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Resumo

As emas (Rhea americana) sdo aves nativas da américa do sul, que possuem grande importancia ecoldgica na manutengdo de ecossistemas. No entanto, apesar de seu
papel primordial, Segundo a Unido Internacional para Conservagdo da Natureza as emas encontram-se globalmente quase ameagadas. O declinio na populagdo das emas
tem como um dos principais causadores a caga pela pele e carne, visto que essa espécie também possui potencial econémico. Nesse contexto, pesquisar os aspectos
reprodutivos e aplicar biotécnicas reprodutivas é de fundamental importancia para auxiliar na conservagdo bem como na multiplicagdo das emas em cativeiro para fins
comerciais. Dessa forma o objetivo da presente tese é estabelecer protocolos eficientes para a obtengdo, avaliagdo e conservagdo de espermatozoides de emas, além
disso, propdem-se caracterizar as mudangas espermaticas durante a maturag&o dos espermatozoides. Para tanto seréo utilizadas emas provenientes do abate
programado do Centro de Multiplicagdo de Animais Silvestres (CEMAS) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). No primeiro experimento espermatozoides
serdo obtidos por flutuagdo de diferentes seguimentos do complexo epididimo-ducto deferente. As amostras serdo processadas para as microscopias eletronicas de
varredura e transmissdo afim de se caracterizar as mudangas que ocorrem durante a passagem do espermatozoide por essas estruturas. No segundo experimento os
espermatozoides serdo obtidos pelas técnicas de flutuagdo e lavagem retrograda, para se comparar esses dois métodos de obtengdo. Apos a coleta serdo validadas
diferentes técnicas de avaliagbes espermdticas: CASA, teste hiposmético, integridade da membrana plasmatica, acrossoma e cromatina espermética, e, atividade
mitocondrial. No terceiro experimento os espermatozoides ser&o obtidos, pela melhor técnica testada no experimento 2, criopreservados em diferentes diluidores (TRIS,
TES, ACP e OVODYL™) suplementados com 15% de gema de ovo de galinha e 6% de dimetilcetamida e avaliados conforme os testes validados também no experimento
2. Por fim, os dados coletados serdo submetidos a andlises estatisticas e em todos os casos serd adotado nivel de significdncia p<0,05. Com isso, espera-se descrever os
espermatozoides de emas, estabelecer protocolos para avaliagdo e congelagdo de espermatozoides de emas.
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Do ponto de vista socioecondmico, as aves exercem papel fundamental como fonte de alimento saudavel e rico em proteinas; sua carne tenra e nutritiva é considerada
de baixo teor caldrico e os ovos, energéticos e revigorantes, sdo apreciados em todos os meios, tanto rural como urbano (MALAVAZZI, 1999). Nesse contexto a criagdo
de emas (rheacultura) no Brasil estd aumentando tendo em vista sua carne e plumas de grande valor no mercado agropecuario (MOURA et al., 2012; CERVI et al.,
2016). Além disso, possuem importancia ecoldgica na manutengdo da biodiversidade. No entanto, devido a caga, bem como a destruigdo e fragmentagdo de seu habitat,
além da destruigdo de ovos por maquinas agricolas, queimadas e predagdo, as emas (Rhea americana) estdo quase globalmente ameagadas (BIRDLIFE INTERNATIONAL,
2016).

Para que as emas tenham mais destaque socioecondmico na avicultura brasileira bem como para garantir sua conservagdo, faz-se necessario investir em pesquisas que
favoregam o conhecimento das caracteristicas peculiares desta espécie, incluindo os aspectos morfofisiol6gicos e biotecnologias relacionadas a sua reprodugdo (GOES,
2004). Estudos envolvendo os aspectos reprodutivos das emas ja foram relatados como por exemplo, a caracterizagdo ultraestrutural da espermiogénese (PHILLIPIS;
ASA, 1989), a morfologia dos ovérios (PARIZZI et al., 2007), a morfologia dos érgéos genitais masculinos e da cloaca (SANTOS et al., 2011), a obtengéo de sémen e a
caracterizagdo de alguns pardmetros espermaticos GOES et al., 2010), sendo praticamente inexistente a aplicagdo de técnicas reprodutivas visando a conservagdo do seu
material genético.

Nesse contexto, a criopreservagdo de espermatozoides aparece como uma valiosa ferramenta para a conservagdo de material genético de diversas espécies animais
(COSTA; MARTINS, 2008), dentre as quais a ema. Assim, em inimeras espécies de aves, protocolos de criopreservagdo de espermatozoides vém sendo testados,
mostrando resultados promissores (BLANCO et al., 2000; BLESBOIS et al., 2007; PEIXOTO, 2010; EHLING et al., 2012). Nas emas, n&o existem relatos de
criopreservacdo de espermatozoides; no entanto, nos avestruzes, espécie mais proxima das emas (GIANNONI, 1996), Smith (2016) relatou a aplicagdo desta técnica,
estabelecendo importantes pardmetros, como por exemplo, as curvas de congelagdo e descongelagdo utilizadas, que poderdo ser extrapoladas e adaptadas para as
emas.

Uma das primeiros etapas, no entanto, para a formagdo de um banco de germoplasma em emas consiste na obtengdo dos espermatozoides. No geral, em aves, os
espermatozoides destinados a criopreservagdo podem ser obtidos por meio da técnica de massagem digital, no entanto este método exige contengdo fisica e
condicionamento dos animais, o que pode Ihes causar estresse (CARVALHO; FRENEAU; SANTOS, 2006). Em emas, ja foram obtidas amostras de sémen por esta técnica,
no entanto muitos ejaculados obtidos ndo continham espermatozoides ou estavam contaminados dificultando as andlises (GOES et al., 2010). Uma alternativa também
interessante a formag&o de bancos de recursos genéticos, consiste na obtengdo de espermatozoides de animais que vieram subitamente a bito. Em aves, entretanto, a
aplicagdo desta possibilidade é ainda pouco usual. Um dos poucos relatos desta técnica foi reportado em codornas por Géis (2018), que obteve espermatozoides a partir
dos ductos deferentes, uma vez que ¢ este o local de armazenamento de espermatozoides em aves. O autor demonstrou entdo, ser possivel a obtengdo de
espermatozoides vidveis (60%) e com motilidade (79,16+0,95%) (GOIS, 2018). Por outro lado, em mamiferos, espermatozoides sdo correntemente obtidos do
epididimo de animais abatidos por meio dos métodos de flutuagdo e lavagem retrégrada (BEZERRA et al., 2014). Assim, é possivel que a adaptagdo destas metodologias
para a ema possibilite a recuperagdo de espermatozoides em todo o seu trénsito desde o epididimo ao ducto deferente, fornecendo subsidios ndo s6 para seu
armazenamento, mas também para a realizagdo de anélises que permitam compreender a maturagdo espermatica nesta espécie.

Neste sentido, avaliar a qualidade das amostras espermaticas obtidas, além de permitir a compreensdo de fenémenos fisiolégicos, permite também a avaliagdo da
eficiéncia de protocolos de conservagdo espermatica. Em emas, Goes et al. (2010) reportaram a avaliagdo espermatica no tocante aos parametros de volume do sémen,
concentragdo, motilidade e morfologia. No entanto, para aumentar a acuracia em predizer o potencial fecundante de uma amostra espermatica, outros testes
complementares vém sendo propostos para diferentes espécies. Dentre esses, podem ser citados a Anélise Computadorizadas de Sémen (CASA), que fornecem dados
cinéticos dos espermatozoide (EHLING et al., 2012; SMITH et al., 2016), o teste hiposmético que avalia a funcionalidade da membrana plasmatica (SMITH et al., 2016),
a avaliagdo da integridade da membrana plasmética, da cromatina, do acrossoma e o teste de fungdo mitocondrial por meio de fluorescéncia (RODRIGUES; ROCHA;
BELETTI, 2009; PARTYKA et al., 2012; SMITH et al., 2016; GOIS, 2018; PARTYKA et al., 2012).

Uma vez obtidos e submetidos & andlise inicial, os esperr i devem ser pr em um meio diluente que Ihes proporcione agdo tamponante, nutrientes,
substrato energético, estabilidade da membrana plasmatica e manutengdo da pressdo osmética (DONOGHUE et al., 2000). Em aves ja foram descritos a utilizagdo de
diluentes para refrigeragéo e congelagdo de espermatozoides tais como o acido N, N-bis (2-hidro-hidroxietil) -2-aminoetano sulfénico (BES), 4cido N-Tris (hidroximetil)
metil-2-aminoetano sulfénico (TES) (DONOGHUE et al., 2000), Agua de Coco em P6 (ACP) (RONDON et al., 2008; FREITAS et al., 2018), Beltsville Poultry Semen
Extender (BPSE) (BAKST; SEXTON, 1979; van der LAAN, 2007) e o0 OVODYL™ (MORRELL et al., 2005; CAVALCANTE, 2006; StOWIN "SKA et al., 2007; 2012, CIERESZKO
et al., 2011).

Outro fator de suma importancia para o sucesso da criopreservagdo de espermatozoides é a escolha dos crioprotetores e suas concentragdes adequadas, capaz de
reduzir os danos causados pelas baixas temperaturas (BONGALHADO, 2013). Essas substancias sdo divididas em crioprotetores externos e internos dependendo do seu
local de agdo em relagdo a célula (van der LAAN, 2007). Alguns exemplos de crioprotetores externos ja relatados em criopreservacdo de espermatozoides de aves sdo a
gema de ovo de galinha (SANTIAGO-MORENO et al., 2012; ABOUELEZZ et al., 2015) e a Lipoprotreina de Baixa Densidade (LDL) (van der LAAN, 2007; SHAHVERDI et
al., 2015). Quanto aos crioprotetores internos, ja foram utilizados em aves o glicerol (WISHART, 1995), o etilenoglicol (EG) (KURBATOV et al., 1980), a dimetilformamida
(DMF) (EHLING et al., 2012), o dimetilsulféxido (DMSO) (SMITH, 2016), e a metilacetamida (MA) (EHLING et al., 2012; PARTYKA et al., 2012; SMITH, 2006).

