e de
reproducdo (TR) para as esta¢cdes de monta (EM).

EM DG, % FP, % P D, % TR
i 92,59+ 026"  87,65+0,33% 1,58 +0,50° 94,36 + 0,16 1,28
I 66,67 + 0,47 62,96 + 0,49° 1,47 + 0,50° 82,35+ 0,30% 0,74
111 83,95 +0,37° 75,31 0,43 1,11 £0,32° 93,44 +0,25" 0,79
v 91,42 +0,28" 91,43 £ 0,29 1,54 £ 0,50° 78,12 +0,71° 1,10
\% 98,44 + 0,13° 98,44 + 0,13° 1,79 + 0,60° 83,07 + 0,37% 1,45
Total 85,94 + 0,30 82,22 + 0,33 1,24 + 0,48 86,56 + 0,32 1,07

Médias seguidas de letras diferentes (a,b,c) na mesma coluna, diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05).
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Conclusio

A estacdo de monta programada aliada a suplementagao proteico-energética ao longo do ano favoreceu
a obtencdo de indices reprodutivos e produtivos compativeis com a exploragdo mista de caprinos no semidrido
NORDESTINO e foco no IP com oito meses de duragao.
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Desenvolvimento ponderal de crias caprinas da raca Canindé exploradas em regime de

manejo semi-intensivo na zona semiarida da regiao Nordeste
Growth rate of Canindé kids explored under semi-intensive management system in the semiarid zone of
Northeast region
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the weight development of native kids of Canindé breed, from birth to 84
days of age in semiarid zone of Northeast Brazil. The does were maintened in native pasture predominantly
composed by “caatinga”. And also received supplementation with multiple mixture throughout the year,
regardless of the season, rainy or dry. Three handed and seventy seven females were submmited to five breeding
seasons. There were single, double and triple births. The type of birth, season and sex affect the total weight
while the player did not affect the overall weight of the kids.

Keywords: production system, breeding season, birth season.

Palavras-chave: sistema de produgio, estacdo de monta, estacao de parto.

Introducao

A producdo de caprinos ¢ uma atividade pecudria importante na zona semidrida do Nordeste do Brasil.
No entanto, os sistemas de produgdo, particularmente em exploragdo para corte, no semiarido, em geral, sdo
baseados em regime de manejo extensivo usando a Caatinga nativa como suporte forrageiro. E, praticados,
principalmente nas pequenas propriedades onde predominam a agricultura familiar (Costa et al., 2010). No
nordeste brasileiro a escassez ¢ ma distribuicdo das chuvas, por longo periodo, pode afetar negativamente o
desempenho reprodutivo dos caprinos. Bem como o desenvolvimento das crias e, em consequéncia, a
disponibilidade de produtos no mercado ¢ a mudangas significativas no pre¢o de comercializa¢do ¢ na renda dos
produtores. Ressalta-se, ainda, que a escassez e a irregularidade na distribuigdo das chuvas podem ser vistas
como uma oportunidade para que se busque a organizagdo e gestdao da atividade, com sua inser¢@o nos mercados
mais exigentes, independentemente do tipo de produtor (André Junior et al., 2013). O desempenho reprodutivo e
produtivo dos caprinos guarda relacdo direta com o genotipo, o bem-estar animal, o regime de manejo em uso e
as praticas de manejo alimentar, da nutri¢do, da prevencdo de doengas e promoc¢do da saude e reprodutivo
(Simplicio e Simplicio, 2006). Com este enfoque, a eficiéncia reprodutiva, possivelmente é o pardmetro que mais
contribui para se otimizar a eficiéncia produtiva dos rebanhos. Pois, ¢ possivel elevar esse parametro por meio do
uso de técnicas, destacando-se a importancia da gestdo do ambiente; das praticas de manejo anteriormente
enumeradas; do descarte orientado dos animais adultos ¢ dos cuidados dispensados as crias no periodo de
amamentacdo e na fase de recria. As caracteristicas relacionadas ao crescimento do animal geralmente sofrem
influéncias de fatores genéticos e ambientais, nesse foco, o desenvolvimento ponderal ¢ uma peculiaridade que
pode ser usada para representar o processo do crescimento dos animais, uma vez que, ao relacionar o peso com a
idade dos animais, ¢ possivel alinhar os programas alimentares para identificar a idade mais adequada para abate
(Figueiredo Filho et al., 2012). Mas, ainda sdo escassos estudos relacionados a influéncia desses fatores sobre
desenvolvimento de crias caprinas. O objetivo desse trabalho foi avaliar o desenvolvimento das crias do
nascimento aos 84 dias de vida, independente da época em que os partos ocorreram na zona semidrida do
Nordeste.

Material e Métodos

O sistema foi implantado na Estacdo Experimental Terras Secas, situada nas coordenadas geograficas:
Latitude 05°17°43,05”S; Longitude 36°16°24,64”0 ¢ a Altitude de 57 metros, de propriedade da EMPARN,
municipio de Pedro Avelino, no periodo de agosto de 2011 a dezembro de 2015 contemplando cinco (05)
estagdes de monta e cinco (05) de parto visando a exploragdo mista, isto ¢, a produgdo de leite, carne, pele e
esterco. As cabras tiveram como suporte forrageiro a pastagem nativa constituida por caatinga, mantendo-se um
animal adulto, para 1,5 hectares/ano e, independente da época, chuvosa ou seca, a mistura multipla com acesso
diario e livre em cocho coletivo. Os reprodutores foram mantidos em baias individuais, com acesso a capim
elefante verde picado, a vontade e a 400 g, diaria, de ragdo concentrada a base de milho triturado; farelo de soja;
sal mineral com monensina e cloreto de s6dio. As matrizes foram expostas a cinco EM seguindo as relagdes
matrizes: reprodutor de 40:1 ¢ 41:1; 40:1 e 41:1; 40:1 e 41:1; 43:1 ¢ 27:1; 26:1 ¢ 38:1; com os reprodutores A, B,
C e D. As estagdes de monta (EM) duravam 49 dias quando os reprodutores permaneciam juntos as matrizes,
apenas, das 17:00 horas as 07:30 do dia seguinte. Os intervalos entre partos (IP) foram programados para oito
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(08) meses de duragdo. Salienta-se que os reprodutores foram submetidos a avalia¢do clinica e androlégica ndo
apresentando alteragcdes que pudessem afetar o desempenho reprodutivo. Apos 25 dias do término da EM as
cabras foram submetidas ao diagndstico de gestagdo por ultrassonografia. Durante todo o periodo de
amamentacdo as crias tinham acesso as mdes das 17:00 horas até as 07:00 horas da manha seguinte. Do
nascimento até o desmame, ocorrido aos 63 dias, as crias permaneceram confinadas no centro de manejo com
acesso a ragdo concentrada a base de milho triturado, farelo de soja, cloreto de sodio e sal mineral com
monensina a contar do inicio da segunda semana de vida. E, acesso a volumoso a partir dos 42 dias de vida.
Observou-se a ocorréncia de ruminagdo, por poucas crias, ja no final da terceira semana de vida, mas a existéncia
de consumo mais expressivo somente a partir do final da quarta/inicio da quinta semana de vida. O
desenvolvimento das crias foi acompanhado do nascimento até o desmame e feita analise de varidncia sendo
aplicado o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5,0%.

Resultados e Discussao

Durante o periodo avaliado verificou-se que no ano de 2011 concentrou-se a maior quantidade de
chuvas com 37,6% do acumulado dos cinco ultimos anos, enquanto os anos de 2012, 2013, 2014 e 2015
registraram 12,2%, 10,0%, 18,2% e 22% do acumulado respectivamente. (Fig. 1).
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Figura 1. Precipitagdo pluviométrica nos tltimos cinco anos.

589,50

Precipitagado em mm

Verificou-se efeito significativo (P < 0,05) no desenvolvimento das crias do nascimento até aos 84 dias.
Ressalte-se que o peso aos 84 dias retrata o peso ao desmame, corrigido (Tab. 1).

Evidencia-se que o tipo de nascimento afeta, positivamente o peso médio das crias, isto é, nascimentos
multiplos produzem mais kg de crias ao desmame independente da época do nascimento. Sarmento et al. (2010)
descrevem efeito significativo (P < 0,05) da ordem de parto sobre a prolificidade enfatizando que a chance de
ocorréncia de partos multiplos aumentava com o aumento da idade da matriz. Para Figueiredo Filho et al. (2012)
os efeitos ambientais, do ano e época de nascimento, do tipo de nascimento, do sexo e rebanho sdo responsaveis
pela grande variagdo da curva de crescimento ajustada ao peso a medida que a idade dos caprinos aumenta. Essas
informagdes corroboram com os achados em nosso estudo e ddo suporte a acertiva que praticas de manejo, em
particular do ambiente, da promog¢do da satide e nutri¢do, favorecem o desenvolvimento corporal das crias no
transcorrer do periodo de amamentag@o. Ressalte-se que ndo houve efeito (P > 0,05) dos reprodutores sobre o
desenvolvimento das crias (Tab. 2).

Tabela 1. Peso ao nascer (P0), peso aos 28 dias (P28), peso aos 56 dias (P56), peso aos 84 dias (P84), em kg, em
fun¢do do tipo de nascimento.

Tipo de nascimento

Varidvel Simples Duplo Triplo

PO 2,06+043° 3,83+0,80° 543+091°
P28 4,18 £1,03¢ 6,38+ 1,98 ° 9.83+1,73°
P56 6,98+2,10° 10,86 +3,77° 14,67 +3,48°
P84 8,91+291° 13,53 +4,93% 1640 +435°

Meédias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P < 0,05).
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Tabela 2. Peso ao nascer (P0), peso aos 28 dias (P28), peso aos 56 dias (P56), peso aos 84 dias (P84), em kg, em
fun¢do do reprodutor.

. Reprodutor
Variavel A B C D
PO 3,17+1,19 2,86 +1,18 2,79 +£1,08 3,06+ 1,11
P28 5,32+1,73 4,76 £ 1,75 5,25+2,06 5,98 +£2.30
P56 9,02 + 3,52 8,67 £3,16 8,96 £ 3,68 9,42 + 428
P84 11,60 + 4,60 10,92 + 3,95 11,42 +4,79 10,95 + 5,16

Meédias seguidas de letras distintas, na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5,0% de probabilidade (P < 0,05).

Conclusio
O tipo de nascimento a estacdo e o sexo das crias interferem no peso total enquanto, o reprodutor ndo
afeta o peso total das crias.
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Deteccéo de Brucella ovis por reacéo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de

urina de ovinos naturalmente infectados na microrregido de Teresina, Pl
Brucella ovis detection by polymerase chain reaction (PCR) in naturally infected sheep urine samplesin the
micro region of Teresina, Pl
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Abstract

Ovine Brucellosis is an infectious disease responsible for the production of reproductive disorders,
triggering economic losses to sheep production. The research’s objective was detect B. ovis DNA in sheeps
belonging to cities in the micro region of Teresina-Pl. Thus, were collected 100 urine and blood samples of
sheeps older than or equal to six months. Urine samples were subjected to conventional PCR and samples of
blood AGID technique. From 100 blood samples, 17 (17%) were reactive to AGID. In conventional PCR, from
100 urine samples, six (6%) were positive. There was agreement between the tests, however, was considered
weak (18.9%), based on the Kappa coefficient ranking. Thus, it was observed that both techniques are valid and
can be regarded astools of choice for the diagnosis of ovine brucellosis.
Keywords: Brucella ovis, PCR, urine.
Palavras-chave: Brucella ovis, PCR, urina.

Introducéo

A brucelose é uma enfermidade infecto-contagiosa crénica comum a diversas espécies animais, como,
por exemplo, a espécie ovina, onde a infeccdo por B.ovis ocasiona epididimites, orquites, abortamentos, elevada
frequéncia de nascidos vivos, contudo, apresentando baixo peso e baixa viabilidade condicionando, dessa forma,
a elevada mortalidade dos cordeiros (Nozaki et al., 2008).

O agente etiol6gico da brucelose ovina, B. ovis pertence ao género Brucella, o qual alberga nove
espécies ja descobertas e conhecidas (Schlabritz - Loutsevitch et al., 2009). Dentre as doengas da reproducéo a
brucelose tem destaque, pois acomete e compromete os 6rgdos reprodutivos tanto de machos como de fémeas,
provocando sérios distdrbios que culminam, como conseqiiéncia, no desencadeamento de elevados prejuizos
econdmicos ao sistema de producgdo e aos criadores de animais.

Dentre as novas tecnologias, a aplicagdo da analise de DNA tem se intensificado muito nos Gltimos
anos, e o desenvolvimento do método de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido largamente empregado
nas areas bioldgicas, sobretudo na medicina veterinaria (Oliveira, 2003). Além da biologia molecular existem
outras técnicas soroldgicas que sdo comumente utilizadas e recomendadas pelo ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento, como, por exemplo, o teste de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA), considerado
teste padrdo de triagem para o diagndstico da brucelose ovina.

Devido a grande importancia da ovinocultura no nordeste salientando-se o Estado do Piaui, objetivou-se
através da pesquisa a utilizacdo de ferramentas diagndsticas moleculares, PCR convencional para a detec¢do de
DNA de B. ovis a partir de amostras de urina de ovinos oriundos de municipios da microrregido de
Teresina/Piaui. Dessa forma, proporcionando um maior conhecimento da extensdo da enfermidade para adogédo
de medidas de prevencdo e controle da mesma na regido.

Material e M étodos

Realizou-se coleta de amostras de sangue e urina de 100 animais da espécie ovina com idade superior e
igual a seis meses de ambos os sexos distribuidos em cinco municipios da microrregido de Teresina/Pl. As
amostras de sangue foram obtidas através da puncédo da veia jugular apés antissepsia com alcool iodado a 2%; as
amostras de urina foram coletas através do bloqueio nasal por alguns segundos e por micgdo espontanea. Os
tubos contendo as amostras foram mantidos em uma caixa isotérmica contendo gelo para o transporte.

As amostras de sangue ap6s centrifugacdo foram submetidas a técnica de Imunodifusdo em Gel de Agar
(IDGA), e as amostras de urina foram submetidas ao processo de extracdo de DNA e posteriormente submetidas
a técnica de PCR convencional utilizando o primer ORF A0512 (F: 5’ TTCAGGCGACTGCTAATGGCAC-3’ e
R: 5-AAACCGATACCTCATCCCCGAG3’) de acordo com o descrito por Xavier et al,(2010). Os
procedimentos foram realizados visando a busca de anticorpos anti - Brucella ovis, e o DNA bacteriano,
respectivamente. A técnica de IDGA e PCR foram realizada no Laboratério de Sanidade Animal (LASAN) da
Universidade Federal do Piaui — UFPI.

O indice de concordancia (Kappa) entre os exames PCR convencional e IDGA foi calculado utilizando o
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programa Stata/SE 10.0 (CollegeStation, TX, USA).

Resultados e Discussio

Os resultados obtidos na pesquisa de anticorpos anti — Brucella ovis através da técnica de imunodifusao
em gel de agar (IDGA) foram: 17 (17%) animais reagentes e 83 (83%) animais ndo reagentes de um total de 100
animais estudados. Na técnica de PCR convencional para deteccdo de DNA de Brucella ovis a partir de amostras
de urina, foi obtido como resultado: seis (6%) animais positivos e 94 (94%) animais negativos de um total de
100 animais pesquisados. Vale ressaltar que trés animais foram igualmente positivos em ambos os testes.
Contudo a concordancia entre as técnicas de IDGA x PCR convencional foi considerada fraca (18,9%),
baseando-se na classificacdo do coeficiente Kappa descrito por Landis e Koch (1977).

Neste estudo obteve-se na PCR convencional um total de seis animais positivos, correspondendo a um
percentual de 6% de positividade, este dado discorda quanto ao resultado obtido por Costa et al. (2012) em seu
experimento, pois realizaram uma pesquisa em 90 ovinos oriundos de propriedades do estado do Piaui. E
submeteram amostras de urina a técnica de PCR e obtiveram dezoito (20%) amostras positivas a PCR, resultado
superior ao encontrado nesta pesquisa.

Resultados semelhantes aos deste estudo foram observados por Costa et. al. (2012), quando submeteram
amostras de soro de ovinos a técnica de IDGA, e identificaram dezesseis (17,8%) carneiros soropositivos. Sendo
que neste estudo identificou-se dezessete (17%) ovinos soropositivos.

No estudo realizado por Costa et al. (2013) objetivaram realizar comparacéo entre as técnicas PCR
género especifica, espécie especifica e nested PCR espécie especifica em amostras de sémen e urina de ovinos
experimentalmente infectados, e obtiveram como resultado na nested PCR espécie especifica em amostras de
urina, utilizando mesmo par de primers externo usado nesta pesquisa, 49 (65,3%) amostras positivas de um total
de 75, sendo que nesta pesquisa obteve-se apenas seis (6%) animais positivos de um total de 100 animais
estudados.

Conclusao

Vale ressaltar que as técnicas, PCR convencional e IDGA, avaliadas neste estudo sdo validas e podem
ser consideradas como uma boa ferramenta para o diagndstico da infec¢do por B.ovis. Portanto, recomenda-se a
utilizacdo dos testes para um seguro e eficiente diagnostico da brucelose ovina.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the distribution of births in the period of presence and absence of
light in Dorper sheep. forty sheep were used separately in two locations from the College of Technical Teresina,
Piaui belonging to the Federal University of Finance and Paradise Herd in Belo Jardim, Pernambuco. The
animals were subjected to a breeding season; as well as the diagnosis of pregnancy. The analysis of the
incidence of the type of parturition, according to the presence and absence of light were obtained from the
follow-up observation and daily obstetric care until the time of delivery for later compared by chi-square test (P
<0, 05). It was found that there was a higher incidence of parturi¢fes during the light period when compared
with the periods without light. The conclusion of this research that the presence of light appears to influence the
time of delivery of Dorper sheep.
Keywords: sheep, parturition, light.
Palavras-chave: ovelhas, parturigio, luz.

Introducao

O conhecimento das parturigdes de ovelhas Dorper, de acordo com a presenca e¢ auséncia de luz,
poderia otimizar a eficiéncia da produgdo. Desta forma, ¢ indispensavel um planejamento no manejo reprodutivo
adequado, de acordo com a fase das matrizes e das modifica¢des ocorridas do feto no periodo que antecede a
paricdo. Segundo Hafez, (1995) o feto determina o dia do parto, enquanto a mie decide a hora do mesmo.
Assim, a adogdo pelo conhecimento da ocorréncia dos diferentes momentos do parto, visando identificar o
momento de maior incidéncia de partos de acordo com a presenca ¢ auséncia de luz tem por fim, a
conscientizacdo de tratadores e criadores para melhoraria da assisténcia a ovelha e a cordeiros de interesse ao
mercado pecuario. Assim, objetivou-se observar e identificar o momento do parto, bem como a distribui¢do das
parturigdes, de acordo com a presenca e auséncia de luz em ovelhas Dorper.

Material e Métodos

Foram utilizadas ovelhas de duas localidades no Setor de Pesquisa de Pequenos Ruminantes do Colégio
Técnico de Teresina (CTT), pertencente & Universidade Federal do Piaui (UFPI) na cidade de Teresina, Piaui
(n=25) e na Fazenda Rebanho Paraiso no municipio de Belo Jardim, Pernambuco (n=15). Todas as fémeas foram
submetidas a uma estacdo de monta; bem como ao diagndstico de gestacdo através do ultrassom, via retal para
confirmagdo de prenhez entre 44 ¢ 60 dias apos a ultima data de cobertura. As ovelhas prenhes tiveram o
acompanhamento de observacdo diario até o momento do parto. As analises da incidéncia do tipo do momento
do parto, de acordo com a presenga ¢ auséncia de luz foram obtidos a partir do acompanhamento de observagéo e
assisténcia obstétrica didria até o momento do parto. Os dados obtidos em ambos os casos, presenga e auséncia
de luz, foram submetidos, separadamente, ao teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro, para a
comparagdo entre médias pelo programa computacional SAS (Statistical Analysis System) para analise de
variancia.

Resultados e Discussio

A Tabela | revela uma elevada taxa no momento das parigdes tanto de crias fémeas como de machos
quando expostos a luz. De outro lado, as taxas no momento das parigdes, tanto de fémeas quanto de machos,
submetidos & auséncia de luz foram praticamente bem menores. Aplicando-se a analise de varidncia a estes
dados, (Tab.1) obtém-se uma diferenga altamente significativa para os fatores de presenga e auséncia de luz, ou
seja, a luz atua significativamente no momento do parto de ovelhas Dorper. Os resultados deste trabalho,
semelhante aos reportados por George (1969) e de Lindahl, que ao realizarem um estudo com ovelhas Dorset e
Merino observaram pico de nascimentos de cordeiros ocorreram entre 9 e 12 horas da manha de ovelhas das
racas Hampshire, Shropshire, South-down, Merino, Targhee e Dorset. Observa-se que ragas citadas acima sdo
todas produtoras de 13 enquanto que deste estudo sdo de corte. Romano e Piaggio (1999) reportaram em seus
estudos que a maioria dos partos em cabras Nubianas acontece durante o dia (matutino:vespertino), bem como
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nos estudos verificados por Aleksiev (2008). Embora as condi¢des climaticas do referido estudo ndo tenham
ocorridos nas mesmas condicdes de ambos os estudos referenciados, é importante ressaltar as evidéncias
crescentes da interligagdo entre a ritmicidade circadiana e reproducdo (Boden e Kennaway, 2006) bem como, ¢é
importante salientar que o sistema circadiano fetal pode desempenhar um papel na determinagdo no momento do
parto nos periodos de presenca e auséncia de luz. Prestes e Landim-Alvarenga, (2006) ressaltaram que no final
do periodo gestacional o feto sofre uma série de mudangas metabdlicas estimuladas pelas modificacdes
hormonais que preparam para o parto, o que resulta em um preparo para a vida livre.

Tabela 1. Valores médios de porcentagem dos tipos de sexo (macho:fémea) de cordeiros ao nascer, sob
condigdes de presenca e auséncia de luminosidade. Teresina — PI e Belo Jardim — PE, 2016.

Presenca de Luz ~ Auséncia de Luz Total
Nascimentos 27 (72,96%) 10 (27,02%) 37 (99,98%)
Fémeas 15 7 22
Machos 12 3 15

Houve diferenga entre tratamentos (P < 0,05) pelo teste qui-quadrado.

Conclusio
A presenga de luz parece influenciar no momento do parto de cordeiros.
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Efeito da adicdo de angiotensina-(1-7) na taxa de estradiol de cabras submetidas a

protocolo de sincronizacio do estro e ovulacio
Effect of angiotensin (1-7) on estradiol rate of goats undergoing synchronization protocol of estrus and
ovulation

Andréia da Silva Costa*, Hiran Esmeraldo Albuquerque Beserra, Amilton Paulo Raposo Costa,
Antonio de Sousa Junior, Joilson Ferreira Batista

Universidade Federal do Piaui, Teresina, PI, Brasil.
*E-mail: andreia_vet@hotmail.com

Abstract

This study evaluated the effect of angiotensin- (1-7) on the estradiol levels of goats submitted to a
protocol of synchronization of estrus and ovulation when applied close to the ovulatory period. The animals
were divided into two experimental groups: Control (n = 10) and Angiotensin- (1-7) (n = 10). All animals were
submitted to estrus synchronization protocol and on days 12 and 13 the animals received the treatments
according to the experimental groups and blood samples from the external jugular vein were collected every 12
hours for estradiol dosing (E2) by the Elisa test. The results were submitted to analysis of variance followed by
the Dunnett's test (P <0.05). No increase in serum estradiol concentration was observed in any of the
treatments. It was concluded that the application of angiotensin- (1-7) during the preovulatory period, with only
two applications, was not sufficient to significantly increase estradiol levels.
Keywords: hormone, ovary, small ruminants.
Palavras-chave: hormonio, ovario, pequenos ruminantes.

Introducao

Pesquisas apontam que a Angiotensina-(1-7) [(Ang-(1-7)] — um peptideo do Sistema Renina
Angiotensina-(SRA) - estd presente em ovarios de rata e que sua concentragdo varia durante o ciclo estral, sendo
as concentragdes mais altas observadas no proestro e estro e que a Ang-(1-7) adicionada ao meio de perfusdo de
ovarios de rata in vitro (1pM) aumentou a produgéo de estradiol e progesterona (Costa et al., 2003). Outro
estudo demonstra ainda aumento da produgio de estradiol e progesterona em ovarios de coelhas perfundidos in
vitro com Ang-(1-7) bem como o aumento da taxa de ovula¢do (Viana et al., 2011). Pereira et al. (2015)
encontrou imunorreatividade para angiotensina-(1-7) em foliculos antrais, nas células da teca e no estroma de
ovarios de ovelhas.

Costa et al. (2014) observou um aumento na producdo de estradiol proximo a ovulagdo em ovelhas
submetidas a protocolo de sincronizagdo de estro quando da aplicagdo de maleato de enalapril (inibidor da
enzima conversora de angiotensina) nos trés tltimos dias de um protocolo de sincronizagido de estro. Isto pode
ser favoravel aos animais que receberam enalapril j& que o estradiol aumenta a frequéncia dos pulsos e,
consequentemente, o pico de LH seguido de ovulacao (Moraes et al., 2002). Este aumento ocorreu durante o
periodo pré-ovulatorio e isto pode representar o pico de estradiol (Saifullizam et al., 2010) que induz o pico pré-
ovulatério de LH. O mecanismo desta resposta pode ser devido ao aumento de angiotensina-(1-7) que ocorre
como consequéncia da inibicdo da ECA (Brosnihan et al., 2004). O objetivo deste estudo foi avaliar efeito da
adi¢do de angiotensina-(1-7) nos niveis de estradiol de cabras submetidas a um protocolo de sincronizagdo do
estro e ovulacdo quando da sua aplicagdo proximo ao periodo ovulatodrio.

Material e Métodos

Antes de iniciar a sincronizagdo do estro e da ovulagdo um pré-experimento foi realizado a fim de obter
uma dose capaz de provocar efeitos cardiovasculares em caprinos os quais seriam a evidéncia de sua absorgao e
atividade. A dose encontrada foi de 20ug/kg a qual foi usada posteriormente no protocolo experimental. A
angiotensina-(1-7) era de apresentacdo em pd e acrescidas de ciclodextrinas que sdo carboidratos complexos
utilizados em produtos farmacéuticos apenas para dar solubilidade ao produto.

O experimento foi realizado em uma propriedade da Sub-Regido Meio Norte do Brasil onde foram
utilizadas 20 cabras, clinicamente sadias, aptas a reproduc@o e apresentando escore corporal, variando de 3 a 4,
considerado bom de acordo com a escala utilizada por Ribeiro (1998). Durante o experimento foi mantido o
manejo habitual das propriedades: sistema semi-intensivo, com acesso a pastagem nativa e cultivada em regime
de pastejo continuo, suplementagdo com ragdo 18% PB, a base de 1% do peso vivo, fornecimento de sal mineral
e agua a vontade. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais, de modo que no
final obteve-se: Grupo Controle (n=10) e Grupo Angiotensina-(1-7) (n=10).

Todos os animais foram submetidos ao protocolo de sincronizagao do estro e ovulagdo, que constou da
aplicacdo de esponjas vaginais impregnadas com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona durante 11 dias (DO0-
D11). No 9° dia foram aplicados, via intramuscular, 300 UI de Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) e 125 ng
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de cloprostenol. No dia 11 foram removidas as esponjas e nos dias 12 e 13 (24 e 48h apds a retirada das
esponjas, respectivamente) os animais receberam os tratamentos de acordo com os grupos experimentais: o
grupo controle recebeu 30 pg/kg de ciclodextrina em 2 ml de dgua destilada por animal, via subcutanea, e o
grupo angiotensina recebeu solucdo de Angiotensina-(1-7) + ciclodextrina diluida em agua destilada na
concentrag@o de 20pug/kg. Amostras de sangue da veia jugular externa foram entdo coletadas nos dias D12 e D13
a cada 12 horas (antes e ap6s aplicagdo de Angiotensina-(1-7) ou ciclodextrina) para pesquisa de estradiol (E2)
utilizando sistema de coleta a vacuo com tubos heparinizados (Vacutainer®), conector e agulhas estéreis. O
sangue foi centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos para obtengao do plasma, que foi congelado a -20°C até
a realizagdo das dosagens. Posteriormente as dosagens foram realizadas pelo teste de Elisa, no setor
especializado do Laboratério de Sanidade Animal-LASAN/CCA/UFPI, utilizando kits comerciais proprios. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia seguida do teste de Dunnett’s com nivel de significancia de
5% (P <0,05).
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Resultados e Discussio

Nao foi observado aumento na concentracdo sérica de estradiol em nenhum dos tratamentos (Fig. 1),
nao havendo diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (P < 0.05). No entanto, embora ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa, o grupo tratado com angiotensina-(1-7) teve um leve aumento na
quantidade de estradiol em D12 apds 12 horas da aplicacdo do peptideo enquanto no grupo controle houve uma
queda deste percentual no mesmo periodo. Assim, observou-se tendéncia a um aumento dos niveis de estradiol
quando se utilizou angiotensina-(1-7) como adjuvante em protocolo de sincronizagdo do estro ¢ ovulagdo em
cabras. E possivel que a aplicagio de angiotensina-(1-7) possa exercer uma influéncia benéfica em protocolos de
sincronizacdo de estro e ovulagdo como uma possivel via de acesso para uma melhoria na taxa de ovulacdo de
animais que receberem ang-(1-7) em protocolos de sincronizagdo do estro e ovulagdo durante o periodo pré-
ovulatorio uma vez que o estradiol aumenta a frequéncia dos impulsos e consequentemente o pico de LH seguido
de ovulagdo (Moraes et al., 2002). O mecanismo do efeito Ang- (1-7) sobre a producdo de estradiol ¢
desconhecido, no entanto, recentemente, tem sido demonstrado que este peptideo ativa a proteina PI3K/Akt,
através do receptor Mas em diferentes tipos de células (Giani et al 2007; Sampaio et al 2007.). Portanto, a ang-
(1-7) pode desempenhar um papel na produgdo de estradiol através da via PI3K/Akt, uma vez que de acordo com
McDonald et al. (2006), uma ativagdo da PI3K/Akt é necessaria para as agdes estimuladoras de FSH sobre a
expressdo da aromatase e secregdo de estradiol.

Desta forma, mais estudos com relagdo a quantidade de dias e numero de vezes por dia de aplica¢do do
referido peptideo tornam-se necessarios.
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Figura 1. Niveis de estradiol em cabras submetidas a tratamento com ou sem angiotensina-(1-7) nos dias 12 ¢ 13
do protocolo de IATF. Nao houve diferenga significativa em ambos os grupos (P < 0.05).

Conclusiao

Conclui-se que a aplica¢do de angiotensina-(1-7) durante o periodo pré-ovulatério, com apenas duas
aplicagdes, ndo foram suficientes para aumentar os niveis de estradiol de maneira significativa.
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Efeito da estimulagéo hormonal ovariana e polivinilpirrolidona sobre a maturagdo in
vitro de odcitos de cabras Anglo Nubiana
Effect of hormonal ovarian stimulation and polyvinylpyrrolidone on in vitro maturation of oocytes of Anglo
Nubian goats
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Abstract

To evaluate the effect of hormonal stimulation treatments with PVP on the production and maturation
of COCs, 27 goats received intravaginal devices (CIDR) for 10 days and 125 pg cloprostenol on day 8 of
treatment. The goats were distributed in the following groups: FSH-eCG, 300 IU of eCG and 70 mg pFSH, 36 h
prior to the withdrawal of CIDR; FSH, receiving 180 mg (40/40; 35/35, 30 mg) at 12 h intervals; FSH-PVP10
and FSH-PVP40 receiving 70 mg FSH dissolved in PVP 10,000 MW (24 hours before CIDR) and PVP MW
40,000 (48 hours before CIDR), respectively. After follicular aspiration, COCs of grade | and 11 were submitted
to IVM. Recovery rate from the FSH-PVP10 was higher (73.33%) than FSH-PVP40 (44.26%) and FSH-eCG
(27.14%). COCs with grades | and 11, were more frequently observed (P < 0.05) in FSH-PVP40 than FSH-eCG.
FSH-PVP40 is an alternative to recovery and mature oocytesin vitro.
Keywords: FSH, goat, PVP.
Palavras-chave: caprino, FSH, PVP.

Introducéo

A competéncia e a aquisicdo do oocito em retomar a meiose espontaneamente fora do foliculo sdo
adquiridas quando este é oriundo de foliculo didametro superior a dois milimetros. A estimulagdo ovariana tem
sido utilizada em cabras para induzir o crescimento de varios foliculos, resultando em um maior nimero de
odcitos (Baldassarre et al.,, 2003). Estudos realizados em vacas e em ovelhas demonstraram que a
superestimulacdo pode ser induzida por uma Unica injegdo de FSH dissolvido em polivinilpirrolidona (PVP).
Porém, pouco se sabe sobre os fatores que podem afetar a capacidade do PVP em agir como um veiculo para o
FSH em protocolos de superestimulacdo em cabras (Alessandro et al., 2001). Assim, o objetivo desse trabalho
foi avaliar o efeito de diferentes tratamentos de estimulagdo hormonal com gonadotrofinas dissolvidas em
polivinilpirrolidona sobre a producéo e a taxa de maturagdo in vitro (MIV) de o6citos de cabras Anglo Nubiana.

Material e M étodos

Foram utilizadas 27 cabras da raca Anglo Nubiana, as quais receberam dispositivos intravaginais
contendo 330 mg de progesterona (CIDR), por 10 dias e, no dia 8 do tratamento, receberam 125 pg de
cloprostenol. As cabras foram distribuidas em quatro grupos: Grupo FSH (n = 6), 180 mg de pFSH (40/40;
35/35; 30 mg), aplicadas a cada 12 h e iniciada 72 horas antes da retirada do CIDR; Grupo FSH-eCG (h = 7),
que consistiu no uso de 80 mg de pFSH, combinado com 300 Ul de eCG, 36 horas antes da retirada do
dispositivo; Grupo FSH-PVP10 (n = 7), que consistiu no uso de 70 mg pFSH dissolvidos em PVP 10.000 PM a
30%, 24 horas antes da retirada do CIDR; e 0 Grupo FSH-PVP40 (n = 7), 70 mg de pFSH dissolvidos em PVP
40.000 PM, a 30%, 48 horas antes da retirada do CIDR. Apos a retirada do CIDR, a avaliacdo dos ovarios foi
realizada por laparotomia. Os foliculos > 2 mm foram puncionados e aspirados com uma bomba de vicuo a uma
pressdo de 8 mL/min, com um cateter 18G, em meio TCM 199, suplementado com NaHCO; (2,2 g/mL),
heparina (20 Ul/mL), gentamicina (50 mg/mL), piruvato de sodio (0,2 mM) e SFB (10%). Apenas 0s 00citos de
Graus | e Il foram selecionados e incubados em placas de quatro pocos com meio MIV, contendo EGF (10
ng/mL), FSH/LH (20 mg/mL), estradiol (1 mg/mL), cisteamina (100 mM) e SOE (10%), sob oléo mineral. As
placas foram incubadas a 38,5°C em estufa com atmosfera umidificada a 5% de CO,, por 24 h. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo (e.p.). Para comparacdo dos parametros, foi utilizada a Analise de
Variéncia one-way e o teste de Tukey (P < 0,05).

Resultados e Discussio

A taxa de recuperagdo do grupo FSH-PVP10 foi maior (73,33%) do que o grupo FSH-PVP40 (44,26%)
e do grupo FSH-eCG (27,14%). Os nossos resultados sdo inferiores aos obtidos por Baldassarre et al. (2003), que
relataram taxas acima de 80%. Uma justificativa, esta relacionada as oscilagdes de pressdo no sistema de
aspiracdo da bomba a vacuo, o que levou a prejuizos no ato da puncdo dos foliculos, reduzindo a taxa de
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recuperacdo subsequente. Ja em relacdo ao grau de qualidade do odcitos, os CCOs de graus | e 1l foram mais
frequentemente observados (P < 0,05) no grupo FSH-PVP 40 quando comparado com o grupo FSH-eCG. No
presente estudo, o regime de uma Unica dose (FSH-eCG) nao foi tdo eficaz em estimular o seu crescimento em
foliculos de tamanho médio ou grandes. Em vacas Angus estimuladas, a administragdo de trés doses de 40, 80 e
80 mg de FSH, 24 h antes da aspiracdo, aumentou, significativamente, a resposta folicular e a taxa de
recuperacdo de odcitos em comparagdo com o tratamento de dose (nica (Chaubal et al., 2007). Com isso,
sugerimos que o tratamento com FSH-eCG resultou em uma superestimulagdo inadequada, gerando uma baixa
taxa de recuperacdo, reduzindo o nimero de odcitos até o momento da colheita. Ap6s a MIV, ndo houve
diferenca estatistica (P > 0,05) para a taxa de maturacdo nos diferentes grupos tratamento, onde foram
respectivamente de 42,86% (FSH-eCG), 27,50% (FSH), 29,41% (FSH-PVP10) e 40% (FSH-PVP40).

Conclusao
Os tratamentos de estimulagdo com FSH dissolvidos em PVP foram eficazes na recuperacéo, qualidade e
maturacdo in vitro de odcitos em cabras Anglo Nubiana.
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Efeito da Insulina-N sobre a Integridade das Membranas Plasmaticas em Sémen Fresco
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Insulin- N Effects on Plasma Membranes Integrity in Ovine Fresh Semen, using Quail Egg of Yolk

Wayllba Assuncio Barcelos" *, Simara Cristine Costa Pinto’, Talyta Luiza Miranda Lima’, Giovani
Santos de Abreu Junior , Fernando Andrade Souza®

'Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA; *Universidade de Sdo Paulo — USP; ® Universidade do Acre- UFAC, Rio
Branco, AC, Brasil.
*E-mail: wayllba95@gmail.com

Abstract

This study aimed to evaluate the effect of insulin on the membrane integrity evaluated by the eosin test
and nigrosine in ovine semen. Seven sheep were used, harvest were made with the aid of eletroejaculator. The
yolk-citrate extender was used for dilution of the ejaculate (25x106 sperm / mL) using quail's egg yolk. Each
ejaculate was divided into four equal fractions, corresponding to treatments: control group (Geont) Using only
dilutive citrat gem; Group 50 (Gsg) plus dilutive 50Ul/ml insulin type N; Group 100 (Giq) plus dilutive 100
IU/MI Insulin type N; Group 200 (Gyp) plus dilutive 200 1U/MI Insulin type N. After dilution, the semen
remained in water - bath at 45°C to perform the eosin test and nigrosine for evaluation by time (0, 20, 40 and 60
minutes) for membrane integrity. Thus, the use of insulin does not preserve the integrity of the membranes
during the incubation period of 45C, with a gradual decrease due to stress caused by time and temperature at
which the semen was subjected.
Keywords: ovine, semen, Insulin-N.
Palavras-chave: ovino, s€émen, Insulina-N.

Introducao

A Insulina ¢ uma proteina formada por duas cadeias (a e ), com 21 e 30 aminoacidos, respectivamente,
interligadas por duas pontes dissulfeto, produzido pelas células B do pancreas, atuante na captagdo de
aminoacidos e glicose, promove a sintese das proteinas e lipidios exercendo também fungdes intracelulares e a
nivel de membranas plasmaticas (Abdelmonein et al., 1998). Esse hormonio promove a diferenciagdo das
espermatogonias em espermatocito primario por meio da ligagdo dos receptores de IGF-I (Nakayama et al.
1999).

Nos espermatozoides a insulina fornece energia, sendo esta liberada no ejaculado, com produgio do
NADPH, influenciando a capacidade fecundante e a motilidade espermatica (Ando e Aquila, 2005).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da insulina sobre a integridade das membranas
avaliadas pelo teste de eosina e nigrosina em sémen de ovino diluidos com Citrato gema, utilizando gema de ovo
de codorna.

Material e Métodos

Sete ovinos sem raga definida, com média de 3 anos foram utilizados. As colheitas foram feitas com
auxilio do Eletroejaculador, avaliando posteriormente o sémen quanto as suas caracteristicas de motilidade
espermatica progressiva, vigor e turbilhonamento segundo o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo
Animal (2013).

O diluidor Tris- Gema foi usado para dilui¢iio dos ejaculados (25x10° sptz/mL), utilizando gema de ovo
de codorna. Cada ejaculado foi dividido em quatro fragdes iguais, correspondente aos tratamentos: Grupo
Controle (Geoy) utilizando somente diluidor Tris- Gema; Grupo 50 (Gsgo) diluidor acrescido de S0UI/mL de
Insulina tipo N; Grupo 100 (Gg) diluidor acrescido de 100 UI/MI Insulina tipo N; Grupo 200 (G,g) diluidor
acrescido de 200 UI/MI Insulina tipo N.

Apds a diluigdo, o sémen foi submetido ao intenso estresse para avaliar o efeito da insulina,
permanecendo em banho — maria a 45°C para realizagfo do teste de eosina e nigrosina durante o intervalo de
tempo (0,20,40 e 60 minutos). Para realizagdo do teste, 10 pL. de sémen foram aliquotados sobre lamina e
laminula ¢ 10 pL. do corante eosina e nigrosina foram depositados sobre o sémen e homogeneizado para
posterior esfregaco. Apos 10 minutos de secagem da lamina, foi realizada a leitura em microscopio com aumento
de 100x sobre 6leo de imersao.

Resultados e Discussio

Os animais apresentaram médias para circunferéncia escrotal de 29,07 + 2,9. As médias de largura
direita e esquerda foram de 5,7 £ 0,72 e 5,8 = 0,83 cm respectivamente e para comprimento escrotal direito e
esquerdo foram de 8,07 + 1,22 ¢ 7,9 + 0,59 cm motilidade progressiva média de 86 + 8,00 e vigor 3 + 0,00.
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Os resultados da integridade de membranas avaliados pelo teste estdo apresentados na tabela 1. De
acordo com os dados obtidos, o uso da insulina ndo influenciou na integridade das membranas durante o periodo
de armazenamento dentre os tempos avaliados, corroborando com os achados de Fagundes et al, 2010.

Mesmo nio tendo influenciado na integridade da membrana, propde que a adi¢do de insulina pode ser
utilizada para atua¢do no metabolismo espermatico e na manutengdo da qualidade da amostra seminal. Contudo,
¢ crucial desenvolver maiores estudos para determinar em qual mecanismo metabdlico a insulina atua no
espermatozoide e qual sua correlagdo com a fertilidade.

Tabela 1. Integridade de membranas em sémen fresco de ovinos nos diferentes tempos.

Tratamento Integridade de Membranas

TO' T20° T40 T60
Controle 81,57 £16,78 81,14 £9,37 80+ 11,33 78 £ 10,66
50 UI 82,85+ 6,96 89,28 + 5,52 82+ 10,58 80,28 + 7,01
100 UI 83,00 + 13,82 80,85+ 11,85 79,71 £10,17 73,42 £ 11,64
200 UI 84,14 +£9,78 80,57 £ 10,35 73,57 £10,92 71,28 + 6,52

Avaliag@o em coluna, Teste T, letras distintas diferenca significativa (P < 0,05).

Consideracio final

A utilizagdo de Insulina ndo preserva a integridade das membranas durante o periodo de incubagdo de
45°C, havendo uma diminui¢do gradativa devido ao estresse ocasionada pelo tempo e temperatura no qual o
sémen foi submetido.
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Efeito da Insulina-N sobre a Motilidade Espermatica em Sémen Fresco de Ovino

durante 60 minutos de armazenamento utilizado Gema de Ovo de Codorna
Insulin- N Effects on Sperm Motility in Ovine Fresh Semen over 60 minutes using Quail Egg of Yolk

Talyta Luiza Miranda Lima" *, Samara Cristine Costa Pinto?, Wayllba Assuncéo Barcelos',
Fernando Andrade Souza®

"Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA; *Universidade de Sdo Paulo — USP; *Universidade do Acre- UFAC, Rio
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*E-mail: talyta.50@hotmail.com

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of n-type insulin on sheep semen on the time and
temperature motility after 60 minutes of incubation at 45°C. To therefore 7 sheep were used, the collects were
made with the aid of the Electro ejaculator. The citrate-yolk diluent was used to dilute the ejaculates (25x10°
sptz/ ml) using quail egg yolk. Each ejaculate was divided into four equal fractions, corresponding to the
treatments: control group (Gcont), using only tris-gem; Group 50 (G500) Diluent plus 50 1U / ml N-type Insulin;
Group 100 (G100) diluent plus 100 IU / ml Insulin type N; Group 200 (G200) diluent plus 200 Ul / ml N-type
Insulin. After dilution, the semen remained in a water bath at 45°C for the fast thermoresistance test on the time
evaluation (0, 20, 40, 60 Minutes), for sperm motility and vigor. The data, were submitted to the t test, and those
that did not present parameters with normal distribution were compared by the Friedman test. According to the
obtained data, the insulin in the concentrations used experimentally, it was not possible to verify positive effect
of the supplementation of the same, and high concentrations decrease the sperm viability.
Keywords: ovine, semen, Insulin-N.
Palavras-chave: ovino, sémen, Insulina-N.

Introducao

A insulina hormonio anabdlico que promove a captagdo de glicose e aminoacidos, a sintese de proteinas
e lipideos e 0 aumento das fungdes intracelulares ¢ da membrana plasmatica (Abdelmonein et al., 1998).

Os espermatozoides sdo capazes de secretar insulina, nas células ndo capacitadas, o hormonio localiza-
se a nivel subacrossomal na pega intermedidria ¢ no flagelo. Quanto a fungdo da insulina, liberada pelos
espermatozoides, ainda hoje, ndo estd totalmente elucidada, acredita-se que esta, tenha efeito autodcrino no
metabolismo da glicose e também possa estar envolvida nos eventos da capacitagdo espermatica, pois para
iniciar os processos catabdlicos e manter a motilidade espermadtica, o balango i6nico e varias fungdes celulares
necessitam da glicolise.

Os espermatozoides metabolizam facilmente monossacarideos, mas ndo metabolizam outros agucares
ou carboidratos complexos, sendo a presenca de insulina essencial para a movimentacdo da glicose através da
membrana plasmatica, induzindo o aumento do niimero de proteinas transportadoras especificas (Davies, 1999;
Cunningham, 1997; Aquila et al., 2005).

Assim, objetivou-se avaliar o efeito da insulina do tipo N em sémen de ovinos sobre motilidade quanto
ao tempo e temperatura apds 60 minutos de incubagédo a 45°C.

Material e Métodos

Sete ovinos sem raga definida, com média de 3 anos foram utilizados. As colheitas foram feitas com
auxilio do Eletroejaculador, avaliando posteriormente o sémen quanto as suas caracteristicas de motilidade
espermatica progressiva, vigor e turbilhonamento segundo o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal (2013).

O diluidor Citrato-Gema foi usado para diluigio dos ejaculados (25x10° sptz/mL), utilizando gema de
ovo de codorna. Cada ejaculado foi dividido em quatro fragdes iguais, correspondente aos tratamentos: Grupo
Controle (Ggoy) utilizando somente diluidor Tris- Gema; Grupo 50 (Gsgo) diluidor acrescido de SOUI/mL de
Insulina tipo N; Grupo 100 (Gyg) diluidor acrescido de 100 UI/MI Insulina tipo N; Grupo 200 (Gyg) diluidor
acrescido de 200 UI/MI Insulina tipo N.

Apods a diluigdo, o sémen permaneceu em banho — maria a 45°C para realizagdo do teste de
termorresiténcia rapido para avaliagdo por tempo (0, 20, 40 e 60 minutos) para motilidade e vigor espermatico,
com objetivo de determinar a resisténcia dos espermatozoides as condi¢des impostas.

As avaliages de motilidade espermatica no momento da coleta, vigor espermatico foram apresentadas
de forma descritiva, utilizando & média e o desvio padrdo de cada resposta. As varidveis paramétricas testadas
por ANOVA, comparando-se as médias pelo teste de Tukey. Todas as varidveis passaram pelos testes de
normalidade de Shapiro-Wilk e Lilliefors. As variaveis que tinham respostas subjetivas ou nio entraram na
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normalidade apds transformagdo foram analisadas como ndo paramétricas, comparando-se os ranqueamentos
pelo teste de Friedamn.

Resultados e Discussiao

Os animais avaliados apresentaram circunferéncia escrotal de 29,07 + 2,95 cm, com de largura 5,95 +
0,94 cm (testiculo direito) e 5,85 £ 0,83 cm (testiculo esquerdo) e motilidade progressiva média de 86+8,00 e
vigor 3+ 0,00.

