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ABSTRACT
The brown brocket deer is in risk of extinction in two brazilian states. Therefore, more studies on
semen evaluation may be useful to improve male reproductive capacity assessment. In this sense,
this study evaluated the sperm viability using eosin-nigrosin and compared the results of fresh and
cooled semen samples. Although the viability decreased in cooled semen, it maintained a
satisfactory result.
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INTRODUCAO

O veado-catingueiro (M. gouazoubira) é um cervideo, que apesar de ser uma espécie
classificada mundialmente como pouco preocupante pela IUCN (2008), no Rio Grande do Sul ¢
considerado vulneravel ¢ no Rio de Janeiro é considerado em perigo (BERGALLO et al., 2000;
FONTANA et al., 2003; MIKICH e BERNILS, 2004). Logo, métodos de preservagdo da espécie se
fazem necessarias, sendo que o uso de biotécnicas que ajudam a selecionar os melhores
reprodutores e otimizar os indices reprodutivos surgem como uma das ferramentas que podem ser
utilizadas com sucesso para a espécie.

A avaliagdo das células espermaticas através de coloragdes, com a finalidade de atestar
sua viabilidade, ¢ um método rapido que ja foi utilizado em bovinos (TEIXEIRA, 2009), aves
(KLIMIWICZ-BODYS et al., 2012) e peixes (STREIT-JR et al, 2004), mostrando-se eficaz.
Devido a importancia de se conhecer o parametro de viabilidade para o status reprodutivos, este
estudo teve como objetivo utilizar a técnica de coloragcdo por eosina-nigrosina para avaliar a
viabilidade de sémen in natura e refrigerado de veados-catingueiros, de criatorios de instituigdes
privadas do Ceara.

MATERIAL E METODOS

Todas as coletas de material seminal foram autorizadas pelo ICMBio (n° de solicita¢do
60925) e pelo Comité de Etica da UECE (n° de protocolo 7913746-2017). Foi realizada a coleta de
sémen de 3 animais (n=5), com um eletroejaculador (Neovet Autoejac v2, Neovet, Brasil),
acoplado a uma sonda (probe). Apos sedagdo com dardo anestésico (via intramuscular), contendo
associagdo de 5 a 10 mg/kg de cloridrato de quetamina (Cetamin, Syntec, Brasil) e 0,5 a 1,5 mg/kg
de cloridrato de xilazina (Xilazina 10%, Venco, Brasil), o animal recebeu 3 séries de eletrochoques
com 10 estimulos em cada voltagem (de 4, 5e 6 V; 5,6 ¢ 7V, 6,7 ¢ 8 V). Entre cada série foi
realizado um intervalo de 5 minutos (MONFORT et al., 1993). O sémen foi coletado em um tubo
Falcon estéril de 50 mL e mantido em banho-maria a 37°C, até a finaliza¢do dos procedimentos.

21

*Enderego para correspondéncia:
vitortorres.mv(@outlook.com




Ciéncia Animal, v.28, n.4, p.21-24, 2018. Edi¢do Especial (V CESMEV)

Ap0s o procedimento, aliquotas foram direcionadas para analise do s€émen in natura, uma
parte foi diluida em duas de diluente (4,54g de Tris, 2,6g de acido citrico, 0,75g de glicose, 10% de
gema de ovo, 500 pl de sulfato de amicacina em 100 mL de agua bidestilada) em um microtubo e
levados a um isopor para refrigeragdo, em uma curva de -0,25 °C/min da temperatura de 37 °C a 5
°C (adaptado de FAVORETTO et al., 2012). As amostras permaneceram a 5° C durante 15 minutos
e foram reaquecidas a 37° C para avaliagdo.

Para analise da viabilidade espermatica, foram confeccionados esfregagos em lamina pré-
aquecida a 37 °C, utilizando 5 pl do corante eosina-nigrosina (BARIL et al., 1993) adicionado a 5
ul do s€men. Foram contadas 200 células, sendo considerados como espermatozoides viaveis (%),
os que possuiam integridade de membrana e ndo se coravam.

Os dados obtidos foram expressos em média e desvio padrdo e analisados através do
software estatistico R-project® versdo 3.3.2 (The R Foundation, Viena, Austria). Os dados foram
analisados em delincamento inteiramente casualizados, sendo submetidos ao teste de
homocedasticidade Box-Cox ¢ ao teste de normalidade Cramer-von Mises. Posteriormente, foram
submetidos a ANOVA, seguidos pelo Teste de Student-Newman-Keuls, para comparagdo das
médias entre os grupos (fresco e refrigerado). Os resultados foram considerados significativos
quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que nas amostras avaliadas de sémen fresco a porcentagem de
espermatozoides viaveis foi significativamente superior aquela das amostras refrigeradas (Tab. 1).
Além de eosina-nigrosina, outras técnicas, como a TST (triple-stain technique) ¢ a técnica de
fluorescéncia também podem ser usadas para avaliar a viabilidade espermatica em cervideos
(FAVORETTO; ZANETTI; DUARTE, 2012) (GARDE et al, 1997), porém o uso de ecosina-
nigrosina ¢ pouco dispendioso e pode ser usado para avaliar tanto viabilidade quanto morfologia
espermatica (KLIMIWICZ-BODYS et al., 2012).

Tabelal: Média + desvio padrao das viabilidades espermaticas do s€émen in natura e refrigerado de
veados-catingueiros (M. gouazoubira).

In natura Refrigerado

Membrana integra (%) 86,5 440" 74,5 + 5,128
A, B Letras maitisculas sobrescritas diferentes na mesma linha significa que houve diferenca
estatistica entre os tempos de avaliagdo (p<0,05).

Como esperado da amostra refrigerada, a média foi menor, provavelmente, devido ao
choque térmico decorrente da curva de refrigeracao, demonstrado por Hammerstedt et al. (1990) e
Amamm e Pickett (1987), que pode causar lesdes na membrana plasmatica dos espermatozoides.

Em amostras descongeladas de veados-catingueiros, os dados obtidos foram 67% a 78%
de células viaveis, utilizando o corante eosina-nigrosina. As amostras in natura, entretanto, nao
foram avaliadas (PERONI, 2013). Em outros trabalhos realizados em cervideos, de Favoretto et al.
(2012), em M. americana, ¢ de Fernandez-Santos et al. (2006), em Cervus elaphus hispanicus,
foram obtidas médias superiores a 50% em amostras descongeladas. Na espécie Ozotocerus
bezoarticus, amostras seminais in natura obtiveram uma viabilidade média de 80,2%, utilizando
eosina-nigrosina (BERACOCHEA et al., 2014).

22

*Enderego para correspondéncia:
vitortorres.mv(@outlook.com




Ciéncia Animal, v.28, n.4, p.21-24, 2018. Edi¢do Especial (V CESMEV)

CONCLUSAO

Conclui-se que apesar do decréscimo na viabilidade apos a refrigeracdo, os parametros
foram considerados satisfatorios. Vale destacar a necessidade de padronizagdo para a validagdo do
teste para a espécie.
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