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RESUMO

O estagio curricular supervisionado foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da
Reproducdo Animal (LBRA), localizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus Ministro Petronio Portela, Teresina-
Pl, no periodo de 14 de marco a 31 de maio de 2017, nas areas de Reproducédo e
Biotecnologias da Reproducdo Animal, totalizado 432 horas sob a orientacdo da
Profa. Dra. Francisca Elda Ferreira Dias e supervisdo do Prof. Dr. José Adalmir
Torres de Souza. Durante esse periodo foram desenvolvidas inimeras atividades
relacionadas a reproducdo animal e biotecnologias da reproducdo. O grupo de
trabalho do LBRA tem como principal linha de pesquisa o desenvolvimento de
crioprotetores e antioxidantes, visando a criopreservacao de sémen de ruminantes.
Desta forma, as atividades desempenhadas durante o estégio, foram de acompanhar
Médicos Veterinarios Residentes e Pds-graduandos do PPG de Ciéncia Animal. As
atividades, foram desenvolvidas no LBRA e em propriedades rurais localizadas na
regido de Teresina-Pl e municipios do Maranhdo. A énfase das atividades foi no
manejo reprodutivo do macho, tais como: exame androlégico, coleta e avaliagdo
seminal, diluidores seminais, criopreservacdo do sémen de bovino e caprino, além de
inseminacédo artificial em tempo fixo em cabras e diagnéstico de gestacao, que serao

descritas mais detalhadamente e referenciadas neste relatorio.

Palavras-chave- Biotecnologias da Reproducéo; IATF; Exame Androldgico.



ABSTRACT

The supervised curricular stage was carried out at the Animal Reproduction
Biotechnology Laboratory (LBRA), located at the Agricultural Sciences Center (CCA)
of the Federal University of Piaui (UFPI), Petronio Portela Campus, Teresina-Pl, in
the period of March 14 On May 31, 2017, in the areas of Reproduction and
Biotechnologies of Animal Reproduction, totaling 432 hours under the guidance of
Profa. Dr. Francisca Elda Ferreira Dias and supervision of Prof. Dr. José Adalmir
Torres de Souza. During this period numerous activities related to animal reproduction
and reproduction biotechnologies were developed. The LBRA working group has as
main research line the development of cryoprotectants and antioxidants, aiming at the
cryopreservation of semen of ruminants. In this way, the activities performed during
the internship were to accompany Resident Veterinarians and Postgraduates of the
Animal Science PPG. The activities were developed in the LBRA and in rural
properties located in the region of Teresina-Pl and municipalities of Maranh&o. The
emphasis of the activiies was on the male reproductive management, such as:
andrological examination, seminal collection and evaluation, seminal diluents,
cryopreservation of bovine and goat semen, as well as fixed-time atrtificial
insemination in goats and gestation diagnosis, which will be described More detailed

and referenced in this report.

Keywords - Reproduction Biotechnologies; IATF; Andrological Examination.
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1 INTRODUCAO

O estagio curricular supervisionado, disciplina obrigatéria do curso de Medicina
Veterinaria foi realizado integralmente no periodo de 14 de marco a 31 de maio de
2017, totalizando uma carga horaria de 432 horas, sob orientagdo da Profa. Dra.
Francisca Elda Ferreira Dias e supervisao de Prof. Dr. José Adalmir Torres de Souza.

O estagio teve como objetivo principal o aperfeicoamento tedrico/pratico das
principais biotecnologias da reproducdo animal, desde aquelas desenvolvidas nas
mediacbes laboratoriais, até aquelas a campo. O mesmo teve como base as
atividades desenvolvidas no Laboratério de Biotecnologia da Reproducdo Animal
(LBRA), e também foram acompanhadas atividades em propriedades na regidao de
Teresina-Pl e em municipios do estado do Maranhdo.

O Laboratério de Biotecnologia da Reproducdo Animal (LBRA) integra o
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria (DCCV) do Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI); Campos da Socopo S/N;
CEP: 64049-550; Teresina — PIl. Desenvolve atividades relacionadas as pesquisas
em Biotecnologia da Reproducéo, e no apoio para casos encaminhados da clinica de
grandes animais e na analise de materiais colhidos a campo.