Os resultados para motilidade progressiva quanto ao tempo estdo apresentados na tabela 1. De acordo
com os dados obtidos a insulina nas concentragdes utilizadas ndo melhorou os parametros da motilidade
progressiva avaliadas durante os tempos, dados que corroboram com TILBURG et al, 2008 em sémen de ovinos
utilizando Insulina. Observou que eclevadas concentragdes de Insulina, 200 UI/mL, foi deletéria aos
espermatozoides quando comparados com os demais grupos. Onde os melhores resultados quanto a preservagio
da motilidade foi garantida com uso de 50 Ul/mL.

Tabela 1. Médias e Desvios padroes do efeito do tratamento das Motilidades Espermaticas do Sémen fresco de
ovinos de acordo com os tratamento e tempos.

Tratamento Motilidade Espermadtica

TO T20" T40 T60
Controle 85,71 +7.86 83,25+ 10,36° 61,42 + 10,69 37,14 £ 22,88
50 UI 88,57 +3,77 88,12 +3,72° 5428 + 7,86 35,71 + 7,86
100 Ul 82,85+9,51 78,37 +9,91° 40,00 + 11,54° 22,85+ 16,03
200 Ul 80 + 10,00 70,0 + 16,90° 40,00 + 10,00° 12,85 + 12,53°

Avaliagdo em coluna, Teste Friedman, letras distintas diferenca significativa (P < 0,05).

Consideracao final

Dessa forma, o uso de Insulina nas concentragdes utilizadas experimentalmente, ndo foi possivel
verificar efeito positivo da suplementacdo do mesmo, e concentragdes elevadas prejudicam na viabilidade
espermatica.

Referéncias

Abdelmonein 1Y, Beth R, Saba K, Kenneth GG. The effects of antifreeze peptide III (AFP) and insulin
transferrin selenium (ITS) on cryopreservation of chimpanzee (Pan troglodytes) spermatozoa. Journal of
Andrology, v.19, p.207-221, 1998.

Aquila S, Gentile M, Middea E, Catalano S, Morelli C, Pezzi V, Ando. Leptin secretion by human ejaculated
spermatozoa. J Clin Endocrinol Metab, v.90, p.4753-4761, 2005b.

Cunningham DVM. Tratado de fisiologia veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1997.

Davies Morel MCG. Equine artificial insemination. Cabi publishing, Walling Ford, Oxon, U.K., 1999.

van Tilburg MF, Silva JFS, Dias AJB, Quirino CR, Fagundes B. Influéncia da insulina na congelabilidade do
sémen de ovino. Ciénc Anim Bras, v.9, n.3, p.731-739, 2008.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.380-381, out./dez. 2016. Disponivel em www.cbra.org.br 381



DY

Congresso Norte-Nordeste de Reprodugdo Animal (VIII CONERA), 8, 2016, Teresina, PI. Anais...Belo Horizonte:
CBRA, 2016.

Efeito da melatonina na maturagao in vitro de oécitos caprinos
Effect of melatonin on in vitro maturation of goat oocytes
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Abstract

To evaluate the effect of melatonin on in vitro maturation of goat oocytes, 12 females were used as
oocyte donor. They were subjected to ovarian stimulation and ovum pickup by laparotomy. Qocytes were
evaluated and allocated into three groups of in vitro maturation: MO (oocytes matured in TCM199 and
supplements); M10 and M50 (oocytes matured in MO medium supplemented with 10 uM and 50 uM melatonin,
respectively). All groups were subjected to the cell incubator for 24 hours at 38.5°C with a humidified
atmosphere containing 5% CO,. For data analysis, Chi-square test was used, with a probability of 5% and a
correlation test. In conclusion, melatonin reduced in vitro maturation rates of goat oocytes.
Keywords: caprine, IVP, supplement.
Palavras-chave: caprino, PIV, suplemento.

Introducao

A produg@o in vitro de embrides (PIV) ¢ uma das biotécnicas da reprodugdo que permite a conservacio
de recursos bioldgicos, para a reprodugdo de espécies ameacadas de extingdo ou de fémeas geneticamente
superiores incapazes de se reproduzirem de maneira natural, produzindo embrides de qualidade para posterior
transferéncia ou criopreservacdo. A PIV é composta pelas etapas de maturacdo (MIV) e fecundagdo in vitro
(FIV) de odcitos, além do cultivo in vitro (CIV) de embrides. E conhecida a influéncia negativa da elevada
producdo de radicais livres e, principalmente na fase de maturacdo do odcito, em virtude da aceleracdo do
metabolismo celular. De modo especial, a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) pode atuar como um potente
sequestrador de radicais livres, uma vez que estudos demostraram que, ao se adicionar melatonina ao meio MIV,
sdo observadas excelentes taxas de maturagdo oocitaria (Hardeland, 2005). Entretanto, na literatura, ndo ha
relatos sobre o efeito da inclusdo de melatonina na MIV de odcitos caprinos como antioxidante. Desta forma o
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da inclusdo de melatonina no meio de maturacdo in vitro de oocitos
caprinos.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Fisiologia e Biotecnologia da Reprodugdo Animal
(LAFIBRA), no Campus Ciéncias Agrarias da UNIVASF, em Petrolina-PE. Foram utilizadas como doadoras de
odcitos, 12 cabras Sem Padrdao Racial Definido. As fémeas foram submetidas a um protocolo de estimulacdo
ovariana para, entdo, ser realizada a colheita de odcitos por laparotomia. O trato reprodutivo foi exteriorizado e
os foliculos presentes em ambos os ovarios foram, individualmente, puncionados e aspirados, utilizando uma
agulha 18G acoplada a um tubo de colheita ¢ a uma bomba de vacuo. A pressdo de vacuo foi ajustada a 30
mmHg, gerando um fluxo de fluido de 7,0-8,0 mL/min. Os odcitos colhidos foram avaliados de acordo com
Gongalves et al. (2008), sendo selecionados aqueles classificados como de graus I e II. Os mesmos foram
divididos em trés grupos de matura¢do: no grupo MO, os oodcitos foram imersos em meio TCM-199,
suplementado com 2,2 mg de bicarbonato de soédio, 5 mg de LH, 0,5 mg de FSH e 10%(v/v) de soro fetal
bovino; ja nos grupos M10 e M50, os odcitos foram imersos no mesmo meio do grupo MO0, sendo adicionados 10
puM e 50 uM de melatonina, respectivamente. Os odcitos foram, entdo, dispostos em placas de cinco pogos com
meio MIV, sob 6leo mineral, durante 24 horas, em incubadora de cultivo, a 38,5°C, em uma atmosfera
umidificada com 5% de CO,.

Resultados e Discussio

Em nosso experimento, a adicdo de melatonina ao meio de maturagdo reduziu, significativamente (P >
0,05), a taxa de maturag@o (Tab. 1). Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por Wei et al. (2013),
que, trabalhando com odcitos humanos, observaram uma menor taxa de maturagdo ao adicionarem altas
concentragdes de melatonina 10° ¢ 10’M. Alguns autores relatam que concentragdes fisiologicas de espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo necessarias para o recomeco da meiose (Takami et al., 1999). O mecanismo de
acdo de antioxidantes na inibi¢do da matura¢ao do o6cito ndo é bem elucidado, mas uma possivel hipotese é que
a a¢do de antioxidantes pode envolver a manuteng@o de niveis inibitérios de cAMP dentro do odcito, que é um
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agente bem conhecido para evitar a maturagao dos odcitos (Cho; Stern; Biggers, 1974).

Tabela 1. Numero (média + e.p.) de odcitos caprinos maturaveis (graus I e II) e maturados in vifro, bem como
taxa de maturagdo sob diferentes concentragdes de melatonina (M0 = 0 pM; M10 = 10 uM; M50 = 50 uM).

Tratamento Numero de odcitos Numero de odcitos Taxa de maturacao(%)
maturaveis maturados
MO 6,33 + 0,54 4,60+ 0,72 72,66°
M10 6,00 + 0,47 2,00 + 0,94 33,33°
M50 6,00 + 1,24 1,60 + 0,98 26,66
Conclusao

A inclusdo de melatonina, nas concentragdes testadas, provocou uma redugdo nas taxas de maturagdo
oocitaria in vitro de caprinos.
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Efeito da melatonina sobre a integridade das membranas plasmatica e mitocondrial de

espermatozoides criopreservados de ovino
Effect of Melatonin on the plasmatic and mitochondrial integrity membrane of sperm cryopreserved ram
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Abstract

This study evaluate the effect of melatonin supplementation to TRIS-GEMA diluter in plasmatic and
mitochondria membrane integrity of semen ram cryopreserved. Was used seven ejaculates of six ram,which
were pooled in pool, according to the experimental groups: Control; Tl - 1x10-7 mol /L and T2 - 1x10-9 mol / L
melatonin. Posteriorly the diluting the samples were packaged in straws of 0.25 ml and cryopreserved. After
thawing at 37°C for 30 seconds, the samples were analyzed for Test thermoresistance slow (TTR) and
acrosomal membrane integrity. For statistical analysis we used the Duncan test (o = 0.05) for mean
comparison. Treatments 1 and 2 differed statistically control for plasma membrane integrity at times 60, 120
and 180min. It was concluded that supplementation 1x10-7mol / L and 1x10-9mol / L of melatonin increased the
integrity of the plasma membrane to 60,120 and 180 minutes.
Keywords: Criopreservation, melatonin, sperm.
Palavras-chave: Criopreservacdo, melatonina, sémen.

Introducao

A alta suscetibilidade dos espermatozdides a dano durante a criopreservagdo ¢é refletida na
desestabilizacdo da membrana plasmatica e elevagdo da concentracdo de calcio intracelular, bem como no
decréscimo da viabilidade, motilidade e integridade da membrana celular (Grossfeld et al., 2008).

Procurando melhorar a qualidade pos-descongelagdo do sémen, diversas pesquisas t€m estudado a adigdo
de substancias sintéticas ou naturais ao ejaculado capazes de minimizar os efeitos deletérios da criopreservacdo. A
exemplo de outras substincias naturais, a melatonina (N-acetil-5-metoxi triptamina), uma indolamina secretada pela
glandula pineal, no cérebro (Awad et al., 2006) participa numa série de fungdes fisiologicas, incluindo o controle da
reprodugdo sazonal, além de afetar o sistema imunitario e ritmos circadianos.

Desta forma, o presente trabalho foi conduzido para avaliar o efeito da suplementacdo de melatonina ao
diluidor TRIS-gema, sobre a integridade das membranas plasmatica e mitocondrial de semen criopreservados de
ovino.

Material e Métodos

Foram utilizados 42 ejaculados de seis ovinos, coletados pela técnica de vagina artificial, os quais foram
reunidos em pool, e avaliados quanto aos aspectos macroscopicos (volume e aspecto) e microscoOpicos
(turbilhonamento, motilidade, vigor, concentragdo espermatica e patologias). Posteriormente o sémen foi diluido
em TrisGema de acordo com os tratamentos experimentais: controle; T1 - 1X10-7 mol/L de melatonina e T2 -
1x10-9 mol/L de melatonina. Em seguida as aliquotas foram envasado em palhetas de 0,25 mL, congelado em
maquina automatizada (TK3000) e armazenadas em botijdo criogénico (-196 0C). O efeito da melatonina sobre
os parametros espermaticos de integridade de membrana plasmatica e potencial de membrana mitocondrial
foram avaliados no sémen pos-descongelamento.

Os dados de integridade de membrana plasmatica e potencial de membrana mitocondrial foram
submetidos a andlise de varidncia (ANAVA) (a =0,05) utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS
Institute Inc, 2013), em seguida realizou-se o Teste de Duncan para comparagdo de médias (a =0,05).

Resultados e Discussio

A criopreservagdo atua gerando choque térmico na célula espermatica, resultando no decréscimo que pode
ser irreversivel na motilidade espermatica, acarretando a redugdo da taxa de glicdlise, respiragdo celular e frutdlise,
aumento da degeneragdo do acido desoxirribonucleico e liberagao de material intracelular (Watson, 2000).

Ao avaliar o potencial de membrana mitocondrial (Tab.l) observou-se que ndo houve diferenca
estatistica entre as concentragdes de melatonina.

A membrana plasmatica é extremamente sensivel as crioinjdrias, caracterizadas pela presenca de uma
bicamada lipidica de acidos graxos poliinsaturados, tornando-se instavel a acdo das ROS (Peiia et al., 2005). A
sua integridade apresenta uma relagdo positiva com a fecundagdo, sendo a membrana plasmatica responsavel
pela manutengdo da homeostase celular, que pode ser alterada pelo processo de criopreservagdo (Amann e
Pickett, 1987).
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Tabela 1. Potencial de membrana mitocondrial (MM) po6s descongelacdo de espermatozoides ovino
criopreservados em diferentes concentra¢des de melatonina.

Tratamento Potencial de membrana mitocondrial pos-descongelagio

0 min 60 min 120 min 180 min
Controle (%) 65,85 = 4,678 57,71 + 14,3834 47,28 +9,1424 46,14 + 12,7034
T1 (%) 64,85 = 22,2084 67,19 + 19,4824 69,85 = 29,8734 71+ 13,0324
T2 (%) 61,85 = 28,9737 70,28 = 25,7284 64,57 £30,57%0 65,85+ 27,4948

*a,b,c = Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa
(P < 0,05). A,B,C = Valores seguidos de letras maiusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca
significativa (P < 0,05). x+s:média e desvio padrio.

A importancia das mitocondrias espermaticas se deve ao fato que a energia necessaria para a motilidade
dos espermatozoides ocorre através da geragcdo de ATP (Silva, 2010). Desta forma, as altera¢cdes das membranas,
decorrente da criopreservagdo, podem provocar conseqiiente diminui¢do do potencial mitocondrial (Aitken, et
al., 2012).

Os resultados da avaliagdo da integridade da membrana plasmatica (Tab. 2) mostraram que houve
diferenca estatistica entre as diferentes concentragdes de melatonina, nos tempos 0, 60,120 e 180 minutos, para
os tratamentos de 1x10-7 mol/L e 1x10-9 mol/L de melatonina, diferindo estatisticamente entre si.

Tabela 2. Integridade da membrana plasmatica (MP) pods descongelagio de espermatozoides ovino
criopreservados em diferentes concentragdes de melatonina.

Tratamento Integridade da membrana plasmatica pds-descongelacio

0 min 60 min 120 min 180 min
Controle (%) 64,71£9,9288 542848 6704 445793282 3971483607
T1 (%) 62,85+16,55%2  66,2+16,03%A 67,3£9,3284  61,85+8,3624
T2 (%) 75.85¢7,154%  77,1448,1728 74,54:9008A 72 45+7 802A

*a,b,c = Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa
(P < 0,05). A,B,C = Valores seguidos de letras maitsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca
significativa (P < 0,05). x+s:média e desvio padrio.

Silva et al. (2011) observaram que a adigdo de 1uM de melatonina em sémen criopreservado de ovino
reduziu a propor¢do de espermatozoides com membrana plasmatica lesionada nos tempos 0 e 180min. No
entanto ao adicionar 100pM de melatonina houve um aumento no nimero de espermatozoides com membrana
plasmatica lesionada. Esses dados diferem ao comparar-se com o presente trabalho, para as concentragdes de
1x10-7 mol/L e de 1x10-9 mol/L de melatonina nos tempos de 60, 120 ¢ 180min., se detectando diferenga
significativa P < 0,05 com relagdo ao controle.

Conclusio
Conclui-se que a suplementagdo de melatonina na concentragdo de 1x10-9mol/L adicionada ao diluidor
melhorou a integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides de ovinos.
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Effect of melatonin on the feasibility of sperm cryopreserved of ram

Priscilla Niely da Costa Sa*, Yndyra Nayan Teixeira Carvalho Castelo Branco, L uiz Harliton Cavalcante
Monteiro Mota, Viviany Sousa Rodrigues, Jeffer son Hallison Lustosa Silva, Filipe Nunes Barros, Felipe
Pereira da Silva Bar cante, Jose Adalmir Torres de Souza

Universidade Federal do Piauf, UFPI, Teresina, PI, Brasil.
*E-mail: priscillaniely@gmail.com

Abstract

This study to evaluate the effect of melatonin supplementation to TRISGEMA diluter in sperm viability
of semen ram cryopreserved. Was used seven gjaculates of six ram,which were pooled in pool, according to the
experimental groups. T1 - control; T2 - 1x10-7 mol / L and T3 - 1x10-9 mol / L melatonin. Posteriorly the
diluting the samples were packaged in straws of 0.25 ml and cryopreserved. After thawing at 37°C for 30
seconds, the samples were analyzed for Test thermoresistance slow (TTR) and acrosomal membrane integrity.
For statistical analysis we used the Duncan test (o = 0.05) for mean comparison. The results demonstrated that
to the TTR at time 0 min, T2 showed 54.28% motility, and T1obtained lower valuesin the times 0 and 60 minutes
for force. Supplementation of 1x10-9mol / L of melatonin improved total motility.
Keywords: criopreservation, melatonina, ovine.
Palavras-chave: criopreservacdo, melatonina, ovino.

Introducéo

A criopreservacdo € uma biotécnica utilizada para preservar materiais genéticos por um longo periodo
de tempo, no entanto esta provoca danos a estrutura espermatica, & medida que ocorre o decréscimo da
temperatura na etapa de congelagdo, as propriedades fisicas de todas as membranas espermaéticas sao alteradas.
(Watson, 1995).

A alta suscetibilidade dos espermatozoides a danos durante a criopreservacdo é refletida na
desestabilizagdo da membrana plasmatica e elevacdo da concentragdo de célcio intracelular, bem como no
decréscimo da viabilidade, motilidade e integridade da membrana celular (Grossfeld et al., 2008).

Alguns estudos tem utilizados a adi¢do de substratos ao diluidor espermatico com o intuitos de reduzir a
desestabilizacdo das membranas, dentre estes pode-se citar a melatonina, horménio produzido pela glandula
pineal, a qual atua de forma direta e indireta na preservacdo da viabilidade seminal (Ashrafi, 2013).

Objetivou-se avaliar o efeito da suplementacdo de melatonina ao diluidor Tris-Gema sobre a viabilidade
de espermatozoides criopreservados em ovinos.

Material e M étodos

Foram utilizados 42 ejaculados de seis ovinos, coletados pela técnica de vagina artificial, os quais foram
reunidos em pool, e avaliados quanto aos aspectos macroscOpicos (volume e aspecto) e microscdpicos
(turbilhonamento, motilidade, vigor, concentracdo espermatica e patologias). Posteriormente o sémen foi diluido
em TrisGema de acordo com os tratamentos experimentais: T1 — controle; T2 - 1X10-7 mol/L de melatonina e
T3 - 1x10-9 mol/L de melatonina. Em seguida as aliquotas foram envasado em palhetas de 0,25 mL, congelado
em maquina automatizada (TK3000) e armazenadas em botijdo criogénico (-196 0C). O efeito da melatonina
sobre os parametros espermaticos de termorresisténcia lento e integridade de membrana acrossomal foram
avaliados no sémen pos-descongelamento.

Os dados para o teste de termorresisténcia, e integridade de membrana acrossomal foram submetidos a
analise de variancia (ANAVA) (a =0,05) utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc,
2013), em seguida realizou-se o Teste de Duncan para comparagdo de médias (o =0,05).

Resultados e Discussdes

Os efeitos das diferentes concentracdes de melatonina sobre a motilidade espermatica apds a
descongelacdo nos espermatozoides ovinos submetidos ao teste de termorresisténcia (TTR) sdo apresentados na
Tabela 1. Os resultados demonstraram que os tratamentos diferiram (P > 0,05), entre si e entre 0s tempos de
incubacdo. A importancia de se melhorar a motilidade esté relacionada ao possivel aumento da fertilidade com
obtencdo de maiores taxas de prenhez apds o uso de sémen criopreservado.

Com relacdo ao vigor espermdtico, entre os tratamentos avaliados, verificou-se que T1 diferiu
estatisticamente (P > 0,05) do controle e do T2 nos tempos de incubacdo de 0 e 60 min, apresentando menos
valores para este parametro, no entanto ndo diferiu (P < 0,05) dos demais tratamentos nos periodos de 120 e 180
minutos (Tab. 2). Os resultados demonstraram quanto ao efeito da melatonina nas concentragdes estudadas para
as caracteristicas de integridade da membrana acrossomal (Tab. 3) que T2 no tempo 120 min diferiu
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estatisticamente dos demais tratamentos no mesmo tempo.

Ao avaliar efeito da melatonina sobre a integridade da membrana acrossomal nos periodos de 0, 60, 120
e 180 minutos observou-se que ndo houve diferenca estatistica (P > 0,05), entre os tratamentos avaliados e nem
entre os tempos (Tab. 3).

Ressalta-se que a melatonina é capaz de reduzir ao desestabilizagdo das membranas celular através de
diversas acOes, inclusive aumentando a atividade, de enzimas como a glutationa peroxidase e superéxido
dismutase o que melhora os aspectos seminais depreciados com a criopreservacdo (Tan et al., 2007).

Tabela 1. Motilidade total (%) p6s descongelacdo de espermatozoides ovinos criopreservados em diferentes
concentragdes de melatonina avaliados pelo TTR.
Motilidade espermatica pds-descongelagao

Tratamento 0 min 60 min 120 min 180 min

Controle (%) 44,28 + 6,07°" 36,42 + 7,48"® 31,42 + 8,52°5¢ 22,14 + 8,09°°
T1 (%) 32,85 + 4,87 34,28 + 5,34 22,85 + 4,87°8 15,7 + 5,34
T2 (%) 54,28 + 7,86 51,42 + 6,98 41,42 + 6,9%%¢ 34,28 + 5,34%

*a,b,c = Valores seguidos de letras mindsculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa
(P < 0,05). AB,C = Valores seguidos de letras mailsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca
significativa (P < 0,05). xts:média e desvio padrao.

Tabela 2. Vigor total (%) pés descongelacdo de espermatozoides ovinos criopreservados em diferentes
concentragdes de melatonina avaliados pelo TTR.
Vigor espermatica pés-descongelacéo

Tratamento 0 min 60 min 120 min 180 min

Controle 2,85+ 0.37%4 2,57 +0,53* 2,42 0,53 2,14 £ 0,37
T1 2,14 +0,37™ 2,00 + 0,00 2,00 + 0,00 1,42 +0,53%®
T2 3,00 + 0,00 2,85+ 0,37 2,42 +0,53*8 2,28 +0,48%

*a,b,c = Valores seguidos de letras minGsculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenga significativa
(P < 0,05). AB,C = Valores seguidos de letras maiusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca
significativa (P < 0,05). xts:média e desvio padrao.

Tabela 3. Integridade da membrana acrossomal (MA) de espermatozoides ovino em diferentes concentracGes de
melatonina em TRIS — gema descongelado, submetido ao teste de termorresistencia.
Integridade espermatica pos- descongelacéo

Parametros 0 min 60 min 120 min 180 min
MA MA MA MA
Controle 82,28 + 17,71 81,57 + 18,42*~ 78,57 + 7,41°" 76,28 + 7,154
T1 80,57 + 9,53 82,14 + 8,31 78,71 + 7,954 75,85 + 9,42*A
T2 91,28 + 5,82*" 90,00 + 6,08 88,00 + 5,34%" 86,42 + 7,67

a,b,c, valores com diferentes superindices na mesma coluna diferem estatisticamente P < 0.05; A,B,C valores
com diferentes superindices na mesma linha diferem estatisticamente, mesma linha P < 0.05.

Conclusdes
A suplementacdo de 1x10°mol/L de melatonina aumentou a motilidade total. No entanto as
concentracdes de 1x10'mol/L e 1x10°mol/L de melatonina nao alterou a integridade da membrana acrossomal.
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Efeito da somatotropina bovina recombinante (rbST) em duas diferentes doses sobre a
concentracio sérica de progesterona (P4) em cabras Sem Padrio Racial Definido

(SPRD) submetidas a inseminacao artificial em tempo fixo(IATF)
Effect of recombinant bovine somatotropin (rbST) on two different doses on the serum concentration of
progesterone (P4) in undefined breed goats submitted to Fixed Time Artificial Insemination (FTAI)
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the influence of the association of rbST with a protocol of
FTAI on the concentration of progesterone (P4) in in undefined breed goats. Goats were inseminated following
the 11-day protocole. In D6, the animals were divided into three experimental groups: Gl (n = 42) 250 mg rbST,
SC, G-Il (n = 39) 125 mg rbST, SC, and G- Ill (n = 41) ( control). P4 hormonal dosages were performed by
ELISA on DO, D09, D12 and D21. The results show that treatment with somatotropin at two different doses
associated with an IATF protocol did not affect the serum progesterone concentration.
Keywords: goats, fertility, progesterone.
Palavras-chave: cabras, fertilidade, progesterona.

Introducao

A valorizacdo dos caprinos e seus produtos no mercado mundial estimulam pesquisas com o objetivo de
otimizar os sistemas de produgdo. Para tanto, as biotecnologias da reproducdo surgem como ferramentas
imprescindiveis para o desenvolvimento deste setor destacando-se a inseminacdo artificial em tempo fixo,
considerada uma das principais biotecnologias da reprodugdo, que permite a execugdo de programas
reprodutivos em qualquer fase do ciclo reprodutivo, aumentando a fertilidade dos rebanhos, possibilitando a
previsdo do estro e o periodo ideal de inseminagdo (Traldi et al, 2007). Todavia inimeros fatores podem
interferir na taxa de prenhez gerando resultados variados devendo considerar ainda as perdas advindas de abortos
e mortalidade embrionaria.

A somatotropina desponta como alternativa associadas a biotécnicas reprodutivas por possui efeitos
diretos e indiretos sobre o desempenho reprodutivo, atuando em diferentes etapas do processo de lutedlise e do
reconhecimento materno da gestagdo, atuando no corpo luteo (CL), no utero e no embrido, acelerando o
crescimento do CL e elevando a secreg@o de P4 (Lucy et al., 1995), estimular a atividade secretdria das glandulas
endometriais e aumentar o desenvolvimento ¢ a sobrevivéncia embrionaria (Moreira et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da associagdo da somatotropina bovina recombinante
(rtbST) a um protocolo de inseminagdo artificial em tempo fixo(IATF) sobre a sobre a concentracdo de
progesterona (P4) em cabras Sem Padrdo Racial Definido(SPRD).

Material e Métodos

Foram utilizadas 122 fémeas adultas, selecionadas de acordo com o histérico reprodutivo e sanitario
favoraveis. Como protocolo de sincronizagdo do estro, no DO, foram inseridas esponjas intravaginais
impregnadas com 60 mg de medroxiprogesterona, por um periodo de 11 dias. No D6 os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos experimentais: G-I (n=42) que foram administrados 250 mg de rbST (Boostin®,
Schering-Plough/Intervet, Brasil), via subcutinea em uma tUnica dose, G-II (n=39) que receberam 125 mg de
rbST, via subcutanea em uma unica dosee G-III (n=41) que receberam solug@o fisiologica (controle), da mesma
forma que os demais grupos. No D9 todas as fémeas receberam injecdes intramusculares de 300 Ul de
Gonadotrofina Coridnica Equina-eCG e 75ug de Cloprostenol Sédico-PGF2a. No ultimo dia do tratamento
hormonal (D11) as esponjas foram removidas e aproximadamente 36+2 horas apos depois as cabras foram
inseminadas em tempo fixo por via transcervical,. Utilizou-secom sémen congelado/descongelado, oriundo de
um unico reprodutor, selecionado por exame andrologico e registro de fertilidade comprovado. O diagnostico de
prenhez foi realizado por exames ultrassonograficos aos 30 e 45 dias apds a IATF.
As colheitas de sangue para dosagem de progesterona (P4) foram realizadas por venopungdo da jugular com
tubos a vacuo, sem anticoagulante, nos dias da colocacao do implante (DO0), da aplicagdo de eCG e Cloprostenol
Sédico-PGF2a (D09), na IATF (D12) e p6s IATF (D21). Apds a colheita, o sangue foi centrifugado a 1500G
para obtencdo do soro, que foi acondicionado em tubos de 2mL do tipo ependorff e acondicionados em freezer a
— 20°C. As dosagens hormonais foram realizadas por Ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os dados de
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concentragdo de P4 foram avaliados através do teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. Todas as analises
foram realizadas de acordo com Software Statistical Analysis System (SAS, 2002).

Resultados e Discussio

Os valores de P4 ndo diferiram entre os grupos, como consta na Tabela 1. Esperava-se que no dia (D21)
os grupos G1 e G2, tivessem uma concentracdo maior de P4 em relagdo ao grupo controle, pois sabe-se que o
rbST estimula a funcdo do CL e aumenta a produgdo de deste hormoénio (Lucy, 2000). A auséncia de efeito
positivo da rbST na concentracgdo sérica de progesterona concorda com os achados de Nascimento et al. (2013) e
Montero-Pardo et al. (2011) que também ndo encontraram diferenca na concentragdo de P4 entre ovelhas
tratadas e ndo tratadas com rbST.

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo na concentragdo de P4 em cabras SPRD, tratadas ou ndo tratadas com r-bST
(250mg ou 125mg), cinco dias antes da retirada do progestageno.

Tratamentos DO D9 D12 D21
Grupo | 14,75+ 14,99 a 1091 £14,99 a 14,50+ 14,99 a 9,83 +14,99 a
(250 mg r-bST)

Grupo 11 15,16 £ 15,00 a 10,33+ 15,00 a 14,33+ 15,00 a 10,16 = 15,00 a
(125 mg r-bST)

Grupo I 1433+ 15,00 a 14,16 £ 15,00 a 13,33 £15,00 a 8,17+ 15,00 a
(Controle)

Meédias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%
de probabilidade.

O corpo lateo contém receptores tanto para a somatotropina como para o IGF-I. De fato, existe
potencial efeito da rbST favorecendo a fertilidade por meio de sua influéncia sobre o corpo lateo, através da
secre¢do de progesterona (Santos et al., 2004). In vitro, o IGF-I estimula a produgéo de progesterona pelo tecido
luteal. In vivo, foi possivel observar que o aumento nas concentragdes de P4 apds tratamento com rbST foi
considerado dose-dependente (Gallo e Block, 1991).

Observa-se, portanto, resultados ainda divergentes entre os mais renomados grupos de pesquisa,
instigando debates entre autores que relacionam a eficiéncia do tratamento com somatotropina ao metabolismo
animal (Baruselli et al., 2007). Além disso, variacdes caracteristicas da espécie contemplada no estudo, dose de
rbST, posologia e 0 momento ideal a ser utilizada, sdo indicativos para que outros estudos sejam realizados.

Conclusio
Os resultados mostram que o tratamento com somatotropina em duas diferentes doses associado a um
protocolo de IATF néo afetou a concentragdo sérica de progesterona.
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Abstract

This study aimed to evaluate among the seminal characteristics, sperm concentration of Santa Ines
sheep, aged 22-36 months treated with recombinant bovine somatotropin (rbST). Divided into groups randomly:
Gl (2mL / 0.9% NaCl), G-Il (100mg / rbST) and G-Il (125mg / rbST), receiving treatments subcutaneously
every 14 days (D0,14,28, 42,56,70). They were measured scrototesticular biometrics. The gaculates were
collected by artificial vagina, with dummy sheep, and analyzed for volume, vortex, motility, vigor, morphology
and sperm concentration. There was no significant difference (P > 0.05) in PE (30,1cm) and in almost all semen
parameters. However, on sperm concentration (sperm/ mL) in G-l11, there was an increase (787.69 + 480.72)
compared to groups. It was concluded that the dose of 125mg / rbST increases the sperm concentration of ovine
Santa Ines.
Keywords: ovine, somatrotopi, semen.
Palavras-chave: ovino, somatrotopina, semen.

Introducéo

O GH ou somatotropina (ST) é um horménio pituitario que regula indmeros mecanismos do
crescimento animal, metabolismo de nutrientes além de afetar as fungBes reprodutivas, com mecanismos
biologicos que sdo classificados como somatogénicos, estimulando a proliferagdo celular, gametogénese e
esteroidogénsese, mediados por IGF-1 produzidos pelo figado, com acéo sobre varios tecidos (Gongalves Neto et
al., 2009). Diante disso, objetivou-se com o estudo avaliar o efeito da somatotropina bovina recombinante sobre
a concentracdo espermatica de ejaculados de ovinos Santa Inés.

Material e M étodos

O experimento foi desenvolvido de marco a maio de 2014, no Laboratério de Biotecnologia da
Reproducdo Animal — LBRA, do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da UFPI, Teresina-Pl. Foram selecionados
18 ovinos Santa Inés com faixa etaria entre 22 a 36 meses, divididos em trés grupos aleatorios: G1- solucdo

fisiol6gica NaCl 0,9%; G2-100mg/rbST e o G3- 125mg/rbST (BOOSTIN®Intervet Schering Plough), com
aplicacfes a cada 14 dias via subcutinea, de acordo com MacDonal e Deaver (1993), sequidas de coletas de
sémen, por vagina artificial, avaliados andrologicamente (CBRA, 1998). Durante as coletas foram realizados
biometria escrototesticular, além das caracteristicas seminais (volume, motilidade total 0-100%, vigor 0-5,
turbilhdo 0-5), e dentre elas a concentracdo espermatica. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 3x6, trés tratamentos por seis animais e seis coletas pré-determinadas,
utilizando o MIXED do software Statistical Analysis System (SAS, 2015). As médias foram estimadas por
guadrados minimos das variaveis estudadas comparadas pelo teste t e de Tukey-Kramer para dados nédo
balanceados, teste de Tukey em niveis de 5% de probabilidade.

Resultados e Discussio

Ao exame clinico geral e ultrassonogréafico quanto a integridade dos 6rgdos reprodutivos dos ovinos, ndo
foi detectado lesbes e alteragdes que comprometessem o desempenho reprodutivo. Na biometria escrototesticular
ndo foi verificado diferenca estatistica (Tab.1), porém apresentaram médias segundo manual do CBRA (2013)
que estabelece como padrdo um PE de no minimo 30 cm. N&o foi observado diferenca entre os grupos tratados e
ndo tratados com rbST sobre as caracteristicas seminais. Entretanto, verificou-se que houve diferenca
significativa sobre a concentracdo espermatica, apresentando-se elevada (787,7%) nos animais tratados com 125
mg de rbST. De acordo com Sauerwein et. al (2000), o rbST pode agir indiretamente elevando as concentracfes
de IGF-I, influenciando na espermatogénese e na esteroidogénese. Além de possuir mecanismos biol6gicos que
estimulam a proliferacdo celular, em nivel testicular e uma maior producdo espermatica, ativando assim uma
maior quantidade de tubulos seminiferos, acarretando em maior atividade espermatogénica, porém sem aumentar
o volume testicular (FAROFA et al., 2009).
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas do sémen fresco de ovinos Santa Inés tratados ou ndo com rbST.

Tratamentos

Parametros Ccv G-I (Controle) G-Il (100mg/rbST) G-Il (125mg/rbST)

% (n=6) (n=6) (n=6)
VOL (mL) - 0,88° 0,93* 1,01%
TURB (0-5) - 3,37° 3,42% 3,03
MOT (%) - 76,3 76,9° 62,2°
VIG (0-5) 37% 3,50% 3,42% 2,94%
CONC (10%/mL) 23% 561,9° 680,0° 787,7°

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, nao diferem entre si pelo Teste t (P>0,05). Volume (Vol),
Turbilhdo (TURB), Motilidade (MOT); CV % diferentes para as variaveis vigor (VIG); concentragdo
espermatica (CONC); * Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, nao diferem entre si pelo Teste de
Tuckey-Krumer (P > 0,05).

Conclusdo
Concluiu-se que a dose de 125mg/rbST aumentou a concentracdo espermatica de ovinos da raca Santa
Inés.
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Efeito da Somatrotopina Bovina Recombinante (rbST) associado a um protocolo de

Inseminacédo Artificial em Tempo Fixo em cabras SPRD
Effect of Recombinant Bovine Somatotropin (rbST) associated with a protocol Artificial Insemination in Fixed
Time in SPRD goats
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de Sousa’, Yndyra Nayan Teixeira Carvalho Castelo Branco®, icaro Oliveira Torres de Souza, Jeffer son
Hallisson Lustosa da Silva', José Adalmir Torres de Souza®
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Abstract

We evaluated the effect of Recombinant Bovine Somatotropin (rbST) seven days before the start of the
synchronization protocol on pregnancy rate in goats. Were used 101 females without defined breed in semi-
intensive system, randomly divided into two groups. Seven days before the start of estrus synchronization, G1 (n
= 49) received 125 mg of rbST, IM, and G2 (n = 52) physiological saline, subcutaneously. In DO, the groups
received 1 mL of BE, IM, and were synchronized with intravaginal sponges impregnated with 60 mg of
medroxyprogesterone for 11 days. In D9, they received 300 IU of eCG and 75 pg of PGF2a. On D11, the
sponges were removed, we performed IATF 36 and 48 hours later, transcervically. It was used pool of Anglo
Nubian’s semen. Gestational diagnosis was performed 30 days later. A single dose administration of rbST, seven
days before estrus synchronization, did not increase the pregnancy rate.
Keywords: goat, growth hormone, ovulation.
Palavras-chave: caprino, horménio do crescimento, ovulacdo.

Introducéo

A maximizacdo da produtividade e da eficiéncia reprodutiva na caprinocultura fez com que a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) se expandisse com sucesso, possibilitando regular 0 momento da
ovulacdo, a funcdo do corpo llteo, o desenvolvimento das ondas foliculares (Ribeiro et al., 2009) e, portanto, o
momento ideal de inseminacéo.

Estudos apontam a somatotropina (ST) como ferramenta para o incremento das biotécnicas
reprodutivas. O tratamento com bST atua aumentando a expressdo dos fatores de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1), que age elevando o nimero de foliculos recrutados da onda folicular, seu crescimento e
acelerando o desenvolvimento do corpo lateo (Lucy, 2000). Estudos in vivo em ovinos e caprinos mostraram que
0 uso de 125 mg da rbST aumentou as concentrag@es no soro de IGF-1, maximizando as gestagfes (Montero-
Pardo et al., 2011).

Portanto, este trabalho avaliou o efeito da somatotropina bovina recombinante (rbST) sete dias antes da
sincronizacao de estro em cabras sobre a taxa de prenhez, e secundariamente, o local da IATF.

Material e M étodos

O experimento foi realizado em duas fazendas localizadas nos municipios de Matdes - MA e Coelho
Neto - MA. Foram utilizadas 101 cabras sem padrdo racial definido, mantidas em regime semi-intensivo. Elas
foram avaliadas quanto a saude geral e integridade dos 6rgéos reprodutivos, por exames ultrassonograficos. Sete
dias (dia -7) antes do inicio da sincronizacdo, formou-se aleatoriamente dois grupos: G1 (n=49) foi administrado
125 mg de rbST (Boostin®), intramuscular (IM), e no G2 (n=52), foi administrado solucdo fisiolégica, via
subcuténea (SC).

No dia 0, em ambos os grupos, foi administrado 1mL de Benzoato de Estradiol (Sincrodiol®) e
inseridas esponjas intravaginais impregnadas com 60 mg de Medroxiprogesterona (Progespon®) por um periodo
de onze dias. No nono dia (dia 9) todas as cabras receberam 300Ul de eCG (Novormon®) e 75 ug de PGF,,
(Ciosin®), via IM. No décimo primeiro dia (dia 11) foi realizada a remog&o das esponjas.

O sémen foi coletado de trés reprodutores Anglo-Nubiano, por vaginal artificial, com fertilidade
comprovada de acordo com Manual para Exame Androlégico do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(CBRA, 2013), formando pool seminal. Os tubos coletores foram mantidos a 37°C durante avaliacdo dos
aspectos fisicos e diluicdo do sémen. Ap6s a avaliacdo, o sémen foi diluido na proporc¢do 1: 9 utilizando diluidor
a base de agua de coco (50% agua de coco, 25% agua destilada e 25% citrato de sddio 5%) (Nunes e Cobarnous,
1995) e mantido em banho-maria. Posteriormente envazou-se em palhetas de 0,25 ml.

A primeira |IATF foi realizada 36 horas ap6s a retirada das esponjas, via transcervical, e a segunda
IATF, 12 horas depois, utilizando uma Unica dose de sémen fresco em palheta de 0,25 ml por inseminacdo. O
diagndstico de prenhez foi realizado por exames ultrassonogréaficos 30 dias apos a primeira IATF.

O delineamento utilizado no experimento foi o inteiramente casualizado. Os dados referentes a taxa de
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prenhez e aos efeitos do local de deposicdo do sémen foram arranjados em tabelas de contigéncia e,
posteriormente, submetidos & analise pelo teste de Qui-quadrado (x%). Os dados foram avaliados no SAS
(Statistical Analysis System), versdo 9.0 (SAS, 2002).

Resultados e Discussio

As taxas de prenhez dos grupos (G1 e G2) relacionadas ao local de deposicdo do sémen na IATF
(cervical superficial, cervical média e intra-uterina), foram apresentadas na Tab. 1. Nao houve diferenga entre os
tratamentos avaliados em relacdo a cada local de deposicéo do sémen.

Tabela 1. Taxas de prenhez em cabras SPRD, de acordo com local de deposigdo do sémen.
Taxa de Prenhez

Local Gl G2

Cervical Superficial 54,167 (13/24) 29,172 (7/24)
Cervical Média 50,0% (2/4) 75,07 (3/4)
Intra-Uterina 42,85% (9/21) 37,5%(9/24)

*Médias seguidas de letras diferente minGscula na mesma linha diferem entre-se pelo teste de y* (P < 0,05).

Observou-se que nao houve diferenca estatistica na taxa de prenhez entre os tratamentos em relacéo ao
local de deposicdo do sémen. Esses resultados concordam com os dados obtidos por Ferreira (2012), que fez uso
do rbST e utilizou sémen congelado/descongelado.

Esses dados discordam dos encontrados por Frazdo-Sobrinho et al. (2005), em que o local de deposicao
do sémen em programas de 1A e IATF na espécie caprina mostrou importancia relevante na taxa de concepcédo
por tratamento, com uma melhor taxa de prenhez na deposicdo intrauterina. A reducdo na taxa de prenhez na IA
uterina, aqui observada, pode ser atribuida a traumas ou les6es provocadas na tentativa de atingir o Gtero.

Na Tab. 2, a administracdo em dose Unica de rbST, sete dias antes do protocolo de sincronizagdo nao
promoveu uma melhoria na taxa de prenhez em cabras SPRD, mesmo apresentando maior valor numérico nas
cabras que receberam 125 mg de rbST (48,98% x 36,54%). Corroborando com o resultado, Ferreira (2012), ndo
observou influéncia positiva na taxa de prenhez ao administrar rbST em doses de 125 mg e 250 mg, em
aplicacdo Unica, cinco dias antes da retirada dos progestagenos em cabras SPRD. Da mesma forma, Amorim et
al. (2008), observaram que a taxa de parto e o nimero médio de crias por parto ndo foram influenciados pela
rbST em relacdo do grupo controle em cabras sincronizadas.

Tabela 2. Taxa de prenhez de cabras com ou sem a aplica¢do da Somatrotopina Bovina Recombinante (rbST).

Grupo Taxa de Prenhez
48, 98%°
G1(rbST) (241 49)"
36, 54%°?

G2(controle) (19/52)

*Médias seguidas de letras diferente minGscula na mesma coluna diferem entre-se pelo teste do % (P < 0,05).

Entretanto, Martinez et al. (2011) observaram que a aplicacdo de 125 mg de rbST em cabras, cinco dias
antes da remocdo do progestdgeno, melhorou a resposta estral e taxa de prenhez. Os mesmos autores também
verificaram que as concentragoes de IGF-I e insulina aumentaram significativamente 1 dia ap6s a injecdo de
rbST e permaneceram elevadas até o dia 12 pds-tratamento, o que promove uma melhor fertilizacdo. Além disso,
0 rbST tem efeito favoravel sobre o desenvolvimento embrionario (Hernandez-Ceron e Gutierrez-Aguilar, 2013).
Esse melhor desenvolvimento é importante para melhor sinalizacdo do embrido no Gtero materno, contribuindo
para o reconhecimento materno da gestacdo (Roberts et al., 1992), sendo responsavel pelo resultado na taxa de
prenhez.

Concluséo
Conclui-se que a administracdo do rbST em fémeas caprinas, sete dias antes do inicio do protocolo de
sincronizagéo de estro, ndo apresentou melhoria significativa na taxa de prenhez em relagdo ao grupo controle.
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Efeito deum inibidor da Enzima Conver sora de Angiotensina sobr e a ester oidogénese, e

Angiotensina |l e Angiotensina-(1-7) em cabras superovuladas
Effect of an angiotensin-converting enzyme inhibitor on steroidogenesis, angiotensin 11 and angiotensin-(1-7) in
superovulated goats
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Abstract

Local renin angiotensin (RAS) system has been described in the ovary, which has been implicated in
various reproductive functions. To evaluate the ovarian RAS in, 13 goats were randomly divided into two groups:
Enalapril (n = 7) and control (n = 6). Then, they received superovulation protocol. Enalapril further group
received subcutaneously (2mg/kg) enalapril maleate (0.4 mg/kg/day). Blood samples were collected on days 3, 6, 9
and 11, and follicular fluid samples from pre-ovulatory ovarian follicles after exposure by celiotomy on D11. Ang
Il in serum and follicular fluid were evaluated on days 9 and 12, Ang-(1-7) on day 12 by HPLC and RIA. E2 and
P4 concentrations in serum were determined by ELISA. Ang-(1-7) concentrations in plasma was greater on day
9 (P < 0.05), important period for the recruitment and follicular selection. This may indicate that these peptides
can an important function in follicular development and oocyte maturation in superovulated goats.
Keywords: ovary, peptides, renin-angiotensin system.
Palavras-chave: ovério, peptideos, sistema renina-angiotensina.

Introducéo

O sistema Renina-Angiotensina sistémico é bem conhecido pela sua acdo no controle do balanco
eletrolitico e na regulagdo da pressdo sanguinea. Porém, varias pesquisas tem demonstrado a presenga de um
sistema renina-angiotensina completo em varios 6rgdos, incluindo o sistema reprodutivo (Costa et al., 2003;
Feitosa et al., 2010; Reis et al., 2011). Além disso, existem evidéncias de que este sistema possa desempenhar
um papel importante em processos reprodutivos como desenvolvimento folicular (Gongalves et al., 2012),
dominéncia folicular (Ferreira et al., 2011b), maturagdo oocitaria (Honorato-Sampaio, 2012), ovulacdo (Viana et
al., 2011) desenvolvimento do corpo lateo (Kobayshi et al., 2002).

Frequentemente sdo relatados papéis opostos para estes peptideos (Santos et al., 2008) principalmente
na ovulagdo e esteroidogénese. A Ang Il tem sido implicada como agente vital na ovulagdo em ratos e vacas
(Ferreira et al., 2007; Portela et al., 2011; Gongalves et al., 2012). Outros autores relatam que a Ang Il atuaria de
forma fundamental na maturacdo oocitaria independente de gonadotropinas, acdo que pode ser intermediada
pelas prostaglandinas E, e F,, (Barreta et al., 2008). Entretanto, alguns estudos revelam que a Ang-(1-7) pode ser
um fator importante na foliculogénese (Goncalves et al., 2012), maturacdo oocitaria (Honorato-Sampaio et al.,
2012) ovulagdo (Viana et al., 2011) e esteroidogénese (Costa et al., 2003). E possivel que o efeito antes atribuido
a Ang Il possa ser parcialmente causado pela Ang-(1-7), visto que, alguns relatos afirmam que apés uso de um
inibidor da ECA, nédo houve influéncia na ovulacdo (Petterson et al., 1992). O objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito do enalapril sobre as concentraces plasméticas e do fluido folicular de Ang Il e Ang-(1-7), além do
efeito sobre as concentragdes plasmaticas de estrégeno e progesterona e sobre o tamanho de foliculos.

Material e M étodos

O Experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Reprodugdo Animal da Universidade
Federal do Piaui que esta localizado a 5°50°39’" de latitude sul e 42° 50’12’" de longitude oeste. Foram
utilizadas 13 cabras sem padrdo racial definido (3,6+1,47 anos; peso 31+5,77kg), alimentadas com capim e
suplementadas com racgao concentrada (16-18% PB), com agua e sal mineral ad libitum. Para a superovulagéo,
as cabras receberam dispositivos intravaginais com 0,33mg de progesterona (Eazi Breed - CIDR®, Pfizer Salde
animal) por 11 dias. No nono dia receberam 100mg de cloprostenol sédico (Sincrocio/Ourofino) por via
intramuscular. Apds o0 nono dia as cabras receberam injecdes intramusculares de FSH (Pluset/Serono) separadas
em seis aplicacBes com intervalos de 12 h (60mg, 60mg, 40mg, 40mg, 25mg, 25mg).