Assim, tendo em vista a importancia das emas, justifica-se a realizagdo deste estudo por possibilitar a compreens&o de eventos relativos a sua maturagdo espermatica
no epididimo e armazenamento no ducto deferente. Além disso, pretende-se obter informacdes relativas a aplicacdo de metodologias de obtengdo de espermatozoides
em animais abatidos e o desenvolvimento de um protocolo para a criopreservagdo de espermatozoide. Tais conhecimentos poderdo auxiliar a conservagdo da espécie
através da formagdo de bancos de germoplasma.

Objetivos

Objetivo Geral
« Estabelecer protocolos eficientes para a obtengdo, avaliagdo e conservagdo de espermatozoides de emas (Rhea americana).

Objetivos Especificos

» Testar os métodos de obtengdo de espermatozoides por flutuagdo e lavagem retrégrada do ducto deferente em emas.

« Caracterizar as mudangas estruturais que ocorrem durante a maturagdo do espermatozoide ao longo do seu trajeto no epididimo e ducto deferente

« Caracterizar a morfometria do espermatozoide de emas.

 Testar e validar métodos adequados para avaliagdes de integridade e funcionalidade da membrana plasmatica, atividade mitocondrial, morfologia, condensagdo de
cromatina e integridade do acrossoma de espermatozoides de emas.

« Comparar os diluentes TRIS, TES, ACP e OVODYL™ na criopreservagdo dos espermatozoides de emas.

Metodologia

Locais de execugdo e bioética ;

Os animais utilizados ser&o provenientes do Centro de Multiplicagéo de Animais Silvestres (CEMAS), da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). A obtengdo
dos espermatozoides a partir dos complexos epididimo-ducto deferente, avaliagdes e refrigeracdo serdo realizados no Laboratério de Conservagdo de Germoplasma
Animal (LCGA), o processamento das amostras para as microscopias eletronicas serd realizado no Laboratdrio de Morfofisiologia Animal Aplicada e as imagens seréo
obtidas no Laboratério de Microscopia Eletrénica da UFERSA. O projeto foi aprovado junto ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEU -UFERSA) sob parecer 05/2020.

Animais experimentais e manejo

Para o experimento, serdo utilizadas carcagas de animais que tenham vindo a ébito ou animais que tenham se acidentado sendo necessaria a eutanasia. Estes animais
deverdo ser adultos em idade reprodutiva + 2,0 anos de idade e com peso médio de 34,0 kg. A coleta dos complexos testiculos-epididimos ocorrera durante a estagdo
reprodutiva, entre os meses de maio ou junho e indo até novembro ou dezembro. Para cada fase experimental espera-se um “N” de pelo menos 5 animais.

Desenho Experimental

A presente tese serd dividida em trés experimentos:

« No primeiro experimento, os espermatozoides serdo obtidos por flutuagdo de diferentes seguimentos do complexo epididimo-ducto. As amostras serdo processadas
para as microscopias eletrénicas de varredura e transmissdo afim de se caracterizar as mudangas que ocorrem durante a passagem do espermatozoide por essas
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estruturas. Além disso, uma aliquota das amostras de espermatozoides sera utilizada para a caracterizagdo morfométrica através do software Imagel®.

« No segundo experimento os espermatozoides serdo obtidos pelas técnicas de flutuagdo e lavagem retrograda, para se comparar esses dois métodos de coleta. Apds a
obtengdo dos espermatozoides, serdo validadas diferentes técnicas de avaliagdes espermaticas: CASA, teste hiposmético, integridade da membrana plasmatica,
acrossoma e cromatina espermatica, e, atividade mitocondrial.

« No terceiro experimento, os espermatozoides serdo obtidos pela melhor técnica testada no experimento 2 e avaliados conforme os testes validados também no
experimento 2. Posteriormente, as amostras serdo criopreservadas testando-se os diluentes descritos na figura 4.

Obtengdo dos espermatozoides

Os complexos testiculo-epididimo-ducto deferente esquerdo e direito serdo dissecados e lavados externamente com solugdo fisiolégica a 38°C. Para a obtengdo de
espermatozoides do primeiro experimento serd utilizada a técnica de flutuagdo separadamente em diferentes seguimentos do complexo epididimo-ducto deferente.
Resumidamente, esses seguimentos serdo fatiados com bisturi em uma placa de Petri contendo solugdo fisiolégica a 38°C. Ap6s 5 minutos em posigdo estatica, os
tecidos serdo removidos e a suspensdo sera avaliada (CARY et al., 2004).

No segundo experimento, o ducto deferente sera fatiado integralmente sem divisGes. Para a lavagem retrégrada, resumidamente, serdo realizadas ligaduras nas duas
extremidades do ducto deferente, a fim de evitar o extravasamento dos espermatozoides. Na sequéncia, o segmento serd mantido em posigdo vertical, a ligadura da
extremidade inferior retirada e serd feita a injecdo de solugdo fisiolégica a 38°C no limen, com auxilio de uma seringa e agulha imediatamente abaixo da ligadura
superior remanescente, fazendo com que os espermatozoides sejam carreados e recuperados na outra extremidade, sendo acondicionados em tubos apropriados (SILVA
etal., 2011).

Morfometria Espermética

Esfregagos de rosa de Bengala serdo preparado utilizando-se uma aliquota de 5 pL de espermatozoides que serd incubada com 45 pL do corante Rosa de Bengala.
Posteriormente, serdo retirados 10 pL da amostra e depositados sobre uma Idmina que serd coberta com uma laminula e selada para posterior analises. Campos
aleatdrios da lamina serdo fotografados através a microscopia de luz conectada a software analisador de imagem. Cem células serdo analisadas a partir das
fotomicrografias medindo-se estruturas espermaticas como cabega, pega intermediaria e cauda separadamente por meio do software ImageJ® (SAYED et al., 2017).

Processamento e avaliagdo por Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Para a andlise da MEV, os espermatozoides serdo fixados no reagente de Karnovsky (paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2,5% em tamp&o cacodilato de sédio 0,1 M,
pH 7,2 ) a 27 ° C. Ap6s o periodo de fixagdo as amostras serdo centrifugadas a 800 x g por 10 min, em seguida trés lavagens de 5 min cada serdo realizadas com
tampéo de cacodilato de sédio 0,1 M. Posteriormente, os pellets formados serdo desidratados e submetidos a banhos de acetona em concentragdes crescentes (50, 70,
90 e 100%) por 10 minutos cada. Os pellets serdo desfeitos e uma gota (300 pL) da suspensdo sera depositada em uma laminula de vidro e seca ao ar. As laminulas
serdo montadas em stubs com a ajuda de fita de carbono. Para metalizagdo, os stubs serdo colocados em um metalizador e metalizados com uma camada de ouro de 20
nm para posterior observagdo com um microscépio eletrdnico de varredura (BEZERRA et al., 2018).

Processamento e avaliagdo por Microscopia Eletronica de Transmissdo - MET

Para a andlise da MET, serd utilizada a metodologia de Soares e Beletti et al (2006) com modificagdes, resumidamente, os espermatozoides serdo fixados em
glutaraldeido a 4% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2. Ap6s a fixagdo por 48 horas, as amostras serdo centrifugadas a 800 x g por 10 min, em seguida
lavadas em tamp&o cacodilato (0,1 M, pH 7,2) duas vezes por 10 minutos e entdo, pos-fixados por quatro horas em glutaraldeido a 3% e uma hora em tetréxido de
dsmio a 1% mais ferrocianeto de potéssio a 1,25%. Finalmente, o pellet serd incluido em resina Epon e posteriormente serd cortado em ultramicrétomo para obtengdo
de cortes ultrafinos. Os cortes serdo contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo. Por fim os cortes serdo examinados em microscépio eletrénico.

Avaliagbes espermaticas

ApOs a coleta dos espermatozoides, serd mensurado o volume recuperado utilizado pipetas e tubos graduados. Uma pequena aliquota da solugdo contendo
espermatozoides sera depositada sobre ldmina de vidro e levada ao microscdpio de luz (100x, 400x), onde serdo avaliados a motilidade espermatica (0-100%) e o vigor
(0-5). A concentragdo espermatica sera avaliada em cdmara de Newbauer (SMITH, 2016).

Para avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides, serdo confeccionados esfregagos com o corante Rosa de Bengala. Onde serdo analisadas 200 células
espermaéticas por ld&minas sob microscopia de luz (100x), sendo classificadas em morfologicamente normais ou portadores de alteragdes subdivididas de acordo com a
regido espermatica afetada (cabega, pega intermediaria, cauda) (GOES, 2003)

Teste Hiposmético

Aliquotas de sémen (10pL) serdo adicionadas a 90pL de varias solugdes hiposmdticas e incubadas por 40 minutos a 37 °© C. Para tanto, serdo utilizadas adgua destilada
(0mOsm / L) e solugBes de frutose (50, 100, 150 e 200mOsm / L). Apds a incubagdo, as avaliagdes serdo realizadas sob microscopia de contraste de fase (x1000). Um
total de 200 espermatozoides serdo contados em pelo menos cinco campos e classificados como reativos ou ndo reativos com base na presenga ou auséncia de caudas
enroladas (inchadas), respectivamente. A porcentagem de espermatozoides com defeitos na cauda (com base na avaliagdo da morfologia espermética) sera subtraida da
porcentagem de espermatozoides reativos (SANTOS et al., 2013).

Fhash Frozen

Para a validagdo das avaliagdes de integridade da membrana plasmética, acrossoma, cromatina e atividade mitocondrial sera realizado o flash frozen. Resumidamente, as
amostras serdo divididas em duas aliquotas: uma mantida vidvel e a outra submetida a congelagdo rapida em nitrogénio liquido, seguida de descongelagdo lenta por trés
vezes consecutivas para causar injirias @ membrana celular (CELEGHINI, 2005). Trés tratamentos serdo feitos a partir destas aliquotas com as seguintes proporgdes de
espermatozoides frescos e espermatozoides submetidos ao flash frozen: 100:0 (T100), 50:50 (T50) e 0:100 (T0).