O LBRA, sob a chefia do Professor Dr. José Adalmir Torres de Souza, atua na
realizacdo de exames androlégicos, coleta e avaliagdo seminal, sincronizacdo de
estro e inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), manipulacdo de odcitos e
embribes in vitro, visando a realizacdo de Transferéncia de Embrides (TE) e
Producéo in vitro de embrides (PIVe) e Diagnostico de Gestacao.

As atividades a campo, desenvolvidas durante o estagio, foram realizadas nas
Fazendas Sucupira municipio Unido-Pl, Fazenda Santa Luzia no municipio de
Elesbdo Veloso-Pl, Fazenda Malicas no municipio de Coelho Neto-MA, ainda na
Fazenda Nacional/ da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-EMBRAPA Meio
Norte no municipio de Campo Maior-Pl. Além de outras atividades a nivel pratico,
gue foram conduzidas no Departamento de Zootecnia do CCA/UFPI.

O estagio centralizou as atividades na é&rea de reproducdo animal,
especificadamente em Biotecnologia da Reproducdo, em destaque as atividades
relacionadas ao manejo reprodutivo do macho dentre elas, o exame androldgico,
coleta e avaliacdo seminal, diluidores seminais, criopreservacdo do sémen de bovino

e caprino, além de técnicas de IATF em cabras e diagnéstico de gestacao.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

As figuras 1 a 6 ilustram as areas externas e internas do local de estagio
Laboratério de Biotecnologias e Reproducdo Animal do Centro de Ciéncias Agrarias-
UFPIL.

A B

Figura 1 - Faixada principal do LBRA (A); area externa de coleta em geral (B). Fonte: Arquivo
pessoal, 2017.

Figura 2 - Dependéncias internas do LBRA: local usado também para estudo e aulas praticas (A);

corredor de acesso ao laboratérios e demais dependéncias (B); sala de tecnologia de embrides (C).
Fonte: Arquivo pessoal, 2017.
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As dependéncias do LBRA, contam com uma area externa de coleta em geral,
duas salas para andlises seminais imediatas e uma area de manejo, constituida por
um tronco de contencdo e seis baias (Figura 3), dispondo também de uma area
interna composta por uma secretaria, duas salas de professores, dois banheiros, uma
copa, uma sala de botijdes e freezers, uma sala de esterilizacdo (Figura 4), o
laboratorio central (Figura 5), espaco reservado para atividades diversas associadas
a tecnologias de sémen e embrides, contando com duas salas, uma de tecnologia de
embrides e outra de tecnologia de sémen (Figura 6), e por fim, um setor reservado
para biologia molecular.

B

Figura 3 - Area de manejo constituido por (A); Tronco de contencéo (B), Seis baias (C). Fonte:
Arquivo pessoal,2017.

B

Figura 4 - Sala de botijdes e freezers (A); Sala de esterilizacdo (B). Fonte: Arquivo pessoal,2017.
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A

Figura 6 — Sala de tecnologia de embribes (A); Sala de tecnologia de sémen (B). Fonte: Arquivo
pessoal, 2017.
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As atividades desenvolvidas durante o periodo de estagio foram distribuidas

em atividades realizadas a campo e atividades laboratoriais (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividades desenwolvidas durante o Estagio Curricular Obrigatério Supenisionado em
Medicina Veterinaria, entre marco e maio de 2017, em laboratérios e em propriedades rurais em
municipios de Teresina e no Maranhao.

Atividades Desenvolvidas

Fémeas N° Machos N°

Coleta de ovarios bovinos em 3 Coleta de sémen caprino (raca Anglo 6

abatedouro Nubiana);

Aspiracédo folicular (com agulha e 2 Coleta de sémen bovino (raca 4

seringas); Curraleiro Pé Duro-CPD) / exame
androlégico;

Aspiracédo folicular (por bomba de 1 Coleta de sémen bovino (raca Nelore) 3

VACUO) / exame androlégico

Producdo de meios para MIV 3 Coleta de sémen bovino / CPD 2
(amostra do plasma);

Swab e citologia vaginal canino 1 Coleta de sémen canino (raca 1
Bulldog);