Para a avaliacdo do efeito do inibidor de ECA, as cabras foram divididas aleatoriamente em dois
grupos: 1) animais (n = 7) que receberam maleato de enalapril (Pharlab) por via subcutanea, nas seguintes
doses: 1-3 dia = 0,125 mg/kg/dia; 4 -6 dias = 0,250 mg/kg/dia; 7-11 dias = 0,325 mg/kg/dia; 2) e grupo controle
(n = 6) que receberam solucdo salina. Amostras de sangue foram coletadas por pun¢éo da veia jugular utilizando
tubos de vacutainer com EDTA nos dias 3, 6, 9 e 11. As amostras de sangue foram centrifugadas e o soro
estocado a -80°C para dosagem de Progesterona (P4) e Estrégeno (E2). No final do protocolo de tratamento, as
cabras, apo6s jejum de 24h, foram anestesiadas com administracdo intravenosa simultanea de Xilazina (0,1
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mg/kg) (Dorcipec®, Vallée) e Ketamina (15 mg/kg) (Dopalen®, Vetbrands). A laparotomia foi realizada por
meio de incisdo de 10cm da linha alba na regido hipogastrica. O trato reprodutivo foi cuidadosamente
exteriorizado e os foliculos grandes (>4mm) foram puncionados com agulha 26G (0,45x13mm) para coleta do
liquido folicular, o qual foi estocado em microtubos tipo eppendorf®, adicionado de 1,0 mL de solugéo inibidora
de protease (Conforme Honorato-Sampaio et al., 2012) sendo entdo congelados em nitrogénio liquido (-196° C)
e conservados em freezer a -80°C até o processamento.

Ang Il e Ang-(1-7) foram dosadas no fluido folicular e no soro. Ambas as amostras, foram
descongeladas e processadas para extracdo de peptideos por meio de cartuchos Bond-Elut (Analytichem
International, Harbor City, CA, USA), depois, liofilizados em concentrador Speed Vacuum, e reconstituidos para
65% do volume original com solucdo tampdo. Os peptideos foram quantificados no reconstido por
Radioimunoensaio (Reis et al., 2011). Os anticorpos policlonais anti-Ang Il e anti-Ang-(1-7) foram descritos por
Simdes et al., (2004). Concentragdes de progesterona (P4) e estrégeno (E2) no soro foi realizado por Ensaio
Imunoabsorvente ligado a Enzima (ELISA) usando kits comerciais (DRG Diagnostics, Marburg, Germany).

Resultados e Discussio

N&o houve diferenca estatistica significativa (P > 0,05) para a concentracdo plasmética de progesterona
e estrdgeno entre os grupos Enalapril e controle. Ndo houve diferenca estatistica significativa na concentracéo
plasmética de Ang Il entre os grupos enalapril e controle. Além disso, ndo houve diferenca estatistica
significativa para a concentracdo plasmatica de Ang-(1-7) no D12.

No entanto, a concentracdo plasmatica de Ang-(1-7) no dia 09 de tratamento de sincronizacdo e
superovulacdo, foi maior no grupo tratado com enalapril (Fig. 1). Este € um periodo critico para a o
desenvolvimento folicular, visto que o aumento gradual na concentracéo de estradiol, influenciado pelo FSH por
meio da estimulacdo da expressdo da enzima P450 aromatase nas células da granulosa, é de fundamental
importancia para o recrutamento e selecdo de um maior nimero de foliculos (CHENG et al., 2002). O aumento
da producdo de Ang-(1-7) pode ter ocorrido pela reducdo na taxa de clivagem de Ang | em Ang Il, causada pela
inibicdo da ECA, e ainda, pela conversdo direta de Ang | e Ang Il em Ang-(1-7), sugerindo que alguns efeitos
anteriormente atribuidos a Ang Il possa ser intermediado pela Ang-(1-7). Com relagdo as concentragdes de Ang
Il e Ang-(1-7) no fluido folicular, ndo foi observado diferenca estatistica (P > 005).
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Figura 1. Niveis plasmaticos de Progesterona e estrogeno (A e B), de Ang Il e Ang-(1-7), e no fluido folicular de Ang
Il e Ang-(1-7) no dia 9 de protocolo de superovulagdo em cabras SRD superovuladas. *(P < 0,05).
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Concluséo

A inibicdo da ECA por meio do uso de Enalapril aumentou a producdo de angiotensina-(1-7) no inicio
do tratamento superovulatério. Isto pode indicar uma possivel agdo deste peptideos nos processos de
desenvolvimento folicular e maturacéo oocitaria em cabras superovuladas.
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of Mauritia flexuosa oil on the structural integrity of sperm
cryopreserved goats. four clinically healthy goats were used. thirty-two samples were taken, with dilution in
Tris-egg yolk-glycerol and diluent containing vegetable oil (Mauritia flexuoxa). After cryopreservation, the
samples were thawed and evaluated for sperm plasma membrane integrity parameters of acrosome and
mitochondrial activity. The percentage of cells with mitochondrial activity and acrosome integrity were higher in
the control group (P <0.05). There was no difference in the percentage of cells with membrane integrity between
the groups (P > 0.05). The addition of the seminal Mauritia flexuoxa thinner not kept mitochondrial activity
parameters and plasma membrane integrity of sperm at levels similar to conventional thinner, but was able to
maintain the integrity of the sperm plasma membrane.
Keywords: goats, mauritia flexuosa, semen.
Palavras-chave: caprinos, mauritia flexuosa, sémen.

Introducao

O Brasil apresenta uma grande diversidades de frutas nativas, com caracteristicas sensoriais peculiares
e alto potencial nutricional e econémico (Rufino et al., 2010). O buriti (Mauritia flexuosa L.) é um fruto silvestre
encontrado principalmente nas margens dos rios e areas imidas do Piaui, Amazonia e do Cerrado brasileiro
(Almeida, 1998). Composto por antioxidantes, sendo considerados fonte de carotenoides, acido ascorbico,
compostos fendlicos, possuindo ainda atividades bactericida (Melo et al, 2008). Nesta perspectiva, o buriti
(Mauritia flexuosa) possuindo, caracteristicas que o qualificam com potencial para o desenvolvimento de
diluentes seminais e/ou meios de conservagdo celulares, objetivou-se avaliar a eficiéncia do diluente Tris
suplementado com diferentes concentragdes de 6leo de Mauritia Flexuoxa sobre a qualidade do sémen caprino
apos a criopreservacao.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Reprodugdo Animal da Universidade Federal do Piaui,
Campus Petronio Portela, Cidade de Teresina, Estado do Piaui, Brasil.

Foram utilizados quatro caprinos, com idade média de 4 anos, clinicamente saudaveis e com escore de
condigdo corporal 3,5 numa escala de (0-5). Os animais eram alimentados diariamente com volumoso (capim
elefante), concentrado (ra¢do peletizada, 300g/animal/dia) e sal mineral ad libitum. Foram utilizados 64
ejaculados provenientes dos quatro bodes. A coleta do sémen foi realizada com o auxilio de uma vagina artificial
especifica para pequenos ruminantes, pré-aquecida a uma temperatura média de 39°C e acoplada a um tubo
coletor graduado recomendada pelo manual do CBRA (2013). Foram realizadas coletas em duas etapas. Primeiro
foi realizado um teste de toxicidade no total de trinta e duas coletas, sendo oito ejaculados de cada animal, os
ejaculados foram avaliados com a adi¢do de 5%, 10%, 15%, 20% de diluente a base de 6leo de Mauritia
flexuoxa, para se verificar qual melhor concentragdo. Apos o teste de toxicidade, foi escolhido a concentragido
que apresentou o melhor resultado. Logo apds, foram realizadas mais trinta e duas coletas, que foram diluidos
em Tris-gema-glicerol (grupo controle) GC ou diluente contendo 6leo vegetal (Mauritia flexuoxa) GB. As
amostras foram criopreservadas com auxilio do aparelho Tk3000®. Posteriormente, as palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido (-196°C) e armazenadas em botijdes criogénicos. Apos o periodo minimo de uma semana as
partidas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos ¢ a integridade da membrana espermatica
avaliada com o uso de sondas fluorescentes, conforme descrito por Harrison e Vickers (1990), onde aliquotas de
50 pL de sémen serdo diluidas em 150 pL. de TRIS contendo 5 pL de diacetato de carboxifluoresceina e 20 pul
de iodeto de propidio, incubadas por 10 minutos a 37°C e fixadas com PBS contendo 0,5% de glutaraldeido. A
analise se deu pela contagem de 100 espermatozoides em microscopio de epifluorescéncia em aumento de 1000
vezes. As células que apresentarem fluorescéncia verde serdo consideradas integras, enquanto aquelas
apresentando fluorescéncia vermelha serdo consideradas danificadas.

Durante a verificacdo de atividade mitocondrial, aliquotas de 50 pL de s€men foram diluidas em 150 pL
de Tris contendo 5 puL de JC-1 e incubados por 10 minutos a 37°C. Um total de 100 espermatozoides foram
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avaliados em microscopio de epifluorescéncia, com aumento de 1000 vezes sob dleo de imersdo. As células
coradas em laranja foram classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto aquelas coradas
em verde foram classificadas com baixo potencial de membrana.

Para analise do acrossoma foi utilizado o isocianato de fluoresceina conjugado (FITC-PNA). Uma
aliquota de 20 pL da solugdo de FITC-PNA foi descongelada e adicionada a 480 puL de PBS. Aliquotas de 20pL
dessa solug@o foram inseridas sobre laminas, previamente preparadas com 10 pL de s€men e incubadas por 20
minutos em camara umida a 4°C, na auséncia de luz. Imediatamente antes da avaliagdo, 5 pL de meio de
montagem UCD foi colocado sobre 1dmina e coberta com laminula. Foram avaliados 200 espermatozoides, em
aumento de 1000x, usando microscopia de epifluorescéncia. Os espermatozoides foram classificados como
portadores de acrossoma intacto, quando a regido acrossomal estava com fluorescéncia verde intenso, ou
acrossoma reagido, quando nio apresentou a colorag@o verde intenso ou sem fluorescéncia.

Para analise estatistica dos dados foi realizado a andlise de varidncia e o teste de Tukey para
comparacdo de médias. Considerou-se um nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o software SAS (Statistical
Analisys System).

Resultados e Discussio

No presente estudo ndo houve diferenga significativa entre os grupos testados na avaliagdo da
membrana plasmatica através do uso de sondas florescentes (Tab. 1), o que ¢ bastante satisfatério uma vez para
uma boa taxa de fertilidade as membranas devem estar integras para realizar tal fungio.

Tabela 1. Caracteristicas seminais para integridade de membrana plasmatica, integridade mitocondrial e
integridade do acrossoma, pos-descongelamento de espermatozoides caprinos acrescidos ou ndo de Oleo de
Mauritia Flexuosa.

Parametros GC GB5%

Membrana plasmatica (%) 49,72 £ 21,96% 37,84 +£26,67°
Mitocéndrias (%) 34,28 £27,50*° 13,31 + 20,94°
Acrossoma (%) 39,25+ 19,29? 26,15 + 18,76°

Meédias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. GC:
Grupo Controle; GB5%: Grupo Buriti, concentragdo 5%.

A baixa fertilidade do sémen descongelado ¢ atribuida, em grande parte, as alteracdes por que passam
as membranas espermaticas (Plasmaticas, acrossomais e mitocondriais) durante os processos de congelacio e
descongelagdo (Medina et al., 2000). Neste contexto, as analises através de sondas fluorescentes tornam-se
essenciais para verificar se ha ou ndo alteragdes que possam tornar os espermatozoides inaptos a fertilizagao.

De acordo com Snoeck et al. (2007), os espermatozoides devem possuir membrana e organelas integras
e funcionais ¢ um genoma haploide intacto para obtengdo de sucesso na concepgao.

Medina et al. (2000), utilizando sondas fluorescentes para a avaliacdo da integridade da membrana de
espermatozoides ovinos verificaram que o nimero de membranas integras aumentaram na medida que se
aumentava os niveis de testosterona.

Em relac@o a avaliagdo de mitocondria e acrossomo através do uso das sondas foi possivel observar que
o grupo contendo 6leo de buriti apresentou menor qualidade nesses pardmetros quando comparado com o grupo
controle.

Em relagdo a avaliagdo da viabilidade do acrossomo os resultados desse trabalho sdo semelhantes ao
encontrados por Medina et al. (2000), onde os autores afirmam que o principal motivo de acrossomo danificado
seria a influéncia da criopreservagéo.

Consideracao Final

A adigéo de Mauritia flexuoxa ao diluidor seminal ndo manteve os parimetros de atividade
mitocondrial e a integridade de membrana plasmatica de espermatozoides em niveis semelhantes ao diluidor
convencional, porém foi capaz de manter a integridade da membrana plasmatica espermatica.
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Abstract

To evaluate the use of the Croton nepetifolius Baill (OECn) essential oil in cervical penetrability in
ewe, forty Forty crossbred females of Dorper and Santa Inés were submitted to estrous synchronization and
distributed into four groups (n = 10). A control group and another three groups treated with 200 ug /
misoprostol sheep (Misoprostol), 50 ug / mL (OECn50) and 100 ug / mL (OECnl100) of OECn oil respectively,
before the introduction of an artificial insemination applicator (Al). The depth of cervical penetration and the
passage time of the mandrel of Al were recorded and analyzed using ANOVA and the Tukey and Chi-square
tests. There was no significant difference in cervical penetrability, but the Misoprostol and OECnl100 groups
presented a lower penetrability time when compared to the Control group. Therefore, the use of Croton
nepetifolius Baill essential oil facilitates cervical sheep penetration.
Keywords: cervix, dilatation, sheep.
Palavras-chave: cérvice, dilatagdo, ovino.

Introducao

A penetracdo da cérvice ovina no momento da inseminacdo artificial (IA) ¢ o maior entrave desta
biotécnica da reproducgdo ovina. Neste sentido, alguns farmacos sintéticos tém sido utilizados como dilatadores
cervicais, porém, além de serem de alto custo e de dificil acesso, ainda apresentam resultados variaveis e
inconsistentes. Pereira et al. (2012) avaliaram o efeito in vitro do o6leo de Croton nepetifolius (OECn) na
musculatura cervical em cérvices ovinas oriundas de abatedouro, constatando uma inibi¢do de 100% das
contragdes de toda musculatura cervical. Todavia, ndo existem estudos no tocante ao efeito do uso do OECn
sobre a dilatagdo cervical de ovelhas no momento da IA. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o uso
do OECn na penetrabilidade cervical em ovelhas mestigas Dorper e Santa Inés.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Instituto Federal de Educagdo Ciéncia e Tecnologia do Sertdo
Pernambucano, em Petrolina, Pernambuco. Foram utilizadas 40 ovelhas mesticas Dorper e Santa Inés, com idade
de (média + erro padrao) 3,38 + 0,15 anos, escore de condi¢do corporal 3,35 + 0,05 ¢ com, no minimo, uma
paricdo. Os estros das ovelhas foram sincronizados por 14 dias de impregnacdo progesteronica (CIDR) via
intravaginal, sendo aplicado por via intramuscular, na retirada do CIDR, 200 UI de gonadotrofina coridnica
equina. No momento da retirada do CIDR, as ovelhas foram igualmente (n=10) distribuidas em quatro grupos. O
grupo Controle abrangeu ovelhas que receberam no fundo do saco vaginal, usando uma seringa acoplada a uma
bainha plastica de inseminagéo artificial bovina, 5 mL de solugédo fisioldgica a 0,9% NaCl, 54 h apés a retirada
do CIDR e 5 minutos antes de iniciar a mensuragdo da penetrabilidade cervical (MPC). No grupo Misoprostol,
foi administrado, também no fundo de saco vaginal, uma solucdo de 5 mL de solugdo fisiologica e 200 pg de
Misoprostol, 48 h apos a retirada do CIDR e seis horas antes da MPC. No grupo OECn50, foi administrado,
também no fundo de saco vaginal e utilizando uma seringa hipodérmica de 1 mL, 50 pg/mL do 6leo de Croton
nepetifolius (OECn), 54 h apds a retirada do CIDR e cinco minutos antes da MPC. E no grupo OECn100, foi
realizado o mesmo procedimento utilizado no grupo OECn50, porém sendo aplicado 100 pg/mL do OECn. Para
avaliar a profundidade ¢ tempo de penetrabilidade cervical, foram utilizados os tempos 0, 24 48, 54, 60, 66 ¢ 72
h apés a retirada do CIDR. Depois de visualizada a cérvix, a extremidade do mandril do aplicador de
inseminagdo artificial bovina, adaptado com graduagdes de 0,5 cm, foi posicionada no orificio externo da cérvix.
Em seguida, o mandril foi introduzido para dentro da cérvix e avangado até o maximo permitido, ponto este
registrado como a profundidade de penetracdo cervical. Para comparacdo dos diversos pardmetros, utilizou-se a
Analise de Varidncia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). Os dados expressos em
porcentagem foram submetidos ao Teste Qui-quadrado.
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Resultados e Discussao

Nao foi verificada diferencga significativa entre os grupos de tratamentos (P > 0,05) quanto ao grau de
profundidade cervical, sendo obtido o valor médio de 4,27 cm. Resultados semelhantes foram observados por
Moura et al. (2011), que alcangaram 4,4 cm de penetragdo de cérvice. Ja em relagdo ao tempo de passagem
cervical, o grupo OECn100 apresentou um menor tempo de penetrabilidade quando comparado com o Controle,
as 60 e 66 horas apo6s a remocdo do CIDR. E, as 72 h, o grupo OECnl100 apresentou um menor tempo de
penetrabilidade quando comparado ao OECn50 e Controle. Pereira et al. (2012), utilizando o OECn, verificou
contragdes espontdneas no musculo liso cervical da ovelha durante a fase luteal do ciclo estral a partir da
concentragdo de 30 ug/mL. O OECn possui acdo miorrelaxante no musculo liso, o qual requer a diminui¢do dos
niveis intracelulares de calcio e/ou a diminuigdo da sensibilidade das proteinas contrateis a concentra¢do de
calcio intracelular (Magalhdes, 2002).

Conclusio
O uso de 100 pg de OECn facilita o tempo de penetrabilidade cervical ovina, 60 horas apds o final de um
tratamento progesteronico de sincronizagao do estro.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the effects of Tris use supplemented with Mauritia Flexuoxa oil
as diluent for goat semen cryopreservation. four goats, clinically healthy were used. The animals were fed daily
with roughage, concentrate and mineral salt will. Initially, we conducted a toxicity test total of 32 collections.
After the toxicity test, the concentration was chosen that showed the best result. Soon after, there were 32 more
collections, which were diluted in Tris-egg yolk-glycerol (control group) or GC diluent containing vegetable oil
(Mauritia flexuoxa) GB. Samples were cryopreserved with the aid of Tk3000® device. Subsequently samples
were thawed and analyzed for motility and sperm morphology force. It was observed obtaining post thaw
motility in the group plus oil burity which shows a possible alternative to replacement products derived from
animal origin.
Keywords: Goats, mauritia flexuosa, semen.
Palavras-chave: caprinos, mauritia flexuosa, sémen.

Introducéo

O Brasil apresenta uma grande diversidade de frutas nativas, com caracteristicas sensoriais peculiares
e alto potencial nutricional e econdmico (Rufino et al., 2010). O buriti (Mauritia flexuosa L.) é um fruto silvestre
encontrado principalmente nas margens dos rios e areas Umidas do Piaui, Amazonia e do Cerrado brasileiro
(Almeida, 1998). Composto por antioxidantes, sendo considerados fonte de carotendides, acido ascérbico,
compostos fendlicos, possuindo ainda atividade bactericida (Melo et al, 2008). Nesta perspectiva, o buriti
(Mauritia flexuosa), possuindo, caracteristicas que o qualificam com potencial para o desenvolvimento de
diluentes seminais e/ou meios de conservacdo celulares, objetivou-se avaliar a eficiéncia do diluente Tris
suplementado com diferentes concentragdes de 6leo de Mauritia Flexuoxa sobre a qualidade do sémen caprino
apos a criopreservacao.

Material e M étodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Federal do Piaui,
Campus Ministro Petronio Portela, Cidade de Teresina, Estado do Piaui, Brasil. Foram utilizados quatro
caprinos, com idade média de 4 anos, clinicamente saudaveis e com escore de condicao corporal 3,5 numa escala
de (0-5). Os animais eram alimentados diariamente com volumoso (capim elefante), concentrado (racéo
peletizada, 300g/animal/dia) e sal mineral ad libitum. Foram utilizados 64 ejaculados provenientes dos quatro
bodes. As coletas de sémen foram realizada com o auxilio de uma vagina artificial especifica para pequenos
ruminantes, pré-aquecida a uma temperatura média de 39°C e acoplada a um tubo coletor graduado recomendada
pelo manual do CBRA (2013). Foram realizadas coletas em duas etapas. Primeiro foi realizado um teste de
toxicidade no total de trinta e duas coletas, sendo oito ejaculados de cada animal, os ejaculados foram avaliados
com a adicdo de 5%, 10%, 15% e 20% de diluente a base de 6leo de Mauritia flexuoxa, para determinacdo da
melhor concentracdo. Apds o teste de toxicidade, foi escolhido a concentracdo que apresentou o melhor
resultado. Posteriormente, foram realizadas mais trinta e duas coletas, que foram diluidos em Tris-gema-glicerol
(grupo controle) GC ou diluente contendo 6leo vegetal (Mauritia flexuoxa) GB. As amostras foram
criopreservadas com auxilio do aparelho Tk3000®. Em seguida, as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido
(-196 °C) e armazenadas em botijées criogénicos. Ap6s o periodo minimo de uma semana as partidas foram
descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos, acondicionadas em microtubos tipo eppendorf e
homogeneizadas para a analise imediata de motilidade, vigor espermatico e morfologia.

Resultados e Discussio

As caracteristicas microscopicas do sémen pds descongelamento acrescidos ou ndo de Oleo de Mauritia
Flexuosa estdo descritos na Tab. 1.

Os parametros de motilidade e vigor espermaticos do grupo controle foram superiores quando
comparado com o grupo (GB5%) apresentando diferenca significativa no teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Em relacio ao pardmetro morfologia ambos os grupos ndo apresentaram diferenca significativa.
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Os resultados desse trabalho para o grupo controle estdo de acordo com os parametros minimos
preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal para o sémen caprino congelado (CBRA, 2013).
Para se obter esses parametros fisiologicos adequados e bons resultados ap0s a criopreservacao, Silva e Guerra
(2011), relatam que se faz necessaria a padronizagdo de protocolos de criopreservacdo para cada espécie animal.

O oleo de buriti (Mauritia flexuosa) pode ser utilizado em tecnologias aplicadas ao sémen animal
devido suas caracteristicas que qualificam com potencial para o desenvolvimento de diluentes seminais. Porém
um dos requisitos para o sucesso de sua aplicacdo como diluidor e crioprotetor € manter a viabilidade da célula
espermatica e prevenir as crioinjurias durante a congelacdo e descongelacdo seminal (Salmito Vanderley et al.,
2012).

Tabela 1. Caracterisgicas seminais (Médias + Desvio padrdo) pds-descongelamento do sémen de bodes
acrescidos ou ndo de Oleo de Mauritia Flexuosa

Parametros GC GB5%
Motilidade 36,25 £8,94° 18,15 + 13,63"
Vigor 2,34 +0,48° 1,74 +1,24°
Morfologia 96,03 +1,35° 96,03 +1,33°

*Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
GC: Grupo Controle; GB5%: Grupo Buriti, concentragdo 5%.

Neste presente trabalho os resultados mostraram que a adi¢do do 6leo de buriti ao diluente e crioprotetor
seminal, apesar dos baixos resultados, apresentou dados satisfatorios na substituicdo da gema de ovo como
crioprotetor. Esse achado é um grande avango principalmente na parte sanitaria uma vez que o grande gargalo da
utilizacdo da gema de ovo é o ndo controle sanitario por se tratar de um produto de origem animal.

Corroborando com esses resultados, Cavaltante et al. (2014) utilizando um produto vegetal a base de
Agua de Coco em P6 (ACP-102%), verificaram que o uso desse produto conferiu uma menor protecdo aos
espermatozoides de ovinos quando comparado ao grupo controle contendo o Tris. Porém os autores também
afirmam que seu uso pode se tornar uma alternativa viavel desde que haja um aprimoramento de sua férmula.

Consideracéo Final

A obtencdo de motilidade p6s descongelamento no grupo sem gema de ovo acrescido de 6leo de buriti
demonstra uma possivel alternativa na substituicdo de produtos oriundos de origem animal, no entanto novos
estudos sdo necessarios para que se possa obter resultados equivalentes a crioprotetores convencionais a base de
gema de ovo.
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Estro e morfologia cervical de ovelhas mesticas de Dor per e Santa | nés submetidas a
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Estrus and cervical morphology of crossbred Dorper and Santa Inés ewes submitted to estrus synchronization
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Abstract

In order to correlate the beginning of estrus to vaginal and cervical morphologies after synchronization
of estrus in ewes. Forty crossbred females of Dorper and Santa Inés were submitted to estrous synchronization
using CIDR and eCG. After hormonal treatment, we recorded oestrus, morphology of vagina and cervix. The
data were analyzed using the Analysis of Variance and the Tukey and Chi-square tests. All sheep presented
estrus, beginning at 32.30 £ 0.99 h after removal of the CIDR. There was a predominance of ewes with vaginal
and cervical epithelium with pink coloration. At 0 h and 24 h after CIDR removal, 90% and 75% of the ewes
presented incompl ete crystalli zation respectively. The maximum crystallization of the cervical mucus occurred at
48 hours after withdrawal of the CIDR. Therefore, the histomorphology of the mucosa and cervical mucus varies
according to the time of estrus of sheep.
Keywords: cervix, oestrus, sheep.
Palavras-chave: cérvice, estral, ovino.

Introducéo

A penetragdo da cérvice sofre grande influéncia do momento da inseminagdo artificial em relacdo ao
estro. Siqueira (2006) observou que a taxa de concepgdo resultante de inseminacdo artificial com sémen
resfriado, realizada entre 12 e 24 horas do inicio do estro, foi maior que quando as inseminaces foram
realizadas apds aquele intervalo. Fonseca et al. (2010) relataram em cabras que 0 momento do da inseminagao
artificial deve ser considerando tanto o inicio do estro quanto a morfologia cervical. Porém, informacfes da
relagdo entre 0 momento do inicio do estro e a morfologia cervical como possivel indicador do momento da
inseminacao artificial sdo escassos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi correlacionar o inicio do estro as
morfologias vaginal e cervical apds sincronizagdo dos estros de ovelhas mesticas de Dorper e Santa Inés.

Material e M étodos

O experimento foi realizado no Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia do Sertdo
Pernambucano, em Petrolina, Pernambuco. Foram utilizadas 40 ovelhas mesticas Dorper e Santa Inés, com idade
de (média * erro padrdo) 3,38 + 0,15 anos, escore de condicdo corporal 3,35 + 0,05 e com, no minimo, uma
paricdo. Todas as ovelhas receberam por via intravaginal, um dispositivo liberador de progesterona (CIDR), o
qual permaneceu na por¢do cranial da vagina por 14 dias. No momento da retirada do CIDR, também foi
administrado, por via intramuscular, 200 Ul de gonadotrofina coribnica equina (eCG). Decorridas 12 horas da
retirada do CIDR, iniciou-se a detec¢do do estro, sendo repetida a cada quatro horas. As morfologias vaginal e
cervical foram avaliadas nos tempos 0, 24 48, 54, 60, 66 e 72 h ap0s a retirada do CIDR. Também durante os
mesmos momentos, foi avaliada a quantidade, a coloracdo e o aspecto histolégico do muco cervical. Quanto ao
aspecto histoldgico, foi realizado um esfregaco (ld&minas) do muco cervical utilizando um swab estéril. As
laminas foram colocadas para secar em temperatura ambiente durante 15 minutos e, logo em seguida, foi
avaliada sob microscopia éptica, a um aumento de 100X, para posterior analise dos diferentes padrbes de
cristalizacdo, sendo estes classificados como: incompleto ou de cristalizacdo atipica, de cristalizacdo completa
ou tipica e degradados cristalizacdo. Os resultados foram expressos como média = erro padrdo. Para
comparacdo dos diversos parametros, utilizou-se a Anélise de Variancia. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (P < 0,05). Os dados expressos em porcentagem foram submetidos ao Teste Qui-quadrado.

Resultados e Discussio

Com relacdo ao comportamento estral, todas as ovelhas apresentaram estro, sendo o intervalo de tempo
entre a retirada do CIDR e o inicio do estro de 32,30 = 0,99 h com a maioria dos animais em estro até 32 horas
apods a retirada do CIDR. Do momento da retirada do dispositivo (0 h) até 60 horas apds sua retirada, foi
verificado um aumento da descarga de muco cervical, sendo reduzido as 72 horas. No que se refere a coloragédo
dos epitélios vaginal e cervical em relagdo a retirada do CIDR, em todos os momentos de observagdo,
predominou as ovelhas que apresentavam epitélios vaginal e cervical de coloragdo rosa. No que diz respeito a
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descarga vaginal, esta pode ser observada um a dois dias antes do inicio do estro, sendo mais evidentes no seu
decorrer (Siqueira, 2006) e o estradiol tem uma grande influéncia sobre o fluxo sanguineo para o trato
reprodutivo em ovinos, bem como o aumento deste fluxo reflete na cor do epitélio vaginal e cervical. As 0 h e 24
h ap6s a retirada do CIDR, 90 e 75% das ovelhas apresentaram cristalizagdo incompleta, respectivamente. A
cristalizacdo maxima foi observada as 48 h e o inicio da degradacédo da cristalizagdo foi observado a partir das 54
até 72 h apds a retirada do CIDR. Em relacdo ao padrdo de cristalizagdo, foi verificada a cristalizagdo completa,
48 h apos a retirada do CIDR. A cristalizagao esta associada com o aumento de conteldo aquoso e alteragfes nas
quantidades relativas de glicoproteinas (Gould e Ansari, 1981).

Conclusio
Portanto, a morfologia vaginal e cervical, bem como a histologia do muco cervical se comportam de
acordo com 0 momento do estro de ovelhas mesticas de Dorper e Santa Inés.
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Abstract

Whereas intrauterine deposition of semen is essential to obtain high rates of fertilization, the aim of this
study was to develop a new technique of video-assisted transcervical artificial insemination. It was used a rigid
endoscope with 17.5 cm by 2.5 mm of diameter to facilitate the passage of cervical rings and allow intrauterine
deposition of semen. The frequency of types of cervical ostium was 40%, 30%, 20% and 10%, beeing papilla,
smooth, flap and rosettes respectively. The average penetration was 1.4 + 0.96 cervical rings, and the access to
the uterus was impossible in 100% of animals, semen was deposited on superficial cervical region in 90% of
animals and 10% in the mean cervical region, average time of passage was 4' and 10", obtaining 10% of
pregnancy rate. It was concluded that the studied technique requires adaptations as semi-flexible and smaller in
diameter opticsto provide better results.
Keywords. Endoscopes, transcervical, intrauterine.
Palavr as-chave: Endoscépio, transcervical, intrauterino.

Introducéo

Para a inseminacdo artificial em ovinos, a deposicéo intrauterina do sémen é de invariavel importancia
quando se busca altas taxas de concepcao, entretanto, em poucas fémeas consegue-se essa penetragdo completa
da cérvice (Gunduz et al., 2010). Além de garantir maior potencial do sémen congelado ou refrigerado, a
deposicdo no Utero elimina os efeitos adversos de transporte e sobrevivéncia dos espermatozoides no trato
geniturinério da ovelha. Pode-se utilizar a inseminacao artificial transcervical que, ao contrério da laparoscopica,
é um procedimento ndo cirdrgico, menos invasivo e de maior aplicabilidade (Salamon e Maxwell, 1995). O
objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma nova técnica de passagem cervical de modo video assistido
para inseminacdo artificial em ovinos.

Material e Métodos

O estudo foi realizado sob anuéncia da Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade estadual
paulista “Julio de Mesquita Filho” (Protocolo n® 9.214/16). Foram utilizados 10 (dez) animais da raga Santa Inés,
considerados higidos ap6s exames clinicos e ultrassonograficos do aparelho reprodutor. Todos os animais foram
mantidos em baias coletivas com acesso ad libitum a &gua, sal mineral e silagem. Os animais foram
sincronizados com protocolo de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), utilizando-se de dispositivo
intravaginal impregnado com 33mg de progesterona em um dia aleatério do ciclo estral (Dia 0), tendo a
permanéncia de seis dias. No quinto dia (D5) foi administrado 37,5ug de cloprostenol sodico e 300Ul de eCG
ambos por via intramuscular. Apos 48 a 55 horas realizou-se a IATF utilizando sémen descongelado oriundo de
uma Central de biotecnologia. Os animais foram contidos elevando os membros posteriores, seguindo uma
limpeza da regido perineal, com espéculo vaginal a cérvice foi visualizada e examinada, neste momento instilou-
se 2 mL de lidocaina (2%), no fundo vaginal para entdo dar inicio aos procedimentos. Para a tentativa de
histeroscopia foi utilizada uma pinca de Allis para fixar o 6stio cervical, a fim de facilitar entrada do endoscépio.
Foi utilizado um endoscopio rigido de 2,7 mm de diametro, 17,5cm de comprimento e angulo de visdo de 0°,
inserido em uma bainha de protecédo, acoplado a uma camera e a um cabo de fibra 6tica, fornecendo assim, luz
para o interior do limen do trato geniturinario. A tentativa de passagem da cérvice ocorreu de maneira
videoassistida, caso o interior Gtero fosse alcancado, o endoscOpio era retirado e a inseminacgdo realizada.
Quando o interior do Utero ndo foi alcangado em cinco minutos de manipulacao cervical, o sémen foi depositado
no local de maior progressdo. Em todos os animais cronometrou-se o tempo de passagem da cérvice
(manipulacéo cervical), bem como o tipo do 6stio cervical, nimero de anéis transpassado e local de deposicédo do
sémen.

Resultados e Discussio
O tipo de 6stio cervical mais frequentemente encontrado foi o tipo papila, apresentando 40% (4/10) de
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prevaléncia, seguidas pelos tipos: lisa, flap e roseta com 30% (3/10), 20% (2/10) e 10% (1/10) respectivamente,
ndo observando nenhum Gstio cervical do tipo bico-de-pato, diferentemente do que foi encontrado por Franco et
al. (2014), onde a maior prevaléncia (46%) foi do tipo bico-de-pato, igualmente aos achados de Cruz Janior
(2006) onde observou-se uma frequéncia de 51% deste tipo de Ostio. Para realizag8o da histeroscopia, o 6stio
cervical é a primeira barreira a ser vencida. As maiores dificuldades de transposicdo do 6stio cervical foram
encontradas na do tipo lisa, onde teve maior tempo de manipulacdo e menor taxa de penetracdo, corrobora
Moura, et al. (2011). O acesso ao Utero foi impossivel em 100% dos animais, como penetragdo média de 1,4 +
0,96 de anéis cervicais, dados semelhantes obtidos por Gusmdo, et al. (2009), onde utilizou-se ovelhas da raga
Dorper para colheita transcervical de embrifes, ndo conseguindo penetrar na cérvice dos animais do grupo
controle. Em cabras a histeroscopia é um procedimento possivel de ser realizado, como relatado por Colagross-
Schouten, et al. (2014), onde o interior do Gtero foi alcancado por meio da endoscopia cervical para colocagdo de
implantes contraceptivos. A opacidade e abundancia de muco dificultou a realizagéo da histeroscopia, no momento
que entra na cérvice 0 muco fica em contato com a 6tica inviabilizando a visualizagdo. Com o decorrer do cio, o
muco se torna cada vez mais opaco e pegajoso (Traldi, 1990). Com relacdo ao local de deposicdo do sémen, 90%
(9/10) foram realizadas na regido cervical superficial e apenas 10% (1/10) na regido cervical média com tempo
médio de 4’ e 10”°. Nao foi possivel realizar nenhuma inseminagdo intrauterina, sendo o local de deposicéo
relacionado diretamente com a taxa de prenhez (Taqueda, et al., 2011). A associagdo do local de deposi¢éo e 0 uso
de sémen congelado obteve 10% (1/10) de taxa de prenhez, resultado préximo ao encontrado por Cardoso, et al.
(2009), onde utilizaram-se, sémen congelado e deposi¢do cervical perfazendo 14,7% de prenhez.

Consideracéo Final

Os resultados obtidos demonstram que a técnica empregada ndo apresenta boa aplicabilidade,
mostrando resultados pouco satisfatorios. Para que o objetivo seja cumprido, a técnica estudada necessita de
adaptacdes, como por exemplo, 6ticas semi-flexiveis e de menor diametro que facilitem a completa passagem do
oOstio e anéis cervicais, além de desenvolver um mecanismo para que 0 muco cervical nao inviabilize a realizacéo
da técnica. A inseminacdo transcervical mostra-se uma técnica menos invasiva, contudo ainda se tem baixos
indices reprodutivos quando associado ao uso de sémen congelado. Estudos sobre a criobiologia do
espermatozoide ovino associado a estratégias de inseminacdo devem ser realizados visando ao aumento da
eficiéncia reprodutiva da espécie.
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Fertilidade do s€émen congelado/descongelado e, posteriormente, rediluido em acp-102

em ovinos de corte exploradas em sistema de criacio semi-intensivo
Fertility of frozen / thawed semen and subsequently rediluted in ACP-102® sheep sectional operated in semi-
intensive farming system
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Abstract

The objective of this study was the evaluation of the frozen and thawed semen fertility in ACP-102®.
For this, 37 ewes were used, previously evaluated and considered clinically and reproducibly fit according to
CBRA standards. The semen used was also evaluated according to CBRA standards (2013). After being
collected, the semen was frozen in a TK 3000® seminal freezing machine. After thawing, half of the samples
were re-diluted in ACP-102®, each vial in a 1 ml aliquot of ACP, and then the animals were inseminated in
different ways, laparoscopic and transcervical. The group of animals submitted to insemination with semen re-
diluted in ACP-102® demonstrated a fertility rate on the 60-day ultrasound examination greater than the group
inseminated with Tris-Gem alone. No significant differences were found between insemination techniques
regarding fertility.
Keywords: ACP-102®, fertility, ovine.
Palavras-chave: ACP-102®, fertilidade, ovino.

Introducao

Evidencia-se cada vez mais o crescimento na criagdo e na producdo de ovelhas, bem como a ampliacao
no mercado de carne ovina, influenciados pelo investimento em pesquisas relacionadas ao melhoramento
genético. Uma das maneiras de se intensificar o melhoramento € o uso de biotécnicas da reproducdo, entre elas a
inseminagdo artificial, a qual proporciona maior amplitude de resultados, ja que poucos reprodutores
selecionados produzem sémen suficiente para a grande quantidade de fémeas que reproduzem anualmente
(Oliveira, 2009).

O uso de biotecnologias reprodutivas objetiva a obtengdo do melhoramento genético dos animais de
interesse econdmico. A utilizagdo dessas biotecnologias, como o uso de diluentes seminais associados a
processos de preservagdo por refrigeragdo ou congelacdo, seguidos de inseminagdo artificial, visa aumentar o
nimero de animais disponiveis para selegdo, diminuindo o intervalo entre geragdes e obtendo-se ganho genético
pelo aumento da eficiéncia reprodutiva de machos e fémeas caprinas. Dentre os diluentes seminais, estudos vém
sendo realizados com o uso da dgua de coco in natura desde a década de 80 e, mais recentemente, com a dgua de
coco em po desde 2002, apresentando resultados satisfatorios quanto a preservacdo espermadtica. (Salgueiro &
Nunes, 2012)

O objetivo deste trabalho foi avaliar a fertilidade de ovelhas inseminadas com sémen congelado e
descongelado e posteriormente rediluido em ACP-102, verificando-se a taxa de prenhez aos 60 dias.

Material e Métodos

Foi utilizado um reprodutor ovino da raga Dorper previamente atestado apés a realizagdo de exame
andrologico completo de acordo com o manual do CBRA (2013). Foram utilizadas 37 matrizes ovinas sem
padrio racial definido ou mestigas, com escore corporal entre 2,5 e 4, com alimentagdo a base de capim, racdo e
sal mineral ad libitum. As fémeas foram submetidas ao exame ultrassonografico para diagnostico de gestacao e
identificagdo de patologias reprodutivas, onde as fémeas portadoras de patologias reprodutivas foram excluidas
do projeto. A coleta de sémen para processamento foi realizada por meio de vagina artificial na presenca de
fémea em estro. Imediatamente apds a coleta foram realizadas as seguintes andlises: determinacdo do volume do
ejaculado (mL), concentragdo espermatica (x109 espermatozoides/mL), motilidade massal e motilidade
individual progressiva (0-100%), vigor espermatico (escala de 0-5) por microscopia. A morfologia espermatica
foi avaliada em esfregaco de sémen corado com eosina-nigrosina em microscopio 6tico, onde 200 células foram
classificadas, segundo critérios do CBRA (2013). O sémen apds a avaliagdo inicial foi diluido em diluente TRIS
e congelado em Nitrogénio liquido. Para a sincronizagdo do estro ¢ da ovulagdo das ovelhas, foram utilizadas
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esponjas intravaginais impregnadas com 60 mg de Acetato de Medroxiprogesterona (MAP), bem como
aplicagdes via intra-muscular de 300 UI de eCG (gonadotrofina corionica eqiiina). Quarenta e oito horas apods a
retirada das esponjas foi realizada a inseminagdo artificial por via cervical superficial. A taxa de fertilidade das
fémeas foi observada aos 60 dias apds o estro, através da ultra-sonografia. Foi analisada a taxa de gestagdo,
calculada com base no numero de fémeas gestantes dividido pelo nimero de fémeas inseminadas.

Resultados e Discussio

Os resultados apresentando taxa de prenhez aos 60 dias estdo apresentados na tabela 1.

Segundo Salgueiro e Nunes (2012), a gema de ovo apresenta maior capacidade crioprotetora que o ACP
na espécie ovina, baseado nisso o presente trabalho demonstra a viabilidade do sémen em diluente TRIS-gema
pos-descongelamento e corrobora a superioridade crioprotetora deste em relacdo ao ACP, porém demonstra
também, a melhora das taxas de prenhez quando associado ao ACP como rediluidor pds-descongelamento.

Tabela 1. Fertilidade aos 60 dias.

Laparoscopia Cervical Total
ACP 7/10 (70%)a 6/7 (85,71%)b 13/17 (76,47%)
Controle 5/9 (55,55%)a 6/11 (54,54%)a 11/20 (55%)
Total 12/19 (63,15%)a 12/18 (66,66%)a 24/37 (64,86%)

*Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os valores.

Diferindo de Lima (2010), a inseminagdo artificial por via cervical atingiu, neste experimento, indices
satisfatorios, tanto utilizando-se o diluidor a base de gema de ovo, quanto o ACP, merecendo destaque os altos
indices encontrados na insemina¢do com sémen rediluido em ACP.

Khalifa (2013), utilizando também um diluidor de origem vegetal, lecitina de soja, observou um
maximo de 71% de taxa de prenhez, indice semelhante ao encontrado pelo presente trabalho, também utilizando
inseminagdo cervical.

Nunes et al. (2006) ndo encontrou diferenca entre os diluidores mas sim entre as técnicas. O presente
trabalho ndo apresenta diferenga entre as técnicas utilizadas, indicando uma 6tima resposta dos animais tanto ao
protocolo de sincronizagdo de estro utilizado quanto a IA.

A diferencga entre os resultados de Nunes et al. (2006), quanto a taxa de prenhez utilizando ACP, deve-
se a modalidade de utilizacdo do meio, baseado em sua capacidade superior de manutencdo dos atributos
seminais como motilidade e vigor, demonstrada por Nunes e Combarnous (1994) e Nunes (1997), os resultados
demonstram que tal capacidade se estende as caracteristicas fecundativas do sémen descongelado e apontam
ainda para uma capacidade de manutencdo da viabilidade seminal no trato reprodutivo feminino maior que da
gema de ovo, possibilitando que o espermatozoide chegue ao 6vulo com melhores condi¢des para que haja a
fecundagio.

Conclusio
Segundo os dados obtidos neste trabalho, o ACP utilizado como rediluidor poés-descongelamento,
demonstra ndo somente sua viabilidade como também indices de fertilidade superiores ao s€émen nao rediluido.
Portanto, demonstra uma modalidade promissora de utilizagdo em conjunto aos diluidores.
Contudo, mais estudos objetivando buscar a causa de tais resultados sdo necessarios.
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Histometria dos tibulos seminiferos em testiculos de ovinos Santa Inés e mesticos Santa

Inés e Dorper
Histometry of seminiferous tubules in testes of ovine Santa Ines and mongrel Santa Inés and Dorper
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Abstract

The morphometric measurements of the testicles is intended to measure the dimensions of constituent
testis parenchyma quantitatively evaluating spermatogenesis. This study aimed to analyze the spermatogenesis
of sheep Santa Ines and crossbred Santa Ines and Dorper watching the racial crossing alter testis function. We
used eight sheep, four Santa Ines and four crossbreed of Santa Ines/Dorper. After castration the animals gave
the Gonadosomatic index. Gauged to volume ratio of testis compartments using a reticle. The constituents of the
tubular casing were evaluated: Lamina propria, seminiferous epithelium of the lumen and interstitial
compartment constituents: Leydig cells, blood vessels and connective tissue. Only the tubular diameter and
height of the seminiferous epithelium showed significant differences, being higher for sheep Santa Ines. It was
concluded that there was little difference in testicular morphometry of animals studied and it was found that the
racial cross does not induce significant changes in parameters between groups.
Keywords: spermatogenesis, sheep, morphometry.
Palavras-chave: espermatogénese, ovinos, morfometria.

Introducao

A produgdo de ovinos ¢ de extrema importancia econdmica e social para o Nordeste brasileiro (Barros et
al., 2003), pois além de representar uma atividade de grande importancia cultural, ¢ muito importante para o
desenvolvimento econdmico da regido (Costa et al., 2008). Dessa forma, a reprodugido deve ganhar atengdo especial,
pois corresponde a um dos fatores relacionados com a produgdo animal. A producdo de gametas masculinos,
denominada espermatogénese, ocorre nos tubulos seminiferos, sendo que na maioria das espécies ja pesquisadas, o
parénquima testicular mostra-se composto principalmente pelos tubulos seminifero (Franga ¢ Russell,1998). As
medidas morfométricas dos testiculos tem o objetivo de aferir as dimensdes dos componentes que constituem o
parénquima testicular, avaliando quantitativamente a produgdo espermatica. As medidas do diametro tubular e altura
do epitélio seminifero oferecem importante subsidio para a estimativa da qualidade espermatogénica e sdo de
grande relevancia para avaliacdo andrologica e escolha de reprodutores (Berndston, 1977; Russel et al., 1990; Oba
1993). Considerando estes fatores, e tendo em vista o valor econdmico que a producdo de ovinos representa,
objetivou-se analisar a espermatogénese entre as ragas ovinas Santa Inés (SI) e mesticos de Santa Inés e Dorper
(MSID) procurando observar se o cruzamento racial produz alteragdo na fungio testicular.