Avaliagdo da integridade do acrossoma

Para avaliagdo acrossomal, amostras de espermatozdides serdo fixadas em 0,5 mL de solugdo de paraformaldeido a 4% em temperatura ambiente por 15 min e, em
seguida, armazenadas a 4°C até serem processadas para coloragdo acrossomal. Os espermatozdides fixos serdo entdo centrifugados por 8 min a 3000g e o sobrenadante
descartado. Os pellets serdo lavados duas vezes com 0,5 mL de acetato de aménio 0,1 m (pH 9,0) e o sedimento ressuspenso em aproximadamente 50 pL da solugdo de
acetato de aménio. Uma aliquota desta suspens&o serd espalhada nas laminas de microscépio e deixada secar a temperatura ambiente. ApGs a secagem, as ldminas
serdo inundadas com coloragdo de Coomassie (Coomassie Blue G-250 a 0,22%; 50% de metanol, 10% de acido acético glacial e 40% de agua desionizada) por 90 s
(Larson e Miller 1999 ), lavada com agua desionizada, seca a temperatura ambiente e preservada permanentemente, colocando uma laminula sobre uma gota de meio
de montagem. De cada amostra, 200 espermatozdides serdo avaliados individualmente quanto a integridade acrossomal, utilizando microscopia de campo claro a 1000x.
A integridade acrossémica sera classificada como: (1) intacta (coloragdo escura uniforme sobre a regido do acrossoma com coloragdo clara ou inexistente da regido pos-
acrossomal); (2) danificado (coloragdo ndo uniforme ou irregular sobre a regido acrossomal); ou (3) ndo intacto (auséncia total de coloragdo acrossomal ou coloragdo
apenas no segmento equatorial; a regido pos-acrossomal geralmente é levemente corada em azul) (THIANGTUM et al., 2006).

Avaliagdo da Condensagdo da Cromatina

Para a avaliagdo da integridade da cromatina serdo confeccionados esfregagos utilizando-se 10ul das amostras que serdo fixados em 3:1 etanol:4cido acético por 1 min e
em etanol a 70% por 3 min, posteriormente, serdo submetidos a imersdo em solugdo 4M de HCI por 25 min, lavados em agua destilada e secados a temperatura
ambiente. Em seguida, 5pl de Azul de toluidina serdo depositados sobre o esfregago, sendo coberto por uma laminula e imediatamente avaliado em microscopia de
campo claro, serdo contadas 500 células e classificadas em negativos e positivos. Os espermatozoides levemente corados em azul claro serdo considerados normais
(negativos) e aqueles corados em azul escuro a violeta serdo considerados com cromatina alterada (positivos).

Integridade da membrana plasmaética e acrossomal, e atividade Mitocondrial por Fluorescéncia

A associagdo de sondas fluorescentes diacetato de 6-diacetado de carboxifluoresceina (0,46 mg C-FDA / 1 ml de dimetilsulféxido) e iodeto de propidio (Solugdo salina
0,9% PI/ 1 ml 0,5 mg) sera testada para avaliagdo da membrana plasmadtica, para isso, aliquotas de sémen (5 pL) serdo diluida em 20 pL da solugdo fluorescente e
mantidas em ambiente escuro por dez minutos. Em seguida, serdo preparadas laminas para microscopia recobertas com laminula, as quais serdo avaliadas em
microscopia de epifluorescéncia (400x). Serdo avaliadas 200 células, espermatozoides marcados em vermelho (IP) serdo considerados sem membrana integra
espermatozoides marcados em verde (-CFDA) serdo considerados com membrana degenerada (SOUZA et al., 2013).

A associagdo das sondas fluorescentes Iodeto de Propideo, Hoechst3342, FITC-PS e CMXRos (Mito Tracker Red) sera utilizada para avaliar simultaneamente a integridade
de membrana plasmatica, acrossomal e atividade mitocondrial. Para tanto, serdo colocados 150uL das amostras (25 x 106 sptz/mL) em um microtubo, posteriormente
sera adicionado 2uL de Hoechst 33342 (40 pug/mL em DPBS) que serdo incubar por 10 minutos a 37° C, em seguida ser&o adicionados 3 pL de PI (0,5 mg/mL em DPBS),
0,5 pL de CMXRos (500 uM em DMSO) e 50 pL de FITC-PSA (100 pug/mL em DPBS) e incubados por 8 minutos a 38,5° C. Em seguida, as ldminas para microscopia
poderédo ser preparadas, colocando uma aliquota sobre uma ldmina e recobrindo com laminula. As avaliagdes serdo realizadas em microscopia de epifluorescéncia
(1000x). Serdo avaliadas 200 células, espermatozoides marcados em vermelho (IP) serdo considerados com membrana degenerada, espermatozoides marcados em azul
(Hoechst) serdo considerados com membranas integras, espermatozoides com acrossoma marcado em verde-amarelado serdo considerados com acrossoma lesionado e
espermatozoides com pegas intermediarias marcadas em vermelho serdo considerados com atividade mitocondrial (CELEGHINI et al., 2007).

Congelagéo e descongelagdo dos espermatozoides de emas

Para a congelagdo dos espermatozoides de emas, serdo utilizadas como base, as metodologias propostas por Santiago-Moreno et al. (2012) e Smith et al. (2016) com
algumas modificagdes. Dessa forma, inicialmente as amostras serdo diluidas nos tratamentos conforme mostrado na figura 4. Serdo resfriadas a uma taxa de 1°C/min
até a temperatura final de 5°C. Posteriormente sera adicionada a dimetilcetamida pré-resfriada de modo que a concentragdo final seja 6% e a concentragdo de
espermatozoides seja de 100 milhdes/ ml. As amostras entdo serdo equilibradas por 15 min a 5°C, em seguida envasada nas palhetas, em seguida, congeladas uma taxa
padronizada de 5 °C/min de 5 °C a -20 °C, nucleagéo a -20 °C e de -20 °C a -80 °C a uma taxa de 10 °C/minuto. Depois disso, as palhetas serdo mergulhadas em
nitrogénio liquido a -196°C. As palhetas serdo entdo descongeladas ap6s pelo menos uma semana por 1 minuto e 20 segundos a 5 ° C, posteriormente, as amostras
serdo transferidas para tubos em banho maria a 38° C e serdo avaliadas conforme citado para o material fresco.

Analise Estatistica
Todas as varidveis serdo expressas como média e erro padrdo, a andlise de homocedasticidade serd realizada pelo teste de Levene e a normalidade serd verificada
através do teste de Shapiro-Wilk e partir desta andlise inicial, serdo estabelecidos os testes estatisticos mais adequados para a comparagdo das médias.
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Resumo

No intuito de desenvolver estratégias para a conservagdo do germoplasma de catetos, tém sido estabelecidos estudos voltados para o aprimoramento do protocolo de
criopreservagdo, sendo esta uma ferramenta muito importante para a formagéo de bancos de germoplasma. Diante disso, o presente estudo objetiva avaliar o efeito da
adigdo de antimicrobianos, antioxidantes e detergentes no meio de congelagdo de sémen de catetos. Para tanto, serdo utilizados 12 animais machos, sexualmente
maduros com idade média de 40 meses, provenientes do Centro de multiplicagdo de animais silvestres (UFERSA-Mossord/RN). Os animais serdo inicialmente contidos
com o auxilio de pucd, seguido de indugdo anestésica com o propofol (Propovan®, Cristalia, Fortaleza, Brasil) a 5 mg/kg em bolus, via endovenosa. Posteriormente, os
animais serdo submetidos a um protocolo de eletroejaculagdo como ja estabelecido para a espécie e as amostras serdo coletadas em tubos plasticos graduados. As
amostras serdo analisadas quanto ao aspecto, coloragdo, volume, pH, concentragdo espermatica, morfologia espermética, funcionalidade da membrana, estado de
condensagdo da cromatina, atividade mitocondrial e viabilidade espermdtica, estresse oxidativo intracelular, teste de ligagdo a membrana perivitelina da gema do ovo de
galinha e andlise microbioldgica do sémen. Adicionalmente, os pardmetros cinéticos serdo obtidos mediante a analise computadorizada de sémen (CASA). As amostras
serdo diluidas em Tris-gema-glicerol e criopreservadas, utilizando-se as substancias a serem testadas nas distintas fases experimentais. Na primeira fase, serdo testados
os antimicrobianos gentamicina a 70 ug/mL e a combinag&o penicilina/estreptomicina na concentragdo 100.000 UI/mL/1 mgE/mL de estreptomicina. Na segunda fase,
serdo testados os antioxidantes: superéxido dismutase - SOD (0, 150 ou 300 UI/mL), catalase - CAT (0, 200 ou 400 UI/mL) e sua combinagdo (SOD 150 UI/mL + CAT
200 UI/mL) durante a congelagdo. Na ultima fase, sera realizada a congelagdo das amostras com o uso do detergente dodecil sulfato de sédio (SDS) em suas respectivas
concentragdes (0%, 0,1%, 0,3% e 0,5%), bem como um grupro controle positivo com o Equex a 0,5%. Os resultados serdo expressos em média e erro padrdo. As
analises serdo realizadas pelo software Statview 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Os dados obtidos serdo avaliados quanto & sua normalidade e
homocedasticidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. A partir destes, serdo estabelecidos os testes estatisticos mais adequados para a
comparacdo das médias e identificacdo de diferencas entre os tratamentos, considerando-se a significancia de P<0,05. Desta forma, espera-se identificar o
antimicrobiano bem como o agente antioxidante e a concentragdo ideal do detergente SDS para a congelagdo do sémen de catetos, de modo a aumentar as taxas de
células potencialmente vidveis e a longevidade espermética apds a descongelagdo.

cativa
s esperados no processo ensino-aprendizagem e o retorno para os cursos e para os professores da instit

Introdugdo/Just
(incluindo os bene

o em geral)

O cateto (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758) é um taiassuideo silvestre cuja populagdo ¢ classificada como globalmente estavel, porém encontra-se em declinio em alguns
biomas, principalmente a Mata Atlantica. Assim, seu desaparecimento nos ecossistemas acarretaria uma grande perda ecoldgica, haja vista que os catetos atuam como
dispersores de sementes e servem de presas para grandes carnivoros (Gongora et al., 2011). Aliado & sua importancia ecoldgica, a espécie possui um estimado potencial
produtivo, sendo bem adaptados ao cativeiro. Visto isso, vem sendo criados com propdsito cientifico em pesquisas conservacionistas, visando o uso sustentavel da
espécie, bem como com o propésito econdmico, devido a alta palatabilidade da sua carne e boa aceitagdo de sua pele no mercado internacional para fabricagdo de
produtos de couro (Garcia et al., 2015). Além disso, tecnologias desenvolvidas para os catetos podem servir de modelos para espécies filogeneticamente préximas como
o Tayassu pecari (Keuroghlian et al., 2013) e Catagonus wagneri (Altrichter et al., 2015), que sdo vulneraveis a extingdo.

