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A importancia do manejo nutricional em novilhas Nelore submetidas a protocolos de
inducio de puberdade e IATF

The importance of nutritional management in Nelore heifers submitted to puberty induction protocols and IATF
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A produgido de carne bovina ¢ de extrema importancia para a economia brasileira, sendo assim deve-se
impulsionar este mercado através de biotecnologias, aumentando assim a producao, cria e recria, peso
e intervalo entre partos. A eficiéncia economica da pecudria de corte esta vinculada diretamente a
produgdo de bezerros, sendo que estes estdo destinados a produ¢do de carne ou reposi¢do do rebanho.
Dentro dos fatores que interferem diretamente na producdo estd o manejo nutricional, que vem de
encontro aos indices satisfatorios e desejaveis dentro de uma propriedade além de técnicas para
antecipar puberdade e melhorar as taxas de prenhez a fim de garantir mais bezerros na da propriedade,
com as taxas de recria aumentadas. Para a obtencdo de resultados reprodutivos satisfatérios faz-se
necessaria a associagdo de fatores envolvendo manejo, sanidade, nutricdo e genética. Este trabalho
teve como objetivo descrever a importancia do manejo nutricional em novilhas submetidas a protocolo
de inducdo de puberdade e IATF (Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo). Os dados analisados sdo
provenientes de uma propriedade localizada em Minas Gerais, que tem como atividade principal a
produgdo de animais para corte (cria e recria), os animais avaliados foram da raga nelore, com idades
ente 14 e 24 meses, escore corporal entre 2,5 e 3,0 segundo a escala biologica. A partir de uma
avaliacdo ultrassonografica transretal, as novilhas foram avaliadas conforme suas caracteristicas
morfoldgicas de utero e ovario. Foram feitas as avaliagcdes de 526 animais, sendo no grupo A com 252
novilhas em protocolo de indugdo e o grupo B com 274 novilhas ja haviam sido avaliadas, induzidas.
O grupo A permanecia ao manejo no piquete de Tiffton, com disponibilidade de sal mineral e 4gua
distribuida pelo pasto. Destas novilhas que foram induzidas, 32% responderam positivamente ao
protocolo. O grupo B permanecia no confinamento, composto com coxos de silagem, ragdo,
suplementacdo mineral e dgua, feito o balango nutricional adequado, além de serem refrigeradas com
agua no horario de maior incidéncia solar. Destas novilhas obtivemos a taxa de prenhez em 61,5%.
Para relacionarmos o manejo nutricional dos animais com a resposta aos protocolos de inducdo de
puberdade e IATF, devemos levar em consideragdo o protocolo utilizado, os agentes estressores e
principalmente o manejo nutricional. Visto que animais de uma mesma categoria, submetidas aos
mesmos agentes estressores térmicos, com diferentes manejos nutricionais tiveram respostas diferentes
ao mesmo protocolo, grupo A com 32% e grupo B com 61,5%. Sendo assim, 0 manejo nutricional,
interfere de forma direta no sucesso reprodutivo afetando assim, o rendimento destes animais e retorno
lucrativo dentro da propriedade, diminuindo entdo, os intervalos entre partos € aumentando o niimero
de novilhas aptas para a reprodugio.
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A influéncia da ciclicidade ovariana, do escore de condicao corporal e dos dias abertos
pés-parto sobre a taxa final de prenhez em vacas de corte submetidas a inseminagéo em
tempo fixo (IATF) sob diferentes protocolos