Material e Métodos

Foram utilizados oito ovinos da ra¢a Santa Inés e oito mesticos de Santa Inés/Dorper. Foram
confinados no aprisco da Universidade Federal do Piaui, do campus professora Cinobelina Elvas. Os animais
foram pesados, castrados e apos o procedimento cirlrgico se obteve o peso dos testiculos para obtengdo do
Indice Gonadossomatico (IGS), que corresponde ao peso do testiculo dividido pelo peso corporal. Os testiculos
foram seccionados e os fragmentos fixados em solugdo de Bouin sob refrigeragdo de 8°C por um periodo de 24
horas. A estimativa das propor¢des volumétricas dos compartimentos testiculares foi obtida utilizando-se um
reticulo com 441 intersecgdes em aumento de 400x (Elias et al. 1971). Foram analisados 20 campos
sequenciados por lamina, totalizando 8820 pontos, sendo analisados os constituintes do compartimento tubular:
Léamina propria, epitélio seminifero e limen e os constituintes do compartimento intersticial: células de Leydig,
vasos sanguineos ¢ tecido conjuntivo. O didmetro dos tubulos seminiferos ¢ a altura do epitélio seminifero
foram obtidos por meio da analise de 30 secgdes transversais de tibulos seminiferos, com contorno o mais
circular possivel, em aumento de 400x, por ldmina. Apods obtengdo dos dados, estes foram submetidos a anélise
de variancia para um delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos e quatro repeti¢des. As
médias foram comparadas pelo teste Student- Newman-Keuls (SNK), a um nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Os resultados referentes a morfometria testicular em ovinos SI e MSID encontram-se expressos na
tabela 1. Todos os pardmetros analisados ndo expressaram diferencgas estatisticas entre os grupos, com excecio
do didmetro tubular e altura do epitélio seminifero que mostraram os maiores valores para o grupo de carneiros
SI. O valor encontrado para o compartimento tubular encontra-se em conformidade com a literatura, que aponta
como sendo desejavel para mamiferos, valores em torno de 70 a 90 % do parénquima testicular em mamiferos
(Franca e Russell, 1998). Entre os componentes tubulares, o que ocupava maior espaco foi o epitélio seminifero,
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sendo os valores encontrados inferiores aos encontrados em ovinos por Santos et. al., (2015) (78,32% no periodo
seco e 80,13% no periodo chuvoso). A temperatura e umidade do ambiente, podem em conjunto comprometer a
estrutura testicular dos animais dependendo da magnitude da interagdo e amplitude de cada um desses fatores
(Machado Junior et al.2009). Nos componentes do compartimento intersticial, o de maior densidade foi o tecido
conectivo, corroborando com os achados em ovinos SRD no periodo seco do ano (Santos et. al., 2015). Com
relacdo ao didmetro dos tibulos seminiferos e a altura do epitélio seminifero observou-se diferenga entre as ragas
mostrando esses valores maiores para os SI em relagdo ao MSID. A literatura mostra que analisando a altura do
epitélio seminifero podemos julgar a funcionalidade do epitélio (Franga; Russel, 1998). Este estudo mostra que
os valores encontrados foram superiores aos citados para ovinos Santa Inés (McMANUS et al., 2010) e SRD
(Santos et al., 2015). Com relagdo as diferencas no didmetro tubular, Paula et. al. (2002), observaram que estas
variagdes tém uma afinidade com o valor numérico de células midides peritubulares, que circundam a tinica
propria, e também a dimensdo e a populag@o das células da linhagem germinativas e células de Sertoli, tal como
o fluido secretado por estas ltimas no [imen do tibulo seminifero.

Tabela 1. Média + desvio padrdo dos pardmetros relacionados a morfometria testicular de carneiros da
raca Santa Inés (SI) e mesticos de Santa Inés e Dorper (MSID).

Mesticos SI/DO Santa Inés
Peso corporal (Kg) 50,25 £ 2,06° 48,50 + 9,88
Peso testicular (g) 130,86 + 39,60° 142,83 £ 60,41*
Indice Gonadossomatico (%) 0,26 +£0,08" 0,28 £0,07*
Volume dos compartimentos testiculares (%)
Tubular 77,02 +£17,58° 76,61 + 18,74%
Lamina propria 10,95 + 5,33% 10,90 + 5,48°
Epitélio Seminifero 53,65 + 13,96° 54,62 + 14,05°
Limen 17,96 +10,12° 16,86 +9,44*
Intersticial 25,88 +20,47° 25,94 +21,08"
Células de Leydig 4,61 £2,8" 4,61 £2,7%
Tecido conectivo 24,16 £ 18,97° 23,49 +£19,17°
Vasos Testiculares 4,98 + 3,967 4,97 + 4,33
Diametro Tubular (pm) 173,12 + 29,09b 185,71 £ 29,73
Altura do epitélio seminifero (um) 52,29 + 9,98b 56,68 +11,25°

# P etras diferentes P < 0,05 entre os ovinos da raca SI e MSID pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK).

Conclusio

Conclui-se que mesmo havendo pouca diferenga na morfometria testicular dos animais estudados,
constatou-se que o cruzamento racial ndo induz expressivas alteragdoes dos parametros testiculares entre os
grupos estudados.
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Importancia do periodo de parto de cabras dentro da estagdo de nascimentos
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Abstract

In Northeast of Brazl the time of mating and calving of the matrices are determining factors in the herd
productivity. This research analyzed in Anglonubiano breed the importance of birth order within the birth station in
the herd, with the goat characteristics and the development of the offspring to weaning. The goats were divided into
two groups, in a way that when a group of matrices were in breeding season, in the other group it has alredy
occurred. A database containing information such as goats age, birth interval and the previous (month), OPG,
body Score, FAMACHA and fortnightly creates weights (until weaning) was used to statistical analyzes, that were
regression of these characteristics measured in mothers and creates development. It was concluded that older goats
tend to calve early in the calving season and young goats tend to present better weight gain.
Keywords: caprine, female, reproduction.
Palavr as chaves: caprino, fémea, reproducéo.

Introducéo

A reproducdo é complexa e dificulta a selecdo direta, sendo mais eficiente buscar indicadores indiretos
da atividade reprodutiva faceis de mensurar (Bergman, 2008), como idade ao primeiro parto e intervalo de
partos. A eficiéncia da producdo animal é determinada por eventos produtivos e reprodutivos inerentes as fémeas
(Sarmento et al., 2010). Segundo Rege e Famula (1993), fémeas cujos partos ocorrem cedo dentro da estacdo de
paricdo sdo mais eficientes bioldgica e economicamente. Em bovinos Nelore, 0s animais que nasceram mais
cedo dentro da estacdo de paricdo obtiveram os melhores escores visuais de conformacdo, precocidade e
musculatura (Jorge Janior et al., 2001).

Em caprinos, a data do parto ndo tem recebido muita atencéo. E definida por Ponzoni (1992) como o
namero de dias entre o inicio da estagdo de monta que ocorreu a concepg¢do e a data do parto. Todavia, no
Nordeste a cobrigdo das matrizes é fator determinante na produtividade, devendo coincidir a pari¢do com
disponibilidade de alimentos (Medeiros et al., 2004). Na perspectiva de que para otimizar a selecdo deve se
passar por indices de selecdo incluindo a reproducéo,o presente estudo objetivou analisar a influéncia da data do
parto de cabras Anglonubiano dentro da estacdo de nascimento, sobre outras caracteristicas da cabra e da cria.

M etodologia

Na pesquisa utilizou-se informac6es do Banco de dados do rebanho caprino da raca Anglonubiano do
Departamento de Zootecnia — CCA/UFPI localizado em Teresina (Latitude 5° 5* 20” sul e Longitude 42°48’ 07"
oeste), da estacéo de pari¢do do ano de 2015.

O manejo reprodutivo ocorreu de forma integrada com o sanitario, com as cabras divididas em dois
grupos, de forma que quando em um grupo as matrizes estavam em estacdo de monta, no outro grupo ocorriam
0s partos. No manejo sanitario adotou-se rotacdo de principio ativo do vermifugo a cada ano e a aplicacdo de
anti-helmintico somente quando 10% do rebanho apresentava OPG superior a 1000, como recomenda Costa et
al. (2011). Realizou-se também a sistematizacdo de rotacdo de pastejo de acordo com o estagio fisiologico
(matrizes lactantes pastando em piquetes separados das demais).

Do banco de dados do rebanho utilizou-se as seguintes caracteristicas: idade da cabra (anos), Intervalo
entre o parto de 2015 e o anterior (meses), OPG, Escore de condicdo corporal e Famacha da cabra (da gestagdo a
desmama) realizada apds 120 dias do parto, além da pesagem quinzenal da cria até a desmama.

Para avaliacdo estatistica dos dados, procedeu-se uma analise de regressdo dessas caracteristicas
mensuradas nas mées em fun¢do data que a cabra pariu na estagdo de nascimentos de 2015 (12 a 52 semana). O
desenvolvimento da cria foi analisado pela regressdo da ordem de nascimento na estacdo de monta (5 semanas)
em funcéo da idade da cria, para fémeas separada dos machos.

Resultados e Discussao

Observa-se na Figura 1 que as equagdes de regressdo das caracteristicas em fungdo da data do parto (1?
a 5° semana) dentro da estagdo de nascimentos do primeiro semestre de 2015, se ajustaram com R? elevado
(proximo a 1) com polindmios de terceiro grau, com excecdo do OPG na escala logaritmica, que apresentou
valor de apenas 0,44.
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Figura 1. Curvas de regressdo da idade, Intervalo do parto 2014 - 2015, Escore
corporal e Famacha na desmama, Log OPG de cabras em funcdo da data do parto (12
a 5% semana) na Estacdo de nascimentos do primeiro semestre de 2015, na raca
Anglonubiana

O comportamento cubico do intervalo do parto de 2014 ao de 2015 (IPA), em fungdo da semana de
ocorréncia dos partos, apresentou picos opostos aos verificados na equacdo da idade da cabra, significando que
alguns animais mais velhos tenderam a parir na primeira semana, mesmo aqueles que apresentaram menor
intervalo do parto de 2014 ao de 2015. Na segunda semana, pariram cabras mais novas, porém apresentaram
maior intervalo de parto, se comparada as cabras que pariram na terceira semana. Em sintese, observa-se uma
tendéncia de a cabra mais velha ser fertilizada no inicio da estagdo de monta, independente do intervalo do parto
de 2014 ao de 2015.

O valor baixo do R? do OPG ajustado mostra que o parasitismo mensurado nas coletas, durante a
gestacdo, ndo indica de forma clara se influenciou a data do parto da cabra (atraso ou antecipacéo). No entanto, a
ocorréncia de tolerancia ao parasita é uma possibilidade, visto que é expressa somente por animais muito
infectados (Bishop, 2012), fato este que foi verificado no rebanho, cujo valor médio de OPG foi superior a 1000.

A anemia na desmama, indicada pelo Famacha, tendeu a se relacionar com a idade da cabra, com maior
anemia nas mais velhas, mas também nas que pariam na quarta semana da estacdo. Porém, a anemia pode ser
consequéncia do efeito acumulativo da verminose do periodo chuvoso do ano.

Na Figura 02 estdo apresentadas as equacOes de regressdo do peso das crias fémeas nascidas da primeira
a quinta semana na estacdo de parto, do primeiro semestre de 2015.
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Figura 2. Equagdes da semana que a cria fémea nasceu (1% a 5%) feita com a
regressdo do peso em funcédo da idade da cria em dias (pesagem ao nascer—PN até na
desmama — P120d).

Observa-se que as cinco semanas de nascimentos da cria dentro da estagdo de partos, se ajustaram com
equacBes de primeiro grau com R? superior a 0,95, sendo que as crias nascidas nas trés primeiras semanas
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tenderam a apresentar melhor desempenho ponderal até a desmama com quatro meses de idade. Portando, uma
vantagem da paricdo no inicio da estacdo é o maior nimero de crias na vida reprodutiva daquelas cabras que
parem mais cedo (Bergman, 2008).

Conclusdes

Cabras mais velhas tendem a parir no inicio da estacdo de partos e as crias tendem a apresentar melhor
desempenho ponderal. O OPG néo se relaciona de forma clara com a data do parto na estacdo. No Famacha
observa-se essa relacdo, apresentando-se mais elevado nas cabras com partos no final da estag&o.
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Abstract

The experiment compared the pregnancy rates in sheep submitted to 1A, to evaluate the influence of
sperm concentration on fertility rate in sheep inseminated with frozen semen. In experiment run 37 females were
used, subject to synchronization of estrus and divided into two groups: G1 (n = 19), using artificial insemination
with a concentration of 200 million viable spermatozoa and G2 (n = 18), using artificial insemination is at a
concentration of 100 million sperm. Pregnancy rates were 66.66% and 77.77% in sheep that were inseminated
with the concentration 200 and 100 million sperm respectively transcervical and the sheep that have been
inseminated by laparoscopy at the same concentrations as pregnancy rates were 50% and 77.77% respectively.
The concentrations used have shown - is quite effective when compared pregnancy rates in each group. But
needs more in vivo studies.
Keywords: sperm concentration, pregnancy rates, inseminated sheep.
Palavras-chave: concentracdo espermatica, taxas de prenhez, ovelhas inseminadas.

Introducio

A inseminagdo artificial ovina em muitos paises ¢ realizada utilizando sémen diluido fresco e resfriado a
4°C ou 15°C. Apesar dos bons indices de fertilidade alcangados tal método tem a desvantagem de ndo permitir
que o sémen seja utilizado em locais distantes devido ao reduzido tempo de conservacao do sémen (Chemineau
et al.,, 1991). A utilizagdo do sé€men congelado veio otimizar a inseminacdo artificial na espécie ovina
possibilitando uma maior pressdo de selecdo e conseqiientemente aumentando a eficiéncia produtiva do rebanho
superando as restricdes impostas a sua utilizacdo (Bicudo et al., 2005). O sucesso da congelagdo depende
notavelmente da taxa de dilui¢do do sémen. D’Alessandro et al. (2001) observaram que a percentagem de
espermatozoides vivos apds descongelacdo foi influenciada pela diluicdo espermatica e a interacdo da
concentragdo espermatica e o diluidor. A determinagdo da concentragdo de espermatozoides moveis na palheta
sem reduzir a fertilidade, influencia o nimero de inseminagdes cervicais e os indices de prenhez apds
inseminagdo artificial (Ritar e Ball, 1993). Nesse contexto procurou-se verificar a influencia da concentragdo de
espermatica sobre a taxa de prenhez de ovinos sem padrio racial definido apds a inseminagdo artificial com
sémen ovino congelado.

Material e Métodos

O projeto foi realizado na fazenda campina verde no municipio de Elesbdo Veloso, localizado na
mesorregido cento-norte do Piaui, que esta situado na latitude: 06° 12° 07” S e longitude: 42° 08' 25" W, no
periodo de 20/05/2016 a 04/06/2016. Foram utilizadas fémeas sem padrdo racial definido com escore corporal
entre 2,5 a 3,0. Os animais foram avaliados clinicamente, vacinados, vermifugados e mantidas em pastagens
cultivadas e nativas e recebendo sal mineral, para ovinos, a vontade.

O sémen utilizado foi proveniente de dois reprodutores da raga Dorper, selecionado pelo padrdo racial e
caracteristicas fenotipicas, avaliados por exame androldgico, conforme padrdes do Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal — CBRA (2013) e pelo registro de fertilidade comprovada. O sémen coletado com auxilio de
vagina artificial, avaliado e diluido no diluidor e crioprotetor Tris gema glicerol na concentragdo de 100 e 200
milhdes de espermatozoides/ml. Posteriormente, foram armazenadas em palhetas (0,25mL) e congeladas em
méaquina TK 3000” (TK Tecnologia em congelagdo Ltda., Uberaba, Brasil), na curva de congelagio rapida (-
0,25°C/min, de 25°C a 5°C e -20°C/min, de 5°C a -120°C), e, apos atingirem -120°C, as palhetas foram
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C). O transporte até a propriedade, feito no botijdo de nitrogénio
liquido, os quais as doses estavam congeladas.

Como protocolo de sincronizag@o do estro: inseridas esponjas intravaginais impregnadas com 60 mg de
medroxiprogesterona — MAP (Progespon®), por um periodo de 12 dias. No decimo segundo dia de tratamento
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retirou se as esponjas e imediatamente os animais receberam 300 UI de Gonadotrofina Coridnica Equina - eCG
(Novormon®). Apds 56 horas da sincronizagdo do cio, as 37 ovelhas, foram divididas aleatoriamente em dois
grupos experimentais: G1 (n=19) inseminadas, cada animal, com uma concentragdo 200 milhdes de
espermatozoides viaveis, sendo que 9 ovelhas foram inseminadas por via transcervical e 10 por laparoscopia. E o
grupo G2 (n=18) foram inseminadas, com uma concentracdo de 100 milhdes de espermatozoides viaveis,
utilizando 9 animais por inseminacgao transcervical com pistola Walmur® e 9 por laparoscopia.

Para o diagnéstico gestacional utilizou-se aparelho de ultra-sonografia (U.S.) equipado de transdutor
linear rigido 7,5 MHz trans-retal, realizado sessenta e oito dias apds a inseminagdo artificial em ambos os
grupos.

Resultados e Discussao
Os resultados das taxas de prenhez com as diferentes concentragdes espermaticas utilizando duas
técnicas de inseminagao estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Taxa de prenhez em diferentes concentra¢des de espermatozoides por dose, em diferentes métodos de
inseminagdo em ovelhas mestigas, submetidas a IATF.

Concentragio x (10°) Intra cervical Laparoscopia
200 6/9 (66,66%) 5/10 (50%)

100 7/9 (77,77%) 7/9 (77,77%)
Total 13/18 (72,22) 12/19 (63,15%)

O grupo um (G1) que foram inseminadas com uma concentragdo de 200 milhdes de espermatozoides,
utilizando a técnica de inseminagio artificial transcervical com pistola walmur® e via laparoscopia obteve se uma
taxa de prenhez de 66,6% e 50% respectivamente. No grupo dois (G2), as ovelhas que foram inseminadas com
uma concentra¢do de 100 milhdes de espermatozoides, obteve se uma taxa de prenhez de 77,77%. utilizando a
técnica de inseminagio artificial transcervical com pistola walmur® e via laparoscopia.

No trabalho realizado por D Alessandro et al. (2001) onde criopreservaram semem ovino em diferentes
concentragdes espermaticas e avaliaram a fertilidade in vivo e apds os nascimentos dos cordeiros derivados de
um programa de IA laparoscopica. Doses com altissimas concentragdes de células espermaticas (200 milhdes de
espermatozoides/0,25 ml) afetaram negativamente a fertilidade in vitro do sémen, e as concentragdes 20, 40, e 80
espermatozoides/dose nao diferiram estatisticamente nas taxas de prenhez.

As taxas de gestacdo encontradas no presente trabalho, foi de 66,66% das ovelhas que foram
inseminadas com 200 milhdes de espermatozoides e 77.77% das inseminadas com 100 milhdes de
espermatozoides, quando comparando a técnica de inseminagdo intra cervical, utilizando a pistola walmur®. As
taxas de gestacdes por laparoscopia com concentragdo espermatica de 100 milhdes, obteve se 77.77% de
prenhes. Na concentragdo de 200 milhdes de espermatozoides observou apenas 50% de prenhes, esses valores
ndo diferiram muito dos encontrados por Silva (2013) que mostra em seu trabalho que a redugdo da concentragéo
espermatica de 80 para 40 ¢ 20 milhdes de espermatozoides totais por dose inseminante ndo altera a fertilidade
das ovelhas. Assim os resultados encontrados por Silva (2013), corroboram com os resultados encontrado no
presente trabalho.

Consideracoes Finais
As concentracdes de 100 e 200 milhdes de espermatozoides foram bastantes efetivas quando
comparadas as taxas de prenhez em cada grupo experimental. Porém ainda necessita de mais estudos in vivo.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of lunar phases in Dorper sheep, according to the
proportion of births (single: double). Twenty were used two sheep from a breeding season. For the evaluation of
lunar phases sheep were grouped proportionally according to the type of delivery (single: double). The analysis
of the types of delivery were obtained according to the moon phases in place by the Brazlian National
Observatory, being considered corresponding to the lunar phase where the maximum headquarters was up to
two days before and after the date of interest after being compared by the test chi-square test (P <0.05). It was
found that there was a greater proportion of births in the crescent moon (P <0.05) compared to other lunar
phases. The conclusion of this research that the crescent moon of the lunar phases, seems to affect the types of
delivery of Dorper sheep.
Keywords: moon, delivery, sheep.
Palavras-chave: lua, parto, ovelhas.

Introducéo

Embora os ritmos sazonais e circadianos tenham sido muito bem descritos, pouco se sabe sobre a
influencia do ciclo lunar sobre os aspectos voltados & reprodugdo animal. No entanto, estudos que envolve essas
mudancas lunares ainda sdo escassas para espécie ovina, bem como ndo foi verificado como esta poderia afetar
no tipo de parto de ovelhas. Segundo Palacios et al. (2014), a lua pode afetar a producgdo de cordeiro apds a IA
em ovelhas através de mudangas nas taxas de fertilidade em todo suas diferentes fases. Dessa forma, o estudo
relacionando as mudancas das fases lunares quanto ao tipo de parto seria considerada um método simples e
efetivo para mercado pecuarista. Nesse contexto, objetivou-se, elucidar se ha evidéncia de periodicidade lunar
em ovinos e como esta poderia influencia quanto ao tipo de parto.

Material e M étodos

Foram utilizadas vinte e duas ovelhas, proveniente de uma estacdo de monta. Os diferentes tipos de
parto (simples e duplo) da raca Dorper foram observados em duas localidades no Setor de Pesquisa de Pequenos
Ruminantes do Colégio Técnico de Teresina (CTT), pertencente a Universidade Federal do Piaui (UFPI) na
cidade de Teresina, Piaui (n=10) e na Fazenda Rebanho Paraiso no municipio de Belo Jardim, Pernambuco com
(n=12) animais. As andlises da incidéncia do parto, de acordo com as fases da lua foram obtidos a partir de um
observatorio nacional brasileiro. Para a determinagdo das fases lunares (nova, crescente cheia e minguante), a
cada dia de interesse do parto seré considerada como correspondente a fase lunar cujo ponto méaximo distava em
até dois dias antes e ap6s a data de interesse. Durante o periodo experimental foram feitas as observacdo e
anotacdes considerando cada uma das quatro fases do ciclo lunar (nova, crescente, cheia e minguante), em que
os animais eram distribuidos e agrupados proporcionalmente quanto ao tipo de parto (simples e duplo); para
serem posteriormente comparados pelo teste qui-quadrado (P < 0,05). Os valores obtidos foram submetidos a
andlise estatistica pelo programa computacional SAS (Statistical Analysis System) para analise de variancia.

Resultados e Discussio

A Tabela 1, apresenta a comparacdo das incidéncias de tipos de parto (simples:duplo), segundo as
diferentes fases do ciclo lunar. Ao se analisar o efeito da incidéncia dos tipos de parto verificou-se uma maior
proporc¢do de simples:duplo na lua crescente (P < 0,05) em comparacdo as outras fases lunares. As propor¢des
simples:duplo das fémeas paridas nas outras fases foram semelhantes entre si (P > 0,05).

Tabela 1. Incidéncia dos tipos de nascimento (simples e duplo) em cordeiros, de acordo com as fases da lua
(estagBes reprodutivas outubro-novembro-dezembro/2015, abril/2016).

Fases da lua Simples:duplo
Nova 0,75 (3:4)a
Crescente 5(10:2)b
Cheia 1,3 (3:4)a
Minguante 0(0:2)a

Houve diferenca entre tratamentos (P > 0,05) pelo teste qui-quadrado.
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Neste mesmo estudo Marinho et al. (2015) constataram que, ndo houve diferencas entre fases
lunares (P > 0,05) na incidéncia de partos de acordo com a fase da lua; discordando, com os resultados deste
estudo. Sendo, portanto, necessaria mais investigacao para esclarecer tais diferencas.

Os resultados deste estudo, portanto, tem implicages importantes para a reproducdo dos ovinos, que
estd em ascensdo no semi-arido-nordestino como em todo o mundo.

Conclusdo
A lua crescente das fases lunares parece afetar os tipos de partos de ovelhas da raca Dorper.
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Influéncia do ciclo lunar na determinac¢ao do sexo de cordeiros
Influence of lunar cycle in the parturition of the Dorper sheep breed
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of lunar phases in Dorper sheep, according to the
proportion of births (single: double). Twenty were used two sheep from a breeding season. For the evaluation of
lunar phases sheep were grouped proportionally according to the type of delivery (single: double). The analysis
of the types of delivery were obtained according to the moon phases in place by the Brazilian National
Observatory, being considered corresponding to the lunar phase where the maximum headquarters was up to
two days before and after the date of interest after being compared by the test chi-square test (P <0.05). It was
found that there was a greater proportion of births in the crescent moon (P <0.05) compared to other lunar
phases. The conclusion of this research that the crescent moon of the lunar phases, seems to affect the types of
delivery of Dorper sheep.
Keywords: lunar cycle; sex; lambs.
Palavras-chave: ciclo lunar; sexo; cordeiros.

Introducao

Acredita-se que o ciclo lunar influencie nas atividades humanas e animais, bem como, em processos
fisioldgicos e de comportamento (Moretti, 2008); no entanto, ndo ha nenhuma evidéncia convincente de que a
fase lunar possa determinar o sexo de cordeiros. Portanto, a fase de lua, que afeta os niveis de luz no ambiente
durante a noite, pode ter uma influéncia forte sobre a determinagdo do sexo de cordeiros. A adogdo do ciclo
lunar, visando identificar as propor¢des sexuais dos neonatos, pode ser uma alternativa interessante para o
mercado pecuario. Assim, objetivou-se observar e identificar as fases da lua nesta espécie, para avaliagcdo das
proporgdes sexuais de cordeiros no periodo de parturicdo.

Material e métodos

Foram utilizados vinte e trés cordeiros recém-nascidos de duas localidades no Setor de Pesquisa de
Pequenos Ruminantes do Colégio Técnico de Teresina (CTT), pertencente @ Universidade Federal do Piaui
(UFPI) na cidade de Teresina, Piaui (n=10) e na Fazenda Rebanho Paraiso no municipio de Belo Jardim,
Pernambuco com (n=12) animais, proveniente de uma estagdo de monta. As analises da incidéncia do parto, de
acordo com as fases da lua foram obtidas a partir de um observatorio nacional brasileiro. Para a determinacao
das fases lunares (nova, crescente cheia e minguante), a cada dia de interesse do parto sera considerada como
correspondente a fase lunar cujo ponto méaximo distava em até dois dias antes e apds a data de interesse. Durante
o periodo experimental foram feitas as observagdo ¢ anotagdes considerando cada uma das quatro fases do ciclo
lunar (nova, crescente, cheia e minguante), em que os animais eram distribuidos e agrupados proporcionalmente
quanto ao sexo (macho;fémea); para serem posteriormente comparados pelo teste qui-quadrado (P < 0,05). Os
valores obtidos foram submetidos a analise estatistica pelo programa computacional SAS (Statistical Analysis
System) para analise de variancia.

Resultados e Discussao

Na Tabela 1, encontra-se os valores referentes a comparacdo aos fatores sexuais (macho:fémea) ao
parto, em funcdo das fases lunares. Observa-se que nos fatores sexuais (macho:fémea) ndo foram detectadas
diferencas entre as fases lunares (P > 0,05). Entretanto, ndo foi encontrada na literatura estudos para a espécie
ovina voltada a fase lunar que pudessem ser usados com fins de referéncia e comparagdo para este estudo.
Marinho et al. (2015), estudando o ciclo lunar e, como esta influéncia nos fatores sexuais de éguas, observaram
uma maior incidéncia de nascimento de machos na lua minguante em comparacdo com as luas nova e crescente;
resultados, que sdo contraditorios aos observados neste estudo. Segundo Bueno (2010) os efeitos da lua sobre os
fatores sexuais se deve a crendices populares. Rotton; Kelly (1985) suspeitam que a crenga popular nesses
mitos seja em decorréncia de quatro fatores: efeitos da midia, folclore e tradi¢do, concepgdes erroneas e vicios
cognitivos.
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Tabela 1. Propor¢do macho: fémea de cordeiros ao nascer, de acordo com as fases da lua ao nascer (outubro-
novembro-dezembro/2015, abril/2016). Teresina — PI e Belo Jardim — PE, 2016.

Fases da lua Propor¢do macho: fémea
Nova 0,0 (2:0)
Crescente 1,1 (6:6)"
Cheia 0,4 (2:5)*
Minguante 1(1:1)°

Nao houve diferenca entre tratamentos (P > 0,05) pelo teste qui-quadrado.

Conclusiao
O ciclo lunar ndo influéncia na determinac¢ao do sexo de cordeiros.
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Influéncia do nivel de infestacao parasitaria da cabra sobre o desempenho da cria

durante a fase de lactacgao
Parasitic infestation level of influence of goat on the performance of the offspring during lactation phase
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Abstract

In goat gastrointestinal parasitism is a major limitation of production. In this perspective analyzed to
characterize the phenotypic variability of gastrointestinal parasitism resistance and associated with productive
and reproductive performance of the arrays. The goats were divided into two groups, where in a goats were
lactating and the other in the breeding season, which was made measurements according to the physiological
stage of the goats. It was concluded that the herd is presented with continuous infestation by worms in the study
period and no group stood out from the others in the analyzed characteristics.
Keywords: goat breeding, matrixes, parasitism.
Palavras-chave: caprinocultura, matrizes, parasitismo.

Introducao

Os caprinos localmente adaptados sdo capazes de apresentar habilidade de convivéncia com o ambiente,
porém apresentam limitacdes de producdo, principalmente em razdo do alto nivel de infec¢do por nematdides
gastrintestinais (Molento et al., 2004).

De acordo com Cardellino (2003), os criadores devem incluir selecdo de animais com resisténcia a
infeccdo por nematdides gastrintestinais nos rebanhos. A suscetibilidade ao parasitismo ¢ consequéncia da
variabilidade genética entre os individuos, variando entre animais mais sensiveis e outros mais resistentes
(Nunes et al., 2007). Com base no contexto, fica clara a importancia de se conhecer bem os fatores que podem
interferir na resposta dos animais e relacdo a expressdo de resisténcia a verminose, na qual sera possivel avaliar
geneticamente os animais envolvidos em programas de melhoramento genético com precisao.

Nessa perspectiva, objetivou-se caracterizar a variabilidade fenotipica de resisténcia a parasitismo
gastrintestinal em caprinos e, associada a desempenho produtivo e reprodutivo das matrizes, desta forma,
introduzindo critérios eficientes para incluir a resisténcia a nematoides gastrintestinais no processo de reposicao
de matrizes a niveis de rebanho.

Metodologia

A pesquisa foi desenvolvida com coletas de informagdes de caracteristicas de sanidade, produgdo e
reprodugdo para incorporagao ao Banco de dados do rebanho caprino da raga Anglonubiana do Departamento de
Zootecnia - CCA/UFPI, localizado em Teresina (Latitude5° 5 20” sul e Longitude 42°48” 07” oeste). No qual
vem sendo monitorado quanto a resposta das matrizes a verminose, através do exame de OPG (ovos por grama
de fezes), escore da condigdo corporal, Grau de anemia (Método Famacha©) e caracteristicas de desempenho
ponderal, desde 2009. O manejo reprodutivo foi feito de forma integrada com o sanitario, as cabras foram
divididas em dois grupos, de forma em que um ocorria lactagdo, ¢ em outro as cabras estavam em estacdo de
monta, resultando, portanto, em repetigdo de grupos de animais contemporaneos em relacéo a estagio fisiologico
dentro do mesmo ano e da mesma época (seca ou chuvosa).

As informagdes de peso corporal foram coletadas sistematicamente como pratica de manejo
reprodutivo, com mensuragdes segundo o estagio fisioldgica da cabra, ou seja, uma vez na gestagdo, na lactacdo
e quando esta vazia. Também se editou no Excel, o banco de dados do rebanho mantendo cinco grupos de cabras
meias-irmas paterna, nas quais se analisou por regressdo o OPG transformado na escala Log na base 10, o grau
de anemia da cabra indicado pelo Famacha e o peso da cria ao nascer, no periodo de 2009 a 2015.

Resultados e Discussio

Na Figura 1 observa-se que polindmios de terceiro grau foram os de melhor ajuste para o Log;,OPG,
mas com R? apenas entre 0,32 a 0,35. Pela analise visual do comportamento senoidal dessa caracteristica ao
longo do periodo observa-se que as cristas superiores parecem nao coincidir com o periodo chuvoso do ano,
portanto ndo se verificando beneficio do periodo seco do ano na regido como forma de controle de verminose,
como preconizado na literatura. O uso de pastagens irrigadas no periodo seco do ano se apresenta como
explicagdo para essa infestagdo continua do rebanho durante o ano (Silva, 2012).

Observou-se na Figura 2 também que o escore das cabras no periodo avaliado tendeu a aumentar
paralelamente a redugdo do grau de anemia, com o grupo de meias-irmas filhas do reprodutor 2 apresentando
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escore mais baixo. Esse comportamento se justifica como decorrente de infecgdo por Haemonchus contortus.

Similarmente ao que ocorreu com o comportamento do OPG, observado na Fig.3, onde os polinbmios
de terceiro grau foram os de melhor ajuste para 0 Log;qOPG, mas com R? baixo entre 0,19 a 0,57. Pela anélise
visual do comportamento senoidal dessa caracteristica ao longo do periodo observa-se as filhas do reprodutor 2
tenderam a se destacar, mesmo sendo as que apresentaram valores do Famacha mais elevados.
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Conclusio

O rebanho se apresenta com infestagdo continua por verminose no periodo avaliado e que ha tendéncia
de comportamento similar entre o grau de anemia indicada pelo Famacha e o OPG. No rebanho analisado ndo ha
um grupo de meias-irmds paterna que tenha se destacado dos demais nas caracteristicas analisadas.
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Abstract

Aimed to test the Reproductive® nutricéutico on the quality of fresh semen and thawed sheep. Eight
sheep were used, with proven fertility after conducting breeding soundness examination CBRA (2013). They
were divided into two groups, group 1 (Reproductice®), animals supplemented with Nutriceutical, and group 2
(control), compounds by animals without supplementation, both groups were subjected to the same management
system and food. Seminal samples were taken once a week, through artificial vagina. After the collection was
performed semen analysis. Subsequently, semen was diluted, bottled and cryopreserved in automated apparatus
TK-3000®. After thawing, the samples were analyzed. When compared by fortnight, there was an improvement in
the group supplemented for the parameters motility and vigor in thawed semen and morphology in fresh semen.
We conclude that the Reproductive® supplement had beneficial effects on semen parameters from the third week
of use.
Keywords: nutraceutical, small ruminats, animal reproduction.
Palavras-chave: nutricéutico, pequenos ruminantes, reproducdo animal.

Introducao

A nutricdo e reprodugdo sdo aspectos que possuem lagos estreitos, em qualquer sistema de producao
animal. Nesse sentido, a nutricdo ¢ responsavel pela expressdo e funcionamento de rotas metabdlicas que
permitirdo ao animal expressar todo o seu potencial produtivo e reprodutivo (Lock e Garsnworthy, 2002).

Os nutracéuticos geralmente sdo constituidos por vitaminas, minerais e acidos graxos, sendo a vitamina
A um nutriente essencial e sua necessidade na reprodugdo dos animais esta bem estabelecida, atuando na fungéo
celular imune (National academy of sciences, 2002). Todavia, quando se trata de nutri¢do e reproducdo pouca
atengdo ¢ dada quando nos referimos a suplementacdo em machos reprodutores, de modo que estes sdo de
grande importancia, pois sdo os propagadores de material genético.

Devido a grande influéncia de vitaminas e minerais na qualidade espermatica e eficiéncia reprodutiva
dos humanos e animais, o laboratério Vetnil® desenvolveu um suplemento para reprodutores contendo uma
gama de substancias capazes de melhorar de forma significativa a qualidade, e eficiéncia reprodutiva de equinos,
caprinos, ovinos € asininos.

Devido a escassez de dados existentes na literatura sobre a eficacia deste suplemento na espécie ovina, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o uso do suplemento nutricéutico Reproductive® sobre a qualidade do sémen
fresco e descongelado de ovinos deslanados.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Fazenda Santa Teresa, localizada no Municipio de Matdes,
Maranh@o- Brasil. Os animais da propriedade inicialmente foram submetidos a avaliagdo clinica e andrologica
completa de acordo com o CBRA (2013). No final da avaliacdo foram selecionados um total de 08 (oito)
reprodutores ovinos com idades variando de dois a quatro anos.

Os animais foram selecionados aleatoriamente e divididos em dois grupos experimentais: Grupo 1,
compostos por reprodutores suplementados com o nutricéutico Reproductive”, na dose de 10 mL por via oral ao
dia, por animal e Grupo 2 ou grupo controle, compostos pelos animais que ndo foram suplementados. Ambos os
grupos foram mantidos em manejo intensivo, alimentados com 400g/dia de concentrado comercial, além de
capim elefante (Pennisetum purpureum) picado no cocho, sal mineral Ovinofés (Tortuga®) e agua ad libitum.

As coletas de sémen foram realizadas por meio de vagina artificial, na presenca de uma fémea em cio
como manequim, uma vez por semana, totalizando seis ejaculados por reprodutor durante o periodo
experimental. As amostras de sémen foram mantidas em banho-maria, a temperatura de 37,5 °C, até 0 momento
da avaliacdo microscOpica. As analises foram realizadas de acordo com os pardmetros estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.426-428, out./dez. 2016. Disponivel em www.cbra.org.br 426



Congresso Norte-Nordeste de Reprodugdo Animal (VIII CONERA), 8, 2016, Teresina, P1. Anais...Belo Horizonte:
CBRA, 2016.

oF

Apds  avaliagio do sémen, foi realizado a diluigdo em  Tris-gema-glicerol.
(400x10°espermatozoides/mL), para posterior criopreservagio. O sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL,
identificadas de acordo com o grupo experimental, criopreservadas em sistema automatizado (modelo TK 3000
Modular SE) e armazenadas em botijdo criobiologico (-196 °C). Apds o periodo de no minimo uma semana as
amostras foram descongeladas a 37°C por 45 segundos, para posterior avaliagdo quanto a motilidade, vigor e
morfologia.

Para andlise dos dados foi utilizado o software SYSTAT 7.0 for Windows e analisados por modelos
lineares gerais, analise de univariancia (ANOVA) para medicdes repetidas. Para fins de comparag@o das médias
dos parametros, foi aplicado o teste de Tukey, sendo os resultados considerados significativos quando P<0,05.

Resultados e Discussio
Os achados de média por quinzena dos grupos quantos aos parametros motilidade, vigor e morfologia
estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Médias por quinzena para os parametros motilidade, vigor e morfologia de sémen fresco e
criopreservado.

Parametros Tipo Grupos 1°quinzena 2° quinzena 3° quinzena

Fresco Reproductive® 58,7 +36,4° 58,75 +39,7° 81,6+ 18,8"

Motilidade Controle 71,8 £22,5° 67,5 +35,6 62,5 + 34,0°
Reproductive® 17,5+ 12,2 33,7 +8,34° 45+8,0°

Descongelado Controle 293+ 15,6 23,5+ 13,8° 26,8 +19,6°

Fresco Reproductive® 2,81+ 1,56" 2,87 +1,48° 3,87 0,79

Vigor Controle 3,31+ 0,80° 3,18+ 1,33° 3+1,16°

Descongelado Reproductive” 1+0,53° 2,25+0,70° 2,87 £0,35

Controle 1,50 +0,53" 1,75 + 0,89" 1,81 +0,92°

Fresco Reproductive” 84,1 + 7,62 90,5 +4,81" 93,5 + 2,67

MorfologiaN Controle 90,1 +4,97° 88 +4,14° 88,1 +3,72°

ormais Descongelado Reproductive” 95,2+ 1,67 94,6 + 3,70 94,7 £2,37*

(%) Controle 957+237 943 +6,14° 92,8 + 6,44

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si no teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando comparados por quinzena, o grupo suplementado apresentou melhores resultados nos
parametros motilidade e vigor no sémen fresco e descongelados a partir da terceira quinzena. Essa melhora
ocorreu também quanto a caracteristica espermatozoides normais no sémen descongelado. Isso pode ter ocorrido
por que nas primeiras quinzenas os espermatozoides armazenados, ou que ja estavam formados no epididimo
durante a espermatogénese, ndo recebiam influéncia dos constituintes do suplemento durante a sua formagao,
entretanto a partir do inicio do novo ciclo (na terceira quinzena), estes ja sofriam influéncia dos constituintes.

Atualmente existem varios estudos que comprovam a influéncia da incluséo lipidica sobre a qualidade
espermatica em diferentes espécies, seja com inclusdo na ragdo dos animais, como ja descrito para suinos
(Oliveira et al., 2006), ou com adi¢ao no ejaculado, de bovinos (Moraes et al., 2010). Entretanto sdo raros os
trabalhos que tenham avaliado tais efeitos na espermatogénese de ruminantes.

De acordo com Ferrari Junior (2013), a nutri¢do apresenta uma correlagdo positiva sobre a reproducao,
onde os nutrientes possuem mecanismos de atuagdo sobre a eficiéncia reprodutiva. Os niveis nutricionais devem
ser mantidos de acordo com a exigéncia do animal uma vez que podem influenciar no desenvolvimento e funcao
dos orgdos reprodutivos e sistema enddcrino envolvidos com a reproducio.

Em um trabalho realizado por Strzezek et al. (2004) onde os autores avaliaram o efeito do fornecimento
de um suplemento contendo acidos graxos poli-insaturados e antioxidantes sobre a qualidade do sémen de suinos
observaram uma melhora nas caracteristicas bioquimicas e na qualidade espermatica do sémen in natura.

Conclusio

O uso do suplemento nutricdutico Reproductive” eleva os parametros de Motilidade e Vigor
espermaticos do sémen congelado/descongelado, bem como eleva o percentual de espermatozoides
morfologicamente normais de s€émen apds a terceira quinzena de utilizagdo.
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Influéncia do tempo de equilibrio sobre a qualidade do sémen caprino apés a
descongelacdo
Influence of balance time on quality of buck semen after thawing
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Abstract

The animals were divided into three groups G1, G2, G3. Semen collected was diluted in Tris-yolk base
and packaged in 0.25 ml straws, a dose of 100 x 106 sperm. Semen samples were distributed in different
equilibrium time protocols. The group 1 (1h), group 2 (2 h), group 3 (3 h). Mean values for motility were
19.37%, 16.87% and 16.25% respectively for G1, G2 and G3. To analyze (TTR) which consisted of placing a
semen , and incubated at 37°C for a period of 120 minutes. The force sperm motility and sperm were evaluated
by TTR in different time: 0, 60, 120, 180 minutes. The indices obtained from motility and sperm vigor were
evaluated by PROC GLM (SAS, 2001) and proceeded to the 5% Tukey test. This study demonstrated effect the
equilibration period, on the viability of goat semen after the freeze-thaw process, in which the semen exposed to
less cooling time has a higher sperm viability
Keywords: goats, freezing, equilibration time.
Palavras-chave: caprino, congelacdo, tempo de equilibrio.

Introducéo

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para aprimorar o processo de criopreservacdo seminal na
espécie caprina e assim alavancar a utilizacdo desses animais nos programas de inseminagdo artificial (1A),
fecundacdo in vitro (FIV), entre outros (Kiglk, 2014).

A inseminagdo artificial (1.A.) em caprinos é praticada em muitos paises. No entanto, seu uso se
restringe a poucos rebanhos, e por isto ndo é amplamente utilizada. Um dos principais problemas mundiais que
reduzem o uso da I.A. nessa espécie se deve aos processos de conservagao espermatica, que favorecem a reducédo
da viabilidade das células, devido aos danos ocorridos durante o processo de criopreservacao reduzindo assim a
capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides (Watson, 2008)

Muitas pesquisas vém demonstrado a importancia do periodo de equilibrio ao qual o sémen caprino
deve ser submetido apds o resfriamento, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar o
periodo ideal para a prevengdo de alteragdes morfolégicas durante o processo de congelagdo do sémen caprino
(Oettlé, 1986).Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tempo de equilibrio sobre a
congelabilidade do sémen caprino.

Material e M étodos

Foi utilizado quatro reprodutores adultos, da raca Pardo- alpino. Os animais foram submetidos a
avaliacdo clinica, exame fisico do sistema reprodutivo e exame andrologico do ejaculado.

Para o calculo da concentragdo espermatica, utilizou-se a camara de Neubauer, com sémen diluido na
propor¢do de 5uL para 2mL (1:400) de solugdo de formol-salina tamponada (Hancock, 1957).0 diluidor de
congelacdo teve concentracgéo final de 7% de glicerol, 20% de gema de ovo e 1% de gentamicina.

Feito o envase, estas foram encaminhadas para o resfriamento conforme Barbosa (1999), no qual as
palhetas foram colocadas horizontalmente sobre plataformas de isopor, dentro de uma geladeira de 280L, com
temperatura interna estabilizada entre 4 a 5°C. Dessa forma, as amostras foram submetidas a uma curva de
resfriamento de - 1,07°C/min, na qual ap6s, aproximadamente, 30 min as amostras chegavam a temperatura de
5°C. Depois desse periodo as amostras foram submetidas aos diferentes tempos de equilibrio (TE).

Quando o sémen diluido atingia a temperatura de 5°C, foram formados trés grupos experimentais, de
acordo com o Tempo de equilibrio (TE) ao qual o sémen seria mantido a temperatura estabilizada de 5°C. Foram
eles: Grupo G1: Mantido por 1h de TE; G2: Mantido por 2h de TE e G3: Mantido por 3h de TE. Em seguida as
palhetas foram colocadas horizontalmente em vapor de nitrogénio liquido a 5cm da lamina liquida, por 20min,
dentro de uma caixa de isopor. Apds os 20min em vapor, as palhetas foram colocadas em raques devidamente
identificadas e armazenadas em botijdo criogénico até 0 momento da descongelacéo.

No tocante a andlise estatistica, os indices obtidos na realizacfo deste trabalho foram avaliados pelo
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PROC GLM (Softaware Statistical Analysis System for Windows SAS®) (SAS, 2001) e procedeu-se o teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussio

As médias encontradas para volume e motilidade espermatica (0,70 mL e 74,68%), tabela 1. foram
abaixo dos valores médios preconizados pelo CBRA (2013) para a espécie caprina, que sdo de 0,8 e 80%, para
volume e motilidade, respectivamente. Resultados superiores também foram citados por SANTOS (2001), ao
utilizar caprinos adultos da mesma raca (Pardo-Alpina) obteve 84,8% de motilidade espermatica.

Comparando com esse estudo, Ferrari (1993) em seu trabalho também encontrou valores inferiores para
a motilidade espermatica (77,00%), ao utilizar caprinos adultos da raga Saanem corroborando portanto, com 0s
dados desse experimento.

Bittencourt et al. (2004), utilizando protocolo semelhante ao descrito para o grupo 1(1 h de tempo de
equilibrio, em geladeira estabilizada a 5°C), obtiveram um resultado superior ao encontrado nesse estudo, de
51,0% de células com motilidade apds a descongelacdo. Enquanto Santos (2001), com o um protocolo
semelhante utilizado para o grupo 2 (2 h de tempo de equilibrio & temperatura de 5°C), observou 31,9% e 2,8
respectivamente, para motilidade e vigor espermaético. Valores superiores aos observados com o referido grupo
do presente experimento.

Dados semelhantes foram reportados por Azevedo et al., (2005) ao trabalharem com carneiros
compararam a utilizagdo de dois protocolos de tempo de equilibrio, onde pds a descongelagdo os autores nao
verificaram a influéncia do tempo de equilibrio, sobre a viabilidade do sémen ovino descongelado.

Tabela 1. Valores médios encontrados para as caracteristicas microscépicas (motilidade, vigor, concentragdo e
volume) do o sémen a fresco.

Amostras Mot (%) Vig (0-5) Turb (0-5) Conc.10° sptz /(mL) Vol (mL)

Média+S 74,68 +2,26 3,46+0,44 3,31+ 4,37 12,80 0,70

Tabela 2. Valores médios e desvio-padrdo encontrados para motilidade, vigor e morfologia para os trés grupos
logo apds a descongelacao.

Espermatoziodes

Grupo Motilidade (%) Vigor (0- 5) morfologicamente normais (%)
1h 19,375 + 12,366" 1,875 + 0,645" 94,938 + 3,316"
2h 16,875 + 12,230" 1,844 + 0,676" 93,063 + 2,744"
3h 16,250 + 14,08" 31,84 4+ 0,724" 95,750 + 2,295

Medias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05) pelo teste de
tukey 5%.

Conclusdo
O presente estudo permite concluir que periodos mais breves de resfriamento usados durante o pré-
congelamento diminuem as lesbes causadas pelo processo de criopreservacdo do sémen caprino.
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of turn and type of birth on the behavior of the concentration of
glucose in Dorper lambs grazing in Piaui semiarid. 18 lambs were used in the Dorper, born aged twenty four
hours. For the evaluation of plasma concentrations of glucose, the animals were randomly distributed in shifts
(day and night) and the type of birth (single and double). Blood samples were collected at 24 hours of elapsed
time after birth, soon after placed in tubes with sodium fluoride and taken to the Clinical Pathology Laboratory
of the University Veterinary Hospital - HVU, UFPI. Analysis of variance revealed a significant effect of the
interaction shift in the types of twin births (116.64 + 6.28) on the concentration of plasma glucose. The
conclusion of this research was that the performance of twin lambs, is due to the amount of ingested colostrum
does not depend directly on the amount of offspring or due to their own birth order.
Keywords: lambs, twins, glucose.
Palavras-chave: cordeiros, gemelares, glicose.