Nesse contexto, fica evidente o impacto positivo que o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas poderia trazer para a conservagdo e multiplicagdo da espécie.
Dentre as biotécnicas, destaca-se a criopreservagdo de germoplasmas, em especial do sémen, ferramenta importante para a formagdo de bancos genéticos (Domingues
et al., 2011). A criopreservacdo de sémen permite que o material genético de diferentes espécies e regides sejam armazenados por um indefinido periodo de tempo a
baixas temperaturas (Pegg, 2007). Neste sentido, desde 2010 (Castelo et al. 2010a) quando foi relatada o primeiro trabalho com criopreservagdo de sémen em catetos,
diversos estudos tém sido desenvolvidos no intuito de aprimorar o protocolo. Desta forma, foram j& definidas diferentes etapas como o uso da suplementagdo energética
ao meio diluente (Castelo et al., 2010a), as curvas de congelagdo/descongelagdo (Castelo et al., 2010a; Silva et al., 2013), e os crioprotetores em diferentes
concentragdes (Alves et al., 2013; Souza et al., 2015; Souza et al., 2016).

Estando definido um meio base capaz de promover a conservagdo em torno de 50% de espermatozoides méveis apds a descongelagdo, o proximo passo para a
otimizag&o do diluente seria a busca por aditivos que promovessem melhorias & qualidade espermética pds-descongelagdo. Neste sentido, a incorporagdo de agentes
antimicrobianos torna-se necessaria visto que a maioria dos microrganismos resultantes do processamento do sémen pode sobreviver a baixas temperaturas (- 196° C)
(Bielanski; Vajta, 2009), causando danos as células espermdticas (Prieto-Martinez et a., 2014), ou contribuindo para a disseminagdo de doengas infecciosas através da
inseminagéo artificial (Eanglesome; Garcia, 1997).

Em adicdo, o processo de criopreservagcdo pode ocasionar a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que quando em proporgdes equilibradas, estdo envolvidas
nos processos de capacitagdo espermadtica, hiperativagdo e reagdo acrossomal (O'Flaherty et al., 2006; Rao et al., 2015; Aitken et al., 2017). No entanto, acima do
necessario, ocasionam efeitos negativos @ membrana celular, motilidade espermatica (Griveau; Lelannou, 1997), DNA e mitocondrias (Aitken; Marshall, 2002). Sabe-se
que existem mecanismos fisiolégicos presentes no plasma seminal capazes de regular o excesso da produgdo de EROs. Porém, durante a criopreservacgdo, tais
mecanismos fisiolégicos ndo costumam ser suficientemente eficientes para prevenir o dano espermatico, fazendo-se importante o uso de antioxidantes de modo a
permitir uma consténcia nos niveis de EROs no meio, mantendo a qualidade do sémen pds-descongelagdo (Halliwell; Gutteridge, 1999).

Finalmente, é necessério relatar que um dos principais desafios observados na criopreservagdo do sémen de catetos é o baixo periodo de sobrevivéncia espermética, no
qual os seus pardmetros j& sdo reduzidos aos 15 minutos pés-descongelagdo (Campos et al., 2014). Neste sentido, seria justificada a avaliagdo de detergentes a base de
dodecil sulfato de sédio (SDS), os quais sdo conhecidos por promover um aumento na longevidade espermatica em outras espécies (Wu et al., 2013).

Em suma, este trabalho objetiva aprimorar o protocolo de criopreservagdo na espécie a partir da adigdo de antimicrobianos, antioxidantes e detergentes ao meio diluente
de congelagdo. Para melhor subsidiar a compreensdo do assunto, segue-se revisdo de literatura a respeito destas tematicas.

Objetivos
OBJETIVO GERAL

[#] Investigar a eficiéncia do uso de antimicrobianos, antioxidantes e detergentes como aditivos ao meio diluente de congelacio de sémen de catetos (Pecari tajacu).
OBJETIVOS ESPECIFICOS

[%] Examinar a agdo dos antimicrobianos: penicilina e estreptomicina (1000 Ui e 1 mgE) e gentamicina (70 pg) sobre o crescimento bacteriano, qualidade seminal e
potencial ligante das células esperméticas ap6s o processo de congelagdo-descongelagdo do sémen.

[2] Investigar a agdo dos antioxidantes: superdxido dismutase (SOD) (0, 150 ou 300 UI/mL), catalase (CAT) (0, 200 ou 400 UI/mL) e sua combinag&o (150 UI/mL de
SOD e 200 UI/mL de CAT) sobre os parametros esperméticos, estresse oxidativo e potencial ligante de espermatozoides de catetos durante ap6s a descongelagéo de
sémen;

[£] 1dentificar a concentragdo ideal do detergente dodecil sulfato de sédio (SDS) (0%, 0,1%, 0,3% e 0,5%) em comparagdo ao Equex STM® (Nova Chemical, Scituate,
MA12) a 0,5% e sua agdo sobre a longevidade espermatica.

Metodologia
LOCAL DO EXPERIMENTO

As atividades experimentais serdo realizadas conforme a autorizagdo SISBIO n. 37329. Os protocolos experimentais serdo submetidos & apreciagdo pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da UFERSA. As coletas acontecer&o no Centro de Multiplicagéo de Animais Silvestres (CEMAS) (5°100” S. 37°100” W) e as avaliagdes no
Laboratério de Conservagdo de Germoplasma Animal (LCGA), ambos situados na Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) em Mossord/RN (50 12’ 48" S de
latitude, 370 18’ 44” W de longitude e altitude de 37 m), cujo clima predominante é o semiarido. Os reagentes utilizados serdo obtidos na Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), em caso contrério, serdo citados no texto.

ANIMAIS

Para cada Fase Experimental, serdo utilizados doze machos sexualmente maduros, com idade média de 40 meses, mantidos sob fotoperiodo natural. Os animais serdo
separados em grupos de trés animais e mantidos em piquetes (20 m x 3 m), com area coberta (3 m x 3 m) sob fotoperiodo natural de 12 h. Os animais receber&o
alimentagdo comercial para suinos e frutas tropicais da estagdo, além de dgua a vontade.

CONTENGAO E ELETROEJACULAGAO

Previamente a coleta, os animais serdo mantidos em jejum alimentar de 12 h. Desse modo, serdo entdo contidos com o auxilio de um pugd, procedendo-se a indugdo
anestésica com o propofol (Propovan®, Cristélia, Fortaleza, Brasil) a 5 mg/kg em bolus, via endovenosa (Souza et al., 2009). No decorrer do procedimento, os animais
terdo seus pardmetros fisioldgicos de temperatura, frequéncia cardiaca e respiratéria constantemente monitorados.

Os animais serdo dispostos em decubito lateral, no qual serd efetivada a higienizagdo da regido peniana utilizando solugdo fisiolégica a 37° C. Apds a limpeza, serd feita a
coleta por intermédio da aplicagdo do protocolo de eletroejaculagdo como ja estabelecido anteriormente para a espécie (Castelo et al., 2010), através de um dispositivo
portétil (Autojac®, Neovet, Campinas, SP, Brasil) conectado a uma fonte de 12 V, utilizando uma sonda transretal com 15 cm de comprimento e 1,3 cm de didmetro,
inserindo aproximadamente 12 cm no reto do animal. Os ejaculados serdo coletados em tubos de plastico graduados e imediatamente avaliados.

AVALIAGOES ESPERMATICAS

Seré&o procedidas avaliagdes quanto ao aspecto, coloragdo, volume por meio de sucessivas pipetagens, bem como do pH através de tiras indicadoras de pH (Neutralit®,
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Merck, Bucareste, Roménia) (Souza et al., 2009).
1 Concentragdo espermatica

Em seguida, os ejaculados serdo avaliados microscopicamente quanto a concentragdo espermatica (em milhdes de espermatozoides/mL) a partir da contagem em
cadmara de Neubauer efetuando a diluigdo de aliquotas de 10 pL de sémen (1:2) em 1 mL de solugdo formalizada tamponada (10%) (Silva et al., 2014).

2 Morfologia espermatica

A morfologia espermatica serd avaliada a partir de esfregagos de 5 pL de sémen corados em 45 pL de rosa de bengala, contando 200 células por Idmina através da
microscopia de luz (1000x) com auxilio do éleo de imersdo e classificando-as quanto a presenca de defeitos espermaticos (Sousa et al., 2013).

3 Funcionalidade da membrana

Para a funcionalidade da membrana serd utilizado o teste hipo-osmdtico, no qual 5 pL de sémen sera incubado durante 40 minutos em 45 pL de dgua destilada (0
mOsm/L) para avaliar a resposta osmotica dos espermatozoides. Por tanto, serdo contados 200 células, sob microscopia de luz, e aqueles espermatozoides apresentando
caudas enroladas e edemaciadas serdo consideradas como apresentando membrana funcional (%) (Santos et al., 2013).

4 Andlise do estado de condensagdo da cromatina

A andlise do estado de condensagdo da cromatina decorrerd de esfregagos de sémen fixados em etanol (3:1): acido acético durante 1 min, seguida de etanol a 70%
durante 3 min e solugdo de HCl 4 M durante 25 min. Posteriormente serd feita a coloragdo em azul de toluidina (azul 0,025% toluidina em tamp&o Mcllvaine (citrato de
sédio: pH fosfato = 4,0), onde os espermatozoides corados de azul claro serdo classificados como normais (negativos) e aqueles corados de violeta a azul escuro serdo
considerados como tendo cromatina alterada (positiva) (Beletti et al., 2004; Castelo et al., 2015).

5 Atividade mitocondrial e viabilidade espermatica

A atividade mitocondrial e viabilidade espermética serdo avaliadas mediante a incubagdo do sémen (10 pL) em 5 pL de Hoechst 342 (H342; Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) (998,4 pL de DPBS + 1,6 pL da solugdo estoque: 25 pg/mL) em banho seco a 37° C por 8 minutos. Em seguida, sera acrescentado 5 pL de CMXRos (Mito Tracker
red®, Molecular Probes, M-7512 ) (1 mL de TRIS + 0,1 pL da solugdo estoque: 50 ug/ 94 pL) e 3 pL de IP (Iodeto de Propidio, Sigma-Aldrich, Co., St Louis, MO, USA)
(980 pL de DPBS + 20 pL da solugdo estoque: 25 pg/mL) por mais 10 minutos, seguida da avaliagdo em microscépio de epifluorescéncia (Episcopic Fluorescent
attachment EFA Halogen Lamp Set. Leica. Kista, Sweden) contando-se um total de 200 células, cujos espermatozoides com cabega marcada em azul (H-342) serdo
julgados com membrana intacta e aqueles com cabega total ou parcialmente marcada em vermelho (IP) serdo ditos com membrana ndo intacta e com pega intermediaria
marcada em vermelho serdo considerados com fungdo mitocondrial (Sousa et al., 2013).

