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APRESENTACAO

As diversas areas estudadas cientificamente dispdem ao publico leitor, um
conhecimento em diversos assuntos ligados a ciéncia animal e afins.

Os capitulos contidos nesse livro abordam assuntos relacionados a saude
animal incluindo estudos sobre a reprodugéo, assuntos que falam da parasitologia,
comportamento animal entre outros.

Nesse volume foram abordados temas o efeito na maturacdo in vitro de
oocitos ovinos, Correlagdo taxa de prenhes em vacas nelore e andlise de casos de
maus tratos contra caes e gatos.

Outros assuntos como o comportamento de caes, onde o perfil comportamental
de uma raca € o resultado da sua bagagem genética e pode se manifestar pela
maneira como o animal se comporta no ambiente onde vive e por suas reacdes aos
varios estimulos que recebe neste ambiente.

Os primeiros capitulo nos atualiza sobre a atuacdo de Angiotensina-(1-7)
peptideo que atua principalmente no sistema cardiovascular e reprodutor e
tem sido relatado em varias espécies influenciando a reproducdo animal. Isso
torna a Angiotensina-(1-7) uma aliada para futuros protocolos reprodutivos como
inseminagao, transferéncia de embrido, sincronizacédo de estro e maturagéo de in
vitro oécitos.

Esses assuntos servem como fonte de referéncia para o aprofundamento
intelectual dos profissionais e estudantes em ciéncia animal, trazendo abordagem
clara e concisa sobre diversos assuntos, proporcionar uma fonte de estudo e

atualizagéo para todos que querem se aprofundar na ciéncia animal

Alécio Matos Pereira
Wesklen Marcelo Rocha Pereira
Sara Silva Reis
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RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito da adicao
de angiotensina-(1-7) ao meio de maturagdo in
vitro de odcitos ovinos. Setenta e quatro oocitos
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de ovarios ovinos abatidos em frigorifico foram
maturados in vitro: | — controle (n=22), Il — Ang-(1-
7) a1 uM (n=24), lll - Ang-(1-7) a 1 uUM+A-779 a
1uM (n=28) em microgotas contendo 100 pL de
meio de maturacao, acrescido de 10% de SFB,
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 oocitos foram
desnudados e observados a extruséo do primeiro
corpusculo polar. Aanalise estatistica foi realizada
pelo teste t a 5% de probabilidade. a adi¢cdo de
angiotensina-(1-7) a 1 yM, bem como a adicéo
de angiotensina-(1-7) a 1 yM juntamente com
0 seu antagonista especifico A-779 na mesma
concentragéo, diminuem a taxa de maturagéo in
vitro de o0citos ovinos.

PALAVRAS-CHAVE: Produgdo in  Vvitro;
biotécnicas reprodutivas; pequenos ruminantes.

ANGIOTENSIN- (1-7): EFFECT ON
IN VITRO MATURATION OF SHEEP
OOCYTES

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), lll - 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

Capitulo 1


http://lattes.cnpq.br/6188594220482801
http://lattes.cnpq.br/9208911841479760
http://lattes.cnpq.br/6455137713926100
http://lattes.cnpq.br/1124882784848117
http://lattes.cnpq.br/3056880847696419

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.

11 INTRODUGAO

A ovinocultura é uma das mais importantes atividades econdémicas do
semiarido nordestino. O aprimoramento de técnicas reprodutivas existentes, tais
como a Producéo In Vitrode 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 é 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 presenca 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 maturagé@o oocitaria, pois
€ nessa etapa que o ovocito adquire competéncia, ou seja, ele se torna capaz de
completar a maturagéo, 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 adigdo de Angiotensina-(1-7) ao meio de
maturacgéao in vitro de o6citos ovinos.

21 MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi aprovado pelo “Comité de Etica no Uso de Animais”
da Universidade Federal do Piaui (CEUA-UFPI) sob o nimero de registro 162/16 e
foi desenvolvido no Laboratorio de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal
do Piaui (UFPI), Campus Socopo, Teresina-PI. Os ovarios foram obtidos de fémeas
ovinas, sem padréo racial definido (SPRD), abatidas no frigorifico Piaui, Teresina-PI
e transportados até o laboratério em um recipiente térmico com solu¢gdo de DMPBS
a uma temperatura de 37°C. No laboratério, os ovarios eram lavados com solugédo
de DMPBS a 37°C e os complexos cumulus-odcitos (CCOs) recuperados por
aspiracao 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
sedimentacéo.