Introdugéo

A glicose sanguinea constitui-se um substrato energético primario para animais ruminantes recém-
nascido, apresentando-se em baixas concentra¢cdes até 0 momento da primeira ingestdo do colostro, sendo este
uma fonte natural de energia disponivel. Salienta-se que em ruminantes neonatos, a concentragao plasmatica de
glicose é dependente diretamente da quantidade ingerida e do teor de lactose contido no leite (Yanaka et al.,
2012). O sistema de homeostase da glicose em ovelhas com gestacdo simples é significativamente menos
susceptivel a hipoglicemia por estresse do que ovelhas gestando gémeos devido a maior dificuldade destas em
aumentar a demanda de glicose para a unidade Utero-placentaria (Schlumbohm; Harmeyer, 2003), assim a
avaliagdo da glicemia torna-se uma importante ferramenta na adaptagdo do neonato (Braga et al., 2014),
tornando-se possivel detectar precocemente crias carentes que requerem cuidados especializados para suprir as
deficiéncias nas primeiras horas apds o nascimento. Sabendo-se que, 0 nascimento é o processo de transicao
mais dramético que o individuo enfrenta em toda a sua vida, objetivou-se avaliar a influéncia do tipo de parto
(simples e gemelares), nos niveis plasmaticos de glicose em cordeiros deslanados ingerindo colostro, até as 24
horas de vida.

Material e M étodos

A conducdo do experimento foi no Setor de Pesquisa de Pequenos Ruminantes do Colégio Técnico de
Teresina (CTT), pertencente a Universidade Federal do Piaui (UFPI), localizada no Centro-Norte Piauiense. O
local apresenta as seguintes coordenadas geogréficas; latitude 5°05°21" S, longitude 42°48°07° W e altitude
74,4 m. Foram utilizados 18 cordeiros recém-nascidos deslanados oriundos de 25 ovelhas da raca Dorper
primiparas, sadias, com escore corporal médio, vermifugadas e vacinadas contra enterotoxemia. Submetidas ao
manejo reprodutivo de monta controlada. O diagndstico de gestacdo realizou-se através do exame
ultrassonogréfico (DP 2200 Vet, Mindray) para confirmacdo de prenhez entre 44 e 60 dias ap0s a Ultima data de
cobertura e foram separadas as ovelhas prenhes.

As amostras de sangue foram colhidas no tempo transcorrido de 24h apds o nascimento, logo depois
colocadas nos tubos com fluoreto de sddio e levadas até o laboratorio de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario Universitario — HVU, UFPI.

Os valores obtidos foram submetidos a analise estatistica pelo programa computacional SAS (Statistical
Analysis System) para a andlise de variancia (ANOVA). Os dados de glicose foram analisados pelo
procedimento GLM do programa estatistico do SAS para verificar o efeito de sexo (fémea e macho). As
comparacOes entre médias obtidas para as diferentes varidveis estudadas nos grupos experimentais foram
realizadas pelo Teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05).
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Resultados e Discussio

Para os animais nascido de parto simples e gemelar, observa-se que a maior média (P < 0,05) foi
obtida durante o periodo noturno (116,64 + 6,28 mg/dL nos gemelares), havendo portanto diferenca
significativa (P < 0,05) entre os turnos de nascimento gemelar e simples (116,64 * 6,28 mg/dL e 105,91 + 6,28
mg/dL, respectivamente).

Resultados que sdo contraditérios aos observados por Camargo (2010) que trabalhando com cordeiros
verificaram maior concentracdo de glicose nos animais nascidos de parto simples (119,7 £ 19,96) em relacéo
aqueles nascidos de parto gemelares (97,2 + 32,85) em que reportou que tal comportamento deveu-se a
guantidade de colostro ingerido por gemelares ter sido menor do que o0s nascidos de parto simples.

Tabela 1. Médias da concentracdo de glicose (mg/dL) em funcéo do turno (diurno e noturno) e do TDN (simples
e gemelar) de cordeiros Dorper nascidos as 24 horas do pos-parto. Teresina, Pl, 2016.

Efeito Turno
TDN Diurno Noturno
Simples 107,43+ 6,28 Aa 89,19+ 6,28Aa
Gemelar 105,91+ 6,28 Aa 116,64+ 6,28 Ba
DMS 18.34

DMS: Diferenga Minima Significativa; a, b e A,B — médias seguidas de letras mailsculas nas colunas e
minusculas nas linhas apresentam diferenca entre si (Tukey, P < 0,05).

Conclusdo
Conclui-se que a quantidade de colostro ingerido ndo depende diretamente da quantidade de crias ou
devido a propria ordem de nascimento.
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I nseminacéo artificial por laparoscopia em ovinos: proposi¢cdo de uma técnica anestésica
Artificial insemination by laparoscopy in sheep: proposition of an anesthetic technique
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Abstract

The objective of this study demonstrates that intravenous anesthesia (TIVA) total can be practical at
the field level with safety and practicality. 8 ewes were inseminated by laparoscopy under TIVA Glyceryl Ether
Guaiacol (EGG) (50mg/ml), ketamine (Img/ml) and xylazine (0.05mg / ml) in 5% glucose solution after
premedication with xylazine and morphine and induction with ketamine and midazolam. physiological variables
were evaluated (HR, FR, T and $02) and electrocardiographic and qualitative parameters of anesthesia.
Changes in variables HR, FR, T and some electrocardiographic variables were recorded, with no clinical
repercussion, it is concluded that TIVA proposal gives anesthetic sufficient quality to perform the insemination
by laparoscopy safely, but intubation and oxygenation of patients are essential factors for the success of the
technique.
Keywords: Artificial insemination, anesthetic technique, laparoscopy, Sheep.
Palavras-chave: Inseminacédo Artificial, Laparoscopia, Ovinos, Técnica Anestésica.

Introducéo

O uso de biotecnologias aplicadas a reprodugdo animal intensifica o melhoramento genético dos
animais ampliando o crescimento da criacdo e producdo de ovinos. Dentre estas biotecnologias, a inseminacéao
artificial, proporciona maior amplitude de resultados, ja que poucos reprodutores selecionados produzem sémen
suficiente para a grande quantidade de fémeas que reproduzem anualmente (Feranti et al., 2013). Neste contexto
a laparoscopia ou a videolaparoscopia vem sendo cada vez mais empregada para inseminacao desta espécie por
diversas particularidades ligadas a anatomia dos animais e caracteristicas fisiologicas reprodutivas. Por ser um
procedimento cirdrgico e muitas vezes realizadas a campo a busca por técnicas anestésicas cada vez mais
seguras passou a ser uma preocupacdo. Com este foco alguns autores relataram a utilizacdo de agentes
anestésicos dissociativos (Zhang et al., 2015) ou técnicas de anestesia venosa total (TIVA) (Cordeiro et
al.,2014). De forma geral todos os autores relataram aspectos positivos e negativos da técnica, porém sem definir
ou sem caracterizar ser esta uma técnica adequada ou ndo ao procedimento em questdo, desta forma este trabalho
objetiva apresentar uma técnica anestésica de fécil realizacdo e segura para o procedimento e a espécie em
questdo.

Material e M étodos

O estudo foi conduzido com 08 ovinos da raca Santa Inés submetidos a inseminagdo artificial de rotina
por videolaparoscopia. Jejum hidrico e solido de 6 e 12horas respectivamente foram obedecidos. Como
medicacéo pré-anestésica (MPA) foi usada xilazina (0,05mg/kg) e morfina (0,5mg/kg) ambas na mesma seringa
por via intramuscular. Em seguida os animais foram induzidos com cetamina (2mg/kg) e midazolam (0,2mg/kg)
na mesma seringa por via venosa e em ato continuo os animais foram intubados e mantidos sob oxigénio a 100%
em circuito sem reinalagio de gases. A manutencao foi feita com a associacdo do Eter Gliceril Guaiacol (EGG)
(50mg/ml), Cetamina(1mg/ml) e xilazina (0,05mg/ml) em solugdo glicosada a 5%. A solugdo foi injetada na
velocidade de 2ml/kg/hora. Foram mensurados os valores de frequéncia respiratoria (FR), Temperatura (T)
saturagdo de oxigénio nas hemdcias (S,tO,) e as varidveis eletrocardiograficas (DIl a 25mm/s): Frequéncia
cardiaca (FC), amplitude (PmV) e duragdo (Ps) da onda P; intervalo PR (PR), duragdo do complexo QRS (QRS),
amplitude da onda R (RmV) e alteragdes qualitativas da onda T. Os dados foram analisados nos tempos: antes da
MPA (T0), ap6s a MPA (T1), 5 minutos apés a inducdo (T5), durante manipulacdo do corno uterino (TMANI) e
ao término do procedimento (TTER). Ainda foram avaliadas as qualidades de: sedacdo (Qsed), inducdo (Qind),
intubacdo (Qint) e recuperacdo (Qrec) da anestesia (Jud et al., 2010). Os dados foram arranjados em
delineamento inteiramente casualizado, e depois de constatadas a nao significancia das pressuposicées da analise
de variancia (normalidade dos erros e homocedasticidade) foram submetidos & analise de variancia e as médias,
entre os tempos de avaliacdo, comparadas entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Resultados e Discussio

O tempo cirargico foi de 30+£7minutos. Nao foram registrados intercorréncias graves durante estudo. Os
pesos e idade dos animais utilizados foram respectivamente 34+7kg e 46+5meses. Os valores de FR, FC e T
diminuiram significativamente (P < 0,05) logo ap6s a aplicacdo da MPA (Fig.1), porém ficaram dentro dos
limites fisiologicos descritos para a espécie. A diminuigdo da FR pode ter sido influenciada, tanto pela depresséo
causada pelos agentes anestésicos, quanto pelo declbito (Gouveia et al.,2016), porém a suplementacdo com
oxigénio a 100% foi capaz de prevenir possiveis alteragdes na oxigenagdo, ja que a varidvel S;tO, se mostrou
constante em todos os momentos (Fig.1). Lima et al. (2016) relataram em seus estudos diminuicdo da FC e da T,
porém sem grandes repercusses e atribuiram este efeito a xilazina. Alterac@es eletrocardiograficas nas variaveis
Ps e PR foram observadas entre os tempos TO e T1 (P < 0,05) porém estas foram estabilizadas e voltaram aos
valores basais apds a inducdo. Bloqueio atrio ventricular (BAV) de 2° grau foi observado em 3/8 animais durante
registro. Tanto as alteracBes na onda Ps, intervalo PR e o aparecimento de BAVSs estdo relacionados aos efeitos
da xilazina em diminuir os impulsos simpaticos e aumentar os parassimpaticos (Lemke, 2014). A (Fig.2)
apresenta o escore final dos parametros qualitativos avaliados, sendo todos considerados satisfatorios. Sinais de
sedacdo como: abaixamento de cabeca e ptose de palpebras e decubito esternal foram observados e também séo
descritos por Lima et al. (2016) em ovinos que receberam um agonista alfa-2 associado a morfina. Apenas 1/8
animal precisou receber mais uma dose complementar de cetamina e midazolam para a intubagdo que foi
realizada com auxilio de laringoscopio e relativamente feita de forma tranquila em todos os animais. A
recuperacdo também ocorreu sem transtornos com o tempo médio de extubacdo de 4,5+0,5minutos e com 0s
animais assumindo decubito esternal em tempo médio de 14+5minutos e em estagdo em 35x12minutos. Os
tempos anteriormente descritos se assemelham aos descritos por outros autores que também usaram técnicas de
TIVA em ovinos (Barros et al., 2015). Salivacdo e refluxo foram observados em 2/8 animais, porém sem
alteracBes durante a anestesia e nos tempos pos-operatorios imediatos e tardios, sendo estes efeitos também
relatados por Lima et al. (2016) que atribuiram este efeito a diminuicdo do reflexo de degluticdo e acumulo de
saliva na cavidade bucal. Nenhum animal apresentou resposta dolorosa durante manipulag&o ou no pés-cirdrgico
imediato. Hill et al. (1998) afirmam que o uso de analgesia preemptiva colabora na melhoria dos indices
reprodutivo, j& que estd comprovado que o estimulo doloroso e o estresse causam aumento de cortisol
plasmaético, que pode interferir diretamente nestes indices.
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Conclusdo

Pelos resultados expostos a TIVA com EGG, cetamina e Xxilazina e a pré-medicacdo com xilazina e
morfina conferem qualidade anestésica suficiente para realizagdo das inseminagdes por videolaparoscopia com
seguranga, porém a intubacéo e a oxigenacdo dos pacientes sdo fatores indispenséaveis para o sucesso da técnica
proposta.
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Meio de preservacdo a base de agua de coco em p6 (ACP-102c) é eficaz na manutencao

da atividade mitocondrial de esper matozoides ovinos criopr eser vados
Preservation medium based on powdered coconut water (ACP-102c) is effective in the maintenance of
mitochondrial activity of cryopreserved ram sperm
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Abstract

The study aimed to evaluate the mitochondrial activity of cryopreserved ram sperm preserved in
medium based on powdered coconut water (ACP-102c). Five sperm collections of two rams were held. Each
gaculate was divided into two treatments: T1 (ACP-102c+egg yolk+glycerol) and T2 (TRIS+egg
yolk+glyceral). After dilution, the samples were filled into 0.5 ml straws, chilled to 4 °C and stabilized for 2 h.
They were then frozen and stored in liquid nitrogen at -196°C. The activity mitochondrial of treatments were
evaluated in time Oh and post-thawing. Data were expressed as mean + standard deviation and submitted to the
Shapiro-Wilk normality test and subsequently suffered angular transformation into arcsine of percentages. The
results were considered significant when P < 0.05. There was no significant difference between treatments. It
was concluded that ACP-102c was able to maintain mitochondrial activity pot-thawing.
Key words. sperm, ram, thawing.
Palavras-chave: sémen, carneiro, descongelagéo.

Introducéo

A criopreservagdo seminal permite o transporte e armazenamento seguro de sémen por longos periodos.
Para 0 uso desta biotécnica faz-se necessario o uso de meios de preservacdo. A utilizacdo de diluentes
alternativos pode ser uma solucdo para pequenos produtores, barateando as doses de sémen, além de tornar mais
acessivel a confecgcdo dos meios, buscando alternativas com matéria prima de facil obtencdo. Nesse contexto,
destaca-se o diluente a base agua de coco, que é econdmico e encontrado em abundéancia por todo o Nordeste do
Brasil (Salgueiro et al., 2002).

Para analisar 0 sémen sdo usadas técnicas que buscam a avaliagdo do status funcional das organelas
espermaticas (acrossoma e mitocondrias). Um modo utilizado para avaliar a atividade das mitocondrias,
organelas presentes na peca intermediaria da célula espermaética, € através de uma técnica desenvolvida por
Hrudka (1987), que usa a reacdo da 3,3-diaminobenzidina (DAB). Baseado nisto, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade mitocondrial de espermatozoides ovinos frescos (Oh) e criopreservados em meio de
preservacao a base de ACP-102ce TRIS.

Material e M étodos

O experimento foi realizado na Universidade Estadual do Ceard (UECE). O experimento foi submetido
a Comissdo de Etica para o Uso de Animais da UECE com o nimero de protocolo: 1845940/2016. A &gua de
coco em po (ACP-102c) usada no experimento foi cedida pela empresa ACP Biotecnologia, incubada na UECE.
Em todos os diluentes foram adicionados 40 mg de gentamicina (Gentatec®, Agro Veterinaria). O ACP-102c foi
diluido de acordo com recomendagdes do fabricante. O diluente a base de TRIS foi constituido de: 1,893 g de
Tris; 0,5 g de frutose; e 1,055 g de acido citrico, em 50 ml de agua destilada (Singh et al., 1995). Em ambos 0
diluente foi adicionado 20% de gema de ovo e 7% de glicerol, obtendo-se os seguintes tratamentos: T1 — ACP
102c+ 20% gema de ovo+7% glicerol; T2 — TRIS+20% gema de ovo+7% glicerol.

A atividade citoquimica das mitocondrias foi avaliada pelo método descrito por Hrudka (1987), em
meio contendo 3,3 diaminobenzidina (DAB) diluido em solugéo fosfato salina (PBS).

Foram utilizados dois reprodutores ovinos, com cinco coletas de cada. O sémen foi coletado com
auxilio de vagina artificial. Os ejaculados foram divididos em duas aliquotas iguais e diluidos nos tratamentos
acima mencionados com concentracéo final de 400 x 10° sptz/ml.

As amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 ml e refrigeradas numa curva de refrigeracéo de 0,35
°C/min., obtendo-se ao final uma temperatura de 4°C e estabilizadas por 2h. Em seguida, as palhetas foram
congeladas em vapor de nitrogénio liquido (-80 °C) por 15 min. e imersas em nitrogénio liquido a -196°C para
armazenamento.

Para avaliacdo da atividade mitocondrial, em cada tubo Eppendorf foram depositados 25 pl de sémen diluido e
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incubado por 40 min. em auséncia de luz. Apds incubacdo, 10 pl da solucdo foram depositados sobre lamina
para confeccdo de esfregaco e armazenado em formol salina 10% por 10 min. Apos a fixacdo, a lamina foi
lavada com agua destilada e posta para secar no ambiente. Foram contadas 200 espermatozoides por lamina,
avaliando em dois grupos, espermatozoides com atividade mitocondrial (reagentes) e sem atividade mitocondrial
(ndo reagentes).

Para avaliagdo do sémen criopreservado, a amostra foi descongelada em banho Maria a 37 °C por 30 segundos,
sendo avaliado ap6s cinco min. Todas as avaliagdes foram realizadas de forma subjetiva, por microscopia 6ptica
convencional (Microscépio Optico Binocular, Coleman®) pelo mesmo técnico.

Para andlise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prisma, versdo 5 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Os
dados ndo paramétricos foram submetidos aos testes de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Os dados
com distribuicdo normal foram avaliados por meio da ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os
resultados sdo apresentados como média e desvio padrao.

Resultados e discussdo

A atividade mitocondrial foi reduzida apds o processo de criopreservacdo em ambos os tratamentos. No
ACP-102c de 94,65% de células reagentes para 89,25% (Tab. 1). Enquanto que no TRIS a queda foi de 95,05%
para 85,55% (Tab. 1).

Tabela 1. Comparacdo das medias com desvios da atividade mitocondrial (DAB) do sémen fresco e
descongelado nos tratamentos ACP-102ce TRIS.

Parédmetros Fresco Descongelado
Espermaticos ACP-102 TRIS ACP-102 TRIS
DAB (%) 94,65 + 4,16 95,05 + 2,24** 89,25 + 2,93%F 85,50 + 11,428

Letras minusculas distintas, na mesma linha, indicam diferenca entre meios de preservagdo e tempo de avaliagdo
(fresco vs. descongelado) pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras mailsculas distintas, na mesma linha, indicam
diferenca entre tempo de avaliacdo (fresco vs. descongelado) para cada meio de preservacao pelo teste de Tukey
(P <0,05).

O sémen criopreservado reduziu a porcentagem de espermatozoides com reacao mitocondrial (DAB), o
que demonstra que o processo de congelacdo do sémen afeta a atividade das mitocdndrias. No entanto, nao
houve diferenga significativa entre os tratamentos no sémen descongelado, demonstrando que o ACP-102c é um
eficiente crioprotetor para a atividade mitocondrial na pés-descongelacdo. De acordo com Schober et al. (2007) o
dano mitocondrial durante a criopreservacdo pode ser a maior razdo para redugdo da qualidade do sémen pds-
descongelagdo. Em estudo com caprinos Cavalcante et al. (2005) também observaram diferenca significativa na
atividade mitocondrial entre o sémen fresco e criopreservado.

Estudos relacionam as disfungdes mitocondriais causadas pela criopreservacdo espermatica ao estresse
oxidativo e a diminuicdo da atividade mitocondrial (O'Connell et al., 2002). Troiano et al. (1998) observaram
que pacientes com infertilidade, possuiam baixa atividade mitocondrial; em adicdo a isso, Kasai et al. (2002)
realizaram experimento com fecundacdo in vitro, e observaram que amostras com maior poder fecundante
possuiam células espermaticas com alto potencial de membrana mitocondrial.

Conclusdo
O meio de preservagdo ACP-102c é eficiente na manutencéo da atividade mitocondrial no sémen ovino
criopreservado.
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Meios de preservacdo de sémen ovino a base de 4gua de coco em po e extrato liofilizado

de Aloe vera em protocolo de refrigeracdo a 4°C por 48 horas
Preservation medium based of lyophilized extract of Aloe vera and powdered coconut water (ACP 102®)
refrigerated ram semen at 4°C for 48h
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Abstract

The additives of animal origin including egg yolk, widely used for sperm preservation. In order to
minimize the impact on the use of animal products, the objective of this study was to evaluate the effect of
lyophilized extract of Aloe vera and ACP 102° in ram semen refrigerated at 4°C for 48h. Ejaculates from three
ram were split into three aliquots and diluted in ACP®, ACP®/ALV and ALV. Motility and viability was evaluated
after sperm dilution, 2h, 24h and 48h of storage at 4°C. Results showed that there was a reduction in total and
progressive motility of fresh as compared to other storage time. No differences were observed in viability of fresh
and 2h aswell asthere was no difference of semen at for 24h and 48h storage. In conclusion, study showed that the
addition of lyophilized Aloe vera extract was able to maintain semen viability similar to ACP.
Key-words. ram, diluents, cooling.
Palavras-Chaves: carneiro, diluentes, refrigeracao.

Introducéo

A sobrevivéncia dos espermatozoides no plasma seminal é limitada somente a alguns minutos. Para
manter a qualidade seminal por um periodo prolongado e submete-lo ao processo de criopreservagdo, faz-se
necessaria a diluicdo com uma solucdo protetora (Hafez e Hafez, 2004).

Apesar do uso de diluentes a base de Tris-frutose-gema de ovo-glicerol ser amplamente difundido, novos
diluentes tém sido desenvolvidos visando uma melhor protecdo aos espermatozoides. Uma vez que os aditivos de
origem animal como a gema de ovo e leite, representam um potencial risco a contaminacéo do sémen, caso alguns
contaminantes como agentes microbianos encontrem-se no produto in natura (Bittencourt, 2013).

A busca por diluentes alternativos tem se intensificado. Nesse contexto, destacamos o uso do diluente a
base de agua de coco. Este diluente além de ser benéfico as células espermaticas é econdmico e possui
praticidade devido a disponibilidade de cocos no Nordeste durante todo o ano (Salgueiro et al., 2002). Outro
produto de origem vegetal que vem proporcionando resultados satisfatérios é o extrato da Aloe vera sp. (ALV)
(Gutiérrez et al.,2006). Diante disto, o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do extrato liofilizado de Aloe
vera e da 4gua de coco em p6 (ACP-102®) em sémen ovino refrigerado a 4°C por 48h.

Material e M étodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia do Sémen Caprino e Ovino (LTSCO) da
Universidade Estadual do Cearad (UECE). O sémen foi obtido por meio de vagina artificial, de trés reprodutores
ovinos das racas Santa Inés (n=2) e Dorper (n=1), obtendo um total de 15 ejaculados. Os ejaculados foram
fracionados em 3 amostras e diluidos nos seguintes tratamentos: T1 (ACP®), T2 (ACP®/ALV) e T3 (ALV). Ap6s
a diluicdo as amostras foram submetidas a uma curva de refrigeracdo (0,25°C/min) no tempo de 2 horas em
caixa térmica, obtendo-se ao final uma temperatura de 4°C e posteriormente acondicionadas em geladeira
previamente estabilizada a 4°C por 48 horas.

As amostras foram avaliadas ap6s a diluicdo nos tratamentos (fresco), ao término da refrigeracédo (2h) e
apos 24h e 48h de armazenamento a 4°C. Os parametros de motilidade do sémen foram avaliados em sistema de
analise de sémen auxiliada por computador (CASA) (Sperm Class Analyzer™, Microptics, S.L. Version 3.2.0,
Barcelona, Spain). Para as analises da viabilidade espermatica foram confeccionados esfregacos corados com
eosina nigrosina. Na analise da viabilidade, um total de 200 espermatozoides foi avaliado, sendo identificados
como corados (inviaveis) ou ndo corados (viaveis).

Para andlise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prisma, versdo 5 (GraphPad, San Diego, CA,
EUA). Os dados ndo paramétricos foram submetidos aos testes de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn.
Os dados com distribuicdo normal foram avaliados por meio da ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p<0.05).
Os resultados séo apresentados como média e desvio padrao.

Resultados e Discussio
Nosso estudo observou que os pardmetros de motilidade total e progressiva foram semelhantes entre os
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tratamentos quando comparados dentro do mesmo periodo de armazenamento (fresco, 2h, 24h e 48h apés a
refrigeracdo). Na avaliacdo entre os diferentes tempos de armazenamento a 4°C nossos dados demonstraram que
a motilidade total, avaliada no sémen fresco, foram estatisticamente semelhantes aos dados obtidos ao término da
curva de refrigeragdo (2h). Como esperado, houve queda nos parametros de motilidade total apds 24h e 48h de
refrigeracdo do sémen ovino. No entanto, observou-se que ndo teve diferenca estatistica significativa quando
comparado o sémen ovino avaliado apos as 24h e 48h de armazenamento a 4°C (Tab. 1).

Tabela 1. Médias e desvios padrdes da motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e da viabilidade
espermatica em sémen ovino refrigerado a 4°C nos tratamentos ACP, ACP/ALYV e ALV no sémen fresco e nos

tempos de 2, 24 e 48horas de armazenamento.

Tempo Diluente MT MP Viabilidade
ACP 78,3 + 4,50" 75,7 + 5,147 170,9 + 8,30"
Fresco ACP/ALV 78,3 + 4,50" 75,7 + 5,14 158,2 + 13,69
ALV 78,3 + 4,50" 75,7 + 5,14 161,8 + 13,12
ACP 70,2+ 17,16 55,7+16,80° 152,2 + 13,30"C
2h ACP/ALV 63,2 +17,19" 48,6+ 17,57 1495+ 18,02"C
ALV 73,6 +13,69" 58,1+1514%  151,3+20,90"
ACP 453+2374° 31,0+1831°  116,4 + 30,00°
24h ACP/ALV 434+1439% 30,3+ 11,96 117,3 + 33,68°
ALV 53,1 +15555 39,4 +1380° 1158+ 30,418
ACP 40,0+20,33° 26,4 +1564° 136,4 + 19,985C
48h ACP/ALV 39,3+17,7985 250+ 1355° 1265+ 16,595¢
ALV 49,0+ 16,418 354+1432°  112,2 + 27,28

Valores (média £+ SD) com diferentes letras sobrescritas (A-C) em mesma coluna indicam diferengas
significativas (P < 0,05) entre diluentes nos diferentes intervalos de tempo.

No tocante a motilidade progressiva (Tab. 1), quando avaliado o tratamento entre os diferentes
intervalos de tempo, observou que os diluentes no sémen fresco foram superiores, sendo diferentes
estatisticamente de todos os outros periodos de armazenamento (2h, 24h, e 48h). Observou-se também que nao
houve diferenca estatistica entre as amostras avaliadas as 24 e 48 horas. Em nossos resultados, observou-se que a
motilidade progressiva ndo teve influencia dos tratamentos, independente do tempo de avaliacéo.

Verificou-se nos nossos dados um declinio das motilidades no decorrer do tempo de armazenamento, o
qual também foi observado por outros autores (Campos et al., 2003) e coincidem com a premissa de que, menor
serd a sobrevivéncia das células espermaticas in vitro e a capacidade fecundante das mesmas in vivo, quanto
maior for o tempo de armazenamento do sémen (Leboeuf et al., 2000).

Em relacdo a viabilidade (Tab. 1), ndo houve diferenca na analise do sémen fresco/diluido e apés a
curva de refrigeracdo bem como néo houve diferenca do sémen refrigerado por 24h e 48h. Os dados desse estudo
ndo corroboram com dados 0s obtidos por Gutiérrez et al. (2006), no qual a adicdo de mais de 50% de Aloe vera
demonstrou um efeito nocivo ao sémen ovino criopreservado.

Conclusdo

Em conclusdo, esse estudo demonstrou que a adicdo do extrato liofilizado de Aloe vera ao diluente
ACP manteve a qualidade do sémen semelhante ao diluente ACP®. Adicionalmente, o uso do extrato de Aloe
vera na refrigeracdo do sémen ovino manteve a cinética espermatica, os parametros de motilidade e a viabilidade
semelhantes a0 ACP® durante o periodo de armazenamento.
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Abstract

The study purpose was to establish culture conditions of goat oocytes that provide achievement of
structures of oocytes qualitatively similar to those produced in vivo. The ovaries were obtained in saughter
houses in the metropolitan region of Sdo Luis - MA and Recife-PE. It was tested, on 10 replicates, the efficiency
of retinol (RT) and retinoic acid (RA) on the in vitro maturation of oocytes goats, using as parameters the
nuclear maturation stage. A significant difference was observed (P <0.05) in the percentage of matured oocytes
when the MBM method was used (53%) compared to other means, demonstrating an increase in the number of
expanded oocytes. There was no significant difference (P> 0.05) when compared to percentage of goat oocytes
matured in medium that used the RT and RA. It is possible to suggest that thisis an effective strategy that should
be adopted to increase in vitro maturation.
Keywords: acid, retinal, in vitro.
Palavras-chave: acido, retinol, in vitro.

Introducéo

Normalmente, menos do que 1% dos odcitos sdo ovulados durante a vida reprodutiva de uma fémea, e a
utilizacdo de biotécnicas visando maximizar o ndmero de seus descendentes € uma busca constante dos grupos
de pesquisa, especialmente depois do nascimento dos primeiros produtos resultantes do processo de fecundacéo
in vitro. O sucesso do sistema de cultura de embriGes est4 na habilidade de se imitar as condi¢des in vivo do
micro ambiente do sistema reprodutivo materno, que sdo necessarias para o desenvolvimento embrionério.
A Vitamina A é um termo genérico para um grupo de compostos. Existem evidéncias que a competéncia para o
desenvolvimento do odcito pode ser aumentada, por meio do suporte com retindide durante seu crescimento
intrafolicular. Desta forma, o efeito benéfico da vitamina A durante o crescimento de odécitos in vivo pode ser
reproduzido pelos derivados do retinol, adicionados ao sistema de cultivo in vitro onde os odcitos estavam
meioticamente parados.

Dugque et al. (2002) quando utilizaram AR na pré-maturacdo in vitro aumentou o nimero de embrifes
no cultivo subsequente, na maturacdo apresentou um efeito significativo na diferenciacdo precoce e melhorou o
desenvolvimento e a qualidade dos blastocistos. O mesmo foi demonstrado por Lima (2004) e Bortoloto (2000),
gue aumentaram a formacédo de blastocistos bovinos, ao adicionar RE e AR ao meio quimicamente definido. Por
sua vez, Cavalcanti Neto (2004), ndo observou alteragdo nos indices de maturacdo nuclear e citoplasmatica de
odcitos caprinos quando adicionados RE ou AR ao meio de maturacéo.

Material e M étodos

Na primeira etapa foi feita a Colheita, selecdo e maturacdo in vitro de odcitos. Estes foram aspirados
com auxilio de seringa de 5 mL e agulha 18 G. Em seguida, o contetdo folicular foi depositado em célice com o
meio de lavagem. Para sedimentacdo e obten¢do do complexo cumulus/odcito, este foi depositado em placa de
Petri para recuperagdo e selecdo dos odcitos. Sob lupa, os o6citos foram recolhidos com Tomcat e colocados em
placa de cultura descartavel de 35 x 10 mm, contendo o meio de colheita (MC), lavados trés vezes e classificados
e selecionados de acordo com a quantidade de células do cumulus e integridade do ooplasma com base na
classificacdo morfologica descrita por Gongalves et al. (2002). Apos as lavagens, foram colocados, 25 odcitos
em gotas de 100 pL sob 6leo de parafina estéril. Posteriormente, estes foram incubados a 39° C em atmosfera
Umida contendo 5% de CO2 por 24 horas.

Entdo foi feita a avaliacdo da maturacdo nuclear em que parte dos oécitos foram desnudados no agitador
mecanico Vortex®, por trés minutos a velocidade “7”, colocados entre lamina e laminula e fixados em etanol e
acido acético (3:1) por 12 horas e, depois corados com orceina acética a 1%, observando-se sob microscopia
optica de imersdo (1000x). Depois, foram classificados como ndo definido (N.D.), degenerado (Deg.) vesicula
germinativa (V.G.) metafase | (MI), anafase | (Al) teléfase | (T1), metafase 1l (MII). Entdo, foram testadas, em
10 repetigBes, as eficiéncias do retinol (RT) e do &cido retindico (AR) utilizando como pardmetros o estadio de
maturagdo nuclear, conforme as técnicas utilizadas por lzadyar et al. (1998).

Por fim, foi feita a andlise estatisticas, em que se fez primeiro uma comparacdo de variancias, teste F
para variancias ao nivel de significancia 5% (P < 0,05). Depois um teste t para comparacdo de médias, no nivel
de significancia 5%, para variancias equivalentes ou variancias distintas, conforme o que foi verificado no teste
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F para variancias.

Resultados e Discussdes

Ao analisar e comparar 0s meios MBM+RT e MBM+AR, observou-se diferenca significativa (P < 0,05) na
porcentagem de odcitos maturados quando se utilizou o meio MBM (controle), demonstrando um acréscimo no
nimero de oocitos expandidos. Caso contrario a porcentagem de odcitos caprinos maturados em meio que
utilizaram o RT e AR, justamente por nao apresentar diferenca significativa (P > 0,05). Apds a maturacéo, ha
diferenca significativa (P < 0,05) na maioria dos estadios de maturacdo dos odcitos. Podemos observar nas
Figura 1, fotos de o6citos ap0s a coleta e classificagdo e Figura 2, odcitos na fase de Vesicula Germinativa (VG).

‘}hﬁ

1i ‘3

Flgura L Oocnos caprinos  apos Figura 2. Odcito na fase de Vesicula

aspiracdo com seringa e agulha 18G e Germinativa (VG) da maturacgdo in vitro
classificacdo segundo Gongalves et al. apos avaliacio segundo técnica de
(2002) em lupa estereoscopica. Izadyar et al. (1998).

o

Quando se compara 0 estadio de maturagdo nuclear alcancada pelos odcitos nos trés tratamentos
utilizados, foi observada diferenca significativa (P < 0,05). Sendo que, apenas as porcentagens dos odcitos
degenerados (06citos que se apresentam vacuolizados) e VGBD, ndo foram observadas diferencas significativas
(P > 0,05) quando se utilizou 0 meio MBM em comparagdo os meios MBM+RT ¢ MBM+AR com retindides
(Tab. 1).

Tabela 1. Estadio da maturacdo nuclear de odcitos de fémeas caprinas abatidas, maturados in vitro em meios
suplementados ou ndo com retindides.

Meios de Maturacdo in vitro

Estédio de maturacéo nuclear MBM MBM+RE MBM+AR
% % %
Degenerados (Deg) 7t 78 78
N4o Definido (ND) 7 5° 5°
Vesicula Germinativa (VG)"° 52 3 3°
Rompimento da VG (GVBD) 112 1? 11°
Metéfase | (MI) g 7° 7°
Anafase | (Al) 52 4° 3
Teléfase | (T1) 42 2° 2°
Metéfase Il (MII) 53 61° 62°
Total 100 100 100

Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste F. % =
porcentagem, MBM = meio basico maturacdo, RE = retinol, AR = acido retindico.

O acido retindico e o retinol, utilizados durante a maturacdo in vitro de odcitos bovinos, foram
acrescentados para aumentar a competéncia de desenvolvimento destes 00citos, 0 que ocorreu neste estudo com a
maturacdo dos odcitos caprinos quando se utilizou RT (61%) e AR (62%). O resultado adverso obtido por
Cavalcanti Neto (2004) ao trabalhar com o RT e 0 AR durante a MIV de odcitos caprinos foi explicado devido este
autor ter adicionado soro sanguineo ao meio de maturagdo que deve ter mascarado o efeito potencial desses retindides.

Os resultados obtidos na analise da matura¢do nuclear in vitro dos odcitos que utilizaram retindides no
meio de cultivo estdo proximos aos obtidos por Paula et al. (2008) e Carneiro (2008). As porcentagens observadas
na metéfase 1l obtidas neste estudo no grupo MBM (controle), explicam-se pelo fato de que, em cultivo in vitro de
o0citos e embrides caprinos ocorre uma menor propor¢ao de odcitos que completam a matura¢do nuclear devido a
fatores intrinsecos das células e a pouca quantidade ou auséncia de células do cumulus.

Conclusio

Apesar da necessidade da realizacdo de mais estudos, é possivel sugerir tratar-se de uma estratégia
eficiente e que deve ser adotada para aumentar a maturagdo in vitro, com consequente aumento a producéo in
vitro de embrides caprinos.
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Par ametros reprodutivos de caprinos da raca Canindé e Alpina Britanica nos Estados

do Piaui e Ceara
Reproductive parameters of goats of the breed Canindé and British Alpine in the Sates of Piaui and Ceara

Talita Soares Camara*, Marcimar Silva Sousa, K ar milee dos Santos Pontes, L ucas Silva M elo,
Natanael Aguiar Braga Negreiros, Barbara Kelly Lima de Castro, David Baruc Cruvinel Lima,
José Ferreira Nunes

Universidade Estadual do Ceara-UECE, Campus ltaperi, Laboratorio de Tecnologia do Sémen Caprino e Ovino —
LTSCOI/NIB, Fortaleza, CE, Brasil.
*E-mail: talitavet2003@gmail.com

Abstract

The objective of this study was to evaluate reproductive parameters of Canindé and British Alpine goats
in the states of Piaui and Cearéd by measuring scrotal circumference (CE) and seminal parameters of eight
animals (Canindé (4) and British Alpine (4). Four samples were collected from each animal with the aid of an
artificial vagina, after which each eaculate was evaluated for volume, sperm concentration, total and
progressive mass motility, percentage of motile spermatozoa and vigor. Data were expressed as mean and
standard deviation and analyzed using the statistical program Graphpad Prism®. Although the values of
progressive motility, scrotal circumference and volume were significantly higher in the British Alpine breed, the
two races of the present study presented values regarding total motility and vigor within the one recommended
by the CBRA. Thus, the semen of the two breeds can be used for artificial insemination, germplasm bank
formation and genetic breeding.
Keywords: ACP, goat, seminal quality.
Palavras-chave: ACP, bode, qualidade seminal.

Introducéo

A preservacgdo de ragas caprinas tem sido defendida, ndo s6 devido a importante variabilidade genética
destes animais como também devido a sua contribuicdo para o desenvolvimento rural, principalmente junto ao
homem do campo, prestando-se para a producdo de carne, pele e leite. Assim, a tecnologia do sémen possibilita a
conservacdo e manutencdo da capacidade fertilizante dos espermatozoides por longos periodos. Desta forma,
este resumo teve como objetivo avaliar os parametros reprodutivos de caprinos da raca Canindé e Alpina
Britanica, nos estados do Piaui e Ceara.

Material e M étodos

Este trabalho foi submetido e aceito pelo Comité de Etica para uso de animais da UECE com o niimero:
6305558/2014. Inicialmente foi feita a mensuracéo da circunferéncia escrotal de quatro caprinos da raga Canindé
e quatro da raga Alpina Britanica, utilizando uma fita métrica. Foram utilizados animais com idade entre trés a
cinco anos, criados nos Estados do Piaui e Ceara. O sémen desses animais foi coletado quatro vezes, com auxilio
de vagina artificial, duas vezes por semana, totalizando 24 ejaculados. Ap6s a coleta, cada ejaculado foi avaliado
guanto ao volume (mL), concentracdo espermatica (sptz/mL), motilidade massal (1-5), motilidade total e
progressiva (0-100%), percentual de espermatozoides méveis (0-100%) e vigor (1-5) (Chemineau et al., 1991).
Os dados obtidos foram expressos em média e desvio padrdo e analisados através do programa estatistico
Graphpad Prism® versdo 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados referentes a
motilidade total, progressiva e massal, viabilidade e concentragdo espermatica, volume e circunferéncia escrotal
foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e posteriormente sofreram transformagdo angular em
Arcoseno das porcentagens e submetidos ao teste T para comparacao entre as ragas. Os dados referentes ao vigor
espermatico foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney, com resultados considerados significativos quando P
<0,05.

Resultados e Discussio

Na Tabela 1 é possivel constatar que a motilidade progressiva (79,81 £ 7,00), o volume (0,61 £0,39) e a
circunferéncia escrotal (27,36 + 1,98), foram significativamente superiores em caprinos da raga Alpina Britanica.
Os parametros referentes a motilidade total, massal e vigor ndo apresentaram diferenca significativa entre as
racas. Entretanto, os valores de motilidade, concentragdo e vigor encontraram-se dentro do recomendado para
caprinos, pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal - CBRA (2013), para as duas ragas em estudo. Para a
raca Canindé os valores de volume (0,38 + 0,14) e circunferéncia escrotal (23,25 + 0,84) encontraram-se abaixo
do recomendado pelo CBRA, ja para a raga Alpina Britanica, somente o de CE (27,36 + 1,98). O volume médio
obtido par aos ejaculados (0,38mL) foi inferior aos 0,7 mL obtidos por Marinho e Nunes (1991), ao estudarem
racas localmente adaptadas como Marota, Repartida e Moxotd. Chagas da Silva et al. (2010), ao avaliarem as
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caracteristicas seminais de caprinos da raca Canindé, no municipio de Sobral, em diferentes condi¢Ges de
temperatura e umidade, observaram resultados superiores quanto ao volume seminal (0,73 mL). Da mesma
forma, Azevedo et al. (2004), ao analisarem sémen de caprinos da raca Marota (raca localmente adaptada), no
estado do Piaui, utilizando vagina artificial, obtiveram volume seminal superior ao presente estudo (0,5mL).
Isso pode ser devido ao manejo alimentar dos animais desses estudos, realizado com racdo e capim elefante,
enquanto no presente estudo, 0s animais eram criados em regime extensivo. Este sistema de criagdo da raca
Canindé pode ter refletido negativamente sobre o desenvolvimento corporal, e consequentemente, sobre o
desenvolvimento testicular (CE) e volume seminal dos animais, uma vez que essas caracteristicas tem correlacéo
positiva. Esse fato também explica os valores de volume seminal significativamente superior da Alpina Britanica
em relacdo a Canindé, uma vez que os Alpinos eram mantidos em sistema de criacdo intensivo. Isso também
pode ser explicado devido ao fato da raga Canindé ser composta por animais de pequeno porte e de producao
abaixo da obtida pelas racas exoticas, embora seja adaptada as condigdes climaticas do Nordeste Brasileiro.

Tabela 1. Média e erro padrdo de circunferéncia escrotal (CE), motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP), concentragdo, viabilidade, vigor e volume (ml) do sémen de caprinos da raca Canindé e Alpina Britanica,
avaliados subjetivamente.

Pardmetros Raca

espermaticos Canindé Alpina Britanica
Motilidade Total (%) 84,50 + 5,16° 84,81 +7,27°
Motilidade Progressiva (%) 75,00 + 5,19° 79,81 + 7,00°
Motilidade Massal (1-5) 3,86 £ 0,62° 4,00 +£0,84°
Viabilidade (%) 82,16 +5,91° 74,26 + 13,35"
Vigor (1-5) 3,33+ 0,45° 3,54 +0,52°
Volume (ml) 0,38 +0,14° 0,61 + 0,39
Circunferéncia escrotal (cm) 23,25 + 0,84° 27,36 + 1,98°
Concentracdo espermatica (sptz/ml) 3,96 + 1,26° 3,40 + 1,07

Letras minudsculas sobrescritas diferentes na mesma linha significa que houve diferenca estatistica entre as racas
(P <0,05).

Conclusio

Embora a raca Canindé tenha apresentado valores menores quando comparada a Alpina Britanica, seus
parametros estdo dentro do padrdo recomendado para a espécie caprina, podendo promover a conservagdo do
recurso genético de racas autéctones do Nordeste Brasileiro.
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Abstract

The aim of this study was to report the occurrence of pregnancy loss in transgenic goat submitted to
prenatal ultrasonography monitoring. We used on goat transgenic for human Granulocyte Colony Simulating
Factor (hG-CSF). The animal was submitted to mating after estrous synchronization. Ultrasound examinations
were carried out until D60 of pregnancy by transrectal via and after D60 by transabdominal via. Some
parameters were observed such as morphology, organogenesis and formation of skeletal fetuses, viability with
cardiac activity and fetus movements. During all sonographic evaluations, the conceptus showed normal
development of their morphology and viability. Goat had fetal development completed by D150, however, there
were problems at birth and the fetus has died. In conclusion, the transgenic fetus remained viable and showed
normal development during pregnancy, although still birth.
Keywords: goats, pregnancy, ultrasound, transgenic.
Palavr as-chave:caprinos, gestacdo, ultrassom, transgénese.

Introducéo

Durante a gestagdo, ma formagdes estruturais e funcionais de tecidos, 6rgdos e/ou sistemas podem ocorrer
nas fases de desenvolvimento embrionario ou fetal em diferentes espécies animais, podendo ser de causa
infeciosa ou ndo (Radostitis et al., 2007). Além disso, perdas fetais tém sido relatadas com frequéncia em
animais transgénicos (Baldassarre et al., 2004).

O acompanhamento da gestacdo de caprinos transgénicos por ultrassonografia mostra-se uma importante
ferramenta no diagndstico precoce de possiveis patologias. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi relatar a
ocorréncia de perda gestacional em cabra transgénica submetida a monitoramento ultrassonografico pré-natal.

Material e M étodos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual do Ceara (no. 10244447-1/24). Adicionalmente, desde 2006, o LFCR recebeu da Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBiI0), o Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) de n° 0228/06.

Foi utilizada uma fémea caprina transgénica para o hG-CSF (Fator Estimulante de Col6nias de
Granulécitos humano) da raga Canindé, com aproximadamente 6 anos de idade. O animal foi gerado a partir da
inseminacao artificial de fémea ndo transgénica com sémen fresco de macho transgénico fundador (Linhagem
10M, Freitas et al., 2012).

A cabra foi mantida em sistema semi-intensivo de produgdo. Para sincronizacdo do estro, a fémea foi
submetida a protocolo utilizando esponja intravaginal contendo 60mg de acetato de medroxiprogesterona, D-
cloprostenol e eCG, por 11 dias. O dia da monta natural foi considerado DO. Para o acompanhamento
embriondrio/fetal foi utilizado o equipamento de ultrassom Doppler (CTS-8800V®, SlIUI, Jiangsu, China),
acoplado a sonda linear transretal (até o D60) e convexa transabdominal (ap6s D60).

No D25 e D30 foram feitas analises em modo B para mensuragdo do tamanho da vesicula e tamanho do
feto. Do D45 ao D75 foram realizadas mensuragfes do torax, abddmen e cabeca, bem como avaliacdo da
frequéncia cardiaca. A partir do D90 foi determinado o diametro biparietal.

Resultados e Discussao

Foi verificada a prenhez da cabra do experimento aos 20 dias ap6s a inseminacdo artificial e a mesma
permaneceu saudavel durante o experimento. Nas avaliagdes ultrassonograficas o concepto mostrou
desenvolvimento normal até o fim da gestagé&o.

Aos 30 dias, o embrido apresentava forma arredondada, sem diferenciacdodas regides cranial e caudal.
O inicio da diferenciacdo destas regides ocorreu apds 40 dias de gestacdo. Na cavidade abdominal foram
identificados os compartimentos géstricos aos 60 dias, apresentando-se como uma cdmara anecoica ha por¢do
cranial do abdémen. No mesmo periodo, o figado apresentou-se como uma area entre o térax e abdémen com
homogéneaecogenicidade. Os rins foram identificados. A bexiga foi visualizada na parte caudal do abdémen.
Todos os 6rgdos fetaismostraramecogenicidade e desenvolvimento considerados normais para a espécie caprina
(Léga et al., 2003).
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Aos 50 dias de gestacdo, foi possivel observar claramente as érbitas, costelas e 0ssos longos. As duas
oOrbitas foram identificadas como areas hipoecogénicas circulares na regido superior do cranio. Aos 60 dias, todas
asestruturas dsseas foram visualizadas.