Rastreamento folicular 3 Avaliacdo seminal imediatas; 13

Maturacdo de in vitro (MIV) 3 Andlise de integridade acrossomal 3

(sondas fluorescentes);

Producdo de meios FIV; 3 Teste de Termo resisténcia lenta 3
(TTR);

Fertilizacao in vitro (FIV); 3 Avaliacédo de integridade de 3
membrana plasmatica e mitocondrial;

Cultivo in vitro (CIV); 3 Producao de diluidor TRIS-GEMA,; 5

Sincronizagdo do estro em caprinos; 1 Andlise morfolégica de patologias 3
espermaticas;

IATF em caprinos; 1 Envase de sémen; 13

Diagnéstico de gestacdo em cabras; 2 Resfriamento de Sémen; 2

Diagnéstico de gestacdo em bovinos; 1 Criopreservacao de Sémen; 13

Laparoscopia para aplicacdo de 1 Preparo de meio para sémen. 3

células tronco;

Pés-operatério das cabras da 7

cirurgia da LOPU.

Durante o estagio foi possivel acompanhar outras atividades em paralelo com as atividades da area de
reproducéo animal (desvermifugacdo, OPG, eutanasia, etc.)

Nas propriedades foram desempenhadas atividades centralizadas na melhoria
dos indices reprodutivos e para selecdo de reprodutores, através: exames
androlégicos, coleta e avaliacdo seminal, implantacdo de protocolos de sincroniza¢ao
de estro e IATF utilizando de sémen fresco e congelado e realizacdo de diagnéstico
de gestacdo. A \vista disso, conseguiu-se observar como estas técnicas sao
empregadas na pratica e na rotina de uma propriedade e os resultados e beneficios

de sua implantacéo.
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Posteriormente, atividades relacionadas as analises seminais eram
desenvolvidas nas mediacdes do LBRA. A qual, além das analises relacionadas ao
macho, também foram desenvolvidas atividades relacionadas a fémea, entre elas

manipulacdo de odcitos e a PIV.

2.1 EXAME ANDROLOGICO, COLETAE AVALIACAO SEMINAL

O exame androlégico completo fundamenta-se na avaliacdo de todos os
fatores que contribuem para a fungcdo reprodutiva normal do touro (BARBOSA;
MACHADO, 2005). Constitui-se numa ferramenta fundamental para avaliacdo e
selecdo de reprodutores visando aumentar a capacidade reprodutiva do plantel e
obter descendentes com alto potencial genético (FONSECA et al., 1992).

Foram realizados exames andrologicos em 12 touros da raga Curraleiro Pé-
Duro (CPD) na Embrapa Meio-Norte / Fazenda Experimental no Municipio de Campo
Maior-Pl, e em 6 touros da raga Nelore na Fazenda Santa Luzia no Municipio de
Elesbdo Veloso-PI (Figura 7) com intuito de selecdo dos animais para participacéo
dos projetos em andamento pelo grupo de pesquisa do LBRA, e para andlises e
criopreservacdo do sémen dos mesmos. Também foi realizado exame androlégico
em caprinos da raca Anglonubiana, na fazenda Sucupira, municipio de Unido- PI,

com 0s mesmos propdsitos descritos anteriormente.

Figura 7 - Afericdo do perimetro e simetria escrotal(A); Etapa de selecao dos touros Nelore (B).
Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

A escolha correta do macho reprodutor € essencial para a pratica da

inseminacdo artificial, visando a obtencdo de sémen de boa qualidade, de animais

com boa capacidade reprodutiva (NUNES, 2002). Nos exames androl6gicos
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realizados, os reprodutores selecionados foram classificados como aptos a
reproducdo, segundo os parametros do CBRA (2013).

O manejo que foi realizado nos touros tanto da raca Curraleiro Pé-Duro, quanto
Nelore, foram facilitados pelo uso de um tronco de contengdo nas proprias
instalacdes das propriedades citadas, seguindo-se com a disposi¢cdo de uma ficha
para exame androlégico padronizada (Figura 8), identificando inicialmente os dados
da propriedade e a numeracdo de cada animal. Segundo Barbosa et al. (2005), na

realizacdo do exame androlégico a adocdo de um formulario apropriado é

fundamental para a conducdo das etapas do mesmo.