The influence of ovarian cyclicity, body condition score and post-partum period in the final pregnancy rate in
beef cows submitted to fixed time artificial insemination (FTAI) under different protocols
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O intervalo entre partos de um bezerro/ano € considerado o ideal. O objetivo do estudo foi avaliar os
efeitos da ciclicidade ovariana, da condicdo corporal (ECC) e de “dias abertos” pds-parto sobre a taxa
de prenhez final. Quinhentas e trinta e quatro vacas foram distribuidas em trés grupos L1 (225), L2
(139) e L3 (170) e submetidas a diferentes protocolos de IATF, Inseminacdo Artificial Convencional
(1A) e Monta Natural. O protocolo utilizado em L1 foi: dO(dia 0): P4 (1,59 de progesterona longa-
acdo)+BE(2mg); d8: -P4+PG(500mcg) +ECP(1,0 mg) +desmame temporario (DT; 48h) e d10: IATF -
DT; L2: dO: P4+BE; d9: -P4+PG + ECP+ DT e d10: +IATF -DT; e em L3: d0: P4+BE; D8: -
P4+PG+eCG(400Ul); D9: +BE e D10: +IATF. No que diz respeito a ciclicidade ovariana verificou-se
diferenca (P<0,01) para as vacas com > 50 “dias abertos” (maior ciclicidade), quando comparadas as <
50 “dias abertos”. Diferenca estatistica (P=0,03) foi verificada para taxa de prenhez (TP) entre fémeas
portando ECC > 3,5 resultando em maior TP versus as com ECC < 3,5, assim como diferenca
(P=0,04) na TP geral, entre as vacas em anestro e ciclando em prol das ciclicas. A TP final nos grupos
L1, L2 e L3 resultou respectivamente em 95.1%, 90.65% e 92.35% ( P>0,05). Concluiu-se que a
insercdo de P4 por 8 ou 9 dias resultou em idéntica TP; que a prética do DT acarreta similares TP as
do uso de eCG em programas de IATF.
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Abordagem cirurgica em teto de vaca devido a ocorréncia de lesdo traumatica com
perda do esfincter: relato de caso
Surgical Approach In Cow's Ceiling Due To The Occurrence Of Traumatic Injury With Loss Of The Sphincter:
Case Report
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O Ubere dos bovinos constitui-se de quatro glandulas anatomicamente independentes preenchidos por
parénquima glandular, ductos galactéforos e tecido conjuntivo, localizado na regido inguinal. As
lesbes do Ubere e tetos sdo mais frequentes em gado leiteiro, estando relacionadas majoritariamente
por acBes mecanicas. Condi¢bes improprias de manejo, estdbulos inadequados, superlotacdo de
animais, falta de cuidado com os cascos, tetos pendulosos e pastagens mal cuidadas pela presenca de
arbustos, metais ou outros elementos predisponentes propiciam a ocorréncia de lesdes, interferindo
diretamente na producéo de leite e em alguns casos, comprometendo a funcionalidade total ou parcial
da glandula mamaria. Dependendo da extensdo e grau das lesdes do Ubere e dos tetos podem
manisfestar-se de forma superficial, profundas, lacerantes ou perfuro cortantes, associado ou ndo a
mastite do(s) quarto (s) afetados. O tratamento dos ferimentos do Ubere e tetos, preconizados na
literatura podem ser de forma conservativa ou cirdrgica. O objetivo é relatar um caso clinico de uma
vaca, da raca Gir PO, de 3 anos, pesando 400 kg, atendida em Janeiro de 2017 no servico de grandes
animais da area de Reproducdo Animal da FMVZ, Botucatu, apresentando historico de pds-parto
imediato e lesdo de teto posterior esquerdo com menos de 10 horas de evolucdo, causado pelo pisoteio
de outro animal do mesmo lote. Ao exame clinico especifico da glandula mamaria notou-se aumento
de volume, inflamacéo local, aumento de temperatura e lesdo lacerante e perfurante envolvendo o teto
e perda da sua cisterna. Ndo havendo possibilidade de reconstituicdo cirdrgica optou-se pela
amputagdo do teto com o intuito de torna-lo afuncional. O animal foi contido em tronco, procedeu-se a
higienizacdo do local e adjacéncias, rigorosa antissepsia com iododegermante e alcool. Aplicou-se um
garrote utilizando uma fita de latex na base do teto e procedeu-se anestesia local infiltrativa com
lidocaina® 2%. Segundo a técnica classica a amputacdo foi realizada removendo-se 70% do teto.
Procedeu-se trés padres de sutura: na mucosa da cisterna do teto aplicou-se padrdo continuo com
vicryl 2; subcutaneo em padréo sultan (vicryl 2), e pele com pontos separados em U horizontal com
supramid® 3. O pos-operatério consistiu na administragdo de penicilina benzatina 30.000 Ul/kg/IM
cada 48 horas totalizando 4 aplicagdes, flunixin meglumine 2,2 mg/kg/1V/SID ,durante 3 dias,ordenha
dos outros quartos uma vez ao dia e curativo local duas vezes ao dia utilizando-se de agua,
iododegermante e iodo topico. Apds trés dias o animal recebeu alta por solicitacdo do proprietario e
foi recomendada a continuidade do tratamento conforme descrito acima e a retirada dos pontos
externos 10 dias apds o procedimento.
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Acao da Prostaglandina F2a como indutor de ovulagéo em vacas de corte submetidas a