No D150, foi feito um novo exame ultrassonogréfico, a fim de avaliar se havia sofrimento fetal. Foi
observado diminuicdo de liquido amini6tico e redugdo da frequéncia cardiaca. Nesse mesmo dia foi feito uma
indugdo ao parto usando 0,5 mL de ciprionato de estradiol (ECP) por via intramuscular (IM). A cabra foi
monitorada durante as 24 horas subsequentes a aplicacdo de ECP para avaliar a evolugdo do parto. Também
foram administrados 2,5mL de dexametasona por via IM e 15 mL via subcutanea de calcio. O animal entrou em
trabalho de parto. No entanto, devido ao mal posicionamento fetal (flexdo ventral da cabeca) e a pouca dilatacéo
da cérvice, optou-se pela cesariana. O produto foi um feto macho, anatomicamente normal, natimorto.

Conclusdo

O feto transgénico em estudo manteve-se vidvel e mostrou desenvolvimento normal durante a gestagéo,
embora tenha apresentado natimortalidade. Portanto, como nas demais fémeas, é interessante que se faga o
acompanhamento pré e trans natal para que se intervenha em tempo habil nos casos de distorcias de origem
materna ou fetal.
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Pesquisa de anticor pos anti-Brucella abortus em caprinos da cidade de Bom Jesus -PI
Research of anti-Brucella abortus antibodies in goats of Bom Jesus - Pl
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Abstract

Brucellosis is a disease of zoonotic character, of great global importance, caused by bacteria of the
genus Brucella that affects several animal species. In goats is caused by Brucella abortus and Brucella
mellitensis, having as main implications abortion in females and epididymitis in males. The aim of this work was
research anti-Brucella abortus antibodies in the herd goats in the city of Bom Jesus, Piaui. Blood samples were
collected from 74 animals without definided breed. Obtaining the serum was accomplished at the Clinical
Pathology Laboratory in Campus Professora Cinobelina Elvas - UFPI, the material was sent to the
Physiopathology of Animal reprocuction of Campus Ministro Petrénio Portela in Teresina- Pl, where was held
the serological diagnostic through Serum Agglutination test with Buffered Acid Antigen (AAT). The animals
were not reactive to the test, possibly because of some factors such as hygiene, lack of flooded areas and animals
have no contact with cattle.
Keywords: brucellosis, abortion, diagnostic.
Palavras-chave: brucelose, aborto, diagndstico.

Introducéo

O Brasil busca aumentar cada vez mais seu percentual na producdo animal, percebendo a necessidade
de melhorar a qualidade de seus produtos principalmente no que diz respeito a sanidade. Os requisitos para que 0
pais mantenha-se exportando e expandindo sua competividade no mercado estdo voltados para os programas
direcionados a sanidade animal, erradicagdo e controle de doencas através da vacinagdo, profilaxia e tratamento
(Ufla, 2012).

A caprinocultura é uma atividade explorada em vérios continentes, estando presente em locais que
apresentam diferentes caracteristicas climaticas. No Nordeste esta atividade é muito importante e representa um
impacto na economia, na sociedade e na cultura. Considerando esses fatores, os cuidados com a sanidade sédo
relevantes (Silva, 2015). O rebanho nacional de caprinos em 2014 alcangou 8.851.879 cabecas, sendo 8.109.672
cabecas na Regido Nordeste 91,6% (Magalhaes et. al., 2014).

A brucelose é uma doenga cronica que acomete 0s animais e seres humanos, sendo uma zoonose muito
difundida no mundo com uma estimativa de 500.000 casos por ano, representando um problema no dmbito
econdmico e de saude publica (Xavier et. al., 2010).

Em humanos o grupo de risco engloba pessoas que tem contato direto com os animais infectados, dentre
eles, veterinarios, tratadores e pessoas que trabalham em laboratério (Bevilacqua, 2008).

Visto a importancia da enfermidade, ndo s6 para a produgdo animal mais também a salde publica,
objetivou-se com este trabalho pesquisar a presenca de anticorpos anti-Brucella abortus em caprinos da cidade
de Bom Jesus-PlI.

Material e M étodos

Foram colhidas 74 amostras sanguineas de caprinos na cidade de Bom Jesus- Pl em Junho de 2016 onde
0s animais eram criados em sistema semi-intensivo, sendo estes sem raca definida, de ambos os sexos, e de
diferentes idades. A coleta foi feita pelo método de venopuncédo da jugular, em tubos para a coleta a vacuo
utilizando agulhas descartaveis sendo coletados 38 animais da zona rural e 36 animais da zona urbana. Na
ocasido da coleta, cada animal foi cadastrado em um formulério contendo o nome da fazenda e dados com
informagdes sobre sexo, pelagem, colar e tatuagem. Posteriormente os tubos contendo as amostras de sangue,
foram mantidos sob refrigeracdo em isopor contendo gelo.

Apos a colheita as amostras foram levadas ao Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario
Universitario da Universidade Federal do Piaui, Campus Prof.2 Cinobelina Elvas, e entdo centrifugadas a
2500rpm durante 10 minutos para obtencdo do soro que foram armazenados em microtubos tipo “eppendorf”,
identificados e mantidos em freezer -20°.

O diagnostico para detecgdo dos anticorpos anti-Brucella abortus foi realizado pelo Laboratorio de
Fisiopatologia da Reprodugdo Animal da Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Petrénio Portela em
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Teresina-Piaui, por meio do Teste de Soro Aglutinacdo com Antigeno Acidificado Tamponado. Colocou-se 30
ML de cada soro sobre uma placa de vidro (placa de Huddlesson), sequencialmente foi adicionado 30 uL do
antigeno ao lado do soro e entdo os dois foram misturados com movimentos circulatérios de modo a obter um
pequeno circulo. A placa foi agitada em movimentos oscilatorios por quatro minutos e a leitura do resultado feita
em caixa com luz indireta. Na interpretagdo dos resultados considera-se o soro reagente quando ha formacao de
grumos. Na auséncia destes 0 soro é ndo reagente.

Resultados e Discussio

Das 74 amostras de soro avaliadas, nenhuma (0%) foi reagente ao Teste de Soro Aglutinacdo com
Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) para B. abortus.

Algumas medidas sanitarias sdo de extrema importancia para evitar novos casos entre 0s animais, dentre
elas, o tratamento de estercos, uso de produtos de desinfeccdo como a formalina e o cloreto de cal, que causam
destruicdo répida e segura das Brucellas (Poester et al., 2002; Schuring et al., 2002). Nos locais pesquisados
averiguou-se que € realizado a limpeza, bem como, uso da cal no esterco para evitar proliferacdo e aparecimento
de bactérias.

De acordo com Alves et al. (2009), propriedades onde ha &reas alagadas favorecem a manutencdo da
bactéria, sendo uma varidvel associada a presenca da mesma. Nos locais pesquisados, essa caracteristica ndo foi
encontrada, bem como, nenhum outro fator ambiental que fosse favoravel ao aparecimento e manutencdo do
agente.

A aquisicdo de novos animais, feita de modo descontrolado, sem o uso de quarentena e métodos
sorolégicos de triagem constitui um fator de risco para a introdug¢do da doenca no rebanho (Fernandes, 2012).
Nas criagdes analisadas, a introducdo de animais ndo acontece por no minimo dois anos, acdo esta que pode ter
contribuido para néo instalacdo da enfermidade.

O resultado do presente trabalho divergiu do encontrado por Janior et al. (2008) em Pernambuco, onde
foi observado uma prevaléncia de 0,6% de caprinos soropositivos para brucelose, de um total de 340 caprinos
examinados, onde o tamanho amostral foi consideravelmente maior do que o da nossa pesquisa, que, no entanto,
buscou ter conhecimento das propriedades pesquisadas e ndo de uma regido maior.

O manejo quando realizado por poucos ou por um Unico funcionério, de acordo com Leite et al. (2014),
serve como fator de protecdo contra a doenca. A conclusdo disso seria o papel do homem como possivel
propagador do agente etioldgico, ajudando entdo na transmissdo e propagacdo da doenca. Assemelha-se que o
manejo em ambas aconteca com um ndmero minimo de funcionarios na zona rural, porém na zona urbana
devido a fazenda ser utilizada para experimentacdo ocorre movimentacao de varias pessoas.

Conclusao
Né&o foram encontrados anticorpos anti-Brucella abortos, na espécie caprina na cidade de Bom Jesus.
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Abstract

Brucellosis is an infectious disease of the zoonotic character, caused by bacteria of Brucella genus which
affects several species. In sheep is caused by Brucella ovis, Brucella melitensis and Brucella abortus, resulting in
economic losses, causing reproductive disorders such as epididymitis, orchitis and miscarriages. The objective of
this work was research of agglutinins anti-Brucella abortus in sheeps of Colégio Técnico de Bom Jesus-PI. It was
collected 55 blood samples from animals of different ages to obtain the serum by centrifugation, held in the
laboratory of clinical pathology, Campus Professora Cinobelina Elvas - UFPI, the material was sent to the Animal
Reproduction Pathophysiology Laboratory, Campus Ministro Petrénio Portda - UFPI, where conducted
serological diagnosis through serum agglutination test Antigen with Buffered Acidified (AAT). The animals were
negative to the test, possibly due to the absence of some risk factorsfor the occurrence of the disease.
Keywords: epididymitis, brucellosis, serum.
Palavras-chave: epididimite, brucelose, soro.

Introducéo

A Brucelose é uma doenca causada por membros do género Brucella. E uma enfermidade
infectocontagiosa, sendo a zoonose mais frequente no mundo. Trata-se de uma doenca de importancia universal
que acomete vérias espécies animais (Pires, 2010). As diferentes espécies de Brucella apresentam preferéncia
por hospedeiros, e diferem quanto a gravidade da infeccdo. Existem seis espécies de Brucella sendo: B. abortus,
B. canis, B. melitensis, B. neotomae, B. ovis e B. suis. As espécies de Brucella se diferenciam pelas
caracteristicas coloniais, testes bioquimicos, requerimentos culturais especificos e pela inibi¢do do crescimento
por corantes (Quinn et al., 2005).

Sdo parasitas obrigatorios que necessitam de um animal hospedeiro para sua manuten¢éo, a infeccéo
tem predilecdo a se localizar no sistema reticulo endotelial e sistema genital, tendo como sinais clinicos mais
frequentes em fémeas o aborto, e em machos orquite e epididimite, infeccBes cronicas também sdo muito
comuns (Hirsh e Zee, 2003).

O grupo com maior risco de contaminagdo pela Brucella é composto por veterindrios, tratadores,
laboratoristas e pessoas que trabalham diretamente com produtos ou subprodutos de origem animal, devido ao
fato de terem contato direto com os animais infectados (Cal et al., 2014). Diante desses fatos, é necesséaria a
conscientizagdo da importancia dos cuidados sanitarios (Pires, 2010).

A doenca foi descrita em praticamente todos os paises onde se explora a ovinocultura, sendo
considerada uma das principais causas de perdas reprodutivas desta espécie animal (Pires, 2010). A brucelose
ovina é uma doenga infecciosa cronica dos ovinos causada pela Brucella ovis, Brucella melitenses e Brucella
abortus, é caracterizada clinicamente pela presenca de varios graus de epididimite e orquite em carneiros,
placentite e aborto em ovelhas e alta mortalidade de cordeiros (Radostits et al., 2002).

Desta forma, objetivou-se com este trabalho pesquisar aglutininas anti-Brucella abortus, em ovinos do
Colégio Técnico da Cidade de Bom Jesus- Pl, visto que tal enfermidade é de grande importancia para a atividade
pecuarista e na Saude Publica.

Material e M étodos

O experimento foi conduzido na Universidade Federal do Piaui, Campus Professora Cinobelina Elvas
da cidade de Bom Jesus-PIl, 0 municipio esta situado ao Sul do estado do Piaui, na microrregido do Alto-Médio
Gurguéia sob as coordenadas: 08°30’ de latitude sul, 43°46’ de longitude oeste e altitude de 230m (Vasconcelos
et al., 2013). Para realizacdo do presente trabalho foram colhidas amostras sanguineas de 55 ovinos de diferentes
idades e sexo, sem qualquer sintoma clinico da enfermidade.

As coletas foram realizadas em Junho de 2016, de modo asséptico, utilizando-se algoddo, alcool e luvas
para obtencdo do material. Empregou-se 0 método de pungdo da veia jugular, em tubos para coleta de sangue a
vécuo (vacutainer) sem anticoagulante, utilizando-se agulhas descartaveis estéreis. A identificagdo dos tubos foi
de acordo com a identificacdo do nimero no colar dos animais. Em seguida os tubos contendo as amostras de
sangue, foram mantidos sob refrigeracdo em uma caixa de isopor contendo gelo.
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Apbs a coleta 0 material foi levado ao laborat6rio de patologia clinica da Universidade Federal do Piaui
Campus Professora Cinobelina Elvas e centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutos para obtencdo do soro. As
amostras de soro foram armazenadas em microtubos tipo ‘‘eppendorf’’ identificados e mantidos a -20°C em
freezer.

O diagnostico para deteccdo dos anticorpos anti-Brucella abortus foi realizado pelo Laboratério de
Fisiopatologia da Reproducéo Animal da Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Petrénio Portela em
Teresina-Piaui, por meio do Teste de Soro Aglutinagdo com Antigeno Acidificado Tamponado (AAT). Foram
colocados 30 pL de cada soro sobre uma placa de vidro (placa de Huddlesson), feito isto foi adicionado 30 pL
do antigeno ao lado do soro e entdo os dois foram misturados em movimentos circulatérios de modo a obter um
pequeno circulo. A placa foi agitada em movimentos oscilatérios por quatro minutos e a leitura do resultado feita
em caixa com luz indireta. Na interpretacdo dos resultados considera-se o soro reagente quando hé& formacéao de
grumos, na auséncia destes o soro é nao reagente.

Resultados e Discussdo

Das 55 amostras analisadas, nenhuma (0%) foi reagente ao Teste de Soro Aglutinacdo com Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT).

Sugere-se que a auséncia de casos positivos no presente trabalho, seja pelo fato de ndo haver criacdo
consorciada com bovinos, onde esses animais quando contaminados, propagam a bactéria ao meio ambiente,
podendo assim servir de fonte de infeccdo aos ovinos causando problemas reprodutivos, o resultado foi
semelhante ao encontrado por Salaberry et al. (2011) no municipio de Uberlandia, MG onde ndo foram
detectados ovinos reagentes a Brucella abortus, onde utilizou-se 0 mesmo teste de Soro Aglutinacdo em
Antigeno Acidificado Tamponado (AAT).

A propriedade em questdo ndo possui areas alagadicas ou qualquer outro tipo de ambiente que seja capaz
de tornar favoravel a manutencéo da bactéria, no que diz respeito a baixa temperatura ou umidade. A assisténcia
técnica de Médicos Veterinarios e Zootecnista esta presente proporcionando assim boas condi¢cdes de manejo e
higienizacdo das instalacdes corroborando com os resultados de Carneiro Junior (2005) em Feira de Santana e
Jaguarari na Bahia, onde as condi¢des sanitarias e higiénicas ndo eram favoraveis e 0s animais recebiam poucos
cuidados com manejo, o que mostrou uma relacao direta com a soropositividade dos animais estudados.

O presente trabalho ndo divergiu do trabalho de Silva, Silva e Hansen (1982), que coletaram 1057
ovinos de ambos os sexos, as fémeas ja em reproducdo, e machos com idade superior a 1,5. Onde utilizou-se o
mesmo teste de diagndstico e todas as amostras foram negativas.

Outro fator crucial é o fato da néo realizagdo de compra, visto que os animais foram adquiridos ha cerca
de 4 anos. A auséncia de fatores considerados de risco para a ocorréncia da doenca pode ajudar a explicar o
resultado negativo do presente trabalho.

Assim embora a Brucelose ndo seja um problema que acometa este rebanho ovino, deve-se ressaltar a
necessidade de adogdo de medidas sanitarias para impedir a introducdo da zoonose, neste Colégio Técnico da
cidade de Bom Jesus, PI.

Conclusdo
Né&o foram encontrados anticorpos anti-Brucella abortus nos ovinos, confirmando que a doenca néo esta
presente no Colégio Técnico da cidade de Bom Jesus-Pl.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the oestrus and pregnancy using seven and 14 days
synchronization protocol followed by fixed-time artificial insemination (FTAI) in sheep, 50 ewes were selected
and divided into two groups. G-14 (n = 25) and G-07 (n = 25). Were inserted vaginal sponges that remained for
seven and 14 days, time when were applied e.G.C. and Cloroprostenal, this only in the G-07. Oestrus and FTAI
were 55 hours after. It was used sperm diluted in ACP-102 with 5% egg yolk, and refrigerated at 4 °C for four
hours. The results were: oestrus rates of 60% and 84%; pregnancy rates of 56% and 72%; lambing of 48% and
68%, for G-07 and G- 14, respectively (P > 0.05). In conclusion, the short protocol was effective in
synchronizing estrus wooless sheep, as well as long-term protocol.
Key words. Fixed-time artificial insemination, sheep, synchronization.
Palavras-chave: Inseminacéo artificial em tempo fixo, ovelhas, sincronizag&o.

Introducéo

A sincronizacdo do estro é uma biotécnica reprodutiva que permite a concentracdo de estro em um
determinado periodo, possibilitando o emprego até mesmo na inseminacdo artificial em tempo fixo - IATF
(Moraes et al., 2008). Para a aplicacdo desta biotécnica, faz-se, necessario um tratamento com progestagenos ou
progesterona durante 12 a 14 dias (Abacia et al., 2011; Vifioles et al., 2001) associado a uma aplicacdo de e.C.G.
Tratamentos alternativos, de curta duracdo (5 a 7 dias), de progesterona para sincroniza¢do de estro de ovelhas
estdo sendo sugeridos por Martemucci e D’Alessandro (2011a) e Fleisch et al. (2012); no entanto, ha uma
necessidade de melhor esclarecimento quanto do uso de acetato de medroxiprogesterona (MAP) por esse
periodo. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a taxa de estro e gestagdo utilizando
protocolo de sincronizacdo de 7 e 14 dias de progestdgeno MAP e seguido de IATF em ovelhas deslanadas.

Material e M étodos

O estudo foi executado em propriedade particular no municipio de Trairi-CE, onde foram selecionadas
50 ovelhas sem raga definida, com idade entre dois e cinco anos e escore de condicdo corporal (ECC) de 2,5. As
ovelhas foram distribuidas em dois grupos homogéneos (idade e ECC) com 25 animais cada: Grupo de 14 dias
(G-14) e Grupo de 07 dias (G-07). Os protocolos hormonais iniciaram com o G-14, no qual foi colocado
esponjas vaginais impregnada com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona — MAP (Progespon®, Zoets) na
porcdo cranial da vagina, onde permaneceram por 14 dias e retiradas. Apds sete dias do inicio do G-14, iniciou-
se o tratamento do G-07 onde foram colocadas as esponjas de MAP que permaneceram por 07 dias e foram
retiradas ao mesmo tempo nos dois grupos. No momento da retirada das esponjas, foram aplicados 200 UI/IM de
Gonadotrofina Coriénica equina — e.G.C. (NOVORMON® Schering-Plough) e uma dose de 125 upg/IM de
Cloroprostenol (Ciosin®, MSD Satde Animal) no G-07. Ap6s 55 horas da retirada da esponja, foi realizada a
IATF, juntamente com a avaliagdo de estro através da presenca de muco vaginal. O sémen utilizado foi coletado
com um vagina artificial de um carneiro da raga Santa Inés e outro da raca Doper. Apos a coleta, 0 sémen foi
avaliado de acordo com o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013), em seguida diluido em
ACP-102 (ACP Biotecnologia) acrescido de 5% de gema de ovo, na concentracdo de 1 x 10° sptz/ml e
refrigerado a 4 °C, por quatro horas. O sémen foi envasado em palhetas de 0,25 ml no momento da inseminagdo
artificial. A IATF foi realizada por via cervical superficial, empregando-se um especulo vaginal com foco de luz
e pipeta aplicador de sémen do modelo francés. O diagnéstico de gestacdo foi realizado 50 dias apés a IATF por
meio de ultrassonografia transabdominal (Mindray, DP-20 Vet. Digital Ultrasonic Diagnostic Imaging System),
utilizando um transdutor convexo de 5 MHz. A taxa de gestacdo, estro e paricdo foram agrupadas em tabelas de
contingéncia e comparadas pelo Qui-Quadrado () 5% de probabilidade.
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Resultados e Discussio

As caracteristicas de estro no momento da IA foram de 60% (15/25) e 84% (21/25) para 0 G-07 e G-14
(p > 0,05), respectivamente. Fleisch et al. (2012) testando dois protocolos de sincronizacdo do estro de seis dias
em ovelha, apresentaram taxas de estro de 95,9 e 93,2%, sendo estas com tendéncia a ser superiores a
apresentada no protocolo de curta duracdo deste estudo. No entanto, Castilho et al. (2012) descrevem taxas de
estro em ovelhas Sulffolk de 57,7 e 69,6% para os protocolos utilizando MAP por seis e nove dias,
respectivamente. No mesmo estudo, apresentam 80% de estro em ovelhas tratadas por 14 dias. Com relagdo a
taxa de prenhez, o G-07 apresentou 56 % (14/25), e o G-14 72% (18/25) (p > 0,05). Castilho et al. (2012)
descrevem taxas de 34,8 e 44,0% em estudo que comparou protocolos de nove e 14 dia, sendo que, estes
resultados tende a ser inferior aos apresentados no presente estudo. Comparando CIDR e MAP por 14 dia,
Padilha et al. (2011) mostraram taxas de estro de 100 e 95% e taxas de gestacdo de 25 e 80%, respectivamente.
A taxa de parigéo foi de 48% (12/25) para o G-07 e 68% (17/25) para o G-14 (p > 0,05). Fleisch et al. (2012),
utilizando Chronogest e CIDR por seis dias, descrevem taxas de pari¢do de 48,3% e 51,4%, respectivamente no
primeiro periodo de monta ap6s a sincronizagdo. Embora esses resultados de Fleisch et al. (2012) foram obtidos
por meio de monta natural, eles apresentam de forma semelhantes aos encontrados no presente estudo. Vale
ressaltar que, uma ovelha do G-14 abortou no 3° més ap6s a IATF e duas ovelhas do G-07 morreram, sendo uma
no momento do parto, apresentando sintomatologia de toxemia da gestagéo.

Conclusdo e Per spectivas

O protocolo de sincronizagdo do estro utilizando MAP por sete ou 14 dias pode ser utilizado em ovelhas
deslanadas. Mais estudos devem ser executados para que seja capaz de predizer qual a eficiéncia do protocolo de
curta duracéo e grandes rebanhos.
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Abstract

The need for scientific development in goat became larger in order to subsidize farmers with
biotechnology to animal breeding. The advent of frozen semen increased by male progeny, possible
manipulation and genetic material storage. It seeks to diluents free of animal substances, to ensure food safety in
biological processes. The objective of this research was seminal diluent develop using Mauritia flexuoxa extract
as an additive. Obtaining the extract was from dehydrated raw materials, semen collection was performed with
artificial vagina and in vitro spermatic evaluation through full force and motility. The extract prepared in TRIS
diluent is included at different concentrations. Semen was diluted and evaluated the heat resistance at 37°C. We
evaluated the membrane integrity after 5, 10, 15, 30, 60 and 120 minutes of incubation at 37°C. It was
concluded that significant differences were observed using Mauritia flexuosa extract.
Keywords: buriti, dilution, sémen.
Palavras chave: buriti, dilui¢do, sémem.

Introducao

A caprinocultura ¢ uma das praticas pecudrias mais antigas do Brasil. Ocorre em todas as cinco grandes
regides do pais, mas ¢ mais presente no Nordeste (IBGE, 2012). Diante disto vem a necessidade do
desenvolvimento cientifico de novas tecnologias aplicaveis deixando a atividade mais produtiva e rentavel, como
as biotecnologias aplicadas a reproducdo animal (Bergstein et al., 2014). O advento do sémen congelado trouxe
uma nova dimensdo para a inseminagdo artificial, possibilitando o melhoramento genético dos rebanhos pela
capacidade de aumentar a progénie por macho em diversos lugares simultaneamente (Bittencourt et al., 2013).

Diversos paises, diante do risco de introducdo de doengas exdticas, t€ém buscado por diluentes que ndo
contenham substancias de origem animal, demonstrado a necessidade de garantir elevada seguranga sanitaria nos
processos bioldgicos (Bousseau et al., 1998). Desse modo, a busca de produtos naturais e/ou aditivos alternativos
atendem bem a demanda por produtos seguros do ponto de vista sanitdrio podendo gerar bioprodutos com
tecnologia nacional para atender o mercado interno com um custo inferior ao dos bioprodutos importados,
gerando renda e empregos no estado do Piaui, neste contexto o objetivo desta pesquisa foi desenvolver diluente
seminal utilizando extrato de Mauritia flexuoxa como aditivo para o sémen de caprinos.

Material e Métodos

A obteng¢do do extrato bruto de Mauritia flexuoxa foi obtido a partir de matéria prima desidratada.

A coleta do s€men foi realizada com o auxilio de uma vagina artificial especifica para pequenos
ruminantes, pré-aquecida a uma temperatura média de 39°C e acoplada a um tubo coletor de vidro e graduado.
As coletas foram realizadas ao final da tarde, buscando causar o minimo de estresse nos animais. O sémen ¢é
avaliado quanto ao volume, concentrag@o, motilidade, massa, percentual de espermatozoides méveis e vigor, de
acordo com a metodologia empregada por CBRA (1988). Somente os ejaculados com motilidade total > 80%,
vigor > 3 e motilidade massa | > 3 foram utilizados no estudo. Foram utilizados 15 ejaculados (n=15).

Para avaliagdo espermatica in vitro foi avaliado a motilidade espermatica total e vigor, em escala de 0 (sem
movimento) a 5 (com movimento progressivo rapido), € subjetivamente avaliada através de microscopio 6tico em
aumento de 100x e 400x, respectivamente. Esfregagos corados com Rosa Bengala sdo preparados para avaliagdo da
morfologia espermatica (200 células/lamina) através de microscopio otico (1000x) com 6leo de imersdo. Para
avaliar a integridade funcional da membrana espermatica, as amostras foram submetidas ao teste hiposmético
(Lopes et al., 2009 ). Uma aliquota de 0,01 mL de sémen foi diluida em 0,09 ml da solu¢do hiposmotica e incubada
em banho Maria a 37°C por 45 minutos. As analises foram realizadas através de microscopio Otico (400x),
avaliando 100 espermatozoides por amostra. Espermatozoides com cauda enrolada foram considerados com
membrana funcional. O extrato bruto foi preparado utilizando os seguintes métodos e/ou solugdes:

1. Extrato bruto preparado a frio em citrato de sodio a 5%: a matéria prima foi triturada; 20g do produto
sera homogeneizado em 100 mL de solugdo de citrato de sddio a 5% mantido resfriado.
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2. Extrato bruto preparado a frio em salina fisiologica: a matéria prima foi triturada; 20g do produto
sera homogeneizado em 100 mL de solugéo salina fisiologica mantido resfriado.

3. Extrato bruto preparado a quente em agua destilada a matéria prima foi triturada; 20g do produto sera
homogeneizado em 100 mL de 4gua destilada fervente.

4. Extrato bruto preparado a quente em salina fisioldgica: a matéria prima foi triturada; 20g do produto
sera homogeneizado em 100 mL de solug¢@o salina fisioldgica aquecida a 50°C.

5. Extrato bruto preparado a frio em citrato de so6dio a 5%: a matéria prima foi triturada; 20g do produto
sera homogeneizado em 100 mL de solugdo de citrato de sodio a 5% aquecida a 50°C. O extrato preparado foi
incluido em diluente TRIS nas concentragdes de 1%, 2,5%, 5 % e 10%. O sémen foi diluido e avaliado a
termorresisténcia a 37°C. Neste teste, ¢ realizada a avaliagdo dos pardmetros de motilidade, vigor e avaliagdo da
morfologia espermatica, integridade funcional de membrana apo6s 5, 10, 15, 30, 60 e 120 minutos de incubacédo a
37°C em banho-maria.

Outra aliquota de cada grupo experimental foi resfriada a 4°C e conservada por 24 horas. Apos o
periodo de resfriamento, as aliquotas foram reaquecidas a 37°C e avaliados os parametros espermaticos. Como
grupo controle sera utilizado o diluente TRIS sem aditivos para avaliagdo da termorresisténcia e foi utilizado o
diluente TRIS com gema de ovo como grupo controle para o sémen resfriado (Salamon e Maxwell, 2000). Os
resultados obtidos nas duas etapas foram analisados quanto a distribuigdo normal para posterior escolha do teste
estatistico adequado a 5% de significancia. Os resultados do trabalho dardo subsidio para o desenvolvimento de
diluentes seminais com potencial de utilizacdo em substituicdo de produtos importados, gerando emprego e
renda para o Piaui. Esse produto se destina ao uso na pecuaria nacional barateado os custos com a reprodugéo.

Resultados e Discussio

De acordo com a Tabelal, ndo foi observada diferenga significativa, ou seja, todos os pardmetros estdo
dentro da normalidade para a espécie caprina (CBRA, 2013). Os valores de motilidade e vigor (87e 3,85)
espermaticos deste trabalho corroboram com os estudos realizados por Azevédo et al. (2001), Bittencourt et al.
(2005) e Palhdo (2006) e indicam que os animais utilizados foram excelentes e homogéneos quanto aos aspectos
fisicos do sémen.

Tabela 1. Valores médios do pardmetro motilidade total do sémen diluido em Mauritia flexuosa por um periodo
de 24 h.

5 min 10 min 15 min 30 min 60 min 120 min 24h
El 0,971* 0,998* 0,994* 0,735% 0,964* 0,992° 0,142%
E2 0,859? 0,325% 0,798* 0,965* 0,017° 0,558 0,675*
E3 0,401? 0,764* 0,870° 0,962° 0,898 0,982° 0,962°
E4 0,519 0,415? 0,142% 0,403? 0,180° 0,275% 0,929°
E5 0,999 0,999° 0,980* 1,080°

E= Experimento.

Conclusio

Com base nos resultados obtidos conclui-se que em relagdo aos parametros espermaticos ndo foram
observadas diferencas consideraveis ao utilizar o extrato de buriti (Mauritia flexuosa), porem com pesquisas
mais aprofundadas possivelmente se possa obter bons resultados dessa matéria prima de origem vegetal.
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Abstract

This study aimed to compar e the aspiration techniques and slicing ovariesin order to obtain oocytes, by
assessing the quantity and quality of oocytes recovered from goat and sheep females slaughtered in Sdo Luis -
MA. The ovaries were collected after daughtering and kept in saline solution at 0.9%, containing 30 pg / mL of
gentamicin sulfate. In the laboratory the ovaries were randomly divided into two groups with subsequent process
of aspiration and dlicing. The average rate of oocyte retrieval by aspiration technique were 4,53 oocytes/ovary
in sheeps and 4,11 oocytes/ovary in goats, and by the dicing technique 5,26 oocytes/ovary in sheeps and 5,06
oocytes/ovary in goats. It was not observed a significant difference between the recovery rate between species,
however there was statistical difference between the techniques on goats, therefore demonstrating that the two
technigques can be used for oocyte retrieval.
Keywords: Oocysts, goats, sheep.
Palavr as-chave: Qdcitos, caprinos, ovinos.

Introducéo

O contingente populacional e qualidade genética dos caprinos e ovinos tém aumentado
substancialmente, devido & grande competicdo entre os mercados produtivos. Neste ambito, as biotecnologias
reprodutivas ganham grande destaque, visto que sdo as ferramentas de interesse para tais fins. Estas
biotecnologias permitem uma maior producdo no nimero de descendentes frente ao que seria possivel pela
reproducdo natural (Feitosa, 2010; Corteel et al., 1988).

A PIV (produgdo de embrides in vitro) inicia com a colheita de o6citos ou complexos cumulus-o6cito
(CCOs), necessitando de métodos eficientes para obter maiores taxas de recuperagdo. Estes podem ser obtidos a
partir de pungdo folicular de ovarios provenientes de abatedouros (in vitro) ou de animais vivos por OPU
(OVUM PICK-UP), aspiracéo folicular guiada por ultrassom (Baril, 2006). Morfologicamente, a qualidade do
odcito € avaliada basicamente pela quantidade de células do cumulus oophorus e o aspecto do citoplasma.
Durante o processo de obtengdo dos CCOs, a retirada das células do cumulus torna os odécitos menos
competentes aos fendmenos da maturagdo, uma vez que, in vivo, estas células contribuem para o ambiente
intrafolicular de desenvolvimento do odcito (Cognié et al., 2004).

Diante do exposto, o0 presente estudo teve como objetivo comparar a utilizagdo das técnicas de aspiracao
e fatiamento com relacdo a obtencdo de odcitos viaveis, e avaliar a quantidade e qualidade dos odcitos obtidos.

Material e M étodos

Os ovarios utilizados no experimento foram provenientes de animais abatidos na regido metropolitana
de Sao Luis — MA, e coletados logo ap6s o abate e evisceracdo de fémeas caprinas e ovinas em fase aleatoria do
ciclo estral. Ap6s os ovarios serem acondicionados em garrafa térmica contendo meio de transporte (MT)
constituido de solugéo fisiologica a 0,9 % com adigdo de 30 pg/mL de sulfato de gentamicina em temperatura
entre 28° e 30° C, foram transportados até o Laboratdrio de Reproducdo Animal da Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA). Os ovarios foram divididos em dois grupos experimentais por espécie, para serem
submetidos as técnicas de aspiracdo e fatiamento. A aspiracdo foi realizada com o uso de agulha 18G e seringa
de 5mL, o liquido folicular obtido foi depositado em tubo tipo Falcon® com solugdo de DMPBS (Nutricell®), por
10 minutos a 39°C para sedimentacdo. No fatiamento utilizou-se um escarificador de laminas paralelas,
produzindo cortes longitudinais na superficie do ovario, estes foram lavados em placa de Petri com DMPBS
(Nutricell®), para obtencéo do CCOs e o liquido folicular mantido em repouso durante cinco minutos a 39°C para
sedimentacdo. Decorrido este periodo os sedimentos foram transferidos para placas de Petri contendo DMPBS
(Nutricell®) e liquido folicular, de acordo com a espécie e técnica de recuperacdo, para procura, selecdo e
quantificacdo dos odcitos sob estereomicroscopio (Nikon, SMZ800), com objetiva de 4x. Na selecdo, foram
observados os aspectos morfoldgicos dos CCOs, segundo a classificacdo de Lonergan et al. (1994), em cinco
grupos de qualidade: Grau | (GI) apresenta cummulus compacto, contendo mais de trés camadas de células; Grau
Il (GII), cummulus compacto, parcialmente presente em volta do odcito ou rodeando completamente o o6cito,
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com menos de trés camadas celulares; Grau 111 (GllI), cummulus presente, com apenas uma camada de célula;
Desnudo (D), auséncia de camada de célula do cummulus, e Atrésicos (A), células do cummulus em regressao.

Para correlacdo entre os escores de qualidades oocitarias e a técnica de colheita empregou-se o teste ndo
paramétrico de Spearman (P < 0,05). O teste de Exato de Fisher com nivel de significancia de 5% foi empregado
para avaliar o percentual de o6citos recuperados por técnica.

Resultados e Discussio

Foram coletados durante o experimento 62 ovarios ovino, 32 submetidos a aspiragdo e 30 ao fatiamento,
e 76 ovarios caprinos, 34 aspirados e 32 fatiados. Obtendo como resultado um total de 303 odcitos ovinos, sendo
145 odcitos oriundos da aspiracdo com a seguinte distribuicdo, Grau I, 19; Grau Il, 29; Grau Ill, 32; Desnudos,
34 e Atrésicos, 31. E 158 odcitos oriundos do fatiamento, divididos da seguinte forma, 21 Grau I; 27 Grau II; 36
Grau Il1; 36 desnudos e 38 Atrésicos. N&o foi observada correlacdo entre a qualidade dos o6citos (r = 0,02033, p
=0,8320) e a técnica de recuperacdo utilizada nos ovinos.

Quanto aos ovarios caprinos, foi recuperado um total de 302 o6citos, sendo 140 oriundos da aspiracao
folicular, alocados entre as seguintes qualidades, 13 odcitos Grau I; 27 Grau Il; 29 Grau Ill; 37 Desnudos e 34
Atrésicos. E 162 odcitos recuperados pelo fatiamento do ovério, dispostos da seguinte forma, 15 odcitos Grau I;
32 Grau Il; 34 Grau Ill; 42 Desnudos e 39 Atrésicos. Nao houve correlagdo (r = 0,02395, p = 0,7885) entre a
qualidade dos odécitos de acordo com a técnica utilizada. Chaves et al. (2010), em uma pesquisa relacionada a
qualidade de o6citos caprinos e ovinos usando a técnica de aspiracdo folicular obteve 468 odcitos ovinos, sendo
83 classificados como Grau | (17,73%), 78 como Grau Il (16,7%), 95 Grau 111 (20,3%), 119 Desnudos (25,43%)
e 93 Atrésicos (19,87%).

Estes dados apresentaram taxas de recuperagdo semelhantes as encontradas neste experimento quanto as
porcentagens de qualidade, demonstrando, desta forma, uma maior recuperacdo de o6citos de melhor qualidade
(Graus | e 11) quando da utilizagdo da técnica de aspiragdo, pois esta permite uma melhor sele¢do dos foliculos a
serem puncionados. Em caprinos, Chaves et al. (2010) encontraram as seguintes taxas de recuperagdo, quanto a
qualidade dos oocitos, 64 (15,59%) odcitos Grau I, 70 (16,59%) Grau Il, 91 (21,56%) Grau 11, 123 ( 29,15%)
Desnudos e 74 (17,54%) Atrésicos. Tais dados também apresentaram valores aproximados aos encontrados neste
experimento, demonstrando que tanto para caprinos, quanto para ovinos a recuperagdo de oécitos por meio de
aspiracdo folicular fornece odcitos de melhor qualidade (Graus | e I1), o que favorece as técnicas de producdo in
vitro.

A média de odcitos recuperados pela técnica de aspiracdo foi de 4,53 od6citos/ovario em ovinos e 4,11
odcitos/ovario em caprinos, na técnica de fatiamento observou-se um indice médio de recuperacdo em ovinos de
5,26 obcitos/ovario e em caprinos de 5,06 odcitos/ovario. Nao sendo observada diferenca significativa entre os
indices de recuperagdo por espécie (P > 0,05), ocorrendo, porém, diferenca significativa (P < 0,05) entre as
técnicas dentro da espécie caprina.

Consideracéo Final

Concluimos que as técnicas de aspiracdo e fatiamento podem ser utilizadas para obtengdo de maior
nimero de odcitos a serem utilizados em pesquisas de producdo in vitro, com semelhantes resultados na
quantidade e qualidade dos odcitos obtidos em pequemos ruminantes. Caprinos apresentaram uma taxa de
recuperacdo de o6citos maior quando a técnica de fatiamento foi utilizada.
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Abstract

This study aimed to characterize the selection criterion for sheep, male and female, most applied in
farms located in the municipalities that make up the micro region urban agglomeration of Sdo Luis, Maranhao.
Technical visits were performed in 10 properties where, in each, a questionnaire and information related to the
creation of system was applied, purpose of creation, breeds, selection criterion and availability of genetic
resources were obtained. The most valued characteristics to select the parents, regardless of their race, all
properties were observing the animal phenotype, with no use of genetic resources for the practice, and these
criterion related to body development (100%) for both sex, scrotal circumference and volume (100%), testicular
tilting (20%) for males, and sexual precocity, maternal ability and number of calving (40%) for females.
Keywords: sheep management, reproduction, selection programs.
Palavras-chave: ovinocultura, reproducéo, trabalhos de selecéo.

Introducéo

O melhoramento genético associado as biotecnologias reprodutivas sdo, sem davidas, as ferramentas
mais avidas e imprescindiveis para 0 avan¢o da industria pecuaria mundial. Novos tempos chegam e a aplicacdo
de trabalhos seletivos na ovinocultura € uma moderniza¢do imposta aos produtores que desejam manter-se no
atual cenéario mercadoldgico exigente ja que, de forma direta, culminam na maximizacdo de seus lucros. Os
critérios de selecdo para reprodutores melhorados de um rebanho baseiam quase que restritamente na
importancia econdmica da caracteristica desejada pelo criador, onde a reducéo dos custos de producdo é uma
realidade. Dentre os objetivos bioldgicos mais importantes na redugdo dos custos por unidade animal destacam-
se: 0 aumento do valor total dos produtos por fémeas em relagdo ao tamanho metabdlico corporal; 0 aumento das
taxas de reproducdo; o aumento da eficiéncia no crescimento até o peso de abate, com minima formacgdo de
tecidos graxos; reduzir a idade de maturidade sexual, minimizando o tamanho maduro das fémeas; e, 0 maior
acesso a produgdo combinada das fémeas e sua progénie sob manejo intensivo (Dickerson, 1970). Este estudo
objetivou concentrar informagdes acerca da criacdo de ovinos na ilha de S&o Luis — MA, e ressaltar os dados que
caracterizam os critérios seletivos para machos e fémeas mais adotados pelas propriedades rurais que configuram
a metrépole maranhense.

Material e M étodos

O presente trabalho foi realizado a partir da obtencéo de dados coletados nas propriedades de criadores
de ovinos nos municipios que constituem a microrregido da aglomeracdo urbana de Séo Luis, composta pelos
municipios de S&o Luis, Raposa, Pago do Lumiar e S8o José de Ribamar no estado do Maranhdo. Foi realizado
com dados referentes a animais pertencentes as fazendas: Capril do Junco, Rancho Terra Nova, Rancho Piatto,
Aprisco Bacuris, Estancia Liberdade, Rancho Ana Beatriz, Fazenda do Lori Ferreira Pinto, Fazenda do Jodo
Candido, Fazenda Agronicolau e Fazenda Remi 30, no total de 10 propriedades. Aplicou-se um questionario
com criadores e técnicos contendo 10 questdes para obtencao de informag@es relacionadas a sistema de criagéo,
finalidade da criacéo, racas, critérios de selecdo, disponibilidade de recursos genéticos e a respeito da correlacdo
genotipico-fenotipica.

Resultados e Discussio

Relacionado ao sistema de criacdo, em todas as propriedades requisitadas notoriamente destacava-se 0
semi-intensivo, onde 0s animais permaneciam as manhds livres a pasto e durante a noite eram levados aos
apriscos. Em apenas duas propriedades a finalidade do rebanho, além de corte, é para melhoramento genético,
representando animais de exceléncia utilizados em exposi¢des ou vendas. Nas demais fazendas os animais séo
utilizados como ovinos de corte, sendo para consumo do proprio proprietario ou venda destes animais para abate.
O desempenho médio observado para as caracteristicas avaliadas no presente estudo revelam que para selecionar
0s progenitores os criadores e responsaveis técnicos avaliam, acima de tudo, o fenétipo do animal, ndo havendo
utilizacdo de recursos genéticos para essa pratica. Os critérios relacionados aos reprodutores (Tab. 1), em todas
as propriedades visitadas, evidenciam certa preocupacdo ao seleciona-los haja vista que os reprodutores ndo
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advém da propria propriedade, mas sim de compras em exposi¢cBes ou fazendas vizinhas, para evitar a
endogamia. A proporc¢do de machos para fémeas, em média, foi de 1 — 30, sendo que sempre ha separacdo dos
reprodutores as demais fémeas do rebanho. As caracteristicas mais observadas quanto aos reprodutores, além de
um bom padrdo racial, é o desenvolvimento corporal, escore de conformagdo e musculatura desenvolvida,
circunferéncia escrotal e volume/peso testicular, concordando com Notter et al. (1981) onde afirma que a escolha
do reprodutor pode ser feita tomando-se como base o desenvolvimento corporal, uma vez que, este pardmetro
também se correlaciona com a circunferéncia escrotal, a qual é um indicador do peso e do tamanho dos testiculos
como também da funcdo gametogénica, concordando também com Cardoso e Queiroz (1988) que por meio de
avaliagdes diarias da produgdo espermética em carneiros confirmaram que estas caracteristicas estdo altamente
correlacionadas com o peso testicular e a circunferéncia escrotal. Para as matrizes, (Tab. 2) em todas as
propriedades estas sdo selecionadas em meio ao proprio rebanho, diferente dos reprodutores que sdo exteriores a
criacdo, os critérios mais citados foram as caracteristicas relacionadas a habilidade materna, como nimero de
pari¢Bes, tendo como eleicdo fémeas com duas pari¢des por ano, e também animais com precocidade sexual e
boa conformagdo corporea, resultados similares foram obtidos por Azevédo (2008), onde concorda com todos
esses critérios para a selecdo de uma boa matriz, inclusive uma fémea destinada a matriz é fundamental a
avaliacdo do seu estado sanitario, pois fémeas enfermas sdo incapazes de produzir o esperado.

Tabela 1. Critérios de manejo reprodutivo e sele¢fo para machos.

Caracteristica Nimero de Média Porcentagem
Fazendas
Circunferéncia escrotal 10 1 100%
Escore de conformagéo de conformagao e musculo 10 1 100%
Volume escrotal 1 0,1 10%
Pendulacdo testicular 2 0,2 20%
Tabela 2. Critérios de manejo reprodutivo e selecdo para fémeas.
Caracteristica Nimero de Média Porcentagem
Fazendas

Habilidade Materna 4 0,4 40%
Escores de Conformacéo 10 1 100%
Escores de facilidade ao parto 4 0,4 40%
Numero de pari¢des 4 0,4 40%

Consideracéo Final

Analisando as informagdes obtidas com o trabalho, observou-se que as técnicas de selecdo praticadas
pela a grande maioria dos produtores entrevistados obtinham um cardter empirico, que é refletida na baixa
produtividade do rebanho. Em grande parte das propriedades visitadas a produgdo de ovinos é voltada ao abate,
sendo uma parte selecionada a venda e outra ao consumo proprio. Duas das propriedades possuiam animais
diferenciados, voltados exclusivamente para exposi¢cdo em eventos agropecuarios, em que, nos mesmos foram
aplicadas técnicas apuradas de selecdo, com médo de obra técnica qualificada. Com base no que foi verificado
com a pesquisa de campo, o estado do Maranh&o possui uma baixa produtividade em rebanhos de ovinos devido
a escassez de estimulos possivelmente provocada por um mercado desvalorizado, de poucos investimentos e
alternativas melhores na producdo animal.
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Resposta folicular apos estimulacéo ovariana com gonadotr ofinas e polivinilpirrolidona
em cabras Anglo Nubiana
Follicular response after ovarian stimulation with gonadotropins and polyvinylpyrrolidone in
Anglo Nubian goats
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Abstract

To evaluate the effect of different hormonal stimulation treatments with PVP on ovarian follicular
development, 27 goats received intravaginal devices (CIDR) for 10 days and 125 pg cloprostenol on day 8 of
treatment. The goats were distributed in the following groups: G1 (FSH-eCG), 300 IU of eCG and 70 mg pFSH,
36 h prior to the withdrawal of CIDR; G2 (FSH), receiving 180 mg (40/40; 35/35, 30 mg) at 12 h intervals; G3
(FSH-PVP10), receiving 70 mg FSH dissolved in PVP 10,000 MW, 24 hours before CIDR; and G4 (FSH-
PVP40), 70 mg of FSH dissolved in PVP MW 40,000, 48 hours before CIDR. The follicles with diameter > 2 mm
were counted, measured and classified. FSH-PVP 40 had a greater number of small follicles than FSH (P<0.05)
and FSH showed greater number of large follicles (P < 0.05). In conclusion, treatment with FSH-PVP40 is an
alternative to stimulate ovariesin goats.
Keywords: follicle, goat, PVP.
Palavras-chave: caprino, foliculo, PVP.

I ntroducéo

Os tratamentos hormonais para a estimulagdo ovariana tém sido utilizados em cabras para induzir o
recrutamento e crescimento folicular, elevando o nimero de odcitos e embrifes produzidos pela doadora
(Baldassarre et al., 2003). Tém-se relatado que, em vacas e ovelhas, a superovulacdo pode ser induzida por uma
Unica inje¢do de FSH dissolvido em polivinilpirrolidona (PVP). Porém, pouco se sabe sobre os fatores que
podem afetar a capacidade do PVVP em agir como um veiculo para o FSH em protocolos de superestimulagdo em
cabras (Alessandro et al., 2001). Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes tratamentos
de estimulagdo hormonal com gonadotrofinas dissolvidas em polivinilpirrolidona sobre o desenvolvimento
folicular ovariano em cabras da raca Anglo Nubiana.