6 Andlise computadorizada do sémen

Adicionalmente, sera realizada a analise computadorizada de sémen (CASA - IVOS 12.0, Hamilton-Thorne, Beverly, USA),) a fim de obter detalhes a respeito da cinética
espermadtica. Quanto aos pardmetros analisados incluirdo: nimero de células contadas, motilidade total (%), motilidade progressiva (%), velocidade média da trajetéria
(VAP; mm/s), velocidade linear progressiva (VSL; mm/s), velocidade curvilinea (VCL; mm/s), amplitude lateral da cabega (ALH; mm), frequéncia de batimento cruzado
(BCF; Hz), indice de progressdo (STR; %) e indice de linearidade (LIN; %). Ainda a populagdo total de espermatozoides serd subdividida em quatro categorias: répida,

com VAP> VMV; médio, com (VLV <VAP <VMV); lento, com VAP < VLV; e estatico, a proporcdo de células que ndo estardo se movendo (Souza et al., 2016).

7 Teste de ligagdo a membrana perivitelina da gema do ovo de galinha

Para a andlise da capacidade ligante das células espermdticas submetidas aos diferentes tratamentos, sera utilizado o teste de ligagdo a membrana perivitelina da gema
de ovo de galinha. Para isto, serdo utilizados ovos de galinha frescos e ndo férteis, no qual as membranas serdo obtidas mediante separagdo da gema e da clara e o
excesso de clara serd retido em papel filtro com posterior separagdo das membranas. Apds separacdo das membranas, estas serdo lavadas sucessivas vezes em solugdo
fisioldgica a 37° C e submetidas a cortes de 1 cm2 com o auxilio de uma cubeta de espectrofotémetro empregada como molde, no qual para cada tratamento serdo
destinadas duas membranas. Conjuntamente, serd feita a diluigdo das amostras espermdticas (1:1) em solugdo de meio de incubagdo (114 mM NaCl; 3,1 mM KCl; 0,4
mM NaH2P0O4; 10 mM lactato de célcio; 25 mM NaHCO3; 10 pg/mL vermelho fenol; 1,4 mM cafeina; 2,0 mM CaCl2.2H20; 0,5 mM MgCI2; 10 mM Hepes; 6 mg/mL BSA;
5,5 mM glicose; 0,45 mM piruvato de sédio; 40 pug/mL sulfato de gentamicina; pH 7.4-7.8) (Campos et al. 2017), e posteriormente centrifugadas a 700 x g por 10
minutos. Em seguida, o sobrenadante serd descartado e o pellet re-diluido a fim de obter uma concentragdo final de 1 x 106 espermatozoides/mL (Campos et al., 2017).
Cada fragmento da membrana perivitelina serd mantido em placa de 4 pogos com 1 x 106 espermatozoides/mL a 38,5° C por 20 min em banho-maria. Apés a incubagao,
cada membrana serd lavada em gotas de 100 pL de meio de incubagdo para a retirada dos espermatozoides ndo ligantes & membrana. Por fim, as membranas serdo
estendidas sobre uma ldmina e recobertas com laminula e avaliadas quanto ao nimero de espermatozoides ligados em seis campos distintos e aleatérios através da
microscopia contraste de fase (ABM-200 Series Biological Microscope, China) (Campos et al., 2017).

CONGELAGAO E DESCONGELAGAO DE SEMEN

Para a congelagdo, os ejaculados serdo inicialmente diluidos em Tris adicionado de glicerol (3%) e gema de ovo (20%). Em cada fase do experimento o diluente base
serd adicionado de diferentes concentragdes de antibidticos, antioxidantes ou detergentes, conforme citado posteriormente. As amostras serdo entdo refrigeradas a 15° C
durante 40 minutos em caixas isotérmicas e posteriormente estabilizadas a 5° C por mais 30 min em incubadora bioldgica (Quimis, Diadema, SP, Brazil). Em seguida
serd feito o envase em palhetas pldsticas de 0,25 mL e finalmente as palhetas serdo posicionadas em contato com o vapor do nitrogénio (5 cm) por 5 minutos e entdo
acondicionadas em botijdo criobioldgico a - 196° C. Decorrido pelo menos 1 semana, as amostras serdo descongeladas em banho maria a 37° C por 1 minuto conforme
reportado anteriormente (Silva et al., 2013).

FASES DO EXPERIMENTO
12 fase: Adicdo dos antimicrobianos durante a congelagdo de sémen

A principio, uma aliquota de 100 pl de cada ejaculado sera destinada para a analise da concentragdo bacteriana. Em seguida, as amostras de sémen serdo diluidas em
Tris-gema (20%) e glicerol (3%), adicionado ou n&o dos antimicrobianos, constituindo os seguintes grupos: (A) Controle (sem antimicrobiano) (B) 70 pg/mL de
gentamicina; (C) 1000 UI/mL de penicilina + 1 mgE/mL de estreptomicina (Santos et al., 2019) e posteriormente expostas a refrigeragdo, no qual seus parametros
cinéticos serdo novamente verificados e entdo realizada a congelagdo. Apds pelo menos 1 semana, as amostras serdo descongeladas e submetidas as mesma avaliagdes
do sémen fresco, incluindo a andlise microbioldgica.

Para a andlise microbiol6gica do sémen, serd inoculada uma aliquota de 100 pl de cada amostra em 900 pl de solugdo salina estéril a 0,85%, obtendo-se a diluigdo 10-1,
seguindo-se com uma diluigdo seriada até 10-5. Em seguida, aliquotas de 100 ul de cada diluigéo serdo semeadas, com auxilio de uma alca de Drigalski, na superficie de
placas de Petri contendo Plate Count Agar (Hi Media, Mumbai, India), todas em duplicata e incubadas em estufa bacteriolégica (Fanem LTDA, S&o Paulo, Brasil) a 35 + 1°
C por 24 a 48 horas (Tortora, 2005). Ap6s esse periodo as col6nias serdo contadas em cada placa e o nimero de microrganismos sera expresso em Unidade Formadora
de Colénia - UFC/mI multiplicado pelo inverso de cada diluigdo. As colénias com aspectos diferentes seréo isoladas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Hi Media,
Mumbai, India) e identificadas a partir de suas caracteristicas macroscépicas, morfotintorais e perfil bioquimico (Macfaddin, 2000).

22 fase: Adigdo de antioxidantes durante a congelagdo de sémen

A segunda fase consistird na congelagdo das amostras com os antioxidantes, constituindo-se dos passos de diluicdo em diluente Tris-gema (20%) e glicerol (3%),
adicionado do melhor antimicrobiano definido na fase anterior. Nesta fase, sera utilizado um grupo controle sem adigdo de antioxidantes, e grupos teste suplementados
com superdxido dismutase (SOD) a 150 ou 300 UI/mL (Roca et al., 2005), catalase (CAT) a 200 ou 400 UI/mL (Roca et al., 2005) e ambos combinados (SOD: 150 UI
/mL e CAT: 200 UI/mL) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) (Roca et al., 2005), bem como um grupo controle sem antioxidantes. Decorrido pelo menos uma semana, as
amostras serdo descongeladas e efetuadas as mesmas avaliagdes descritas para o sémen a fresco.

Nesta fase, o sémen fresco e descongelado serd também avaliado quanto ao estresse oxidativo intracelular por meio da microscopia de fluorescéncia, utilizando-se o
marcador 2', 7'-diclorofluoresceina (H2DCFDA) (Thermo Fisher Scientific, EUA). Desta forma, 2 pL de diacetato de 2 ’, 7’-diclorofluoresceina (5 mM) serdo adicionados a
1 mL de suspensdo espermatica, homogeneizados e incubados a 37° C durante 30 minutos na auséncia de luz. Posteriormente, as amostras serdo incubadas com 5 pL de
IP por mais 10 minutos a 37° C no escuro e lavados trés vezes em solugdo PBS. Por fim, serdo analisadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX51TF, Tokyo,
Japan) a fim de determinar a porcentagem de espermatozoides viaveis com EROs intracelular, onde a intensidade de fluorescéncia das imagens serdo quantificadas
através do software Image) 1.45s (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) (Pang et al., 2016). A intensidade do sinal de fundo sera subtraida dos valores
obtidos para as imagens de tratamento. O grupo sem suplementagdo antioxidante (EOSAQ) sera avaliado como calibrador e o valor medido de cada micrografia de
tratamento sera dividido pela média do calibrador para gerar niveis de expressdo relativos (unidades de fluorescéncia arbitrarias).

32 fase: Adigdo de detergente durante a congelagdo de sémen

Na Ultima fase, os ejaculados serdo congelados mediante diluigdo em Tris-gema (20%), glicerol (3%), adicionados de antimicrobianos e antioxidantes conforme definidos
nas fases anteriores. As amostras diluidas serdo entdo distribuidas nos seguintes grupos: controle negativo sem detergente, controle positivo contendo 0,5% de Equex
STM® (Nova Chemical, Scituate, MA12 - Bezerra et al. 2019), e os grupos teste suplementados com dodecil sulfato de sédio (SDS) nas concentragdes de 0,1%, 0,3% e
0,5%. Decorrido pelo menos uma semana, as amostras serdo descongeladas e submetidas as mesmas avaliagbes do sémen a fresco.