protocolosde |ATF
Action of Prostaglandin F2a as ovulation inducer in beef cows subjected the FTAI protocols
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A prostaglandina F2o (PGF) é uma substancia biologicamente potente com diversas aplicagdes no
controle da reproducdo. Em bovinos, é usada por sua propriedade luteolitica, indutora dee por
melhorar o ambiente uterino para o desenvolvimento da concepcao inicial. Estudos recentes suportam
a hipotese que a PGF, durante a fase de crescimento tardia do foliculo dominante, pode resultar na
ovulagdo, por um mecanismo independente de lutedlise, ou seja, na auséncia de um CL. O uso da PGF
reduz os custos dos protocolos e traz uma nova alternativa especialmente em paises onde o uso de
estradiol é proibida. Além do efeito central descrito anteriormente, PGF parece desempenhar um
papel local no ovari, agindo diretamente no foliculo dominante. Assim, pode-se considerar o fato de a
PGF atuar de duas formas distintas, agindo sobre os receptores de GnRH presentes na hipofise e
também de forma direta nas células do foliculo pré-ovulatorio. Assim, o uso da PGF torna-se uma boa
alternativa, ndo sé pelas suas potenciais propriedades farmacoldgicas, como pelas limitagdes de outros
farmacos usados na IATF.O experimento foi realizado na Fazenda Primavera , localizada no
Municipio de Rochedo, Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. Os animais foram manejados em
pastagens de brizantdo (Brachiaria brizantha) dividida em varios piquetes de 25 a 30 hectares, em
sistema rotacionado continuo, mantendo-se uma média de 1 a 1,5 UA/ha/ano. Forneceu-se mistura
mineral a vontade em cocho coberto. Foram inseminadas em tempo fixo, com protocolo combinado
que incluia implante vaginal de progesterona mais aplicacdo de benzoato de estradiol, prostaglandina,
cipionato de estradiol e eCG, 307 vacas, divididas em 3 tratamentos, grupo 1 com 103 vacas, grupo 2
com 100 vacas e o grupo 3 com 104 vacas, paridas com bezerros de 35 — 55 dias de idade. Os trés
grupos foram submetidos a implante de progesterona (Sincrogest®)+ 2 ml de benzoato de estradiol
(Estrogin®) no dia 0(d0). No oitavo dia (d8), retirada de implante em todos os grupos, seguindo: T1 =
Retirada implante + 2 ml Prostaglandina muscular (Prolise®) + 0,5 ml Cipionato de Estradiol (ECP®)
+ 1,5 ml eCG (Novormon®). T2 = retirada do implante + 2 ml Prostaglandina muscular (Prolise®) + 2
ml prostaglandina subcutanea atras da escapula (Prolise®) + 0,5 ml Cipionato de Estradiol (ECP®) +
1,5 ml eCG (Novormon®). T3 = Retirada implante + 2 ml Prostaglandina muscular (Prolise®) + 0,5
ml Cipionato de Estradiol (ECP®) + 1,5 ml eCG (Novormon®), no dia 9 (d9) aplicacdo de 2 ml de
prostaglandina intramuscular(Prolise®) no lote 3 . Todas as matrizes foram inseminadas no décimo
dia (d10), a partir das 8 horas da manha. Ainda na inseminacéo, classificou-se a intensidade da
manifestacdo de cios, de acordo com a pintura do 0sso sacro, em tinta 1, 2 e 3, sendo tinta 1 auséncia
total de cios, tinta 2 fraca intensidade de cio e tinta 3 alta intensidade de manifestagéo de cio. A taxa
de prenhez média dos 3 tratamentos foi de 53,4%. N&o houve efeito significativo entre os tratamentos,
(T1 =55,3%, T2 =52,0% e T3 = 52,8%). Quanto a intensidade de manifestacdo de cios, houve efeito
significativo da Tinta 1 (44%) quando comparadas as tintas 2 (56,5%) e 3 (59,6%). Conclui-se que
prostaglandinas podem ser utilizadas como indutor de ovulacdo em vacas de corte submetidas a IATF,
tanto em 3 como em 4 manejos.
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Acuracia de diferentes for mas de diagnostico de gestacéo precoce em bovinos por
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Accuracy of different methods of early pregnancy diagnosisin bovine by ultrasonography
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O emprego da ultrassonografia no diagnostico de gestagdo tem sido uma ferramenta
indispensavel para o bom desempenho reprodutivo. O diagnostico de gestacdo via ultrassonografia
permite detectar precocemente qual fémea ndo esta gestante e tomar uma decisdo que permita torna-la
gestante mais rapido possivel, reduzindo assim o tempo que estes animais permanecem ndo gestantes.
Existem duas formas de diagnostico de gestacdo por ultrassonografia: A primeira seria pela tradicional
visualizacdo do feto e batimento cardiaco e a segunda pela constatacdo da vesicula amnidtica,
caracterizada por presenca de conteldo totalmente anecOico e bordo uterino distendido, sinais
considerados patognomonicos de gestagdo em bovinos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a acurécia
e 0 tempo de execucdo destas duas formas de diagndstico precoce de gestacdo por ultrassonografia em
bovinos. Foram avaliadas 674 fémeas bovinas mesticas utilizadas como receptoras de embrido em uma
mesma propriedade rural, localizada no sul de Minas Gerais. Estas foram distribuidas de forma
aleatoria em dois tratamentos: T1 (N=351), diagndstico pela deteccdo da vesicula amniética e T2
(n=323), pela visualizagdo do feto e batimento cardiaco. Todos os animais se encontravam entre 28 e
32 dias de gestacdo. Foi utilizado um mesmo equipamento para as duas formas de diagndstico
(Mindray™ M5) com uma transdutor transretal de 5 MHz. O tempo de execu¢do de cada exame foi
calculado utilizando-se um crondmetro digital. As fémeas gestantes em ambos os exames foram
novamente avaliadas por ultrassonografia considerando as caracteristicas da vesicula e presenca do
feto, 30 dias mais tarde. Os dados foram avaliados por Anova. As diferencas no percentual de fémeas
gestantes entre 30 e 60 foram comparadas pelo teste exato de Fisher. Considerou-se significancia,
diferencas superiores a 5% de probabilidade. A taxa de gestacdo total inicial foi de 49,40% (333/674),
das quais 172 consideradas gestantes utilizando o T1 e 161, utilizando o T2. A diferenca entre o total
de vacas gestantes entre 30 e 60 dias foi de 5,70% e 5,88% para T1 e T2, respectivamente (P>0,05),
mostrando que os dois métodos tem a mesma eficiéncia de acuracia para diagnostico de gestacdo aos
30 dias. O tempo médio de execucdo do diagnostico foi menor (P<0,05) em T1 que T2 (0,5+0,3 vs
1,8+1,6 minutos). Conclui-se as duas técnicas, de diagndstico precoce de gestacdo, tem a mesma
acuracia aos 30 dias. Como o tempo de manipulacdo da fémea é menor em T1, este é 0 método mais
indicado.
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Administracéo de eCG em protocolo de sincronizacao de ovulagéo ndo influencia o
desenvolvimento do foliculo ovulatério em novilhas Nelore (Bos taurusindicus)

induzidas a puberdade
Ovwulatory follicle development is not influenced by eCG administration in Nellore heifers (Bos taurus indicus)
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Protocolos hormonais com uso de implantes intravaginais de progesterona para inducdo de puberdade
em novilhas tém apresentado resultados promissores, pois este hormdnio € capaz de estimular a
atividade ovariana ciclica. O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da administracdo da
gonadotrofina coridnica equina (eCG) no desenvolvimento do foliculo ovulatério em novilhas
previamente submetidas a protocolo de inducdo de puberdade utilizando-se implantes intravaginais
de progesterona. Foram utilizadas trinta e uma novilhas da raca Nelore (Bos taurus indicus), com
idade média de 24 + 0,6 meses, peso médio de 339 + 39 kg e escore de condigdo corporal 2,75 (escala
de 1-5). Todos os animais foram inicialmente induzidos a puberdade com o uso de dispositivo
intravaginal de liberacdo lenta de progesterona (Sincrogest, Ouro Fino, Brasil) de quarto uso, por doze
dias. No momento da retirada do dispositivo foi administrado cipionato de estradiol (SincroCP, Ouro
Fino, Brasil; 0,5 mg - IM). Ap6s doze dias (DO0) iniciou-se um protocolo de sincronizagdo de ovulagdo
em todos os animais, com administracdo de benzoato de estradiol (Sincrodiol, Ouro Fino, Brasil; 2,0
mg — IM) juntamente com o uso do dispositivo intravaginal de progesterona (Sincrogest, Ouro Fino,
Brasil) de segundo uso, que permaneceu por oito dias nos animais. No D8, foi retirado o dispositivo
intravaginal e administrados cloprostenol sédico (SincroCio, Ouro Fino, Brasil; 1,5 mg — IM) e
cipionato de estradiol (1,0 mg - IM). Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos:
grupo controle (n=16) sem administracdo de eCG, e grupo eCG (n=15), com administracdo de eCG
(Folligon, Intervet, Brasil; 200 Ul — IM). A inseminagdo artificial (1A) foi realizada 48 horas apds a
retirada do implante intravaginal de progesterona. No D10, anteriormente a IA foram mensurados 0s
tamanhos dos foliculos pré-ovulatérios de todos os animais, com auxilio de ultrassonografia (Pie
Medical modelo Falco Esoate 100 e transdutor linear com freqiiéncia de 5 a 7 MHz). As anélises
estatisticas foram realizadas pelo software SAS 9.3, utilizando-se o teste F para comparar as médias. O
didmetro médio dos foliculos pré-ovulatérios foi de 9,52 + 1,90 mm e 9,37 + 1,70 mm de didmetro no
grupo controle e no grupo eCG, respectivamente (p=0,83). Portanto, o uso de eCG no protocolo de
IATF realizado ndo influenciou significativamente o didmetro médio dos foliculos pré-ovulatérios em
novilhas da raca Nelore induzidas a puberdade com dispositivos intavaginais de progesterona.