Material e M étodos

Foram utilizadas 27 cabras da raca Anglo Nubiana, cujos estros foram sincronizados pelo uso de
dispositivos intravaginais contendo 330 mg de progesterona (CIDR), por 10 dias, bem como pela administracéo
intramuscular (i.m.) de 125 pg de cloprostenol, 48 h antes da remogdo do CIDR. As cabras foram distribuidas em
quatro grupos de acordo o tratamento de estimulagcdo ovariana: Grupo FSH (h = 6), onde 180 de mg NIH-FSH
P1 (40/40; 35/35; 30 mg), aplicadas a cada 12 h e a partir de 72 horas antes da retirada do CIDR; Grupo FSH-
eCG (n=7), 70 mg de NIH-FSH P1, combinado com 300 Ul de eCG, 36 horas antes da retirada do dispositivo;
Grupo FSH-PVP 10 (n = 7), que consistiu no uso i.m. de 70 mg NIH-FSH-P1 dissolvidos em PVP 10.000 PM, a
uma concentracdo de 30%, 24 horas antes da retirada do CIDR; e o Grupo FSH-PVP 40 (n = 7), onde foi
aplicado i.m. 70 mg de NIH-FSH-P1 dissolvidos em PVP 40.000 PM, a uma concentracdo de 30%, 48 horas
antes da retirada do dispositivo intravaginal. Logo apés a retirada do CIDR, a avaliacdo dos ovarios foi realizada
por laparotomia. Os foliculos presentes em ambos os ovarios foram classificados como: pequenos (<3 mm),
médios (3-4 mm) ou grandes (>4 mm). Para analise dos resultados, foi utilizada a ANOVA e o teste de Tukey.
Os dados expressos em porcentagem foram submetidos ao Teste de Fisher e Qui-quadrado. Os grupos de
tratamento foram comparados a uma probabilidade de 5%.

Resultados e Discussao

O Grupo FSH-PVP 40 foi significativamente superior (9,14 + 1,55) ao grupo FSH (3,57 £ 1,17) quanto
ao numero de foliculos pequenos, enquanto o grupo FSH foi significativamente superior ao demais grupos de
tratamento em relagdo ao nimero de foliculos grandes. Ndo foram observadas diferencas (P>0,05) entre os
grupos quanto ao nimero de foliculos médios. As diferencas significativas encontradas para o nimero de
foliculos de tamanhos pequenos do grupo FSH-PVP 40, em comparagdo ao grupo FSH, pode ser justificada pelo
fato que a dose total de FSH administrada de uma s6 vez conduz a um menor nimero de foliculos do que se esta
dose de FSH for dividida em varias injecdes (Kelly et al., 2005). O alto nimero de foliculos pequenos, quando

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.460-461, out./dez. 2016. Disponivel em www.cbra.org.br 460



wCongresso Norte-Nordeste de Reproducdo Animal (VI CONERA), 8, 2016, Teresina, Pl. Anais...Belo Horizonte:
CBRA, 2016.

comparado ao FSH com administragdo em bolus de pFSH-PVP, 48 h antes da remoc¢do da esponja, pode ser
atribuido aos elevados niveis circulantes da gonadotrofina, devido a administracdo UGnica de 70 mg pFSH. Em
nosso estudo, a administracao da gonadotrofina coincidiu com a indugéo da lutedlise por injecdo de um analogo
da PGF,, (48 horas antes da remocdo da esponja). Assim, podemos deduzir que, naquele momento, o PVP foi
incapaz de manter a atividade pFSH suficiente para sustentar o crescimento de foliculos maiores. Ja em relacdo
ao tamanho de foliculos grandes, o grupo FSH apresentou maior nimero em comparagao aos demais, 0 que se
deve, inicialmente, a incapacidade do FSH, administrado em cinco doses decrescentes, de recrutar e sustentar o
tamanho do foliculo. Além disso, a presenca de um foliculo grande (dominante) é outro fator relacionado,
exercendo efeito deletério sobre o recrutamento folicular, observando-se uma resposta estimulatéria dependente
do namero de pequenos foliculos no inicio do tratamento com FSH exdgeno (Rubianes e Menchaca, 2003).

Concluséo
Os tratamentos de estimulagdo com FSH dissolvidos em polivinilpirrolidona foram eficazes no
desenvolvimento folicular ovariano em cabras Anglo-Nubiana.

Referéncias

Alessandro AGD, Martemucci G, Colonna MA, Borghese A, Terzano MG, Bellittib A. Superovulation in
ewes by a single injection of pFSH dissolved in polyvinylpyrrolidone (PVP): effects of PVP molecular weight,
concentration and schedule of treatment. Anim Reprod Sci, v.65, p.255-264, 2001.

Baldassarre H, Wang B, Kafidi N, Gauthier M, Neveu N, Lapointe J, Sneek L, Leduc M, Duguay F, Zhou
JF, Lazaris A, Karatzas CN. Production of transgenic goats by pronuclear microinjection of in vitro produced
zygotes derived from oocytes recovered by laparoscopy. Theriogenology, v.59, p.831-839, 2003.

Kelly JM, Kleeman DO, Walker SK. Enhanced efficiency in the production of offspring from 4- to 8-week-old
lambs. Theriogenology, v.63, p.1876-1896, 2005.

Rubianes E, Menchaca A. The pattern and manipulation of ovarian follicular growth in goats. Anim Reprod
Sci, v.78, p.271-287, 2003.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.460-461, out./dez. 2016. Disponivel em www.cbra.org.br 461



b:.aCongresso Norte-Nordeste de Reproducdo Animal (VIII CONERA), 8, 2016, Teresina, Pl. Anais...Belo Horizonte:
CBRA, 2016.

Sensibilidade de cabrasda raca Anglonubiana a infecgéo por ver minose no periparto

indicada pelo OPG
Sensibility of goat breed Anglo-Nubian infection by nematode parasitesin peripartum indacated by OPG
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Abstract

The objective of this research was to evaluate the relationship of the infestation of gastrointestinal
nematodes with the occurrence of peripartum in the angonubiana breed goats were divided into two age groups:
Young goats <4 years old and Goats> 4 years. The set of information corresponds to the period from 2009 to
2015 obtained from the Bank of UFPI the goat herd data, which is located in Teresina - Pl. There was no
significant difference in the samples taken during pregnancy (P > 0.05), although in the final third of the OPG
tended to grow. Therefore, without significant evidence of peripartum express sensitivity of animals to
parasitism. So in herd infected continues throughout the year tends to be little influence on the time of year in the
goat parasitism degree during pregnancy and lactation, regardless of age. However, does not imply inattention
curative measures in the peripartum.
key words: nematodes, Anglo Nubian, peripartum.

Introducéo

A criagdo de caprinos no Nordeste é favorecida por ser espécie mais adaptada as condi¢fes ambientais e
climaticas desfavoraveis do que a maioria das outras espécies (Voltoline, 2006). Porem, a verminose causa Sérios
prejuizos devido a redugdo da produtividade do rebanho e mortalidade de animais. A suscetibilidade ao
parasitismo tem origem genética, variando entre animais mais sensiveis e outros mais resistentes (Nunes et al.,
2007). Esse tema tem sido mais estudado nos ovinos, porém, fortes evidencias tém indicado que ragas nativas
caprina se mostram mais resistentes se comparadas as com animais de maior porte. Dentre os efeitos nao
genéticos sobre a variagcdo no OPG, o periodo do Peri-parto contribui significativamente, existindo uma relagéo
direta entre a eliminacdo de ovos de nematddeos gastrintestinais em fémeas e a proximidade do parto (Pinto et
al., 2008). Nessa perspectiva, 0 objetivo com essa pesquisa foi avaliar a relagdo do OPG com a ocorréncia do
periparto em cabras da raca Anglonubiana de duas idades diferentes.

Material e M étodos

A pesquisa consistiu de edicdo e andlise de informagGes do Banco de dado do rebanho caprino da UFPI,
que esta localizado em Teresina (Latitude de 5° 5’ 20” sul e Longitude de 42°48’ 07" oeste). As informages
correspondem ao periodo de 2009 a 2015, quando o rebanho foi monitorado pela coleta de informagGes
relacionadas a resposta das matrizes a verminose, através do exame de OPG (ovos por grama de fezes), escore da
condicédo corporal, com a realizacdo em média de 8 coletas por animal ao longo do ano e todas as matrizes do
rebanho.

No manejo alimentar as cabras foram mantidas indo a pasto em torno de 8 horas da manha e recolhidas ao
aprisco no final do dia onde permaneciam durante a noite e na parte da manhd, quando foram realizadas as
coletas de dados. As cabras em lactagéo tiveram acesso coletivo a racdo comercial com 16% de proteina bruta
para mantenca no periodo considerado.

No manejo reprodutivo as cabras foram divididas em dois grupos, de forma que a ocorréncia de lactagdo
em um correspondeu a ocorréncia de estagdo de monta, resultando, portanto, em repeticdo de grupos de animais
contemporaneos em relacdo a estagio fisioldgico dentro do mesmo ano e da mesma época (seca ou chuvosa).

No manejo sanitario os animais foram vermifugados com a utilizacdo de anti-helmintico apenas quando
mais de 10% dos animais apresentavam resultado de OPG superior a 1000, conforme recomenda Costa et al.
(2011).

Para exames de OPG, as amostras de fezes foram colhidas diretamente da ampola retal, no periodo da
manhd, sempre antes de vermifugacdo. Acondicionadas em sacos plasticos identificados foram levadas ao
Laboratorio de Sanidade Animal - LASAN da UFPI onde as analises de OPG foram realizadas com a técnica de
Gordon e Whitlock (1948), citada por Ueno e Goncalves (1998).

Na edicdo dos dados foram mantidas informacbes de OPG de fémeas e transformados para a escala
Log;00PG. Formou-se dois arquivos de dados, um contendo informagdes de cabra Jovem (menor que 4 anos de
idade) e cabras Velha (maior que 4 anos). Em cada arquivo os dados foram estratificados em duas épocas, de
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acordo com a data da coleta de fezes, de janeiro a junho e de julho a dezembro, representando respectivamente o
periodo chuvoso e 0 seco na regido.

Em cada semestre de 2009 a 2016 os valores do Log;o OPG obtidos de coletas de fezes ocorridas durante
a gestacdo (tercgos inicial, intermediério e final), foram distribuidas nos seguintes Tratamentos: T1 - coletas de 90
a 120 dias antes do parto, T2 - de 45 a 89 dias; T3 - de 44 dias até o parto. Processo similar foi feito durante a
lactacdo: T4 — coletas do parto até 45 dias depois, T5 - de 46 a 90 dias e T6 - de 91 a 120 dias. Portanto, com o
intervalo de coleta abrangendo o periodo do periparto, que é de 45 dias antes e depois do parto segundo Pinto et
al. (2008).

.Realizou-se uma andlise de variancia no arquivo com os dados de cabras com menos de 4 anos com
coletas de fezes ocorridas na época chuvosa e na seca. A outra analise no segundo arquivo foi similar com as
coletas em cabras com idade superior a 4 anos. As médias dos Tratamentos em cada analise foram comparadas
pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Resultados e Discussio

Estdo apresentadas (Tab. 1) as médias do Log;,OPG de cabras com menos 4 anos de idade. Observa-se
que foi elevada a quantidade de ovos eliminados tanto na época seca do ano como na chuvosa. Segundo Silva
(2010) a manutengdo de pastejo em areas com graminea irrigadas contribui para manutencdo de parasitismo
elevado ao longo do ano. Sob a condicéo de exposi¢do continuada pode favorecer a expresséo de adaptagdo dos
animais & infeccdo por endoparasitas, segundo Bishop (2010).

Tabela 1. Médias do Log;yOPG de cabras da raga Anglonubiana com menos de 4 anos de idade, com coletas de
fezes na época seca e na chuvosa do ano, durante a gestacdo e lactagdo, ocorridas de 2009 a 2015 no rebanho
caprino da UFPI em Teresina.

Epoca da coleta Coletas na Gestacdo Coletas na Lactacéao
de fezes
T1-no1/3 T2-no 1/3 T3-no1/3 T4-no 1/3 T5-no 1/3 T6-no 1/3
Inicial Intermediario final Inicial Intermediério final
Chuvosa 2,832 2,80? 3,072 3,042 3,232 3,092
Seca 2,902 2,778 2,762 3,222 2,962 2,842

*Medias com mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Né&o foi observada diferenca significativa nas coletas realizadas na gestacdo (P > 0,05), embora no terco
final a média do Logl0 OPG tendeu a crescer. Portanto, sem indicios significativos do periparto externar
sensibilidade dos animais a parasitismo. Durante a lactacdo as médias tenderam a se apresentar com valor
superior aos verificados na gestacdo, porem ndo significativamente (P > 0,05), com indicativo de reducdo no
terco final da lactacdo (T6), que correspondeu ao periodo de 91 a 120 dias apds o parto.

Esse resultado apresenta concordancia com afirmagdes de Pinto et al. (2008), que que o OPG tende a se
elevar em torno do parto. Nao foi verificado comportamento diferenciado nas duas épocas do ano e medidas
curativas devem ser aplicadas durante o periparto.

Como a estrutura dos dados utilizada é longitudinal (coletas repetidas no mesmo animal ao longo do
ano), o valor do OPG igual a 2,90 no terco inicial da gestacdo na época seca do ano, pode estar mostrando um
efeito residual da infecclo elevada verificada no tergo final da lactagdo na estacfo chuvosa anterior (3,09).
Assim, o efeito acumulativo indica que a infeccdo durante a época chuvosa ndo foi eficientemente controlada.
Alem disso, ao se realizar analises genéticas envolvendo o OPG, parece ndo ser necessario constar o periodo do
periparto como efeito fixo (causa de variacdo ndo genética) na modelagem.

Tabela 2. Médias do Log;,0OPG de cabras da raca Anglonubiana com mais de 4 anos de idade, com coletas de
fezes na época seca e na chuvosa do ano, durante a gestacdo e lactagdo, ocorridas de 2009 a 2015 no rebanho
caprino da UFPI em Teresina

Epoca da coleta Coletas na Gestagédo Coletas na Lactacéo
de fezes
Tl-no1/3 T2-no 1/3 T3-nol1/3 T4-nol/3 T5-no 1/3 T6-no 1/3
Inicial Intermediario final Inicial Intermediario final
Chuvosa 2,292 2,802 2,862 3,042 3,202 3,218
Seca 2,728 2,632 3,002 3,192 2,942 2,852

*Medias com mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Estdo apresentadas (Tab.2) as médias do Log;,OPG de cabras com mais 4 anos de idade. Observa-se que
apresentam valores que indicam tendéncia similar ao verificado nas cabras mais novas, ou seja, o valor do OPG
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se elevou um pouco no periparto, persistindo durante a lactacdo, mas ndo significativamente (P>0,05). Foi
similar tambem o efeito residual da infeccdo durante o terco final da lactacdo no periodo chuvoso do ano, que
persistiu no terco inicial da gestacdo do periodo seco do ano. Durante a lactagdo as médias foram um pouco
superior as da gestacéo, porem ndo significativamente (P>0,05),.

A tendéncia de aumentar a eliminagdo de ovos de parasitas gastrintestinais no periodo do periparto (45
dias antes e depois do parto) pelas cabras, segundo Costa et al. (2011), é um fendmeno que envolve mecanismos
desconhecidos, mas a imunossupressao de origem enddcrina, decorrente de variagdes hormonais préximas ao
parto e durante a lactacdo, estdo entre possiveis causas. Porem a influencia das condigdes climaticas como
umidade e calor elevados, parece se sobrepondo a interferéncia da idade.

Conclusio

Em rebanho com infeccéo continua ao longo do ano, tende a ser pequena a influéncia da época do ano no
grau de parasitismo da cabra durante a gestagdo e lactacdo, independente da idade. Porém, ndo implica em
desatencdo com medidas curativas no periparto.
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Abstract

Leptospirosis, considered a zoonosis of universal distribution, is responsible for a decrease in the
productive and reproductive indexes of the herds because they result in abortion, repetition of estrus, placental
retention and consequently economic losses. Considering the economic importance of sheep farming in the state
of Piaui and the microregion, the objective of this study was to determine the prevalence of anti-leptospira
antibodies in sheep from the Upper-Middle-Gurguéia micro-region in the state of Piaui. Blood samples were
collected from 100 sheep from 03 municipalities in the Upper-Middle Gurguéia micro-region. To investigate
anti-leptospira antibodies was performed the Serum Microscopic Agglutination (SAM) technique. The presence
of anti-leptospira antibodies in sheep exploited in the Upper-Middle Gurguéia micro-region was verified.
Therefore, preventive control measures to avoid introduction as well as combat measures for the control of
Leptospirosis in the sheep herd of the Upper-Middle Gurguéia microregion are necessary.
Keywords: Economic losses, prevention, risk.
Palavras-chave: perdas econdmicas, prevengao, risco.

Introducio

Nos ultimos anos a ovino-caprinocultura no Brasil, tem evoluido muito, esse fator esta relacionado a
subsisténcia, além do mercado consumidor esta procurando outros tipos de carne diferente da de bovino. No
entanto a maioria dos tipos de criagdo ¢ extensiva e rudimentar, na grande dependéncia de plantas nativas,
utilizacdo de ragas ndo especializadas, déficit em assisténcia técnica, ¢ sem controle sanitario. A leptospirose em
ovinos pode apresenta-se nas formas sintomaticas e assintomaticas, a primeira ainda pode ser aguda ou cronica.
Na forma aguda, os animais podem apresentar anorexia, depressao, ictericia, aumento da temperatura corporal
ou sindromes hemorragicas. A forma cronica, porém, ¢ mais notavel, causando problemas na fertilidade, abortos,
diminui¢do na produgdo de leite, mortalidade neonatal e abortos (Martins et al., 2012).

Este estudo teve como objetivo realizar estudo epidemioldgico sobre os sovorar da leptospirose
predominantes nos municipios de Alvorada do Gurguéia, Cristino Castro ¢ Redengdo do Gurguéia na regido do
alto médio Gurguéia, através da técnica de Soro aglutinagdo Microscopica (SAM).

Material e Métodos

O trabalho foi realizado em 03(trés) municipios Alvorada do Gurguéia, Cristino Castro e Redengdo do
Gurguéia na Microrregido do Alto-Médio Gurguéia no Estado do Piaui. Foram coletados soros sanguineos de
100 ovinos. Na pesquisa de aglutininas antileptospiras, utilizou-se a prova de soroaglutinagdo microscopica
(SAM) contra 22 sorovares patogénicos, sendo efetuadas as leituras em microscopio em campo escuro. O titulo
final foi aquele que ainda apresentou 50% ou mais de aglutinacdo, sendo o ponto de corte da reacdo o titulo de
1:100.

Resultados e Discussio

Dos amostras testadas 22% reagiram sorologicamente frente a um ou mais sorogrupos analisadas
através da técnica de soroaglutinagdo microscopica conforme a Tabela 1. Na distribuigdo soroldgica foi
observado uma alta sororeatividade para o grupo Icterohaemorragiae, seguidos pela Bratislava, Pamona e
Grippotyphosa. O sorovar mais comum em ovinos em todo o mundo ¢ o Hardjo, sendo, portanto, o principal
responsavel por problemas reprodutivos em ovelhas e de morte de cordeiros (Herrmann et al., 2004). Porém em
trabalhos mais recentes no estado do Paiui como o realizado por Carvalho et al. (2011) relataram que o sorovar
de maior ocorréncia foi o Autumnalis. Esses mesmos autores relatam ainda que os ovinos utilizados no
experimento estavam clinicamente sadios, porém infectados por Leptospira spp. Por outro lado outro um
trabalho realizado por Favero et al. (2002) onde os mesmos realizaram um levantamento dos sorovares de
leptospiras mais predominantes em varias espécies 0s mesmos relataram que o sorovar que mais acometeu a
espécie ovina foi a icterohaemorrhagiae, corroborando assim com nossos resultados. A presenga de reagdes
positivas para esse sorovar aponta a importancia da populagido de roedores na transmissdo de doengas e reforga a
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necessidade de programas de controles de roedores, adotando além de medidas ofensivas (desratizag@o),
normalmente as uUnicas utilizadas, a inclusdo de modificacdes ambientais como medidas preventivas
(antirratizacdo) e educagdo em satde (Araujo Neto et al., 2010).

Tabela 1. Frequéncia de sorovares reagentes ao teste de soroaglutinagdo microscopica para leptospira em 100
soros de ovinos em 03 municipios localizados na microrregido alto médio Gurguéia.

Sorovares %

Icterohaemorragiae 16

Pomona 1

Grippotyphosa 4

Bratislava 1

Total 22
Conclusao

Foi encontrado a presenga de Leptospira spp, na Microrregido do Alto-Médio Gurguéia no Estado do
Piaui, com prevaléncia dos sorovares, icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippotyphosa, Bratislava.
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Taxa de fertilidade de ovelhas submetidas a inseminacao artificial por via cervical e

laparoscopia, no semi-arido do Piaui
Fertility rate of ewes submitted to artificial insemination by laparoscopy and cervical, on semi-arid in Piaui
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Abstract

There is various techniques of artificial insemination, but are not yet applied routinely in sheep. The
cervical insemination is quick and simple. Laparoscopy requires specialized technical and more work. artificial
insemination using simultaneous estrus synchronization provides higher productivity. This study aimed to
observe the pregnancy rate using frozen semen and techniques of different insemination after synchronization of
estrus. The experiment was conducted with thirty-seven animals. All subject to estrus synchronization protocol.
Sixty days after insemination all underwent ultrasound for diagnosis of pregnancy. Twenty-five of the thirty-
seven of the experiment showed pregnancy. The results demonstrated that cervical Al with frozen semen is a
good alternative to using it routinely in sheep.
Keywords: Sheep, Pregnant, Insemination.
Palavras-chave: Ovelha, Prenhez, Inseminagéo.

Introducao

A inseminagdo artificial (IA) com sémen congelado ¢ uma biotécnica reprodutiva ainda pouco utilizada
na espécie ovina. Este procedimento ¢ dificultado pelas caracteristicas anatomicas da cérvice da ovelha, a qual
apresenta anéis tortuosos e reduzido didmetro (Kershaw et al., 2005).

A técnica de inseminacdo cervical, o s€émen ¢ colocado cerca de 1 a 3 centimetros. Utiliza-se especulo
para visualiza¢do da cérvice. E uma técnica rapida e de facil aplicacdo. A fertilidade aumenta de acordo com o
grau de profundidade onde ¢ colocado o sémen (Ax et al., 2004).

A técnica de IA intrauterina por laparoscopia é uma facilitadora por permitir colocar o sémen
diretamente no utero (Killen e Caffery, 1982; Ghalsasi e Nimbkar, 1996). No entanto essa técnica possui
limitagdes: por se tratar de um procedimento cirargico, exigir a utilizagdo de equipamentos de alto custo ¢ méo-
de-obra especializada (Evans e Maxwell, 1987).

Nesse sentido, a inseminagdo artificial utilizando sincronizagdo simultdnea do cio concede partos
concentrado em periodo programado, facilitando o manejo dos animais e reduzindo a mio de obra, elevagdo da
prolificidade e maior produtividade (Pavoskiet et al,.2009). O presente trabalho visou observar a taxa de prenhez
utilizando sémen congelado e técnicas de inseminacdo diferentes apds a sincronizagio do cio e IATF.

Materiais e Métodos

O Experimento foi realizado na fazenda campina verde no municipio de Elesbao Veloso, localizado na
mesorregido cento-norte do Piaui, que esta situado na latitude: 06° 12’ 07” S e longitude: 42° 08' 25" W, no més
de junho de 2016. Todos os animais foram avaliados clinicamente, vermifugados, mantidos em pastagens
cultivadas e recebendo sal mineral, para ovinos, a vontade.

Foram utilizadas 37 ovelhas mesticas. Os animais foram selecionados de acordo com o escorre corporal,
e submetidas a ultrassonografia (Sonoscape A5 Vet.) para selecionar os animais aptos para o experimento. Os
animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: G1 - (n=18) inseminacdo cervical
utilizando pistola walmur® e G2 — (n = 19) inseminadas por laparoscopia.

As ovelhas foram submetidas a um protocolo de sincronizag@o de estro: inseridas esponjas intravaginais
impregnadas com 60 mg de medroxiprogesterona — MAP (Progespon”), por um periodo de 12 dias. No decimo
segundo dia de tratamento retirou se as esponjas e imediatamente aplicou se 300 UI de Gonadotrofina Coridnica
Equina - eCG (Novormon®), em cada ovelha. Apos 56 horas da aplicagdo de eCG realizou se a inseminagio
artificial, os animais foram submetidos a um jejum alimentar de 20 horas antes da inseminacao.

As ovelhas foram inseminadas utilizando uma tnica dose de sémen congelado em palheta de 0,25 mL.
Durante o procedimento, as ovelhas foram contidas pelo tratador com o posterior elevado num angulo de 90°
(Trendelemburg). Para visualizacdo da cérvice e passagem do aplicador de s€émen para inseminagdo das ovelhas
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foi utilizado um espéculo do tipo bico de pato e um foco de luz. Apds a localizagdo do orificio cervical,
introduziu a pistola de walmur e sémen foi depositado no sistema genital da fémea, Preconizou a deposi¢ao do
s€émen o mais profundo possivel, mas também procurando ndo traumatizar o epitélio da cérvice. Na técnica de
laparoscopia o sémen foi depositado em ambos os cornos uterinos. Sessenta dias apés a inseminagdo, as 37
ovelhas foram submetida 4 ultrassonografia com um aparelho de ultrassom veterinario Sonoscape A5 Vet. para
confirmacdo da gestagdo.

Resultados e Discussio

No presente trabalho, das trinta e sete ovelhas inseminadas, vinte e cinco (67,57%) demonstraram
gestacdo na avaliagdo ultrassonografica. Sendo doze (63,15%) inseminadas por laparoscopia e treze (72,22%)
cervical utilizando pistola Walmur®, como mostra a tabela 1.

Tabela 01 taxa de prenhes de ovelhas submetidas a duas técnicas de inseminacdo ap6s IATF.

Técnica de IATF Positivos Negativos
Laparoscopia 12/19 (63,15%) 07/19 (36,85)
Intra cervical 13/18 (72,22%) 05/18 (27,78%)
Total 25 (67,57%) 12 (32,43%)

Rabassa et al. (2006), avaliando as taxas de prenhez de ovelhas inseminadas por diferentes técnicas de
inseminagdo artificial, com sémen congelado, utilizando tipos de diluentes diferentes, encontraram uma taxa de
prenhez de 40%, tanto as ovelhas inseminadas por via transcervical como as inseminadas por laparoscopia, ndo
diferindo, portanto, entre si (P > 0,05). Em contradicdo com o estudo por Rabassa et al. (2006) as taxas de
prenhez encontradas nesse trabalho diferem em relagdo as duas técnicas, apresentando os seguintes resultados:
63.15% vis laparoscopia e 72.22% via intra cervical.

Maxwell et al. (1986) mostraram resultados satisfatorios realizando inseminagdo artificial por
laparoscopia, alem disso esses autores também avaliaram o efeito de inseminagdes uni ou bilaterais e local de
deposicao do sémen na taxa de gestagdo de ovelhas Merino, onde encontraram valores significativamente
maiores para inseminagdes artificiais bilaterais em relacdo as unilaterais (76,8 ¢ 44,9%).

Consideracoes Finais
Os resultados obtidos demonstraram que a A cervical ¢ uma boa alternativa para que seja possivel a
utilizacdo da mesma com sémen congelado como rotina na criagdo de ovinos.
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Taxa de prenhez de acordo com o grau de abertura do orificio vaginal da cérvix de

cabras Saanen no Nordeste do Para, durante ainseminacao artificial
Pregnancy rate according to the degree of opening of the vaginal orifice of the cervix Saanen goatsin
northeastern Para, during artificial insemination.
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Abstract

Was aimed at the application of reproductive technologiesin goatsis mainly limited to inability to cross
the long, narrow cervix, preventing intrauterine deposition of frozen semen Croy et al. (1999). The degree of
difficulty in transposing the cervix may vary according to various factors such as individual effect, reproductive
stage, postpartum interval, reproductive season, technical experience and other Husein et al. (1998). The study
was conducted in the state of Par4, in the municipality of Iguarapé-Acu, Para northeast, at a private estate. We
used 12 Saanen goats intended for milk production, with ages ranging from 1 to 3 years, all identified with
numerical necklace and documented in animals individual. Os identification cards were created intensively with
forage (Pennisetum purpureum) ground corn meal, water and mineral supplement will. The evaluation of the
cervical opening degree was carried out by vaginal speculum.
Keywords: Insemination, opening of the cervix, Saanen.
Palavras-chave: Inseminacdo, abertura da cervix, Saanen.

Introducéo

Visou-se a aplicacdo de tecnologias da reproducdo em caprinos, tem como principal limitacdo a
inabilidade em se transpor a longa e estreita cérvix, inviabilizando a deposicao intra-uterina do sémen congelado
Croy et al. (1999). O grau de dificuldade em transpor a cérvix pode variar de acordo com varios fatores tais
como: efeito individual, estagio reprodutivo, intervalo pos-parto, estagdo reprodutiva, experiéncia do técnico
entre outros Husein et al. (1998). A Inseminacdo Artificial é uma das biotécnicasmais importante para o
melhoramento genético de animais, tornando-se possivel poucos reprodutores altamente selecionados produzem
espermatozoides suficientes para inseminarvarias fémeas em diferentes propriedades Barbosa et al. (2013).A
Inseminagdo Artificial pode ser feita de diversas formas incluindo desde o momento da deposi¢do na vagina, até
a deposicdo do sémen no corno uterino. Essa biotécnica através da via cervical pode ter sua eficiéncia avaliada
dependendo do local de deposi¢do do sémen verificando o nimero de anéis cervicais ultrapassados, ou, o grau de
penetracdo do aplicador em cm (Fonseca et al., 2010).

Material e M étodos

O estudo foi realizado no estado do Para, no municipio de Iguarapé-AcU, na regido nordeste paraense,
em uma propriedade particular. Foram utilizadas 12 cabras da raga Saanen destinadas a producdo leiteira, com
idade variando entre 1 a 3 anos, todas, identificadas com colar numérico e documentados em fichas de
identificacdo individual.Os animais eram criados de forma intensiva, com forragem (Pennisetum purpureum),
farelo de milho triturado, 4gua e suplemento mineral a vontade. A avaliacdo do grau de abertura cervical foi
realizada através do espéculo vaginal (Figura 1- A, B e C), conforme metodologia descrita por Grunert et al.
(2005), porém, esse autor avaliou na espécie bovina, ndo havendo ainda relatos na literatura para espécie caprina.
Esta avaliacdo foi classificada neste trabalho da seguinte forma (Figura 2): grau 0- abertura do orificio cervical
ndo evidente; grau 1- abertura do orificio cervical com espessura de um palito de fosforo; grau 2- abertura do
orificio cervical com espessura de um canudinho de refrigerante; grau 3- abertura do orificio cervical com
espessura um lapis; grau 4: abertura do orificio cervical com espessura um tubo de caneta estereografica; grau 5-
abertura do orificio cervical com espessura um dedo minimo.

Resultados e Discussio

A taxa de prenhez para as cabras que obtiveram abertura do cérvix grau 0, grau 1, grau 2, grau 3, grau 4
e grau 5 foi de 0%, 100%, 50%, 66,6%, 66,6% e 0% respectivamente. Nao houve influéncia do grau de abertura
da cérvix na taxa de prenhez (P > 0,05), conforme tabela 1. Ndo houve diferenca estatistica comparando o grau
de abertura do cérvix devido o nimero de animais ser pequeno, porém a resposta foi satisfatoria por
apresentarem excelente resultados através do protocolo realizado e observou-se que, 0 melhor momento para a
realizacdo da inseminacdo artificial é quando o animal apresenta grau de abertura 3 e 4.
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Tabela 1. Taxa de prenhez, de acordo com o grau de abertura do cérvix em 12 cabras leiteiras da raca Saanen
submetidas a IATF na regido nordeste Para-Brasil.

Diagnéstico de gestagdo

Grau de abertura da cérvix Positivo Negativo
0 0 (0%) 2 (100%)
1 1 (100%) 0 (0%)

2 1 (50%) 1 (50%)

3 2 (66,6%) 1(33,3%)
4 2 (66,6%) 1 (33,3%)
5 0 (0%) 1 (100%)

Figura 2. Relagdo do grau de abertura da cérvix das cabras leiteiras da raga
Saanen. Grau de abertura da cérvix de cabras leiteiras inseminadas em tempo
fixo. A- grau 0; B- grau 1; C- grau 2; D- grau 3; E- grau 4 e F- grau 5.

Conclusao

Através da analise dos dados coletados verificou-se que o grau de abertura ndo influenciou na taxa de
prenhez das cabras da raca Sannen. Os animais com grau de abertura3 e 4 apresentam um melhor momento para
gue sejam inseminados.
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Taxa de prenhez de acordo com o tipo de muco apresentado em cabras da raca Saanen
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Pregnancy rate according to the type of mucus presented in Saanen breed goats submitted to artificial
insemination in fixed time (TAI)
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Abstract

This study aimed to evaluate the pregnancy rate according to the type of mucus presented in Saanen
goats submitted to artificial insemination in fixed time (TAI). The study was conducted in the state of Par4, in the
municipality of Iguarapé-Acu, in Para Northeast, in a private property. 12 goats used for milk production were
used, with ages ranging from 1 to 3 years, the classification of the type of vaginal mucus, was made according to
Smith (2006). The pregnancy rate for animals with crystalline mucus was 33.3% for those who had crystalline-
striated mucus was 0% for those who had striatum mucus was 66.6% for those who had striatum mucus -caseoso
was 50% and for those who had mucus cheesy pregnancy rate was 50%. After data analysis showed that the type
of mucus does not influence the animal pregnancy rate.
Keywords: caprine, reproductive management, Artificial insemination.
Palavras-chave: caprino, manejo reprodutivo: Inseminagio artificial.

Introduciao

A observagdo do muco, e da sua alteragdo durante o periodo de cio, pode ser usada para estimar o
melhor momento do estro para se realizar a inseminacdo, uma vez que ha correlagdo entre o tipo de muco
observado no momento da inseminagao e a taxa de fertilidade (Silveira et al. 2009).

A relacdo entre as caracteristicas do muco e o momento da inseminagdo ¢ um parametro de grande
importancia na reproducédo, sendo o volume e a consisténcia desse muco varia durante o periodo do estro, essa
variagdo se da devido a presenca de células de descamagdo do epitélio genital feminino. No inicio do estro
observa-se muco cristalino e hd pouca secrecdo, ap6s 12 a 18h do inicio do estro ele torna-se estriado e mais
abundante e no periodo de 25 a 30h observa-se o muco mais denso e com aparéncia caseosa. Sendo o melhor
momento para a inseminagao ¢ quando o muco apresenta-se estriado e abundante (Evans ¢ Maxwell 2010).

O uso da inseminagdo artificial representa uma biotecnologia bastante difundida na reprodugdo animal,
onde iremos possibilitar a utilizacdo de individuos geneticamente superiores associadas a menores custos por
servicos, como a manutengdo de uma grande numero de machos na propriedade (Siquerira 2006). A
sincronizacdo do estro tem sido amplamente usada em caprinos como instrumento de auxilio nos processos de
inseminagdo. Alem de permitir um planejamento adequado na producdo desse animais (Alves et al. 2005).
Objetivou-se avaliar a taxa de prenhez de acordo com o tipo de muco apresentado em cabras da raga Saanen
submetidas a inseminagao artificial em tempo fixo (IATF).

Material e Métodos

O estudo foi realizado no estado do Para, no municipio de Iguarapé-Acu, na regido nordeste paraense,
em uma propriedade particular. Foram utilizadas 12 cabras da raga Saanen destinadas a produgfo leiteira, com
idade variando entre 1 a 3 anos, todas, identificadas com colar numérico € documentados em fichas de
identificagdo individual. A classificagdo do tipo de muco vaginal, foi feita de acordo com Siqueira (2006), no
qual afirma que o muco obtém aparéncia cristalina no inicio do estro, passando a estriado ¢ finalmente caseoso,
ao final do estro.

Resultados e Discussio

Em relagdo ao tipo de muco apresentado pelos animais durante a inseminagao, a taxa de prenhez para os
animais que apresentaram muco cristalino foi de 33,3%, para os que apresentaram muco cristalino-estriado foi de
0%, para os que apresentaram muco estriado foi de 66,6%, para os que apresentaram muco estriado-caseoso foi
de 50% e para os que apresentaram muco caseoso a taxa de prenhez foi de 50%. Nesse estudo ndo houve
diferenca estatistica (P>0,05) conforme mostra tabela 1. Esses resultados foram satisfatdrios, devido os animais
apresentarem bom resultado com o protocolo realizado durante a IATF, ¢ mostrou-se que o melhor muco para a
realizacdo da inseminagdo foi o estriado com o indice de 66,6% de taxa de prenhez. Comparando a taxa de
prenhez em relag@o aos tipos de mucos no presente trabalho, o resultado do muco cristalino mostrou-se superior
aos de Siqueira (2009), que foi de 15,38% ¢ ao de Siqueira et al. (2006), que foi de 3, 64%. Em relagdo ao muco
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estriado, a taxa de prenhez de Siqueira (2006), e Siqueira et al. (2009), mostrou-se inferior comparado com o
presente estudo apresentando resultado de 34,55% e 57,58% respectivamente. Ja& o muco estriado caseoso no
presente estudo mostrou-se superior ao de Siqueira (2006) que obteve 7,27%, e inferior ao de Siqueira et al.
(2009), que foi de 80%, e comparando o muco caseoso do presente trabalho com o de Siqueira (2006), e Siqueira
et al. (2009), mostrou-se superior 3,64% e inferior 66,67% respectivamente. Provavelmente a diferenca nas
porcentagens dos tipos de muco deu-se pelo momento do estro no qual os animais apresentavam, pois, segundo
Siqueira et al. (2009), a presenga do muco estriado e abundante corresponde ao ter¢o médio para o final do estro
(12 &4 18 apds o seu inicio), sendo que os animais podem variar o aspecto do muco durante o estro, € nio
apresentando o mesmo tipo de muco ao mesmo tempo.

Tabela 1. Taxa de prenhez, de acordo com o tipo de muco durante a inseminagdo em 12 cabras leiteiras da raga
Saanen submetidas a IATF na regido nordeste do Para-Brasil.
Diagnostico de gestacdo

Tipo de Muco Positivo Negativo
Cristalino 1 (33,3%) 2 (66,6%)
Cristalino-Estriado 0 (0%) 1 (100%)
Estriado 3 (66,6%) 1(33,3%)
Estriado-Caseoso 1 (50%) 1 (50%)
Caseoso 1 (50%) 1 (50%)

(P >0,005).

Conclusio

Ap6s analise dos dados verificou-se que o tipo de muco nio influenciou na taxa de prenhez dos animais.
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Abstract

Control of the estrous cycle through estrus synchronization protocols allows the producer to share lots
of females according to the management capacity and ownership of facilities easier handling and better use of
players. Therefore, the objective was to verify the influence of artificial insemination in fixed time (FTAI) with
the use of frozen semen in pregnancy rates of dairy goats. The study was conducted in the state of Par4, in the
municipality of Iguarapé-Acu, in a private property that is located in the northeastern region of Para. 12 Saanen
goats intended for milk production were used. Animals submitted to TAI with the use of six frozen semen became
pregnant, representing a pregnancy rate of 50%, which proved satisfactory results.
Keywords: Pregnancy rate, dairy goats, FTAI.
Palavras-chave: Taxa de prenhez, cabras leiteiras, IATF.

Introducao

Desde a domesticagao da espécie caprina, hé cerca de 10.000 anos, esta vem se tornando cada vez mais
importante na exploragao e produgdo de alimentos, medicamentos, cosméticos e artefatos para consumo humano.
O rebanho nacional de caprinos em 2014 alcangou 8.851.879 cabegas, sendo 8.109.672 cabecas na Regido
Nordeste (91,6%) IBGE, (2015). Gongalves; Figueiredo; Freitas (2001), descrevem que a caprinocultura no
Brasil, nesses Gltimos anos vem se consolidando como importante alternativa pecudria, principalmente para o
pequeno produtor, que emprega mao-de-obra familiar. Segundo Machado e Simplicio (1992), as primeiras
inseminagdes em cabras no Brasil ocorreram no ano 1954. Apesar do seu potencial no incremento a
produtividade e selecdo dos animais, a inseminacdo artificial nessa espécie ainda é pouco aplicada no Brasil,
restringindo-se, basicamente, a trabalhos de pesquisa (Machado e Simplicio, 1995).

O controle do ciclo estral por meio dos protocolos de sincronizagao de estro permite ao produtor dividir
lotes de fémeas de acordo com a capacidade de manejo e as instalagdes da propriedade (Canova, 2008). Suas
vantagens estdo no aparecimento do estro de todas as fémeas tratadas em um mesmo periodo, na reproducao em
periodo de anestro estacional, na facilidade de manejo e no melhor aproveitamento de reprodutores (Barbosa et
al., 2013).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia da inseminagao artificial em tempo fixo
(IATF) com o uso do sémen congelado na taxa de prenhez de cabras leiteiras.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no estado do Para, no municipio de Iguarapé-Ag¢u, em uma propriedade particular
que estd localizada na regido nordeste paraense. Foram utilizadas 12 cabras da raga Saanen destinadas a
produgdo leiteira, com idade variando entre 1 a 3 anos, todas, identificadas com colar numérico ¢ documentados
em fichas de identificagdo individual. Os animais eram criados de forma intensiva, com forragem (Pennisetum
purpureum), farelo de milho triturado, 4gua e suplemento mineral a vontade.

O protocolo se deu da seguinte forma: no dia zero (DO) foi colocado o dispositivo intravaginal de
progesterona (CIDR® 0,3g, Zoetis) ; no dia treze (D13) foi realizada a retirada do dispositivo intravaginal e feita
a aplicagdo de 2 mL (0,15mg) de PGF2a (Cloprostenol Sodico-Croniben ®, Biogenesis) e 2 mL (400 UI) de
gonadotrofina Corionica Equina (eCG-Novormon®, Sintex) e no dia quinze (D15) foi realizada a inseminagéo
artificial em tempo fixo somente uma vez. Todo o protocolo foi realizado pelo periodo da manhd, e buscando
sempre realiza-los dentro de uma hora esquematizada para todas as etapas do protocolo.

Todos os dados foram tabulados em planilha eletronica utilizando o programa excel os quais foram
avaliados pelo software especializado SAS (2009) através do teste estatistico Teste Exato de Fisher com nivel de
significancia de 5% e posteriormente comparadas as taxas de prenhez.

Resultados e Discussio

Dos 12 animais submetidos & IATF seis ficaram gestantes, representando uma taxa de prenhez de 50%.
Esses indices sdo superiores aos encontrados por Souza et al. (2009), que trabalharam com 30 cabras SRD
adultas, e obteve 26,6% de taxa de prenhez. Foi similar aos de Lehloenya (2005), que obtiveram taxas de
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prenhez de 52% e 53% quando inseminaram cabras com intervalos de 48 e 60 horas respectivamente apos a
retirada do progestageno, e resultados inferiores aos de Rodrigues et al. (2014), que trabalhou com 94 animais e
obteve taxa de prenhez de 73,33%.

Baseando-se no nimero de inseminagdes realizadas neste trabalho, podemos afirmar que os resultados,
foram dentro dos dados descritos na literatura, devido a boa nutri¢do e sanidade dos animais.

Conclusio
A taxa de prenhez com uso de sémen congelado na IATF apresentou resultados satisfatorios de 50% de
prenhez.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the recovery rate of oocytes by OPU technique with needle
attached syringe in goats from slaughterhouses located in the homogeneous micro-region of Teresina, Piaui. 68
ovaries from 34 pubertal goats without defined breed (SRD) from local abattoirs were used. After slaughter, the
ovaries were immediately transported to the laboratory in thermos physiological saline (0.9% NaCl) heated at
35 °C plus 30 ug/ml gentamicin sulfate. Soon after it was held aspiration of oocytes and the identification and
classification of structures was subsequently conducted. It was recovered a total of 42 COCs, the average of
oocytes recovered by females 1.23. The low recovery rate obtained in this study may be due to low body
condition score in which the animals were at the time of the examination.
Keywords: OPU, cumulus oocyte complex, small ruminants.
Palavr as-chave: aspiracéo folicular, complexo cumullus o6citos, pequenos ruminantes.

Introducéo

A principal fonte de ovérios para puncdo de foliculos ovarianos, em qualquer espécies doméstica,
continua sendo em abatedouros (Gongalves et al., 2008). Seus ovarios constituem um modelo cléssico de
pesquisa. Neste caso, o bem estar animal é respeitado, uma vez que as fémeas sdo sacrificadas para 0 consumo
da carne e os ovarios sdo perdidos (Nunes et al., 2010). Os odcitos em pequenos ruminantes podem ser obtidos
por aspiracdo folicular, (Nunes et al., 2010). Nessa técnica a puncdo € realizada com uma agulha 18 ou 19G
acoplada a uma seringa de 1mL ou bomba de vacuo (Gongalves et al., 2008).

Um dos fatores que influencia a qualidade do o6cito recuperado é o transporte adequado do material
coletado, seja ovario ou odcito. A temperatura, 0 meio e o tempo de transporte sdo aspectos fundamentais para
preservacao do material e com este objetivo cada autor tem uma maneira de fazé-lo. Este tempo também deve ser
0 mais curto possivel, mas se realizado no periodo de até 3 horas parece ndo afetar a viabilidade dos Complexos
Cumullus O6citos (CCOs) (Gongalves et al., 2002).

Contudo, um dos grandes problemas atualmente é que, de acordo com Nunes et al. (2010), pequenos
ruminantes apresentam menor recuperacao e baixa qualidade de CCOs quando os ovarios sdo provenientes de
abatedouros.

Diante deste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a taxa de recuperacao de oécitos pela técnica
de aspiracdo folicular com agulha acoplada a seringa, em caprinos provenientes de abatedouros localizados na
microrregido homogenia de Teresina, Piaui.

Material e M étodos

O experimento foi executado no Laboratorio do Grupo de Pesquisa em Sanidade e Reproducdo Animal
da Universidade Federal do Piaui, Campus Petronio Portela, Teresina, Piaui, Brasil, no periodo de setembro e
outubro de 2016. Sob aprovagdo na comissdo de ética no uso de animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal
do Piaui, protocolo n°108/15.

Foram utilizados 68 ovarios provenientes de 34 cabras puberes sem padrdo racial definido (SRD)
oriundos de abatedouros locais da regido metropolitana de Teresina-Pl. Antes da realizacdo do abate foi
realizada a analise do escore de condicdo corporal, onde 0 mesmo foi realizado em uma escala variando de (1 a
5). Ap6s o abate, os ovarios colhidos foram transportados imediatamente ao laboratério em garrafa térmica
contendo solucdo salina fisiolégica (NaCl 0,9%) aquecida a 35°C acrescida de 30 pg/mL de sulfato de
gentamicina em um periodo maximo de 2 (duas) horas.

No laboratdrio os ovarios foram lavados com solucédo fisiolégica e colocados aquecidos a 35°C em
banho Maria durante todo periodo de puncéo, em recipiente com soro fisiolégico. Logo em seguida foi realizada
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a aspiracdo dos odcitos como proposto por Freitas et al. (2008). O aspirado foi diretamente colocado em tubos
tipo falcon de 15 mL e apds o periodo de decantacdo de 15 minutos o sedimento foram aspirado através de
pipeta e depositado em placas de Petri com solucdo de DPBS com BSA 0,4% (PBS com BSA 0,4%; Nutricell
Nutrientes Celulares, Campinas - SP, Brasil) aquecidas previamente em placa aquecedora com temperatura de
37°C para a identificacdo e classificacdo das estruturas oocitarias, as quais foram transferidas para placas de
Petri de 35 x 10 mm.

Os odcitos foram avaliados e classificados quanto ao estadio de qualidade segundo Ramos et al. (2006)
em estereomicroscépio, sob aumentos de 10X e 40X.

Resultados e Discussdo

Foi recuperado um total de 42 CCOs, sendo a média de odcitos recuperados por fémeas de 1,23. Os
odcitos tambeém foram classificados quanto ao estagio de qualidade, a Tabela 1, nos mostra a taxa de recuperagao
de odcitos de cabras provenientes de abatedouros localizados na regido metropolitana de Teresina, Piaui.