Neste experimento, para analise da sobrevivéncia espermética apds a descongelagdo, as células serdo submetidas também a um teste de termorresisténcia (TTR), no
qual as amostras serdo mantidas a 37° C e avaliadas quanto a viabilidade, atividade mitocondrial, funcionalidade da membrana e cinética espermética através do CASA
nos tempos de 15, 30, 60, 90 e 120 min, descartando aquelas que ndo se mostrarem moveis (Campos et al., 2014).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados serdo expressos em média e erro padrdo. As analises serdo realizadas pelo software Statview 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Os dados obtidos
serdo avaliados quanto a sua normalidade e homocedasticidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. A partir destes, serdo estabelecidos os testes
estatisticos mais adequados para a comparagdo das médias e identificagdo de diferengas entre os tratamentos, considerando a significdncia de p<0,05.
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Resumo

O estudo de espécies forrageiras nativas e cultivadas é de grande importancia para os alunos das areas de ciéncias Agrérias. Esta possibilidade de conhecer o maximo de
espécies forrageiras, auxilia o aluno em formagdo para melhor utilizagdo destes recursos na alimentagdo animal, bem como no aprimoramento de suas atividades junto
as consultorias e extensdo. Baseado nesta percepgdo, o objetivo deste projeto é semear no setor de Forragicultura e Pastagem, espécies forrageiras, gramineas e
leguminosas, com potencial forrageiro, para serem utilizadas em aulas praticas e na avaliagdo de seu comportamento morfo-fisioldgico e estrutural. Serdo utilizados
canteiros de alvenaria ja construidos no setor de forragicultura, receberdo tratamento de solo e preparagdo da area para recebimento das espécies. Contard com a
melhoria do sistema de irrigagdo e com o monitoramento dos alunos ligados ao projeto. As sementes serdo adquiridas por empresas da area de sementes forrageiras,
coleta em propriedades e de produtores particulares. As espécies serdo implantadas na &rea e serdo avaliados algumas varidveis: produgdo de matéria seca (Kg MS/ha),
altura, nimero de folhas e/ou ramos, valor nutritivo e morfogénese. As avaliagbes serdo a cada quatro semanas. Serdo implantados o maximo de espécies possiveis
(gramineas, Leguminosas e outras). Apds coleta de dados os integrantes do projeto fardo resumos e artigos que possibilitem a divulgagdo do trabalho com as espécies
forrageiras no setor de forragicultura da UFERSA-RN

Introdugéo/Just
(incluindo os no pt i i e o retorno para os cursos e para os professores da instituicio em geral)

As pastagens cultivadas vém ocupando areas cada vez maiores no Brasil, principalmente devido ao padréo de produgdo que se firmou nos ultimos anos, exigindo
cultivares mais produtivos e adaptados. Estima-se que dos 180 milhdes de hectares de pastagens existentes no pais, cerca de 100 milhdes de hectares sdo de pastagens
cultivadas (Dias-Filho, 2014).

A quase totalidade dos cultivares de plantas forrageiras tropicais foi obtido por processos de coleta e, ou introdugdo praticados por instituigdes de pesquisa. Entre essas
espécies, os géneros Brachiaria e Panicum apresentam maior importéncia. Cerca de 80% da drea de pastagens cultivadas no Brasil utiliza cultivares desses géneros
(Fernandes et al., 2000). Segundo Valle et al. (2003), esses dois géneros de plantas forrageiras dizem respeito a aproximadamente 85% das sementes comercializadas
para implantagdo, recuperagdo ou renovagdo de pastagens. Porém, na regido nordeste o género Cenchrus tem se destacado pela sua notavel adaptagdo as condiges do
semi-arido (Dantas Neto et al., 2000). Dentre as leguminosas arbustivas a Leucena leucocephala é a mais estudada e é relativamente bem disseminada em todo o Brasil,
tendo o seu uso se consolidado na formagdo de bancos de proteina. No semi-arido tem sido utilizada como componente do sistema CBL (caatinga, buffel, leucena,).
Entre outras leguminosas o Guandu e Gliricidia também s&o utilizadas na dieta de ruminantes no Nordeste brasileiro. Nesse contexto, a perspectiva e a necessidade de
aumentar a diversidade das pastagens passa pelo langamento de novos cultivares, mas s6 esta medida ndo constitui solugdo eficaz. Nascimento Jr. et al. (2004)
chamaram a atengdo para o fato de ja existir uma ampla gama de opgdes de espécies e cultivares de plantas forrageiras,

sendo o problema, portanto, mais relacionado com a necessidade de melhor conhecimento das plantas forrageiras existentes e de seu potencial de uso nos diferentes
ecossistemas.

O desenvolvimento, crescimento e senescéncia de folhas e perfilhos sdo os principais processos fisiolégicos que determinam o fluxo de tecidos na planta e
conseqiientemente sua capacidade de produgdo. A produtividade das gramineas forrageiras esta diretamente relacionada com sua capacidade de emitir folhas de
meristemas remanescentes ap6s a desfolhagdo, caracteristica de extrema importéncia para o restabelecimento da area foliar e consequentemente para a persisténcia da
planta forrageira na pastagem. Dessa forma, torna-se essencial que estudos de dindmica de produgdo das gramineas forrageiras por meio de avaliagdes de
caracteristicas morfogénicas, além daquelas de produgdo, sejam conduzidos a fim de gerar conhecimentos basicos para definigdo de estratégias ideais de manejo.
Estudos de caracteristicas morfogénicas, estruturais e produtivas de plantas forrageiras tem sido bastante difundidos no Brasil e os resultados dessas pesquisas muito
tem auxiliado na condugéo do manejo adequado das forrageiras, principalmente para os ecossistemas do Brasil Central. Considerando-se as peculiaridades do Estado do
Rio Grande do Norte, torna-se essencial a avaliagdo de forrageiras que possam ser utilizadas em sistemas de produgdo animal, afim de se identificar aquelas mais
adaptadas e com maximo potencial produtivo para a regido em estudo.

Nesse sentido, avaliagBes ecofisioldgicas, via morfogénese e estrutura do pasto , estudo morfo-anatdmicos e nutricional, assim como de produgdo de forragem serdo de
suma importancia para identificagdo de cultivares adaptados, definicdo de préticas de manejo eficientes tanto para produtividade e caracterizagdo quanto para
sustentabilidade dos sistemas de produgdo animal na regido de Mossord, Estado do Rio Grande do Norte.

Este projeto tem como meta: Identificar espécies Nativas e Cultivadas adaptados as condigdes edafoclimaticas da regido de Mossord, bem como outras espécies que
estejam alocadas no setor de produgdo de alimento forrageiro da UFERSA e/ou regides proximas. Caracterizar o padrdo de crescimento, via fluxo de tecidos, das
gramineas e leguminosas forrageiras na regido de Mossord. Selecionar materiais promissores para utilizagdo em futuros experimentos. Reestruturar o campo
agrostoldgico da UFERSA que retornard a ser utilizado para aulas praticas da disciplina de forragicultura. Incluir a participagdo de alunos na condugdo do experimento
para que possam adquirir conhecimento prético e cientifico na drea de forragicultura e pastagem, bem como incentiva-los a pesquisa. Criar e consolidar um grupo de
pesquisa em forragicultura e pastagem na Universidade Federal Rural do Semi-Arido, fortalecendo o Programa de Mestrado em Produgdo Animal (UFRN/UFERSA).

Objetivos

-Plantar e avaliar espécies forrageiras que consigam se adaptar as condigdes locais de semiarido;

- Avaliar aspectos agrondmicos, morfogénicos e estruturais das espécies;

- Avaliar a qualidade das espécies forrageiras;

- Avaliar o consumo de algumas espécies na alimentagdo de ovinos e/ou bovinos;

- Implantar o maior nimero de espécies forrageiras, entre gramineas e leguminosas, para conhecimento didatico e cientifico na UFERSA. Disponibiliza-los para as
disciplinas de Forragicultura e qualquer outra disciplina afim.

Metodologia

O experimento sera conduzido na area fisica estruturada para produgdo de alimento forrageiro da Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA), em Mossord, RN.
Os capins utilizados serdo das espécies variadas, adquiridas por empresas de sementes, produtores rurais e coletadas em propriedades particulares, bem como outras
espécies que estejam alocadas no setor de produgdo de alimento forrageiro da UFERSA e/ou regides proximas.

Serdo implantados em canteiros no setor de forragem da UFERSA, de dimensionamento de 2 x 1,5 m.

As espécies serdo semeadas em linhas continuas, sendo que a densidade de semeadura considerara a recomendagdo para cada cultivar e o VC% (valor cultural) das
sementes utilizadas. A profundidade da semeadura serd entre 3 e 4 cm. O campo sera mantido permanentemente livre de plantas daninhas e sera realizado o controle
de formigas durante todo o periodo de avaliagdo. Além de reestruturar e reavaliar algumas &reas ja plantadas.

O experimento tem previsdo de duragdo de 24 meses. Antes da implantagdo dos cultivares, serdo retiradas amostras de solo (cinco para cada area de 432 m2) nas
camadas de 0-10 e 0-20 cm de profundidade para verificar o grau de fertilidade. De posse dessas informagdes, serdo realizadas as corregdes e adubagdes de acordo com
as exigéncias nutricionais de cada género.

As plantas deverdo ser cortadas (uniformizagdo) 8 semanas apds a emergéncia, data a partir da qual serdo determinados os futuros cortes de avaliagdo a cada 4
semanas durante a época de maior precipitagdo. A altura de corte devera ser de 15 a 20 cm. Essas alturas de corte deverdo ser respeitadas durante todo o periodo de
avaliacdo e espécies forrageira estudada.

Serdo feitas medidas de altura do dossel (cm) determinada antes de cada corte utilizando-se uma régua graduada em centimetros, sendo medidos cinco pontos
aleatorios por unidade experimental. A altura de cada ponto correspondera a altura média do dossel em torno da régua. A altura no momento do corte também serd
tomada, para assegurar que a altura de corte pré-estabelecida seja cumprida.

O primeiro dado de produgdo de forragem considerara o acumulo de forragem entre a semeadura e o corte de uniformizagdo. Apds a eliminagdo das bordaduras a area
util serd cortada e pesada no campo individualmente para estimativa do acumulo de MS total. Serda retirada uma sub-amostra (minima de 500 gramas), que sera pesada,
para determinagdo do peso verde, e separagdo das fragdes |amina foliar, colmos e material morto. Esses componentes serdo levados a estufa de ventilagdo forcada a
65°C por 72 horas. De posse da informagdo do peso seco de cada fragdo da amostra serd estimada a percentagem de matéria seca (MS) e célculos da porcentagem de
folhas, colmos e material morto e a relagéo folha:colmo. O acimulo de MS total da parcela serd determinado por estimativa. Caracteristicas morfogénicas e estruturais, a
partir de um ciclo de rebrotag&o serdo marcados trés perfilhos ao acaso, por parcela, para avaliagdo das caracteristicas morfogénicas e estruturais do dossel durante o
periodo de intervalo entre cortes. Os perfilhos serdo identificados com fios coloridos e, para melhor visualizagdo no campo, ao lado de cada perfilho, sera fixada uma
haste com etiquetas numeradas. As avaliagdes serdo realizadas a cada 15 dias na época de menor precipitagdo e a cada 7 dias nas épocas de maior precipitagdo. Serdo
medidos, com auxilio de uma régua milimetrada, o comprimento de Idminas foliares e a altura da ligula da ultima folha expandida além de registrado o nimero de novas
folhas surgidas em cada um dos perfilhos e em cada uma das datas de avaliagdo.