Palavr as-chave: didmetro folicular, puberdade, novilha.
Keywords: follicular diameter, puberty, heifer.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.376, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 376



»

% Congresso Brasileiro de Reprodugdo Animal, 22, 2017, Santos, SP. Anais... Belo Horizonte: CBRA, 2017.

Andliselipidica do sémen detouros Nelore (Bos taurus indicus) com alta e baixa
resisténcia a criopreservacao
Lipid analysis of semen from Nelore bulls (Bos taurus indicus) with high and low resistance to cryopreservation
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A composicdo lipidica dos espermatozoides é um dos fatores que pode interferir na criotolerancia
espermatica em varias espécies. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar e comparar o perfil
lipidico do ejaculado de touros Nelore sensiveis e resistentes aos danos decorrentes da
criopreservacdo. Foram realizadas colheitas de sémen utilizando eletroejaculador em 15 touros da raca
Nelore, ap6s a colheita foram realizadas a analise computadorizada de cinética espermatica (CASA) e
avaliacdo da integridade da membrana plasmatica (microscopia de epifluorescéncia e citometria de
fluxo, apenas pds-congelacdo) no sémen fresco e pos-descongelacdo. Os animais foram separados em
dois grupos de acordo com as suas qualidades espermaticas e utilizando o intervalo de confianca feito
pelo SAS: grupo A, touros com baixa resisténcia a criopreservacdo do sémen (n=6), os quais
apresentam motilidade total e integridade de membrana plasmatica < 30% ap0s a descongelacéo e
grupo B, touros com alta resisténcia a criopreservacao do sémen (n=9), apresentando motilidade total e
integridade de membrana plasmatica > 50% apds a descongelacdo. O perfil lipidico do ejaculado foi
realizado pds-descongelacdo pela analise de espectrometria de massa (MALDI-MS). Os dados de
cinética espermatica e integridade da membrana plasmatica foram submetidos a analise estatistica pelo
PROC MIXED (SAS INST., INC, Cary, NC), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ja os
dados do perfil lipidico dos espermatozoides foram analisados utilizando o Software MetaboAnalyst
2.0. Na analise MALDI-MS foi observado diferenca no perfil lipidico do ejaculado entre 0s grupos,
com maior abundancia relativa de ions lipidicos m/z 704,59; m/z 804,59 e m/z 943,77; no grupo A em
relacdo ao grupo B. Portanto, os touros com baixa resisténcia a criopreservacdo apresentaram maior
abundancia de lipidios especificos no espermatozoide gque podem estar relacionados a sua maior
sensibilidade a criopreservagdo. Concluimos que existe diferenca nos padrdes lipidicos entre touros
com alta e baixa resisténcia espermatica a criopreservacao.

Palavr as-chave: sémen, crioresisténcia, MALDI-MS, citometria de fluxo, bovinos.
Keywords: semen, cryoresistance, MALDI-MS flow cytometry, bovine.
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Analise microscdpica da regido-aor ta-gonadal mesonéfrica em embrides bovinos
Microscopic analysis of the aorta-gonad-mesonephros region in bovine embryos
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A regido aorta-gonadal-mesonéfrica (AGM) é formada durante a organogénese, onde parte da
membrana interna do mesoblasto se transforma em uma estrutura axial, morfologicamente distinta,
que consiste da aorta dorsal. Considerando a auséncia de dados sobre a formacéo e desenvolvimento
desta regido na espécie bovina, este estudo visou caracterizar macro e microscopicamente esta regido
em embrides bovinos provenientes de monta natural com idades gestacionais de 24 a 40 dias - fase
critica para perdas gestacionais nesta espécie. Os embrides foram coletados e transportados para o
laboratorio de histologia e pesquisa da UNIFEOB- Séo Jodo da Boa Vista, onde foram mensurados e
processados para analise histolégica.Observou-se histologicamente que a regido AGM esta localizada
ventral ao embrido, dorsalmente a notocorda e medula espinhal. Nas laterais, esquerda e direita,
visualizou-se os tlbulos mesonéfricos, onde a extremidade cada tlbulo se dilata, formando um célice
que se invagina. Este desenvolvimento ocorre no sentido craniocaudal . Ao final do periodo
embrionario, todo o mesonefro, exceto seu duto e alguns tlbulos , desaparecem. Acredita-se que as
céulas-tronco hematopoiéticas (CTH) primitivas surgem no saco vitelino, enquanto as CTH definitivas
surgem na regido AGM. E aparentemente as células-tronco a partir desta regi&o que contribuem para a
hematopoiese em dois periodos seguintes: dardo origem ao figado fetal, que se torna o principal érgao
hematopoiético fetal e posteriormente, as células-tronco do figado irdo migrar a medula éssea, onde
ocorrera a hematopoese definitiva. Conclui-se até 0 momento, que a regido AGM foi identificada em
embriGes bovinos com idade gestacional aproximada de 20 a 25 dias, através da coloracdo
hematoxilina-eosina, o que nos concede dados a cerca dessa importante regido da espécie bovina.