FICHA DE CAMPO PARA ANDROLOGICO

FROFRIETARID: FAZEMDA:

EMDERECD: OATA: k= da FOLHA:
Amostra

Mimero

Fegistro

Mlome

Masclldade

Faga

Fezolkg]

Cond. Carporal 1
CE[e=m]

Hist&rico

Clinico Geral

Aprumos

Escroto

FPrepicic

Fénis

Corddes Esperm

Epididimo Dir. |

Epididimo E=q.]
Gienitalia Interna
TD Consisténcia
TE Consisténcia
TDO Comp. & Larg.
TE Comp. ¥ Larg.
MEtoda Coleta
Wolume [mil]
Turbilhic [0-5)
MAotilidade (2]
Wigor [0-5]
Conc. [diluigia]
Observagio
Técnico responsavel pela coleta:

Figura 8 - Ficha utilizada para colheita de dados individuais durante o
exame androlégico.

O peso foi estabelecido através de estimativa subjetiva com o auxilio dos
tratadores e a seguir foram preenchidos os demais itens da resenha, anamnese,
exame clinico geral, e posterior ao mesmo, exame especfifico do aparelho reprodutor,
dando énfase as caracteristicas testiculares e aos parametros de avaliacdo seminal.

Segundo o CBRA (2013) a avaliacdo da aptiddo reprodutiva de um macho
destinado a reproducdo fundamenta-se na observacdo da salde geral, saude
hereditaria, saude genital, potentia coenundi (capacidade de cOpula) e potentia
generandi (capacidade de fertilizacdo).

A coleta do sémen era realizada pelo método da eletroejaculacédo (Figura 9),

sendo um método rapido e seguro de coleta em bovinos, visando a realizacdo de
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exame androlégico em um lote de animais. A eletroejaculacdo é indicada para
animais férteis, impossibilitados de efetuar a monta ou na avaliacdo de touros a
campo que ainda ndo sao condicionados a vagina artificial (GONCALVES, et al.,
2008).

A coleta do sémen foi entdo realizada com o auxiio de um eletroestimulador
controlado automaticamente utilizando um tubo de ensaio graduado de 15 mL, estéril,

acoplado a uma mucosa (Figura 10).

Figura 9 - Eletroejaculador para coleta de Figura 10 - Coleta de sémen de CPD.
sémen. Fonte: Arquivo pessoal, 2017. Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

As andlises dos parametros seminais imediatos foram avaliadas
macroscopicamente quanto as caracteristicas de cor, aspecto, volume, e,
microscopicamente, quanto ao turbilhonamento, vigor e motilidade, realizados nas
proprias fazendas, com o auxiio de um microscopio. O exame do sémen é feito
inicialmente de forma macroscoépica, sem auxilio de qualquer instrumento, seguindo
com a avaliacdo do sémen por métodos laboratoriais e microscopia (REICHENBACH
et al., 2008).

Em seguida adicionou-se 10 pl de sémen em 2 mL de formol salino na diluicdo
de 1:200 em microtubos de 1,5 mL para analise de concentracdo espermatica
realizada por meio da camara de Neubauer, e morfologia através da técnica de
camera Umida, realizadas posteriormente em laboratério.

No momento da realizacdo do exame androldgico foi realizado coleta de sangue
na prega caudal de cada animal, com objetivo de diagnostico sorolégico de

leptospirose e brucelose. Neste momento, fez-se também a escarificacdo da mucosa
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do prepucio com o auxilio de uma vassourinha ginecolégica e imediatamente
realizado um print em lamina, para posterior diagnéstico de Tritrichomonas fuetus.
Além deste, foi realizado o lavado prepucial introduzindo-se cerca de 50 mL de
solucdo salina tamponada no prepuacio, massageando-o com o 0Ostio fechado por uma
das maos e recoletando-se o material por um sistema de sifdo com o objetivo de
coleta de material para diagnostico de Campylobacter fuetus.