As principais caracteristicas dos ovarios puncionados, bem como o escore de condi¢do corporal que 0s
animais apresentavam no momento do abate estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 1. Taxa de recuperacao e classificacdo de odcitos caprinos provenientes de abatedouros puncionados por
agulha acoplada em seringa.

CCOs recuperados Classificacao
Grau | Grau Il Grau Ill Grau IV
42 8 17 7 10

Avaliacao e classificagdo quanto o estagio de qualidade segundo Ramos et al. (2006).

Tabela 2. Principais caracteristicas dos ovarios puncionados e escore de condigdo corporal.

Variaveis N (%)
Caracteristicas (ovarios)

Presenca de Corpo LuUteo 27/68 39,7
Auséncia de Corpo Lteo 41/68 60,3
Caracteristicas (Foliculos)

Tamanho (2mm e 8mm) 35/68 51,5
Tamanho (<2mm) 33/68 48,5
ECC*

<2,0 39/68 57,3
>3,0 29/68 42,7

*Escore de Condicéo Corporal das cabras em uma escala de (0 a 5).

Os resultados referentes a taxa de recuperacdo estdo um pouco abaixo aos descritos por Nunes et al.
(2010), onde os mesmos relatam que pequenos ruminantes apresentam menor recuperacao e baixa qualidade dos
odcitos quando utilizados ovarios de abatedouros para a aspiracdo sendo da ordem de 2 a 3 CCOs por par de
OVArios.

Outros trabalhos relatam uma taxa de recuperacdo superior em pequenos ruminantes, como o trabalho
realizado por Padilha et al. (2012) que obtiveram uma taxa de recuperacao de odcitos de 6,4 CCOs, porém em
fémeas eram tratadas hormonalmente para essa finalidade e submetidas a coletas semanalmente via laparoscopia.

A pequena quantidade de CCOs recuperados pela aspiracdo pode ser devido ao motivo que as levou ao
abate, o qual, em sua maioria, ocorre por problemas de infertilidade ou final de atividade reprodutiva (Ohashi e
Barruseli, 2008).

No que diz respeito a recuperacdo de o6citos em espécies sazonais, alguns aspectos merecem destaque e
sdo de fundamental importancia. E o caso da variagdo individual, o estado nutricional e a oferta de alimentos, a
idade do animal, o clima, além da fase (presenca de corpo liteo no ovario), idade reprodutiva e recente parigdo, o
dia do ciclo estral e o estimulo hormonal recebido (Nunes et al., 2010).

A taxa de recuperacdo de odcitos também pode ser influenciada por artefatos durante a execucdo da
técnica de aspiracao folicular como a pressao de vacuo, tamanho da agulha e sistema de aspiracdo (Smith et al.,
1994).

A aspiracdo dos ovarios para recuperacdo dos CCOs tem que ser feita de maneira eficiente e adequada,
para ndo comprometer a quantidade, qualidade e posterior viabilidade destes (Padilha et al., 2012).

Consider aches Finais

Cabras com baixo escore de condigdo corporal durante o periodo seco oriundos de abatedouros locais da
microrregido homogénia de Teresina apresentam baixa taxa de recuperacéo de 00citos.
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Taxa de recuperacio de oocitos de ovinos provenientes de abatedouros locais da regiao

metropolitana de Teresina, Piaui, Brasil
Recovery rate of sheep oocyte from local abattoirs in metropolitan region of Teresina, Piaui, Brazil
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Abstract

In order to evaluate the recovery rate of local abattoirs oocyte the metropolitan region of Teresina-Pl.
Ovaries were used 72 36 pubescent sheep without defined breed (SRD) .The collected ovaries were transported
to the laboratory in thermos physiological saline (0.9% NaCl) heated at 35 ° C plus 30 ug / ml sulphate
gentamicin in a maximum of two (2) hours, the follicular aspiration needle attached syringe was subsequently
performed, the aspirated pellet was deposited on heated Petri dishes previously in hot plate to 37 ° C for the
identification and classification of oocitarias structures. 52 were recovered oocyte cumulus cells and the ewe
recovery rate was 1.4. Therefore the low recovery rate can be the result of the female body condition, food
supply, breeding age and age of the animal.
Keywords: sheep breeding, aspiration follicular, ovaries.
Palavras-chave: ovinocultura, aspiracdo folicular, ovarios.

Introduciao

A ovinocultura tem grande importancia sécio-econdmica no Brasil, devido a sua facilidade em se
adaptar as condi¢des climaticas adversas. A criacdo de ovinos no Nordeste brasileiro ainda ¢ explorada, muitas
vezes de forma extensiva, como uma fonte alternativa de subsisténcia e com a utilizagdo de tecnologias pouco
apropriadas. Diante disso, ¢ necessario assumir estratégias reprodutivas praticas, viaveis e lucrativas, objetivando
aumentar os indices produtivos em concomitincia com o progresso genético (Crocomo et al., 2012). A utilizacao
de biotecnologias reprodutivas promove resultados amplos em programas de melhoramento genético de
rebanhos ovinos (Freitas et al., 2013). Estudos tém sido realizados visando facilitar o uso do gameta feminino e,
atualmente, a técnica mais promissora ¢ a criopreservagdo de oocitos, desejavel por razdes bioldgicas e
comerciais, que consiste no armazenamento e na preservacdo de materiais bioldgicos sob baixas temperaturas.
Mas para o sucesso das técnicas,faz-se necessario a realizagdo de experimentos para que se obtenha odcitos de
boa qualidade. Diante desse fato, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a taxa de recuparacdo de odcitos
oriundos de ovelhas de abatedouros locais na da regido metropolitana de Teresina-PI.

Material e Métodos

O experimento foi executado no Laboratério do Grupo de Pesquisa em Sanidade e Reprodug@o Animal
da Universidade Federal do Piaui, Campus Petronio Portela, Teresina, Piaui, Brasil, situado as coordenadas
geograficas 5° 03' 23.1°" de Latitude Sul e 42° 47° 27.9”* de Longitude Oeste, com altitude média de 72,7 metros.
Foram utilizados 72 ovérios provenientes de 36 ovelhas puberes sem padrao racial definido (SRD) oriundos de
abatedouros locais da regido metropolitana de Teresina-PI. Apds o abate, os ovarios colhidos foram
transportados imediatamente ao laboratorio em garrafa térmica contendo solucdo salina fisiologica (NaCl 0.9%)
aquecida a 35°C acrescida de 30 pg/mL de sulfato de gentamicina em um periodo maximo de 2 (duas) horas. No
laboratorio os ovarios foram lavados com solugdo fisioldgica e colocados aquecidos a 35°C em banho Maria
durante todo periodo de pungdo, em recipiente com soro fisiolégico.Posteriormente foi realizada a aspiragdo dos
odcitos através de agulha de calibre 21G acoplada a seringa como proposto por Freitas et al. (2008). O aspirado
foi colocado em tubos tipo falcon de 15 mL e apés o periodo de decantagdo de 15 minutos o sedimento foi
aspirado através de pipeta e depositado em placas de Petri com solugdo de DPBS com BSA 0,4% (PBS com
BSA 0,4%; Nutricell Nutrientes Celulares, Campinas - SP, Brasil) aquecidas previamente em placa aquecedora
com temperatura de 37°C para a identificagdo e classificacdo das estruturas oocitarias (graus 1 a 4, de acordo
com Crocomo (2012)) utilizando-se esteriomicroscopio, sob aumentos de 10X e 40X.
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Resultado e Discussio

No presente experimento a Tabelal demonstra o resultado referente ao nimero de odcitos recuperados
por ovelha, que foi de 1,4 por fémea. Diferindo do resultado encontrado por Texeira et al. (2011) que obteve
6,36 oobcitos recuperados, entretanto, as fémeas utilizadas foram tratadas submetidas a sincronizagdo de
estro,tendo em vista que nesse procedimento geralmente eleva a taxa de recuperacdo de o6citos. Morton et al.
(2007) em seu trabalho obteve uma média de 2,0 odcitos de boa qualidade (graus I e II) por ovario em bomba a
vacuo, enquanto pelo uso da seringa foram recuperados 1,5 odcitos por ovario, nesse experimento ele analisou se
houve interferéncia no método de coleta de odcitos através de bomba a vacuo e seringa.Demonstrando também
,diferenga em relagdo ao resultado obtido nesse estudo.Vale ressaltar que a qualidade oocitaria é um parametro
importante para a sucesso das biotecnologias. Nunes et al. (2010) relatam que a baixa taxa de recuperagdo de
odcitos , pode ser resultante de diversos fatores, onde os principais sdo: estado nutricional, oferta de alimento,
idade do animal, idade reprodutiva e estimulo hormonal recebido. E Ohashi e Barusseli, (2008) descreve que a
obtengdo de baixa taxa oocitaria, pode ser decorrente do motivo que levou o animal ao abate,0 qual em sua
maioria ¢ infertilidade ou final da idade reprodutiva.

Tabela 1. Resultado da recuperacdo de o6citos de ovelhas no abatedouro em Teresina-PI.
Numero de ovarios Classificagdo

Grau | Grau II Grau 111 Grau IV

72 14 18 8 12

Consideracoes Finais

Ovarios de ovelhas oriundas de abatedouros locais da regido metropolitana de Teresina, Piaui ,
apresentam uma baixa taxa de recuperagdo de oocitos, podendo ser resultante, em particular, do estado de satde
e nutricional dos animais.
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Abstract

The objective was evaluate inclusion of increasing levels of lipid residue in diet, replacing energy
sources commonly used in blood biochemical parameters of woolless sheep during the breeding season. Was
used 24 sheep, between 1 and 6 years old, with an average of 40 kg. The experiment lasted nine weeks. In first
six weeks the sheep received flushing, where diets were formulated with increasing levels of lipid residue include
replacing corn and soybean meal, and (T1) without addition of waste, (T2) with 5% (T3) 10%. The blood serum
chemigtries for performing was collected once weekly throughout the trial period. The results of the biochemical
analyzes of cholesteral, triglycerides and glucose showed no statistical difference. The increasing levels of lipid
residue in the diet did not change the blood biochemical parameters of woolless sheep during the breeding
Season.
Keywords: cholesteral, triglycerides, glucose.
Palavras-chave: colesterol, triglicérides, glicose.

Introducéo

E possivel aumentar a produtividade do rebanho de ovinos no semiarido com técnicas nutricionais e
reprodutivas sem grandes custos para o produtor, entre essas ressalta-se: a suplementagdo alimentar com o
fornecimento minimo de concentrado contendo 0 méaximo de ingredientes que possam ser produzidos pelo
préprio produtor (Torredo et al, 2008).

Tem havido uma constante busca por alimentos alternativos ao milho e também por alternativas de
alimentacdo que reduzam o custo de producdo. Dessa forma, a indicacdo da utilizacdo de dleos alimentares
usados e 6leos ndo comestiveis como matéria-prima para producdo do biodiesel sdo de grande importancia.

A nutricdo influencia os indices de fertilidade e produtividade do rebanho, sendo que a mobilizacdo de
lipideos no organismo pode ser alterada pela distribuicfo e processamento dessas substancias. Para Fernandes et
al. (2012), o metabolismo energético dos ruminantes é avaliado através do lipidograma, e a dosagem das
concentragdes séricas/plasmaticas de colesterol, triglicérides, associados a glicemia podem expressar com
determinado grau de seguranca o estado energético dos animais.

O trabalho teve por objetivo avaliar a inclusdo de niveis crescentes de residuo lipidico na dieta, em
substituicdo as fontes energéticas comumente utilizadas, nos pardmetros bioquimicos sanguineos de ovelhas
deslanadas durante a estagdo de monta.

Material e M étodos

Ultilizou-se 24 ovelhas da raga Santa Inés, entre 1 e 6 anos de idade, com peso médio de 40 kg, sendo
12 nuliparas e 12 multiparas, ndo gestantes e com higidez atestada. O projeto esta cadastrado sob o ndmero:
CEA 016/14. O experimento foi realizado no Médulo Didatico de Pequenos Ruminantes do Colégio Técnico de
Bom Jesus-PI.

O periodo experimental foi de nove semanas, onde nas seis primeiras 0s animais receberam o flushing
(onde ha um maior suprimento de nutrientes, que influencia o peso e a condicdo corporal durante a fase
reprodutiva), iniciando a estacdo de monta apenas na quarta semana.

As ovelhas permaneceram durante a fase experimental em baia coletiva provida de comedouro e
bebedouro, onde receberam agua e silagem de milho ad libitum pela manhd e a tarde. Ao final da tarde foram
confinadas em baias individuais, e suplementadas com ra¢do concentrada, constituida pela mistura de farelo de
soja, milho moido e suplemento vitaminico e mineral. As dietas foram formuladas com niveis crescentes de
inclusdo de residuo lipidico em substituicdo ao milho e ao farelo de soja, sendo a dieta controle (T1) sem adicdo
de residuo e as demais com niveis crescentes de inclusdo do mesmo em substituicdo aos alimentos energéticos, a
fim de prover 5% e 10%, respectivamente nos tratamentos (T2) e (T3), por um periodo de seis semanas. A
suplementacéo foi de 1,5% do peso vivo/dia, durante o flushing, tendo como base o preconizado pelo NRC
(2007) com consumo médio de 3,0 Mcal de EM e 120 g de PB.
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O sangue para realizacdo da bioquimica sérica foi coletado uma vez por semana durante todo o periodo
experimental, ap6s prévia desinfeccdo do local e as amostras foram mantidas em isopor com gelo até sua
chegada ao Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da CPCE-UFPI, Bom Jesus, onde foram
procedidas as analises de glicose, colesterol total e triglicérides.

Utilizou-se Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com trés tratamentos (T1, T2 e T3) e oito
repeticOes. Para diagnostico dos contrastes entre as médias dos tratamentos foram utilizado o teste de Tukey,
0,01 <p< 0,05, utilizando o programa estatistico ASSISTAT (Silva e Azevedo, 2016).

Resultados e Discussio

Os resultados obtidos para os parametros estudados em diferentes concentrages de residuo lipidico,
bem como as interacGes estatisticas podem ser observados na Figura 1.

A utilizacdo de suplementacdo a base de residuo lipidico em diferentes concentracdes ndo alterou os
resultados das analises bioquimicas (colesterol, triglicérides e glicose), que permaneceram dentro dos valores de
referéncia propostos por (Kaneko et al., 2008).

Para Suttle (1986), nos casos em que ha desequilibrio de nutrientes, as dosagens bioquimicas refletem
perturbagdo da homeostase sanguinea, fazendo com que o organismo retire nutrientes dos érgdos estoque para
manté-la, tais altera¢des ndo foram observadas no presente trabalho.

Cerca de 90% dos lipidios ligados a lipoproteinas sdo transportados aos tecidos na forma de
fosfolipidios e colesterol, que é um precursor da sintese de horménios esterdides, (Fernandes et al., 2012). A
referéncia para o pardmetro metabolico colesterol, segundo Kaneko et al. (2008), é 52-76mg/dL, corroborando
com os dados obtidos neste experimento, 0 que ajudou a manter um adequado aporte nutricional, um bom escore
corporal, auxiliando na fungéo reprodutiva das ovelhas.

Os triglicérides sdo a principal forma de armazenamento de &cidos graxos no tecido adiposo, que sdo
compostos por uma molécula de glicerol ligada a trés moléculas de acidos graxos (Fernandes et al., 2012). Os
niveis séricos/plasmaticos de triglicérides em ruminantes sdo baixos, devido a sua baixa capacidade de sintese
hepatica, porém, ndo ha um valor de referéncia na literatura, portanto, ndo hd como comprovar a sua influéncia
na reproducéo.

Os valores obtidos ap0s a suplementagdo com residuo lipidico para glicose encontraram-se dentro do
valor de referéncia proposto por Kaneko et al. (2008), que varia entre 50-80mg/dL. A concentracdo de glicose
sanguinea é relativamente constante no organismo animal, em razdo de um eficiente mecanismo hormonal
destinado a sua manutengdo, e somente uma subnutricdo muito severa, seria capaz de altera-la significativamente
(Peixoto et al., 2010).

Nesse sentido, observa-se que 0s niveis de colesterol, triglicérides e glicose no sangue sdo consequéncia
do equilibrio nutricional, sendo importante assegurar o aporte de nutrientes, principalmente, de energia, para
conseguir manter o nivel de producdo dentro dos parametros desejados sem afetar a funcdo reprodutiva dos
animais.
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Figura 1. Efeito dos teores crescentes de residuo lipidico, adicionado na racéo,
nos parametros bioquimicos, colesterol (mg/dl), triglicérides (mg/dl) e glicose
(mg/dl) de ovinos. Barras com mesma letra, em cada variavel estudada, nao
diferem estatisticamente entre si, a 0,01 < p< 0,05 de probabilidade, pelo teste
de Tukey. (dms de 11,14; 3,37; e 6,64, respectivamente, para Colesterol,
Triglicérides e Glicose).

Concluséo

Conclui-se que a inclusdo de niveis crescentes de residuo lipidico na dieta, em substituicdo as fontes
energéticas comumente utilizadas, ndo alterou os parametros bioquimicos sanguineos de ovelhas deslanadas
durante a estagdo de monta.
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Abstract

This study aims to evaluate the fertility rate of sheep semen diluted and cooled to 4°C in powder
coconut water (ACP-102®) with and without egg yolk in artificial insemination by cervical route in sheep. Two
ram lambs and 72 ewe lambs were used, divided into 3 groups: ACP-102® without egg yolk and cooled to 4°C
for 12 hours, ACP-102® with 2,5% egg yolk also cooled as the first group and a control group with fresh semen
diluted in ACP-102® without egg yolk. Pregnancy diagnosis was performed 30 days later. Pregnancy rates were
significantly different (P < 0.05) between ACP-SGF (58,3%) and ACP-SG4 (20,8%) groups. The ACP-CG4
(37,5%) group did not differ in relation to the ACP-SGF. Therefore, the addition of egg yolk to ACP-102®
extender favors the viability of sheep semen, cooled to 4°C for 12 hours and fertility of artificially inseminated
sheep by cervical route.
Keywords: small ruminants, artificial insemination, coconut water.
Palavras-chave: pequeno ruminante, inseminacao artificial, 4gua de coco.

Introducao

Com o intuito de simplificar a utilizagdo da agua de coco como diluente, visto que ¢ um produto
perecivel, foi estabilizada e transformada em pd, processo este oriundo da liofilizagdo do liquido endospérmico
do coco e subsequente formulagdo de meios especificos para a conservagdo e criopreservagdo de células e
tecidos, denominado ACP"™ (Agua de Coco em P6) (Nunes e Salgueiro, 2011). Apos sua ressuspensdo, apresenta
caracteristicas bioquimicas muito similares aquelas encontradas no fruto in natura (Neves et al., 2008). Além
disso, a ACP"™ pode ser facilmente armazenada e enviada para regides onde o coco nio é produzido e também
propiciando longa vida de estocagem (Cardoso et al., 2005).

O diluente a base de ACP" teve suas caracteristicas fisico-quimicas adaptadas ao sémen de cada espécie
recebendo uma denominagio especifica. Em ovinos, por exemplo, o diluente é chamado de ACP-102" (Salgueiro
e Gondim, 2005; Nunes e Salgueiro, 2011).

O principio ativo dos fatores de crescimento presentes na agua de coco € uma substdncia com
propriedades semelhantes as auxinas e citocininas, fitohorménios, que agem regulando o crescimento e
promovendo a divisdo em diversos tipos de células (Nunes e Salgueiro, 1999). Essa substancia é denominada
acido 3-indol acético (IAA), uma auxina de origem vegetal (Toniolli et al., 1998; Nunes e Salgueiro, 1999;
Neves et al., 2008). O TAA promove uma maior motilidade espermatica, aumentando consequentemente os
indices de gestagdo (Azevédo e Toniolli, 1999).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do uso de sémen ovino diluido em
ACP-102" com e sem gema de ovo e refrigerado a 4°C por 12 horas sobre a taxa de fertilidade “in vivo” apos
inseminagdo artificial (IA) cervical de ovelhas mestigas.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Nova Vista, municipio de Santa Cruz dos Milagres, localizada
a 210 km da capital Teresina, Piaui, Brasil. A regido apresenta clima semiarido, com vegetagdo predominante de
caatinga.

Foram utilizados dois reprodutores, sendo um Santa Inés e outro Dorper e 72 matrizes mesticas destas
ragas, com escore corporal entre 2,5 e 4,5. As ovelhas em idade reprodutiva foram selecionadas com auxilio de
ultrassonografia, a fim de excluir aquelas gestantes e/ou com problemas reprodutivos. O rebanho foi submetido a
sistema de criagdo semi-intensivo, onde os animais foram conduzidos para pastejo durante o dia e recolhidos
durante a noite, momento em que receberam agua de boa qualidade e sal mineral especifico para ovinos ad
libitum. As matrizes foram alojadas em aprisco e o reprodutor em baia individual a 150 metros de distdncia. A
infraestrutura de pastejo para o manejo alimentar dos animais foi fundamentada na vegetagdo nativa e gramineas
cultivadas, sendo nove piquetes com capim Tanzénia (Panicum maximum) e capim Mombaga (Panicum
maximum). Como complementagdo ao manejo nutricional, as matrizes foram suplementadas com 200 g por
animal de concentrado, a base de milho, soja e farelo de trigo, e o reprodutor com ragdo comercial de
manutencdo ovina (Fri-ovicapri 20/70, Fri-Ribe, Nutreco Fri-Ribe Nutrigdo Animal S.A., Teresina- PI).
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As matrizes foram divididas em trés grupos de 24 animais e a sincronizagdo do estro foi realizada com a
utilizagdo de esponjas intravaginais impregnadas com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP;
Progespon®, Syntex, Argentina) que permaneceram na porgdo cranial da vagina por 14 dias. Logo ap6s a retirada
das esponjas foi aplicada uma injegio com 300 UI de eCG (Novormon®, Intervet, Holanda) por via
intramuscular para estimular a atividade ovariana.

O sémen foi coletado com o uso de uma vagina artificial adaptada para a espécie e, em seguida, os
ejaculados avaliados quanto ao volume, aspecto, motilidade massal, motilidade total, concentracdo espermatica e
defeitos morfologicos maiores e menores, de acordo com o Manual de Exame Androlégico do Colégio Brasileiro
de Reproducdo Animal (CBRA, 2013). Somente foram utilizados os ejaculados que apresentaram morfologia
espermatica dentro dos padrdes do CBRA (2013), volumes superiores a 0,8 ml e concentragdo espermatica
superior a 1,8 x 10’sptz/ml. Foram realizadas duas coletas consecutivas do reprodutor, com intervalo de uma
semana, para a inseminagdo de lotes de ovelhas.

O meio a base de agua de coco em po6 para sémen ovino (ACP-102"; pH 7.0; 300 mOsm/kg H,O; ACP
Biotecnologia, Fortaleza, Ceara, Brasil) foi diluido conforme especificagdo do fabricante. Foram realizados trés
tratamentos: ACP-102" sem gema de ovo e refrigerado a 4°C por 12 horas (ACP-SG4); ACP-102* com 2,5% de
gema de ovo e refrigerado a 4°C por 12 horas (ACP-CG4); e ACP-102" sem gema de ovo e sem refrigeragio
(controle; ACP-SGF). O sémen foi diluido até alcancar uma concentragdo final de um bilhdo de
espermatozoides/ml, com dose inseminante de 200 milhdes de espermatozoides por palheta de 0,25 ml. As TA
foram realizadas via cervical, 55 horas apds a retirada das esponjas, sendo 24 ovelhas com ACP-SG4, 24 com
ACP-CG4 e 24 com ACP-SGF. No tratamento ACP-SGF o tempo decorrido entre a dilui¢do do sémen ¢ a IA foi
de no maximo 30 minutos.

O diagnostico de gestagao foi realizado aos 30 dias apds a IA, com a utilizagdo de aparelho de ultrassom
(Pie Medical 100%, Pie Medical, Maastricht, Holanda) equipado com transdutor trans retal de 5,0 MHz.

Para a analise dos dados foi utilizado o estudo de dispersdo de frequéncia com o uso de Qui-Quadrado.

Resultados e Discussio

Observou-se que a taxa de gestag@o aos 30 dias foi significativamente superior no tratamento ACP-SGF
(controle) em comparagdo ao ACP-SG4 (P < 0,05), contudo nao observou-se diferenga entre o grupo ACP-CG4
e os tratamentos ACP-SGF e ACP-SG4 (P < 0,05) (Tab. 1). As menores taxas de gestacdo apresentadas com o
sémen diluido em ACP-102" sem a adi¢io da gema de ovo e refrigerado a 4°C por 12 horas (20,8%) podem ser
explicadas pela ocorréncia de danos estruturais na membrana acrossomal com a perda de enzimas decorrente da
redugdo da temperatura no processo de refrigeracdo (Salamon e Maxwell, 2000; Medeiros et al., 2002).
Resultados de fertilidade semelhantes foram encontrados por Machado et al. (2006), que obtiveram 48% de taxa
de gestagio utilizando ACP-102" adicionado de gema de ovo em sémen refrigerado a 4°C por até 6 horas. Esses
resultados demonstram que a gema de ovo apresentou efeito positivo como crioprotetor (Figueirédo, 2006)
adicionada a0 ACP-102" principalmente em baixas concentracdes. Fato este, observado também por Bispo et al.
(2011) estudando duas concentragdes de gema de ovo (20 e 2,5%) em s€men caprino, demonstrando uma melhor
eficiéncia na crioprotecdo, com maiores indices de fertilidade, quando utilizado uma concentragdo menor de
gema de ovo (2,5%).

Tabela 1. Taxas de gestagdo e prolificidade de ovelhas submetidas a inseminagdo artificial com sémen diluido a
base de ACP- 102" em trés tratamentos.

Parametro Tratamentos

ACP-SG4 ACP-CG4 ACP-SGF
Taxa de gestacdo aos 30 dias (%) 20,8" 37,5% 58,3°
indice de Prolificidade 1,6" 1,5° 1,3*

*Pletras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (P < 0,05) pelo teste qui-quadrado; ACP-
SG4, sémen diluido em ACP-102® sem gema de ovo e resfriado a 4°C por 12 horas; ACP-CG4,sémen diluido em
ACP-102" contendo 2,5% de gema de ovo e resfriado a 4°C por 12 horas; ACP-SGF, sémen fresco diluido em
ACP-102" sem gema de ovo.

Conclusio
A adigdo de gema de ovo ao diluente ACP-102" favorece a viabilidade do sémen ovino refrigerado a
4°C por 12 horas e incrementa a fertilidade de ovelhas inseminadas artificialmente por via cervical.
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Uso do Gleo essencial de Croton nepetaefolius Baill (Mar meleiro ver melho) na colheita

transcervical de embrides de ovelhas Rabo Largo
Use of the essential il of Croton nepetaefolius Baill (red quince) in transcervical embryo recovery of Rabo
Largo ewes
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George Antonio Maciel Mudo, Hélder Anderson Lima Silva, Eldo Gongalves de Souza Silva, M abel
Freitas Cordeiro, Edilson Soares L opes Junior

Laboratorio de Fisiologia e Biotecnologia da Reproducéo Animal, Universidade Federal do Vale do Séo Francisco, Petrolina,
Brasil.
*E-mail: laisamedeiros@hotmail.com

Abstract

With the objective of evaluating the Croton nepetaefolius Baill in the transcervical harvest of ovine
embryos, we used twelve sheeps and two rams of Rabo Largo breed. After estrus synchronization and
superovulation, the females were submitted to the embryonic transcervical harvest, being randomly distributed
into three groups (n = 4). The PGF2a group received 75 ug of cloprostenol (IM), twenty four hours before
harvest; and groups OECn100 and OECn300 received in the background of the vaginal sac, five minutes before
harvest, 100 ug / mL and 300 ug / mL of the oil, respectively. We used ANOVA and the Tukey test for the results
analysis, at a probability of 5%. There was no significant difference for all parameters, between the treatment
groups (P > 0.05). Croton nepetaefolius Baill essential oil did not facilitate cervical transposition of all
harvested animals and did not result in embryo recovery.
Keywords: cervix, dilatation, sheep.
Palavras-chave: cérvice, dilatagéo, ovino.

Introducéo

Nos programas de Mdltipla Ovulagdo e Transferéncia de EmbriGes em ovinos, a colheita de embribes
pode ser feita pelo método Transcervical, reduzindo os riscos de aderéncia, gastos com equipamentos e
aumentando a vida til reprodutiva das doadoras (Fonseca et al., 2012). Todavia, por conta da complexidade
anatdmica da cérvix ovina, é necessario usar um dilatador cervical (Gusmao et al., 2009). No semiarido do
nordeste brasileiro, ha plantas que possuem 6leos essenciais com a¢do miorrelaxante na cérvix, como o Croton
nepetaefolius Baill, conhecido como Marmeleiro vermelho (Pereira, 2006). No entanto, essa a¢do ainda ndo foi
avaliada na cérvix ovina in vivo. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a eficacia do 6leo essencial Croton
nepetaefolius Baill na obtencéo de embrides ovinos, pela via transcervical.

Material e M étodos

Foram utilizadas 12 ovelhas da raca Rabo Largo, como doadoras de embribes, e dois carneiros da
mesma raca para monta natural. A sincronizacdo estral foi realizada, durante 14 dias, com a insercdo do
dispositivo intravaginal liberador de progesterona. Quarenta e oito horas antes da remocéo do dispositivo, foi
iniciado o tratamento superovulatério com pFSH, em seis doses intramusculares e decrescentes (32/32; 16/16;
16/16 mg), intervaladas por 12 horas. Ap6s 12 horas da retirada do CIDR, iniciou-se a detec¢do de estro, com
intervalos de 4 horas, seguida de monta natural. No dia 6, as fémeas foram submetidas a colheita transcervical
embriondria, sendo distribuidas ao acaso em trés grupos (n = 4). O grupo PGF,, recebeu 75 pg de cloprostenol
(IM), 24 h antes da colheita; e os grupos OECn100 e OECn300 receberam no fundo do saco vaginal, 5 minutos
antes da colheita, 100 pg/mL e 300 pg/mL do 6leo, respectivamente. Para a colheita transcervical, foi feita a
administracao de cloridrato de lidocaina 2% sem vasoconstritor, pela via epidural alta. Foi inserido um espéculo
de Collins vaginal para localizacéo da cérvix. Com duas pingas Allis (26 cm), foi feito o pingamento das bordas
do o6stio cervical e sua tracdo. Introduziu-se uma sonda nasogastrica curta n° 10, equipada com o émbolo do
aplicador de inseminacdo artificial para bovinos no canal cervical que permitiu duas vias de comunicagdo: uma
das vias comunicou-se com o filtro coletor de embrides e a outra se ligou a mangueira do meio de lavagem. Uma
seringa de 60 mL contendo DMPBS, a 37°C, foi conectada a este dispositivo para iniciar a lavagem uterina,
sendo o lavado recuperado em filtro coletor de embriGes, vertido em placas de Petri e submetido a procura,
identificacdo e quantificacio das estruturas em estereomicroscopio. Para andlise dos resultados, foi utilizada a
ANOVA e o teste de Tukey. a uma probabilidade de 5%. Os dados expressos em porcentagem foram submetidos
ao Teste de Fisher e Qui-quadrado, a uma probabilidade de 5%.

Resultados e Discussido

Trés animais ndo foram submetidos & colheita embrionéria por apresentarem defeitos congénitos no
trato reprodutivo, e com excecdo deles, a passagem cervical foi possivel em todos os animais (n = 9). Nao houve
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diferenca significativa entre nos grupos de tratamento para 0s parametros tempo de passagem, taxa de
recuperacdo, nimero de corpos liteos e taxa de recuperacdo embrionaria. Nenhum embrido foi recuperado, dado
contrario ao de Gusmao et al. (2007), que recuperaram 6,02 + 3,61 (média + erro padrdo) embrides na coleta
transcervical de embrides em ovelhas Santa Inés superovuladas com pFSH. Isso pode ser justificado pela baixa
taxa de recuperacdo do liquido infundido. Além disso, na época da selecdo dos animais, num plantel de 200
matrizes, apenas as 12 utilizadas nesse trabalho estavam vazias, ficando evidente uma selecdo negativa do
rebanho. Houve, ainda, a presenca de conteldo uterino purulento em trés animais que foram submetidos a
colheita, o que é incompativel com o desenvolvimento embrionario.

Conclusio
O o6leo essencial do Croton nepetaefolius Baill nas concentragdes 100 pg/mL e 300 pg/mL néo facilitou
a transposicéo cervical de todos os animais submetidos a colheita e ndo promoveu recuperacdo embriondria.
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Validacao de primers para analises quantitativas por PCR em tempo real dos genes

FSHR, LHR e HASZ2 em tecidos caprinos
Primers validation for quantitative real-time PCR analysis of FSHR, LHR and HAS? genes in caprine tissues
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Sampaio Viana, Vicente José de Figueirédo Freitas, Darcio Italo Alves Teixeira, Luciana Magalhies Melo
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Abstract

This study aimed to validate primers to amplify FSHR, LHR and HAS2 genes for quantitative analysis
in goat. Thus, total RNA samples were extracted from both goat and bovine cumulus cells and reverse
transcripted to obtain cDNA. Specific primer pairs were designed using Primer-BLAST software. First, primer
concentrations were adjusted to achieve the lowest Ct (threshold cycle). Subsequently, standard curves were
constructed by serial dilution of cDNA. After primers concentrations adjustment, all primer pairs produced
specific amplicons in the presence of the target DNA. The optimized concentration of primer pairs was 1.0 uM
and 0.8 uM for primers HAS2-1 and HAS2-2, and 3.0 uM for FSHR and LHR pair of primers. The primer
efficiencies accessed by standard curves were: 1.01 for HAS2-1; 1.15 for HAS2-2; 1.02 for FSHR and 0.98 for
LHR. In conclusion, all primers designed were appropriate for quantitative gene expression analysis purposes.
Key words: Goat, gPCR, reference gene.
Palavras-chave: Caprino, qPCR, genes de referéncia.

Introducao

Biotécnicas da reprodugdo animal t€m sido crescentemente utilizadas nas ultimas décadas. A produgdo in vitro
de embrides ¢ uma das principais ferramentas que, no cenario mundial, contribuem para a pesquisa reprodutiva e
melhoramento genético do rebanho (Hyttel et al., 2001), sendo que o avanco desta biotécnica reprodutiva
acompanha o passo do progresso das técnicas biomoleculares modernas (Assou et al., 2013).

Assim, sabe-se que na fisiologia reprodutiva de diversas espécies animais S30 eXpressos NUMErosos genes
correlacionados a maturagdo oocitaria, cujos produtos e mecanismos bioquimicos, provindos desta expressido
génica, sdo interdependentes entre si (Crocomo et al., 2011). Um exemplo sdo os genes de receptores de
horménio foliculo-estimulante (FSHR), receptores de hormoénio luteinizante (LHR) e da enzima &cido
hialurénico sintase-2 (HAS2), todos atuantes no processo de maturagdo oocitaria (Santos et al., 2016).

Porém, apesar de bem descritos algumas rotas bioquimicas da fisiologia reprodutiva, ainda sdo necessarios
estudos sobre a andlise da expressdo génica destes genes. E a aplicacdo de técnicas biomoleculares modernas, no
contexto reprodutivo, vém, muito rapidamente, acrescido conhecimento neste campo (Wang et al., 2009). Dentre
as técnicas moleculares, a técnica de PCR em tempo real (qQPCR) mostra-se como recurso de andlise especifica e
sensivel, com inumeras aplicagdes em estudos voltados a reprodugdo animal.

Material e Métodos

O RNA total foi extraido a partir de amostras de células do cumulus de bovinos e caprinos por meio do
kit RNeasy Micro Kit (Qiagen Inc., Valencia, USA), e do cortex ovariano através do kit ReliaPrep RNA Tissue
Miniprep System (Promega, Madison, USA) seguindo as instrugdes dos fabricantes. Foi realizada, em seguida, a
transcricdo reversa para obtencdo de cDNA. O material resultante foi armazenado em freezer -80°C até a
realizag@o do experimento.

Foram desenhados pares de primers para cada um dos genes usando o software Primer-BLAST (Ye et
al, 2012) e por alinhamento das sequéncias bovinas e caprinas usando o software ClustalW2 ((Larkin et al.,
2007). Foi feito um ajuste na concentracdo dos primers para se obter a menor Ct (threshold cycle). As
concentragoes Otimas de cada par de primer foram determinadas nas reacdes de gPCR. Em seguida, para avaliar
a eficiéncia de amplificacdo dos primers, foram construidas curvas-padrdo por dilui¢do seriada de cDNA, em
triplicata. O ¢cDNA de células do cumulus bovinas foi utilizado para os ensaios dos primers de HAS2, ¢ 0 cDNA
de cortex ovariano foi destinado as reagdes de amplificacdo dos genes FSHR e LHR.

Resultados e Discussao

Todos os pares de primers geraram produtos especificos na presenga de DNA alvo. Tiveram como
concentragdo 6tima de 3,0 uM os primers para amplificacdo de FSHR e LHR, ao passo que os primers HAS2-1 e
HAS2-2, ambos para amplificagio de HAS2, tiveram como melhor concentragdo 1,0 pM e 0,8 puM,
respectivamente.

No que diz respeito as curvas-padrdo, as eficiéncias das amplificacdes obtidas foram: 1,02 para FSHR
(linearidade 0,991 e Ct variando de 22,54 a 34,14); 0,98 para LHR (linearidade 0,990 e Ct de 22,17 a 33,63);
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1,01 para HAS2-1 (linearidade 0,993 e Ct de 19,88 até 33,12) e 1,15 para HAS2-2 (linearidade 0,987 e Ct de
20,86 até 30,96).

O presente estudo visou a validagdo de primers para abordagens de quantificagdo da expressdo génica
por qPCR dos genes FSHR, LHR ¢ HAS2. Adicionalmente, os primers foram desenhados para amplificarem
regides conservadas de duas espécies, caprina e bovina, para possiveis analises comparativas.

Inicialmente, os primers foram testados quanto a especificidade (amplificagdo de produto alvo
designado por pico unico na curva de melting). Assim, todos os pares de primers produziram produtos
especificos, significando que, na presenca do DNA molde, ocorre a polimerizagdo da regido ao qual foi
desenhado para amplificar, sem a presenga de produtos inespecificos ou dimeros.

O par de primers gbFSHR demonstrou uma 6tima eficiéncia de 1,02 em de tecido ovariano caprino.
Essa amostra apresenta ampla variedade de tipos celulares, ¢ 0 achado de uma Ct relativamente baixa (22,17)
aponta a presen¢a de receptores de FSH em elevada concentragdo. O resultado era esperado pois a expressao de
RNA mensageiro de FSHR ocorre desde foliculos primarios, até secundarios e pequenos pré-antrais (Saraiva, et
al., 2009; Marelli, et al., 2014). De maneira similar, teve 6timo desempenho a curva padrdo para o gene LHR
com o par de primers gbLHR, cuja eficiéncia alcangou 0,98, e Ct 22,17, equiparando-se ao obtido com o primer
gbFSHR. Tal similaridade de resultados pode ser explicada devido a presenga de ambos receptores no mesmo
tipo celular presente na amostra de tecido ovariano, mesmo em condi¢des hormonais distintas (Santos, et al.,
2016).

Para o primer HAS2-1 obteve-se a menor Ct (19,88) e melhor eficiéncia 1,01, quando comparado ao
primer HAS2-2 (Ct 20,86 ¢ eficiéncia 1,15), em ensaios que fizeram uso de cDNA de células do cumulus. Os
discrepantes resultados refletem o diferente desenho de primers como tentativa de achar a melhor regido
amplificavel para o gene de acido hialurénico sintase-2. Foi denotado entfo, que o melhor primer para essa
amplificagdo ¢ o HAS2-1, dados os parametros dos ensaios executados.

Conclusio

Os pares de primers avaliados no presente estudo servem para analises quantitativas por qPCR dos
genes FSHR, LHR ¢ HAS?2. Entretanto o primer HAS2-2 demonstrou ser pouco eficiente no que diz respeito a
amplificagdo, ndo podendo ser aplicado para propositos quantitativas.
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Abstract

This study aimed to validate primers to amplify GJAI, GJA4, UXT and 18S genes for quantitative
analysis in goats. Thus, total RNA was extracted from goat brain samples and reverse transcription was
performed. Primer pairs were designed using Primer-BLAST software. First, primer concentrations (0.3, 0.6,
0.8, 1.0 uM) were adjusted to achieve the lowest Ct (threshold cycle) value in gPCR reactions. Subsequently,
standard curves were constructed by serial dilution of cDNA. After primer concentrations adjustment, all primer
pairs produced specific amplicons in the presence of the target DNA. The optimized concentration of primer
pairs was 0.6 uM to amplify most of the genes. At the standard curves, the following primer efficiencies of
amplification were found: 0.92 for gb18S; 1.03 for gbUXT; 1.03 for gbGJAI; 1.05 for gGJAI; 2.27 for gbGJA4,
1.83 for gGJA4. In conclusion, for quantitative gene expression analysis, only the primers designed for UXT and
GJAI were appropriate.
Key words: Goat, gPCR, reference gene.
Palavras-chave: Caprino, qPCR, genes de referéncia.

Introducao

A producdo in vitro de embrides (PIVE) tem alcangado significativos avangos nos ultimos anos. Na
espécie caprina, no entanto, esta biotecnologia ainda necessita de estudos para obten¢do de melhores resultados.
Um aspecto relevante é obtencdo de oocitos competentes ao desenvolvimento, e consequentemente boas taxas de
maturagdo oocitaria in vitro (Watson, 2007).

No ambiente folicular, a comunicagdo direta entre o odcito e as células do cumulus ocorre via jungdes
gap, canais transmembrana formados por subunidades proteicas chamadas conexinas (Santiquet et al., 2013).
Essa comunicagdo ¢ importante para o controle da maturagio oocitaria, uma vez que regula a passagem de
pequenas moléculas (< 1 kDA), como substancias inibitorias da meiose, entre as células (Isobe et al., 1998).

Nessa perspectiva, investigagdes abordando a expressdo génica de conexinas em animais de produgao,
como caprinos, sdo especialmente Titeis pois fornecem informagdes cruciais que podem refletir na competéncia
ao desenvolvimento do o6cito e, portanto, aumentando o sucesso das biotécnicas reprodutivas.

Material e Métodos

RNA total foi extraido a partir de amostras de cérebro caprino usando reagente Trizol (Invitrogen,
Califérnia, USA) e a partir de células do cumulus caprinas usando RNeasy micro kit (Qiagen Inc., Valencia,
USA), seguindo as instru¢des dos fabricantes. Subsequentemente, a transcrig@o reversa foi realizada para obter
cDNA e os produtos resultantes foram armazenados a -80°C.

Pares de primers foram desenhados para amplificacdo dos genes GJAI, GJA4, UXT ¢ 18S (Tab. 1) usando
o software Primer-BLAST (Ye et al., 2012) e por alinhamento multiplo das sequéncias de caprino (Capra hircus) e
bovino (Bos taurus) usando o software ClustalW2 (Larkin et al., 2007). Para os genes GJAI ¢ GJA4 foram
desenhados dois pares de primers para cada. Os primers com a sigla “gb” (goat e bovine) foram desenhados para

[IP]

amplificar em ambas as espécies; os primers com a sigla “g”, amplificar somente na espécie caprina.

Tabela 1. Pares de primers desenhados para amplificagdo por qPCR dos genes GJA1, GJ44, UXT e 18S.

Sigla Descrigao GenBank Primers’ Tamanho do produto (pb)
XM 005684517.2

GJAI  Conexina 43 NM_174068.2 gbGIAL-F/gbGIAL-R -~ 94
XM 005684517.2 ¢GJA1-F/gGJA1-R 137
XM_005678725.2

GJA4  Conexina 37 NM _001083738.1 gbGIA4-F/ghGIA4-R 240
XM _005678725.2 ¢GJA4-F/gGIA4-R 157

Proteina  de  transcrigdo XM _005700842.2
UXT ubiquamente expressa NM _001037471.2 gbUXT-F/gbUXT-R 129
. . AM711869.1
188 Subunidade ribosomal AF176811.1 gb18S-F/gb18S-R 169

* . . 1 \ . - \ o . FE .
Na coluna “Genbank”, o primeiro codigo refere-se a espécie caprina; o segundo, a espécie bovina. Primers com prefixo

(TPt

g” foram desenhados somente para a espécie caprina; com prefixo “gb”, ambas as espécies.
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Inicialmente, a concentracdo dos pares de primers foram ajustadas para alcangar o menor valor de Ct
(threshold cycle) possivel. Assim, cada par de primer foi testado em reagdes de PCR em tempo real (QPCR) para
as concentragdes de 0,3, 0,6, 0,8 e 1,0 uM, usando molde de cDNA oriundo de amostras de cérebro. Também
nesses ensaios, curvas de melting foram geradas para analisar a especificidade de amplificagdo dos primers com
relacdo aos seus respectivos moldes de cDNA. Subsequentemente, curvas padrdo foram construidas por diluigdo
seriada de cDNA, em triplicata, para avaliar a eficiéncia de amplificagdo dos primers. O molde de cDNA usado
para todos os genes foi obtido a partir de amostras de cérebro excetuando-se no ensaio com o gene GJA4, que
usou cDNA originario de células do cumulus.

Resultados e Discussio

O objetivo desse trabalho foi desenhar e validar primers para serem utilizados em analises quantitativas
de expressdo génica por qPCR dos genes das conexinas 43 (gene GJAI) e 37 (gene GJA4) e dos genes de
referéncia UXT e 18S. Para tanto, foi determinado a concentracdo Otima de primers para cada gene a ser
amplificado, assim como foi avaliado a capacidade desses primers de gerar produtos de amplificacéo
(amplicons) especificos na presenga de DNA alvo através de curvas de melting. Além disso, a eficiéncia de
amplificagdo desses mesmos primers foi avaliada em ensaios de curva padriao. Os primers usados nesse trabalho
foram desenhados levando em consideracdo regides conservadas entre as espécies caprina e bovina devido a
perspectivas de investigagcdes futuras comparando as duas espécies.

A concentragdo 6tima dos primers gbGJA1, gGJA4, gbUXT e gbl18S, senso e antisenso, foi 0,6 uM. Ja
para gGJA1 e gbGJA4, a melhor concentragdo foi 0,3 e 0,8 pM, respectivamente. Todos os pares de primers
geraram amplicons especificos na presenca de DNA alvo, como € demostrado por um unico pico nas curvas de
melting. Significa dizer que as regides para quais os primers foram desenhados estdo sendo amplificadas
corretamente e que nao ha formacdo de produtos inespecificos.

No tocante as curvas-padrio, os primers desenhados para amplificacdo do gene /8S apresentaram uma
eficiéncia de apenas 0,92 (linearidade 0,988 e Ct variando de 12,37 até 26,28). Em trabalho realizado com a
mesma espécie, porém em tecido distinto (Zhu et al., 2015), esse mesmo gene obteve eficiéncia de amplificagido
de 0,98. Assim, ¢ possivel que a regido do gene que foi amplificada com os primers do presente estudo ndo ¢ a
mais adequada. Com relacdo ao gene UXT, esse obteve eficiéncia de amplificagdo de 1,03 (linearidade 0,996 e
Ct variando de 22,20 até 33,82). O trabalho de Bonnet et al. (2013) aponta esse gene como sendo o mais
adequado para ser usado utilizado como gene de referéncia em, pelo menos, dois tecidos na espécie em questdo.
Os primers para o gene GJAI apresentaram eficiéncias de amplificacdo elevadas, ou seja, 1,03 para o par
gbGJAL1 (linearidade 0,996 e Ct variando de 18,62 até 32,27) e 1,05 para o par gGJA1 (linearidade de 0,996 e Ct
variando de 17,87 até 29,34). Por fim, os primers desenhados para amplificar o gene GJA4, geraram as piores
eficiéncias, 2,27 para o par gbGJA4 (linearidade 0,933 e Ct variando de 23,82 até¢ 32,19) e 1,83 para gGJA4
(linearidade 0,949 e Ct variando de 22,07 até 31,12). Esses valores sdo inadequados para analises quantitativas e
podem ser oriundos da formagao dimeros de primers ou estruturas secundarias indesejaveis.

Conclusio

Todos os pares de primers avaliados nesse estudo demostraram especificidade suficientes para valida-
los para uso em analises qualitativas. Todavia, combinado os resultados de especificidade com as analises de
eficiéncia das curvas-padrio, concluimos que somente os pares de primers desenhados para amplificar os genes
UXT e GJAI mostraram caracteristicas compativeis com abordagens quantitativas, como aquelas envolvendo
analise de expressdo génica por PCR em tempo real.
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