Palavr as-chave: aorta-gonadal-mesonéfrica, desenvolvimento embrionario, embrido.
Keywords. aorta-gonad-mesonephros, embryonic development, embryo.
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Analises seminais pos-descongelamento de tour os Nelor es suplementados com

caroco de algodao
Post-thawed semen analyses after cotton seed diet suplementation of Nelore bulls
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O carogo de algoddo é um alimento rico em Acidos Graxos Insaturados (AGI), como os &cidos
linoléico (C 18:2) e oleico (C 18:1), que podem alterar a composi¢do da membrana plasmética do
espermatozoide e auxiliar na viabilidade do gameta pds-descongelamento. Porém, este co-produto
apresenta em sua composicao o gossipol, que pode ser deletério ao espermatozoide durante o processo
de criopreservacgdo. O objetivo do trabalho foi avaliar a suplementacdo da dieta com caroco de algodao
(gossipol) sobre os parametros seminais pos-descongelamento em touros Nelores. Foram utilizados 20
animais com peso corporal médio de 472 kg e idade média de 30 meses. Os animais foram criados em
sistema semi-intensivo e divididos em dois lotes (10 animais/lote), sendo fornecido 4Kg de
concentrado/animal/dia. O primeiro lote recebeu dieta a base de concentrado, sem adi¢cdo do co-
produto (grupo SP). J& o segundo lote recebeu dieta a base de concentrado com substituicdo de 25% da
dieta total por caro¢o de algodao, contendo 1,49 de gossipol/animal/dia (grupo CA). A suplementacao
teve duracdo de 84 dias, sendo a coleta seminal realizada no 85° dia do experimento. O sémen foi
coletado através da técnica de eletroestimulacéo e diluido em meio TRIS-gema-citrato (fracdo Unica)
com 4% de glicerol. As amostras foram armazenadas em palhetas de 0,5mL, com concentracdo
esperméatica de 30 x10° espermatozoides. Ato continuo, estas foram resfriadas a 5°C por 3 horas, e
posteriormente mantidas por 15 minutos a 5 cm em vapor de nitrogénio. Apds esse periodo, as
palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em botijao criogénico até analise. O
descongelamento foi realizado a 36°C por 30 segundos e foram avaliadas: motilidade, vigor e
viabilidade espermética por meio da coloragdo de eosina-nigrosina. O experimento foi realizado com
delineamento inteiramente casualizado e analisado através da ANOVA com. = 5%. Com base nos
resultados obtidos, ndo se encontrou diferencas significativas (p>0,05) entre os animais do grupo
controle e do grupo suplementado com caroco de algoddo. Sendo assim, conclui-se que o
fornecimento de carogo de algoddo, com consumo diério de 1,49 de gossipol durante 84 dias de
suplementacdo, ndo prejudicou os parametros seminais pés-congelamento de touros Nelore.

Palavr as-chave: bovinos, espermatogénese, fertilidade, gossipol, sustentabilidade.
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Analyses of the blood flow of pampiniform plexusin cattle by the resistanceindex is
independent of the flow direction and location of the analyses point
Analise do fluxo sanguineo do plexo pampiniforme de bovinos por meio do indice de resisténcia € independente
da direcdo do fluxo e localizagéo do ponto de analise

L eonardo Batissaco, Vitor Hugo Guilger Gonzaga, Vinicius José Moreira Nogueira, Laura Nataly Gar cia
Oliveros, Flavia dos Santos Almeida, M aira Bianchi Rodrigues Alves, LaisMaria Gomes, Eneiva Carla
Carvalho Celeghini*
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Two-dimensional ultrasonography allows the study of echogenicity of organs such as the testes,
however, the Doppler tool helps evaluate the blood perfusion and, therefore, can be used as a tool in
the diagnosis of reproductive tract diseases. Different indexes can be used to describe hemodynamics
however, the most used is the Resistance Index (RI), which distinguishes systolic and diastolic flow
and indicates the resistance that the vessel imposes on the flow, being an important tool in the
evaluation of testicular diseases. However, certain parameters must be established for a correct
measurement of vessel resistance and therefore blood flow. The present study had as objective to
observe if there is any difference between the analyzed vessels in relation to the orientation of blood
flow towards the probe (ORI - vessels stained in blue or red), and the region of the analyzed vessel
(REG - central or peripheral). Three Nellore bulls with a mean age of 33 months and with a mean
scrotal circumference of 36 cm were assessed five times in consecutive days. The vascularization of
both testicles and pampiniform plexus were evaluated using a M5Vet® model Doppler ultrasound
(Mindray, China) using a linear transducer (Mindray Model 7L4s) for: vascularization of the
pampiniform plexus (VPP), assigning a score of 1 to 5, with 1 being less vascularized and 5 being
more vascularized; vascularization of the testicular parenchyma (VTP) by assigning a score from 0 to
4, being 0 with no visible vascularization in the image and 4 several large vessels in the image; and
finally the blood flow in the pampiniform plexus through the resistance index (RI), analyzing the
vessels for orientation (ORI) and region (REG): right (RIRCB) and left (RILCB) central blue; right
(RIRPB) and left (RILPB) peripheral blue; right (RIRCR) and left (RILCR) central red; and right
(RIRPR) and left (RILPR) peripheral red. Data were submitted to analysis of variance using the
MIXED procedure of the statistical analysis system (SAS, 2004) software, being analyzed by
Pearson’s correlation. The interaction between the variables was also analyzed, being considered two
factors (orientation and region) by the Mixed procedure using the SAS software. When there was no
interaction, the isolated effect of each factor was presented. The significance level considered was
<5%. The analysis in the periphery of the red colored vessels in the right testis (RIRPR) showed a
positive correlation with the blue stained vessels in both the peripheral (RIRPB = 0.64, p = 0.04) and
central (RIRCB = 0.61, P = 0.05) regions. The same was observed in the left testicle, where the blue-
colored vessels of the peripheral region (RILPB) showed a positive correlation with the red vessels
both in the periphery (RILPR = 0.89, p = 0.0005) and in the central region (RILCR = 0.75, p = 0.01).
The correlation between these variables shows the independence of the RI result in relation to the
orientation and region parameters. No interaction effect was observed between Rls of ORI and REG
(right, p = 0.061; left, p = 0.081). When observed the effects separately, no significant difference was
observed in RI within ORI (right, p = 0.058; left, p = 0.083), as well as REG (right, p = 0.026; left, p =
0.070). These data indicate that there is no difference in the analysis in relation to the region or
orientation of the chosen vessel, besides showing that the flow direction is independent of the location
of the measurement in the collection of Rl data. Thus, we can conclude that the choice of Rl to
measure the blood perfusion of the vessels that irrigate the testes of bulls is indifferent to any intrinsic
factor, ie, there is no mandatory choice of orientation or region of the vessel.