O manejo realizado na coleta de sémen dos caprinos da raca Anglonubiana,
ocorreu por contencdo fisica por auxilio dos tratadores da fazenda. Ao total foram
submetidos seis animais a coleta de sémen pelo método de vagina artificial. O
preparo desta consistiu de: 4gua morna em temperatura aproximada de 42,5 °C,
pressdo de ar para que se assemelhasse a vagina da fémea e lubrificacdo da
mucosa de latex com vaselina. O método da vagina artificial associado ao uso de um
manequim ou fémea em cio (Figura 11) é o mais empregado, e 0 que obtém as
caracteristicas seminais mais préximas do ejaculado (MIES FILHO,1987).

A vagina artificial foi acoplada a um tubo de ensaio graduado de 15 mL estéril;
imediatamente apds cada colheita 0 sémen foi avaliado microscopicamente quanto
ao turbilhonamento, motilidade e vigor. Posteriormente foi avaliada a concentracao
espermatica pela técnica da camera de Neubauer, na diluicdo de 1:400, em solucao
de citrato de sédio em formol a 4 %, e a morfologia espermatica pela técnica da
camera umida (CBRA, 2013).

.
u‘“.l“: 3

Figura 11 - Cortejo entre reprodutor e fémea no
cio, para coleta de sémen de caprinos da racga
Anglonubiana. Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Além destas, as andlises de integridade do acrossoma e membrana

citoplasmatica utilizando sondas fluorescentes, foram realizados no laboratério.
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2.2 RESFRIAMENTO E CRIOPRESERVACAO

A criopreservacdo seminal € um processo complexo e deve levar em
consideragcdo alguns fatores como o processo de diluicdo, descongelamento e os
fatores fisiologicos que atuam no sémen de cada espécie (CASTELO et al., 2008).

A vista disso, 0s ejaculados coletados dos caprinos eram manipulados
cuidadosamente a 37°C e misturados formando um pool. Em seguida eram
fracionados em duas metades, na qual um seria resfriada por um periodo de 12h e a
outra metade seria criopreservadas. Foi utilizado o meio diluidor TRIS Gema + 20%
gema de ovo. Gongalves et al. (2008) relata que o objetivo primario na diluicdo do
sémen € proteger os espermatozoides, preservando sua vitalidade e elevando a um
grau maximo o volume total do ejaculado.

O sémen entdo diluido era envasado em palhetas de 0,25 mL e congelados
em maquina TK 3000® (TK Tecnologia em Congelacdo Ltda. Uberaba, Brasil) (Figura
12), na curva de congelacéao lenta (-0,25°C/min., de 25°C a 5°C e — 20°C/min., de 5° -
120°C) e, ap0s atingir -120°C, as palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido
(-190°C) seguindo com armazenamento em botijao de nitrogénio.

Embora os processos de congelacdo e descongelacdo induzam danos a
integridade dos espermatozoides (WATSON, 2000), o processo de criopreservacao
faz com que os espermatozoides permanecam em anabiose, estado que o
metabolismo espermatico esta temporariamente suspenso, até sua reativacdo a
descongelacéo, tornando a congelacdo um método eficiente por conseguir manter o
potencial genético de reprodutores por tempo indeterminado (GONCALVES et al.,
2008).

s

Figura 12 - Maquina de TK em processo de criopresenacao.
Fonte: Arquivo pessoal, 2017.
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A diluicdo e congelamento usado no sémen de bovinos ndo diferiram muito
das utilizadas para caprinos. As amostras também foram diluidas em meio TRIS-
Gema (Tris; acido citrico; frutose; agua destilada;, gema de ovo e glicerol),
congeladas em maquina TK 3000® (TK Tecnologia em Congelacdo Ltda. Uberaba,
Brasil), na curva de congelacdo lenta (-0,25° C/min, de 25°C a 5°C e -20°C/min, de
5°C a -120°C) e apOs atingir -120°C, as palhetas entdo foram armazenadas em
nitrogénio liquido (-196°C). Para Goncalves et al. (2008), a refrigeracéo e congelacao
do sémen tém a finalidade de manutencdo da vitalidade esperméatica por periodos
variados, objetivando sua utilizacdo futura, o qual consistia no objetivo principal das

coletas de sémen aqui mencionadas.