Os dados referentes a densidade populacional de perfilhos (DPP) serdo obtidos por meio da contagem do nimero de perfilhos em uma area delimitada de cada parcela.
Sera utilizado um quadro de 0,5 m2 (0,5 x 1,0 m). A escolha dos pontos de amostragem serd realizada de forma a representar a condigdo média da parcela no momento
da avaliagdo. Essas areas serdo mantidas fixas durante o periodo de avaliagdo, sendo alteradas somente quando as areas deixarem de ser representativas da condigdo
média. A contagem dos perfilhos sera realizada apds cada corte. Todos os dados serdo convertidos para perfilhos/m2. Para avaliagdo de valor nutritivo, amostras de
laminas foliares, colmos e material morto obtidas apds o corte e secas em estufa de ar forgado a 65°C, por 72 h, serdo moidas em moinho, identificadas e submetidas a
analise de proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e digestibilidade “in vitro” da matéria orgdnica (DIVMO). Para as andlises das amostras da forragem
serd utilizado a espectrometria de reflectdncia do infra-vermelho préximo (NIRS - Embrapa Gado de Corte), de acordo com os procedimentos descritos por Marten et al.
(1985). Caso ndo possa utilizar o NIRS, estaremos fazendo todas as andlises possiveis no Laboratério de nutrigdo animal da UFERSA.
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MEMBROS DO PROJETO

CPF Nome Categoria CH Dedicada Fungdo
287.366.478-96 ANGELA PATRICIA ALVES COELHO GRACINO EXTERNO 4 Membro
664.726.364-00 GENILDO FONSECA PEREIRA EXTERNO 4 Membro
898.828.143-87 JOSEMIR DE SOUZA GONCALVES DOCENTE 4 Vice-Coordenador
765.177.804-91 PATRICIA DE OLIVEIRA LIMA DOCENTE 4 Vice-Coordenador
025.448.374-70 LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES ASSIS DOCENTE 8 Coordenador
918.849.343-15 FRANCYELLE GURGEL DE CASTRO ALVES SERVIDOR 4 Membro
140.896.884-34 ALEXANDRE PAULA BRAGA DOCENTE 4 Membro
050.194.674-80 CLARISSE PEREIRA BENEDITO DOCENTE 2 Membro
076.579.243-57 NAYRA RACHEL NASCIMENTO LUZ DISCENTE 4 Membro
087.711.354-80 IONARA DARCYA LIMA DA COSTA DISCENTE 4 Membro
702.155.154-12 JANILSON OLEGARIO DE MELO FILHO DISCENTE 4 Membro
700.040.024-23 ANTONIA GESSICA BEATRIZ DE ARAUJO NORONHA DISCENTE 4 Membro
088.517.474-74 FRANCISCO DA COSTA RODRIGUES TERCEIRO DISCENTE 4 Membro
057.038.533-46 ANDERSON ALVES COELHO DISCENTE 4 Membro
101.146.444-62 WANDERSON LUCAS ALVES DOS SANTOS DISCENTE 4 Membro
069.363.924-58 CARLOS ALBERTO QUEIROZ DE AQUINO DISCENTE 4 Membro
050.393.573-54 RAIMUNDO MARCEL GOMES PRACIANO DISCENTE 4 Membro
700.903.254-86 HUDSON YURI BARRETO DE OLIVEIRA DISCENTE 4 Membro
110.130.984-98 ALINE CAVALCANTE FELIPE DA SILVA DISCENTE 4 Membro
067.009.283-54 DANIELA LACERDA DA SILVA DISCENTE 4 Membro
603.709.883-29 JOSIANY DE SOUSA CARNEIRO DISCENTE 4 Membro
083.809.054-07 NATANAHEL VICTOR FERNANDES DOS SANTOS DISCENTE 4 Membro

CRONOGRAMA DE ATIVIDADES
2020 2021
Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Atividade
PLANTIO E MANUTENGAO E COLETA DE
SEMENTES DOS CANTEIROS

AVALIA(;?\O MORFOGENICA E AGRONOMICA
DAS ESPECIES FORRAGEIRAS

AVALIACAO BROMATOLOGICA DAS ESPECIES

REVISAO DE LITERATURA E TABULAGAO DOS
DADOS

ORGANIZAGAO DE ARTIGO E RESUMOS
EXPANDIDOS

ELABORAGAO DE BANNERS E RELAT(’JRIO
DOS EXPERIMENTOS COM AS ESPECIES
FORRAGEIRAS

AVALIAGOES DO PROJETO

HisT6RICO DO PROJETO

Data Situagéo Usuario

09/09/2019 09:19 CADASTRADO LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES ASSIS (liz)

09/09/2019 09:19 AGUARDANDO AUTORIZAGAO DA UNIDADE LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES ASSIS (liz)

25/09/2019 16:00 SUBMETIDO IVANILSON DE SOUZA MAIA (ivanilson.maia)
Parecer (19/09/2019) : PROJETO APROVADO NA 92 REUNIAO ORDINARIDA DO DCA

22/10/2019 08:15 RETORNADO PARA CORRECOES NAELDSON EXPEDITO ALVES DA SILVA (naeldson)

Parecer : Ndo aprovamos projetos com captura de telas. Vocé pode utilizar as mesmas informagdes importantes do projeto que colocou no SIGAA, porém, coloque
numa estrutura de projeto de pesquisa (pode utilizar nosso modelo disponivel na pagina da PROPPG).

04/11/2019 10:45 AGUARDANDO AUTORIZAGAO DA UNIDADE LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES ASSIS (liz)
17/11/2019 21:38 SUBMETIDO JOSE ERNANDES RUFINO DE SOUSA (ernandes25)
Parecer (14/11/2019) : Aprovado.
05/12/2019 09:41 RETORNADO PARA CORREGOES KATIANE DANTAS SOARES (katiane)
Parecer : Alterar vigéncia do projeto
04/05/2020 12:56 AGUARDANDO AUTORIZAGAO DA UNIDADE LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES ASSIS (liz)
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3. Apreciacdo e deliberacdo sobre a minuta que trata da oferta opcional de

componentes curriculares em Periodo Suplementar Excepcional em fun¢do do

estado de emergéncia de salde publica em virtude da COVID-19;




MINISTERIO DAEDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
CONSELHO DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO

RESOLUCAO CONSEPE/UFERSA N° XXX/XXXX, de XX de XXXXXXX de 2020.

Dispde sobre a oferta opcional de componentes
curriculares em Periodo Suplementar Excepcional
em funcdo da pandemia de COVID-19, durante a
suspensdo emergencial do calendario académico
2020.1 da graduacéo.

Estabelece a oferta opcional de componentes
curriculares em Periodo Suplementar Excepcional
em fungdo da pandemia de COVID-19, durante a
suspensdo emergencial do calendario académico
2020.1 da graduagéo.

O Presidente do CONSELHO DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO, no uso de suas atribuicdes legais
e regimentais, com base na deliberacdo deste 6rgao colegiado em sua XX2 Reunido Ordinaria
do ano de 2020, realizada no dia XXXXXXX.

CONSIDERANDO a necessidade de regulamentar os critérios para oferta e funcionamento
de componentes curriculares durante a suspensdo do calendario académico 2020.1 da
graduacdo no &mbito da UFERSA, nos termos da Decisdo CONSEPE/UFERSA N° 021/2020,
de 17 de margo de 2020;

CONSIDERANDO a Portaria UFERSA/GAB N° 208 de 17 de marco de 2020, que dispde
sobre as medidas a serem adotadas no &mbito da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
— Ufersa, em virtude da necessidade de mitigar ameacas de propagacdo do COVID-19;

CONSIDERANDO a Declaracdo de Emergéncia em Salde Publica de Importéncia
Internacional pela Organizagdo Mundial da Saude, em 30 de janeiro de 2020, em decorréncia
de surto de novo Coronavirus (COVID-19);

CONSIDERANDO a Orientagdo Normativa UFERSA/GAB N° 1 de 27 de abril de 2020,
que estabelece orientacbes sobre o periodo letivo de que trata a Resolucdo
CONSUNI/UFERSA N° 012/2017,

CONSIDERANDO a Portaria N° 188, de 3 de fevereiro de 2020, do Ministério da Saude,
que declara Emergéncia em Salde Publica de Importancia Nacional em decorréncia da
Infeccdo Humana pelo novo Coronavirus (COVID-19);


https://documentos.ufersa.edu.br/wp-content/uploads/sites/79/2020/03/Portaria-nº-208-de-17-de-março-de-2020.pdf
https://documentos.ufersa.edu.br/wp-content/uploads/sites/79/2020/03/Portaria-nº-208-de-17-de-março-de-2020.pdf
https://documentos.ufersa.edu.br/wp-content/uploads/sites/79/2020/03/Portaria-nº-208-de-17-de-março-de-2020.pdf
https://documentos.ufersa.edu.br/wp-content/uploads/sites/79/2020/03/Portaria-nº-208-de-17-de-março-de-2020.pdf
https://documentos.ufersa.edu.br/wp-content/uploads/sites/79/2020/03/Portaria-nº-208-de-17-de-março-de-2020.pdf
https://documentos.ufersa.edu.br/wp-content/uploads/sites/79/2020/03/Portaria-nº-208-de-17-de-março-de-2020.pdf

MINISTERIO DAEDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
CONSELHO DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO

CONSIDERANDO a Portaria N° 356, de 11 de marco de 2020, do Ministério da Saude, que
dispde sobre a regulamentacéo e operacionalizagéo do disposto na Lei N°. 13.979, de 6 de
fevereiro de 2020, que estabelece as medidas para enfrentamento da emergéncia de saude
publica de importancia internacional decorrente do Coronavirus (COVID-19);