Keywor ds: testicular hemodynamic, cattle, color ultrasound standardization, resistance index.
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Aplicacao de dipeptideo alanil-glutamina e glicil-glutamina em meio de cultivo in vitro

para producao de embrides bovinos
Application of alanyl-glutamine and glycyl-glutamine dipeptide in in vitro culture medium for bovine embryo
production
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Os dipeptideos alanil-glutamina (Ala-gin) e Glicil-glutamina (Gli-gIn) tém sido estudados na producéo
in vitro de embriGes de humanos, suinos, cobaias e ruminantes em substituicdo & glutamina. Os
principais beneficios dos dipeptideos sdo o aumento da producdo embrionaria e da contagem total de
células e/ou da massa celular interna. O objetivo desta pesquisa é determinar os efeitos dos compostos
Ala-gIn e Gli-gln em substituicdo aos aminoacidos glutamina, alanina e/ou glicina no cultivo in vitro
(CIV) de embrides bovinos. Odcitos obtidos de ovarios coletados em frigorifico foram destinados ao
Laboratdrio experimental de Cultivo Celular - PUCPR, condicionados em solucéo fisiolégica a 37°C.
Os foliculos antrais entre 3-8 mm foram aspirados, os odcitos de grau 1 e 2 selecionados e divididos
em grupos de 25 unidades, colocados em maturagdo in vitro por 24 h, em TCM 199 contendo
glutamina (0,06849 mM/mL), SFB (10%), piruvato (22 pg/mL), FSH (0,5 pg/ml), LH (10 Ul/mL),
estradiol (1 pg/mL) e sulfato de amicacina (0,1 mg/mL). A fertilizac&o in vitro foi realizado por 22 h,
em meio Fert-Talp contendo BSA (0,6 g/L), PHE (440 pg/mL), heparina (10 UI/mL) e sulfato de
amicacina (0,1 mg/mL). Mesmo lote e partida de sémen congelado de Unico reprodutor foi utilizado
em todos os experimentos, o sémen foi selecionado utilizando o gradiente Bovipure®, a dose
inseminante foi de 10 pL na concentragio de 2x10° espermatozdides/mL. O cultivo in vitro, foi
realizado em meio CR2 contendo BSA (0,005¢/mL), SFB (5%), sulfato de amicacina (0,1 mg/mL),
glutamina (0,00034 mM/mL), alanina (0,1 mM/mL) e glicina (0,1 mM/mL) por 7 dias. No
experimento 1, Ala-gln e Gli-gln foram aplicados associados na substitui¢do da glutamina, alanina e
glicina em peso molar equivalente no CIV. No experimento 2, Ala-gin e Gli-gln foram aplicados
associados sendo o peso molar de Ala-gln (0,6 mM) e Gli-gIn (2 mM) devido a maior afinidade celular
de Ala-gIn. No experimento 3, foram preparados dois grupos tratados, sendo o grupo A, Ala-gin
adicionado de glicina e o grupo B, Gli-gln adicionado de alanina, substituindo glutamina e alanina ou
glicina. A avaliacdo dos embrides foi realizada por meio da cinética de desenvolvimento in vitro nos
dias 3 (d3) e 7 (d7) de CIV. Néo houve diferenca (p>0,05) na taxa de clivagem (d3) entre os grupos
tratado e controle dos experimentos 1 (72,92/79,42%), 2 (77,37/75,01%) e 3, grupo A (69,63%), grupo
B (75,27%) e controle (76,98%). Em d7, quando Ala-gIin e Gli-gIn foram utilizados associados
(experimento 1), ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) na taxa de embrides produzidos entre
controle (30,84%) e tratado (27,07%). Quando em maior concentracdo (experimento 2), houve uma
reducdo (p<0,05) na taxa embrides produzidos (d7) entre os grupos controle (28,46%) e tratado
(16,92%). Quando os dipeptideos foram adicionados separadamente, com a adi¢do do aminoacido
alanina ou glicina, observou-se reducédo da taxa de embrides produzidos em d7 (p<0,05) para ambos 0s
grupos tratados, grupo A (21,77%), grupo B (24,95%) em relagdo ao controle (34,54%). Concluimos
que ndo é indicada a aplicacdo dos dipeptideos em conjunto ou isolados em meio de cultivo in vitro
para producédo de embrides bovinos.
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Atividade citoquimica mitocondrial, estresse oxidativo e capacitacio esper matica
pos-descongelamento seminal de tour os Pantaneiro
Mitochondrial cytochemical activity, oxidative stress and spermatic capacitation of post thawed semen of
Pantaneiros bulls
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Os bovinos da raga Pantaneira (Bos taurus taurus), estdo hd quase trés séculos no Pantanal,
desenvolvendo caracteristicas adaptativas relacionadas a regido, como a termotolerancia. Entender as
relacGes adaptativas e a fisiologia reprodutiva desses animais se tornam necessarios quando o assunto
é a fertilidade. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade espermatica pos-
congelamento em reprodutores da raca Pantaneira. Foram utilizados 6 touros com idade média de 6
anos. Os ejaculados foram coletados através do método de eletroestimulacdo, sendo entdo diluidos em
meio Tris-gema citrato e envasados em palhetas de 0,5mL. O resfriamento foi realizado a 4°C/ 4 horas
e em seguida, o processo de congelamento foi feito em vapor de nitrogénio (N,) por 15 minutos. Ato
continuo, as palhetas foram imersas em N, e posteriormente armazenadas em botijdo criogénico até
andlise. O descongelamento foi realizado a 37°C/30 segundos e ato continuo, foram realizadas
avaliagbes quanto ao estresse oxidativo espontdaneo (TBARS espontaneo), atividade citoquimica
mitocondrial (DAB) e reacdo acrossdmica (coloracdo tripla do espermatozoide - TRYPAN). O