2.3 AVALIACAO DO SEMEN POS-DESCONGELACAO

Duas semanas apOs a criopreservacdo das amostras de sémen coletadas
tanto de bovinos quanto de caprinos, foram descongeladas em banho-maria a 37°C
por 30 segundos e avaliadas quanto ao Tempo de Termorresistencia (TTR),
Morfologia espermatica, integridade e funcionalidade da membrana plasmatica,
integridade do acrossoma, atividade mitocondrial e posteriormente testados in vivo
através da IATF. Segundo Goncalves et al. (2008), avaliacdo do sémen pos-
descongelacdo € uma das etapas principais no processamento tecnoldégico do
sémen, pois a partir da avaliacdo das caracteristicas seminais de uma dose
descongelada pode-se atestar a qualidade da partida do sémen e consequentemente

do macho reprodutor testado.

2.3.1 Teste de Termorresisténcia (TTR)

O TTR foi realizado de acordo com Viana et al. (2009), que consiste em avaliar
a longevidade dos espermatozoides das amostras do sémen descongelado
incubando-os em banho-maria a 37°C por um periodo de 3 horas.

As mostras descongeladas foram entdo acondicionadas em microtubos de 1,5
mL e incubadas a 37°C e posteriormente avaliadas quanto a motilidade total (MT - %)
e 0 vigor espermatico (1-5) por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus
optical Co., Ltda., Téquio, Japdo) com placa aguecedora acoplada, com aumento de

400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pés-descongelamento (CBRA, 2013).
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2.3.2 Avaliacdo de Morfologia Espermética

Na avaliacdo de danos na morfologia espermatica (alteracdes de cabeca e
cauda), foram adicionas aliquotas de 20 yL de sémen pds-criopreservacdo em tubos
com 2 mL de citrato de sddio formulado a 4%. Posteriormente essas aliquotas foram
avaliadas atraves de preparacdo Umida entre lamina e laminula, por meio de
microscopia de contraste de fase em aumento de 1000x com 0leo de imersdo. Dessa
forma, foram contadas 100 células espermaticas, classificando-as individualmente de
acordo com as alteracdes encontradas. Dentro de dois grupos, classificaram-se

defeitos menores e defeitos maiores segundo Blom (1973).

2.3.3 Avaliacéo da Integridade e Funcionalidade da Membrana Plasmatica

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi utilizado o método
de coloracdo dupla com diacetato de carboxifluoresceina (DCF) e iodeto de propidio
(IP), em que aliquotas de 50 pyL de sémen pés-descongelacdo foram diluidos em 150
bl de Tris (3,605 g de Tris; 2,024 g de acido citrico; 1,488g de frutose; 100 mL de
agua destilada) contendo 5 yL de DCF e 20uL de IP e incubadas por 10 minutos a
37°C. Um total de 200 espermatozoides eram avaliados em microscopio de
epifluorescéncia com aumento de 400x, usando-se filtro de emissdo. O DCF, por
conter radicais acetil, consegue transpor a membrana intacta, sendo imediatamente
desacetilada por esterases intracelulares, tornando a sonda impermeavel e fazendo
com que as células integras se corem em verde. Ja o IP somente penetra através de
células que contenham membrana plasmatica lesada, tendo afinidade pelo DNA e
corando o nucleo da célula em vermelho (ARRUDA; CELEGHINI, 2003). Desta forma
os espermatozoides foram classificados em membrana intacta quando se
apresentarem corados em verde, e com membrana danificada quando corados em

vermelho.

Para o teste de funcionalidade da membrana, uma proporcdo de 10 pyL de
sémen descongelado foi misturado a 1 mL da solucdo hiposmaética constituida por
citrato tri- sodico e frutose, obedecendo a uma concentracdo de 150 mOsmiL,

conforme Fonseca et al. (2005) e incubados em Banho-Maria a 37°C, durante 60
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minutos. Posteriormente, 10uL desta suspensao foi inserido sobre lamina, coberta
com laminula, e observada em microscopio de contraste de fase com aumento de
1000x. Este teste se caracteriza pelo influxo de fluidos para o interior da célula
espermatica, sob condicdes hiposmoticas, até que o equilbrio entre os
compartimentos seja alcancado, sendo um indicativo de que o transporte de agua
através da membrana estd ocorrendo normalmente (INAMASSU et al., 1999). Os
resultados foram expressos em percentual pela diferengca de caudas dobradas antes
e apoés o teste (Figura 13), em 200 espermatozoides contados, de acordo com
formula citada por Melo (1999).