O contetdo do aspirado folicular era depositado em uma placa de Petri
de 100 x 20 mm para pesquisa sob uma lupa estereomicroscédpica. Os CCOs
selecionados eram transferidos para uma placa de Petri 30 x 10 mm contendo meio
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de manutencao TQC Holding Plus e, em seguida, eram avaliados e selecionados
de acordo com a presencga e disposi¢cdo das células do cumulus e aparéncia do
ooplasma, segundo a classificacdo de BALDASSARRE et al. (2003). Brevemente,
o0s CCOs foram avaliados como Grau | (o6cito com zona pellcida intacta, ooplasma
homogéneo e circundado completamente por uma ou mais camadas de células
do cumulus), Grau Il (0o6cito com zona peldcida intacta, ooplasma homogéneo e
circundado parcialmente por uma ou mais camadas de células do cumulus), Grau
Il (o6cito com zona peldcida intacta, ooplasma homogéneo e sem presenca de
células do cumulus) ou Grau IV (oécito apresentando zona pellcida rompida ou
ooplasma heterogéneo/retraido). Somente os CCOs viaveis (Grau | e Il) eram
selecionados para maturagéo de acordo com os tratamentos. Para avaliar o efeito da
Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] na maturagéo oocitaria, foram utilizados 74 odcitos,
cultivados na auséncia ou presencga de Ang-(1-7), G-1 e G-2, respectivamente. Para
confirmacgéo 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 concentragéo, ficando
os tratamento como descritos: Grupo | — Controle (n= 22 o6citos), Grupo Il - Ang-(1-
7) a1 uM (n=24 odcitos),Grupo Il - Ang-(1-7) a 1 uM + A-779 a 1 M (n= 28 06citos).

Os CCOs selecionados eram lavados em meio de maturagéo e maturados de
acordo com os tratamentos em microgotas contendo 100 pyL de meio de maturacéo,
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. Apés este
periodo, os odcitos foram desnudados (remog¢éo 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 oécito desnudo e observando a extrusdo do primeiro corpusculo

polar. A analise estatistica foi realizada pelo teste t a 5% de probabilidade.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que o uso de angiotensina-(1-7) na concentragdo de 1 uM
em meio de maturagao in vitro diminuiu a taxa de maturacdo de 06citos ovinos.
Entretanto, a sua adicdo a 1 yM acrescida de seu antagonista especifico A-779 na

mesma concentracao, também diminuiu a taxa de maturacdo (Tabela 1).
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Grupos Controle  Ang-(1-7)a1puM Ang-(1-7) a1 pyM + A-779 a1 yM Total

(n=22) (n=24) (n=28) (n=74)
Taxa de 45,50%? 16,66%° 14,30%° 24,32%
maturacao (10/22) (4/24) (4/28) (18/74)

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

Tabela 1. Avaliagéo quantitativa de odcitos ovinos submetidos & maturagéo in vitro sem
ou com angiotensina (1-7) no meio de cultivo.

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
oocitos destinados a este grupo, o melhor valor obtido no experimento.

Segundo MINGOTI (1999) quanto maior a concentracao de estradiol em
o0citos maior a porcentagem de oécitos que atingem a fase M Il. Desta forma a adicéo
de Ang-(1-7) ao meio de maturagéo pode levar a producéo de estradiol via ativagéo
da proteina PI3K/Akt e sua producéo pelo cumulus. Tais fatos justificaram a adicéo
de angiotensina-(1-7) ao meio de maturagéo do grupo G-2. Entretanto observou-se
uma diminuicéo e ndo um aumento desta maturacao. Segundo KRUIP et al. (1988)
citado por MINGOTI (1999), quando presente em altas concentragbes em meio de
cultivo M1V, o estradiol parece ter um efeito prejudicial provavelmente ao exercer
um efeito adverso na formagédo do fuso e na extrusdo do corpusculo polar. Isto pode
justificar a diminuicdo da matura¢do quando se acrescentou angiotensina-(1-7) na
concentracdo de 1 uM ao meio. Esta concentracéo pode ter aumentado a quantidade
de estradiol de forma demasiada. Entretanto, a importéncia de angiotensina-(1-7) ao
meio de maturacéo in vitro nao foi descartada, uma vez que quando adicionado seu
antagonista especifico na mesma concentracao, o bloqueio de angiotensina-(1-7)
também levou a uma diminui¢cdo na taxa de maturagéo.

Desta forma, estudos com adicdo de angiotensina-(1-7) em concentracbes
abaixo de 1 yM tornam-se necessarios, uma vez que a angiotensina-(1-7) possa
exercer influéncia benéfica na maturacao in vitro através da producao de estradiol

em niveis ndo demasiados e portanto néo deletérios.

41 CONCLUSAO

Conclui-se que a adi¢éo de angiotensina-(1-7) a 1 yM, bem como a adi¢ao
de angiotensina-(1-7) a 1 yM juntamente com o seu antagonista especifico A-779
na mesma concentracdo, diminuem a taxa de maturacao in vitro de o6citos ovinos.
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