TBARS espontaneo foi avaliado por meio da mensuracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico — TBARS (ng/mL). J& a DAB (%) foi definida por meio do funcionamento peca
intermediéaria (PI), a qual foi classificada em quatro classes: DAB-1 (todas as mitocondrias ativas com
PI totalmente corada), DAB-2 (atividade mitocondrial média a alta com Pl predominantemente ativas),
DAB-3 (Pl com menos da metade da atividade mitocondrial e menos de 50% corada) e DAB-4 (Pl
totalmente descorada, sem nenhuma atividade mitocondrial). Por fim, na coloragdo de TRYPAN (%),
as células foram avaliadas e classificadas em: classe 1: espermatozoides vivos e intactos, classe 2:
espermatozoides vivos com reacdo acrossémica, classe 3: espermatozoides mortos com acrossoma
intacto e classe 4: espermatozoides mortos com reagdo acrossdmica degenerativa. Os dados foram
descritos na forma de média e erro padrdo da média. Os parametros obtidos foram: DAB 1 (77,25 +
2,77), DAB 2 (16,83 + 2,29), DAB 3 (4,08 + 0,67), DAB 4 (1,83 + 0,33). TRYPAN 1 (58,00 % 2,32),
TRYPAN 2 (6,50 + 1,76), TRYPAN 3 (25,08 + 2,93) TRYPAN 4 (10,41 + 0,91). TBARS (284,00 +
49,74). De acordo com os resultados obtidos, pode-se constatar que as variaveis analisadas ndo
diferiram dos parametros ja descritos na literatura para outras racas de bovinos. Dessa forma, conclui-
se que a caracteristica de adaptabilidade desenvolvida pelo bovino pantaneiro as adversidades
ambientais e climéticas do Pantanal, habilita-o como op¢éo de introducdo de uma raga taurina em
sistemas de criacdo locais e disseminacdo de seu material genético por meio de biotecnologias
reprodutivas.
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Avalia¢do da idade ao primeiro parto em novilhas Girolando da Pesagro-Rio
Evaluation of the age at first calving Girolando Breed heifers
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O rebanho bovino da Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro/Centro Estadual
de Agricultura Organica (Pesagro-Rio CEPAQ) ¢ oriundo do plantel do DPEA (cruzamento as racas
Holandesa, Gir e Guernsey), iniciado em 1948. Nos ultimos quarenta anos optou-se pelo cruzamento
entre as ragas holandesas (H) e Gir (G) para formar a raga Girolando. O rebanhos sofreu uma redugdo
progressiva, na ultima década, de 350 a 230 animais. O sistema reprodutivo tem sido de inseminagao
artificial com observagdo de cio e inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), com s€men congelado,
em duas estagdes anuais, com a finalidade de atender as necessidades dos projetos de pesquisas da
Empresa. Na bovinocultura de leite a idade ao primeiro parto (IPP) tem relevante atuagdo na eficiéncia
econOmica da exploracdo. Assim ja esta tecnicamente estabelecido que as novilhas Girolando entre em
reproducdo aos 18 meses ¢ pesos vivo acima de 330kg, para atingirem a IPP aos 27-33 meses, em
manejo a base de pastagem. Objetivado estudar as IPP das novilhas Girolando, no periodo de 1998 a
2017, foram utilizados os registros nos ficharios e software do rebanho. As IPP (dias) foram avaliadas
em relacdo aos pardmetros: 1) Grupo Genético, 2) Ano de nascimento, 3) M&s de nascimento, 4)
Estagdes do ano de nascimento, sendo submetidos ao teste Kruskal-Wallis (One-Way Anova), do
pacote do Programa GraphPAd Prisma 5. Os resultados médios e desvios-padrdo (transformados em
meses) de IPP foram 1) Grupo genético (P>0,05): 1/4 HP =39,9+5,6/48; 3/8 HP = 38,7+6,5/52;
1/2HP =39,4+7,9/52; 5/8 HP =40,1£7,6/50; 3/4 HP =40,1+£7,5/144; 7/8 HP =39,2 £7,0/98;
15/16 HP = 39,4+5,7/24; 2) Ano de nascimento (P< 0,05): 1998 = 38,34+4,4%23: 1999 = 40,0+6,1%/41;
2000 = 39,4+8,0°/38; 2001 =36,5+4,8"/27; 2002 =40,3+6,0°/40; 2003 = 41,2+5,1%31;
2004 = 41,1£7,9°/33 2005 = 39,2+5,7°/33; 2006 = 39,6+5,8°/26; 2007 = 42,6+6,7°/39;
2008 =41,6+47,2°/31; 2009 =44,3+11,1931;  2010=39,3+6,8"19; 2011 = 36,6+6,7*/18;
2012 = 36,0+6,2"/14; 2013 = 35,6+2,3"/12; 2014 =30,1+3,1/12% 3) Més de nascimento (P>0,05):
Janeiro = 39,4+7,2/33; Fevereiro = 38,9+4,8/17, Margo = 39,449,1/12; Abril = 39,7+7,6/56;
Maio = 39,8+8,0/95; Junho = 39,445,7/49; Julho =40,1+5,2/25; Agosto =38,8+6,4/17; Setembro =
38,8+6,6/9; Outubro = 38,4+7,1/56; Novembro = 40,1+7,4/63; Dezembro = 38,0+7,1/36; 4) Estagdes
do ano de nascimento (P>0,05): Verao = 39,3+6,9/62, Outono = 39,7+7,3/200, Inverno = 39,3+5,8/51,
Primavera = 39,5+7,2/155. Pela analise dos dados verifica-se que em relagdo aos fatores Grupo
genético, Estagdo ¢ Més de nascimento as diferengas entre as medias de IPP ndo foram significativas.
Ja em relagdo ao Ano de nascimento houve diferencas significativas (P< 0,05), com redu¢do acentuada
nas médias da idade ao primeiro parto nos anos de 2011 a 2014 (36,5t 6,9 a 30,1+3,1 meses). Esta
reducdo foi consequéncia do uso de protocolos de IATF nos experimentos nesses anos. Entretanto
como os resultados ainda estdo acima da média da IPP de 27 meses recomenda-se maior atencao no
manejo de novilhas Girolando, principalmente em relagdo a qualidade da pastagem e utilizacdo de
IATF, para melhorar a eficiéncia reprodutiva e consequentemente obter maior eficiéncia econdmica da
atividade.