(T
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Figura 13 - Membrana intacta corados em verde, e com membrana danificada corados em
vermelho (A); Caudas dobradas pés teste de funcionalidade da membrana (B). Fonte: LBRA,
2017.

2.3.4 Teste de Integridade Acrossomal e Atividade Mitocondrial

Para avaliacdo da integridade do acrossoma, foi utiizado o corante
isotiocianato de fluoresceina conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA), no qual uma
aliquota de 20 pL da solucdo estoque de FITC-PNA foi descongelado e adicionada a
480 pL de PBS. Aliquotas de 20 uL desta solugao foram colocadas sobre laminas e
assim confeccionados os esfregacgos, nos quais foram incubadas por 20 minutos em
camara uUmida a 4°C, na auséncia de luz. Apds incubacdo, as laminas foram
enxaguadas duas vezes em PBS refrigerado (4°C) e colocadas para secagem na
auséncia de luz. Imediatamente antes da avaliacdo, 5 yL de meio de montagem foi
colocado sobre a lamina e coberto com laminula. Foram avaliados 200

espermatozoides por lamina, com aumento de 1000x, sob 6leo de imersdo, em
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microscopio de epifluorescéncia, usando filtro de emissdo. Os gametas foram
classificados como portadores de acrossomas intactos, quando apresentaram a
regido acrossomal corada em verde fluorescente ou acrossoma reagido quando
apresentaram uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da cabeca
espermatica ou ndo apresentaram fluorescéncia verde em toda regido da cabeca.

A fungdo mitocondrial foi determinada pela utlizacdo de um fluorocromo
cationico lipofilico (JC-1). Para tanto, aliquotas de 50 yL de sémen pés-descongelado
foram diluidas em 150 pL de Tris contendo 5 pL de JC-1 e incubadas por 10 minutos
a 37°C. Um total de 200 espermatozoides foi avaliado em microscopio de
epifluorescéncia, com aumento de 1000x, sob éleo de imersédo, usando-se filtro de
emissdo. As células coradas em laranja foram classificadas com alto potencial de
membrana mitocondrial, e aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo
potencial de membrana (Figura 14). Visto que mitocondrias com respiracdo pouco
ativa acumula pouco corante e fluorescem em verde, ao passo que mitocondrias com
respiracdo bastante ativa acumulam mais corante, formando um agregado e

fluorescendo em laranja.

A B

Figura 14 - Acrossomas intactos corados em fluorescéncia verde (A). Células coradas em
alaranjado com alto potencial de membrana, e células coradas em verde com baixo
potencial de membrana (B). Fonte: LBRA, 2017.
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2.4 SINCRONIZACAO DE ESTRO NAS CABRAS

A sincronizacdo do estro das cabras foi realizada com a utilizacdo de esponjas
intravaginais impregnadas com 60mg de acetato de medroxiprogesterona-MAP
(Progespon®, Syntex, Argentina) e adicionado oxitetraciclina com hidrocortisona
(Terra-Cortril®, Pfizer, Brasil) permanecendo na porgéo cranial da vagina dos animais
por 11 dias. No nono dia as fémeas receberam 300 Ul de gonadotrofina coriénica
equina - eCG (Novormon® 5.000 Ul, Intervet, Holanda) e 75 pg de Cloprostenol
Sédico - PGF2a (Ciosin®, Coopers, Brasil), via intramuscular. As inseminacdes
artificiais foram realizadas 48 horas apos a retirada das esponjas em tempo fixo
(Figura 15).

retirada esponja+

Esponja (i4) +US 1ml de PGF2a 300 Ul eCG IATF
DO D9 D11 D13

Figura 15 - Protocolo de sincronizagéo de estro em cabras utilizando, P4, PGF2a e eCG.