CONSIDERANDO as Portarias N° 343 e N° 345 do Ministério de Educacdo, de 17 e 19 de
mar¢co de 2020, que tratam da possibilidade de substituicdo das aulas presenciais
excepcionalmente durante o periodo de pandemia do Coronavirus (COVID-19);

CONSIDERANDO a Portaria MEC n° 395, de 15 de abril de 2020, que prorroga o prazo
previsto no § 1° do art. 1° da Portaria n® 343, de 17 de marco de 2020;

CONSIDERANDO as Instru¢cdes Normativas N° 19, 20 e 21 do Ministério da Economia, de
12, 13 e 16 de mar¢o de 2020, respectivamente, que estabelecem orientacGes aos Orgaos e
entidades do Sistema de Pessoal Civil da Administracdo Publica Federal, quanto as medidas
de protecdo para enfrentamento da emergéncia de saude publica de importancia internacional
decorrente do Coronavirus (COVID-19);

CONSIDERANDO o Decreto Estadual N° 29.668, de 04 de maio de 2020, que prorroga as
medidas de salde para o enfrentamento do novo Coronavirus (COVID-19) no ambito do
Estado do Rio Grande do Norte e da outras providéncias;

CONSIDERANDO o Parecer CNE/CP N° 5/2020, aprovado em 28 de abril de 2020, que
trata da reorganizacdo do Calendario Escolar e da possibilidade de computo de atividades ndo
presenciais para fins de cumprimento da carga horaria minima anual, em razdo da Pandemia
da COVID-19.

CONSIDERANDO a Medida Provisoria N° 934, de 1° de abril de 2020, que estabelece
normas excepcionais sobre o ano letivo da educacdo bésica e do ensino superior decorrentes
das medidas para enfrentamento da situacdo de emergéncia de salde publica de que trata a
Lei n® 13.979, de 06 de fevereiro de 2020.

RESOLVE:

Art. 1° Estabelecer a oferta opcional de componentes curriculares em Periodo Suplementar
Excepcional em funcdo da pandemia de COVID-19, durante a suspensdo emergencial do
calendario académico 2020.1 da graduagéo.
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Art. 2° O Periodo Suplementar Excepcional consiste na oferta excepcional e opcional de
componentes curriculares de forma ndo presencial enquanto durar a suspensdo do calendério

académico 2020.1.

Art. 3° A oferta opcional de componentes curriculares serda desenvolvida por meio de

atividades pedagdgicas ndo presenciais.

Paragrafo Unico. As Atividades Pedagdgicas N&o Presenciais constituem-se de um
Plano/Programa Especial de Estudos Domiciliares disponibilizado aos discentes no SIGAA,
podendo ou ndo ser mediadas por tecnologias e/ou plataformas virtuais de ensino e
aprendizagem a critério do docente (Ambientes Virtuais de Aprendizagem - AVA, Moodle,
redes sociais, e-mail, blogs, WhatsApp, Google Meet, etc.).

Art. 4° O cronograma e procedimentos para a oferta opcional de componentes curriculares
durante o Periodo Suplementar Excepcional serdo dispostos em edital publicado pela Pro-

Reitoria de Graduagéo.

Art. 5° O Periodo Suplementar Excepcional serd opcional e destinado aos(as) discentes

matriculados em componentes curriculares no semestre 2020.1.

Art. 6° Os componentes curriculares terdo duracdo de até 5 semanas ministrados em até 12h

semanais.

Paragrafo Unico. Serdo mantidas a ementa e a carga-horaria dos componentes curriculares

oferecidos em periodo regular, assim como respeitadas as exigéncias de pré-requisitos.

Art. 7° Os docentes que optarem por ofertar componente curricular em Periodo Suplementar

Excepcional deverdo efetuar a solicitagdo através da inscri¢cdo em edital conforme Art. 4°.

8 1° No ato da inscricdo o docente devera apresentar Plano de Ensino do Componente

Curricular contendo no minimo os seguintes itens.

A. Quantidade de vagas;

B. Os contetidos a serem estudados em acordo com o PGCC vigente;



MINISTERIO DAEDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
CONSELHO DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO

A metodologia a ser utilizada;

As Atividades sincronas e assincronas;

Os critérios de exigéncia do cumprimento das tarefas;
Prazos de execugdes;

Procedimentos avaliativos;

I & T mOoo

Bibliografia Bésica.

§ 2°. O Plano de Ensino do Componente Curricular devera ser aprovado pelo Departamento

ao qual o componente esta vinculado.

Art. 8° A criacdo de turmas no Periodo Suplementar Excepcional sera realizada pelas chefias

de departamento, mediante solicitacdo do docente.

Art. 9° A aprovacdo e acompanhamento das Turmas de Periodo Suplementar Excepcional
sdo de competéncia do Departamento ao qual a disciplina estd vinculada, assegurando o

cumprimento integral do Programa Geral do Componente Curricular;

Art. 10. A matricula sera realizada via Sistema Integrado de Gestdo de Atividades

Académicas (SIGAA), conforme cronograma definido em edital.

Art. 11. Cada discente realizard& matricula em, no méaximo, 02 (dois) componentes

curriculares do tipo disciplina por Periodo Suplementar Excepcional.

8§ 1°. O discente podera optar pela matricula em qualquer componente curricular ofertado no
Periodo Suplementar Excepcional, ainda que esteja matriculado no mesmo componente

curricular no semestre 2020.1.

8§ 2°. Os discentes aprovados em componentes curriculares ofertados no Periodo Suplementar
Excepcional, caso estejam matriculados neste mesmo componente no semestre 2020.1, terdo

esta Ultima matricula excluida de seu Histérico Escolar.
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Art. 12. O preenchimento das vagas de Turmas de Periodo Suplementar Excepcional, durante
a matricula sera efetuado mediante ordem decrescente do indice de Eficiéncia Académica -
IEA.

Art. 13. O sistema de avaliacio sera dado conforme o estabelecido na RESOLUCAO
CONSEPE/UFERSA N° 004/2018, de 13 de setembro de 2018, excetuando-se a exigéncia de
75% de registro de presenca.

Paragrafo Unico. O registro de frequéncia sera vinculado & entrega de atividades definidas

no Plano de Ensino.

Art. 14. Sera permitido o trancamento de matricula em disciplina oferecida em Turmas de
Periodo Suplementar Excepcional conforme cronograma definido em edital citado no Art.4°.

Art. 15. A matricula nos componentes curriculares do tipo atividades académicas sera

realizada pelas coordenacdes de curso.

81° A matricula nas atividades do tipo Trabalho de Conclusdo de Curso s6 poderd ser
efetuada caso o discente tenha condicGes de defender durante o Periodo Suplementar
Excepcional, devendo seguir o0s procedimentos estabelecidos na RESOLUCAO
CONSEPE/UFERSA N° 003/2019, de 22 de setembro de 2019.

82° Os componentes do tipo Atividades Complementares devem seguir 0s procedimentos da
RESOLUCAO CONSEPE/UFERSA n° 01/2008, de 17 de abril de 2008.

Art. 16. O prazo para a consolidagdo das turmas sera estabelecido em cronograma do edital

conforme Art 4°.

Art. 17. A carga horaria do componente curricular do Periodo Suplementar Excepcional sera

computada na carga horéria docente e discente.
Art. 18. Os casos omissos nesta Resolucéo serdo resolvidos e deliberados pelo CONSEPE.

Art. 19. Esta Resolucdo entra em vigor na data de sua publicacéo.
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Mossord/RN, XX de XXXX de 2020
José de Arimatea de Matos
Presidente
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ANEXO |

Parecer sobre proposta de Ato Normativo do CONSEPE

Relator Manoel Quirino da Silva Janior

Documento MINUTA de RESOLUCAO CONSEPE que dispde sobre a oferta
opcional de componentes curriculares em Periodo Suplementar
Excepcional em fungdo da pandemia de COVID-19, durante a
suspensdo emergencial do calendario académico 2020.1 da
graduacéo.

1. Relatdrio

A Minuta de Resolucdo, em analise, dispde sobre a oferta opcional de componentes
curriculares em Periodo Suplementar Excepcional em funcdo da pandemia de COVID-
19, durante a suspensao emergencial do calendario académico 2020.1 da graduacéo.

A minuta é produto de cooperacdo da equipe da PROGRAD (setor pedagdgico e DRE),
sendo ouvidas as coordenaces de curso, chefias de departamento, direcdes dos centros.

A Minuta apresenta conformidade a resolucdo vigente, em destaque nos
“CONSIDERANDOs”. A Minuta estd bem embasada com terminologia adequadas
especificidades da UFERSA.

Como relator, proponho a aprovacdo do texto com alteracGes. As alteracdes sdo
propostas em 03(trés) emendas simples com uma pequena alteracdo Preambulo e
incremento de mais dois “CONSIDERANDOs”, com intuito de promover um melhor
entendimento da referida minuta.

As emendas de alteracdes propostas estdo inseridas no préprio texto para uma melhor
visualizacao.

2. Voto

Aprovar texto da norma sem alteragdes

X | Aprovar texto da norma com alteragdes

N&o aprovar texto da norma

3. Emendas

Emenda 01. Proposta para Proposta para o Preambulo.

Estabelece a oferta opcional de componentes curriculares em Periodo Suplementar
Excepcional em funcao da pandemia de COVID-19, durante a suspensdo emergencial do
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calendario académico 2020.1 da graduacao.
Emenda 02. Proposta para acrescentar CONSIDERANDO.

CONSIDERANDO a Orientacdo Normativa UFERSA/GAB N° 1 de 27 de abril de
2020, que estabelece orientacdes sobre o periodo letivo de que trata a Resolugédo
CONSUNI/UFERSA N° 012/2017;.

Emenda 03. Proposta para acrescentar CONSIDERANDO .

CONSIDERANDO a Medida Provisoria N° 934, de 1° de abril de 2020, que estabelece
normas excepcionais sobre o ano letivo da educacdo basica e do ensino superior
decorrentes das medidas para enfrentamento da situacdo de emergéncia de satde publica
de que trata a Lei n® 13.979, de 6 de fevereiro de 2020.

Mossoro, 07 de 05 de 2020.

; - L) -~ -
Manoel Quirino da Silva Jﬂﬁr

Conselheiro do CONSEPE