2.5 INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM CABRAS

Foram inseminadas 43 cabras da raca Anglonubiana com fertilidade
comprovada em exames ginecoldgicos realizados anteriormente, selecionadas dentre
80 fémeas. As demais estavam prenhes constatadas através de diagnéstico de
prenhes (DG) por ultrassonografia (US) transretal. Cada fémea passou por uma
pequena triagem, em que se coletou dados sobre idade, escore corporal (0-5), e
estado geral dos animais. Além de coleta de sangue e fezes para exames
posteriores.

As IATF foram por via cervical o0 mais profundo possivel (Figura 16). Pois
segundo Baltassare; Karatzas, (2004) o local de deposicdo do sémen em programas
de IA e IATF na espécie caprina e ovina influenciam diretamente no nimero de
prenhez. Desta forma, as inseminag¢des realizadas no 6tico caudal da cérvix (vaginal),
possuem fertilidade menor em comparacdo as intrauterinas, principalmente, quando
se utiliza sémen criopreservado. Assim as inseminagdes foram realizadas o mais

préximo do Utero.



- l\i BRI ] ).l !

A B

Figura 16 - Material utilizado para inseminagéo artificial em cabra (A); e Inseminacéo artificial por via
cenical em cabra (B). Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Durante o procedimento as fémeas foram contidas com o posterior elevado
num angulo de 90°, auxiliado pelos tratadores da propriedade. Para visualizacdo da
cérvix e passagem do aplicador de sémen para inseminacédo de caprino e ovinos, foi
também utilizado especulo vaginal e foco de luz. O procedimento de inseminacao
propriamente dito foi realizado por inseminadores (Doutorando, Residente e
estagiario), utilizando uma Unica dose de sémen congelado-descongelado em

palheta de 0,25 ml por inseminacao.

2.6 DIAGNOSTICO DE GESTACAO DAS CABRAS

De acordo Hafez; Hafez (2004), o DG é imprescindivel para a melhoria da
eficiéncia reprodutiva, pois possibilita a identificacdo precoce das fémeas que ndo
ficaram prenhes durante a estacdo de monta ou por IA.

O DG foi realizado 30 dias ap0s a IA com a utilizacdo de aparelho de ultrassom
(Pie Medical 100®, Pie Medical, Maastricht, Holanda) equipado com transdutor trans
retal de 5 MHz (Figura 17). Por se tornar invidvel o DG via palpacéo retal nessa
espécie, optou-se pela técnica de ultrassonografia, por ser uma técnica nao invasiva
e nado provocar modifica¢des bioldgicas, além de permitir a avaliacdo do tamanho, da
forma, da localizacdo e da consisténcia, e ainda possibilitar o registro de imagens
para serem utilizadas em atestados ou laudos clinicos (GONCALVES et al., 2008).

Os resultados do diagnostico ndo foram satisfatérios, tendo em vista que as

matrizes usadas no protocolo da IATF ndo foram as melhores do plantel, pois os
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bodes da propriedade acabaram cobrindo as melhores matrizes. Desta forma,
acredita-se que devido as condi¢cdes das cabras inseminadas serem inferiores, e
ainda ndo terem passado por um manejo sanitario e nutricional adequado, estes
fatores somados vinheram a influenciar nos resultados, os quais foram negativos
guanto a prenhes, detectados através da ultrassonografia.

Todavia outros fatores podem ter contribuido para estes resultados, como a
gualidade do préprio sémen utilizado, jA que estes nas analises pos-descongelacao

apresentaram-se também inferiores.

Figura 17 - Diagnostico de gestacao
em cabra atraves de Ultrassonografia.
Fonte: Arquivo pessoal, 2017.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O Estagio Curricular Supervisionado constitui uma etapa fundamental na
aquisicdo e aprimoramento de conhecimentos e moldagem das habilidades
essenciais para atuacdo como Médica Veterinaria.

Com o estégio foi possivel conhecer como se faz reprodugcédo animal assistida
com a aplicacdo destas biotecnologias na propriedade e também proporcionou a
oportunidade de vivenciar a busca de solugbes no laboratério ou melhorar a
eficiéncia destas no campo.

Portanto, poder vivenciar as atividades desempenhadas cotidianamente na
vida profissional de um médico veterinario e pesquisador na area da reproducdo
animal fomentou ainda mais o interesse de ingressar na area cientifica, observando

sua funcionalidade prética, alinhada a dinamica dos trabalhos a campo.
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