Palavras chave: IPP, novilhas, girolando, reproducéo, IATF.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.383, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 383



(53 Congresso Brasileiro de Reprodugdo Animal, 22, 2017, Santos, SP. Anais... Belo Horizonte: CBRA, 2017.

Avaliacado detrésdiferentes diluentes sobre a funcionalidade e integridade da

membrana plasmética do esper matozoide bovino
Evaluation of three different diluents on functionality and integrity of plasma membrane of bovine spermatozoa

M onalyse K evelyn Borges de Oliveira®, Jodo Pedro Brand&o Zandonaide', Neimar Correa Severo*,
André Belico de Vasconcelos'

'Universidade de Uberaba (UNIUBE), Uberaba, MG, Brazil, 2Alta Genetics do Brasil Ltda., Uberaba, MG, Brazil.
*E-mail: ncsevero@gmail.com

A criopreservacdo seminal foi uma inovacdo marcante na producdo de sémen bovino em grande
escala, embora devemos ressaltar que este processo possa causar danos a membrana plasmatica das
células espermaéticas. Diante disso, 0 objetivo do estudo foi avaliar a funcionalidade e integridade da
membrana plasmética do espermatozoide bovino a fresco, diluido e apds criogenia, determinando a
capacidade crioprotetora de trés diferentes diluentes: Botu-Bov®, OptiXcell® e Tryladil®. Para isso,
foram analisados dois ejaculados de 8 touros da raca Nelore, coletados pelo método de vagina
artificial. Os ejaculados foram avaliados microscopicamente (concentragdo espermatica, motilidade
total, teste hiposmotico (HOST) e coloracdo por eosina (EOS) no ejaculado a fresco, diluido na
proporcdo 1:1 e apds congelamento. Determinou-se para as amostras criopreservadas a concentracao
esperméatica de 30 milhdes de SPTZ/dose. Apds diluicdo em tubos Falcon® 50ml e deposicdo deste
tubos em potes contendo &gua a 37°C, o sémen foi conduzido a camara fria a 4°C para seu
resfriamento por 3 horas. As amostras foram entdo envasadas em palhetas de 0,25ml
(IMV®Technologies) devidamente identificadas com o nome do touro, partida do ejaculado e diluidor
utilizado. Para a curva de estabilizacdo em vapor de nitrogénio liquido, as palhetas foram dispostas em
grade de metal depositada em caixa isotérmica convencional de 50 L a uma distancia de 9 cm acima
do nivel do nitrogénio liquido durante 20 minutos. Posteriormente a estabilizagdo, procedeu-se com a
imersdo direta das palhetas em nitrogénio liquido e armazenamento das mesmas em botijGes
criogénicos a -196°C até o momento da andlise. Os dados foram analisados pelo programa
Graphpadprism 6.0 (Graphpad software Inc., San Diego, USA) sendo a comparacao de dados entre 0s
tratamentos utilizando teste paramétrico Oneway ANOVA, com pos teste Bonferroni. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas quando p< 0,05. Das medias dos resultados in
natura apresentaram, em média, concentragdo de 1886,8 x 10°(esp/ml); motilidade 71,6%, atividade
de membrana pelo teste HOST 77% e pelo teste de eosina (EOS) 84,4% de células vidveis. Apos a
diluicdo observou-se com Tryladil®, Botu-Bov® e OptiXcell®: Mot (%)-(71,3 vs 71,3 vs 70,3); HOST
(%)-(64,9 vs 62,6 vs 67,3); EOS (%)-(83,0 vs 83 vs 79), apds o congelamento Mot (%)-
(46,9vs48,8vs48,1);HOST (%)-(47,8vs38,8vs42,8); EOS(%)-(65,3vs54,3vs52,3), respectivamente.
Dentre as anélises obtidas, houve diferenca estatistica entre as amostras diluidas 1:1 no teste HOST,
destacando-se a eficiéncia do diluidor OptiXcell® nesta avaliacdo. Quanto aos resultados pos-
congelamento, obteve-se resultado satisfatorio do diluidor Tryladil® tanto no teste HOST quanto no
teste de coloracdo por eosina, promovendo manutencdo da funcionalidade e integridade da membrana
espermatica ap0s criogenia, quando comparado aos demais. Como o processo de criogenia do sémen
tende a causar danos em sua membrana espermatica, a viabilizacdo de técnicas avaliativas (motilidade
progressiva, teste hiposmotico, e coloragdo eosina) € indicado pela sua aplicabilidade na rotina
analitica do sémen comercial, uma vez que conforme o ejaculado pode ser preconizado um diluidor
especifico para o processo de criogenia.

Palavr as-chave: criopreservacao,viabilidade, diluente.
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Avaliacio do eritrograma de vacas leite com distirbios de involucao uterina nos

primeiros 60 dias de lactacio
Evaluation of the erythrogram profile and uterine involution in milk cows during the
transition period

Renan Braga Paianol’*, Fabio de Carvalho Lahrz, Daniela Becker Birgelz,
Eduardo Harry Birgel Junior’

'Aluno pos graduagio da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMZV/USP); *Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos (FZEA/USP), Pirassununga , SP, Brasil.
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O periodo de transicdo nos bovinos ¢ uma fase na qual a fémea passa por diversas modificagdes
metabolicas e hormonais que poderiam interferir no processo de involugdo uterina. Vacas lactantes
podem sofrer modificagdes fisioldgicas e hematologicas significativas durante o puerpério. A presente
pesquisa tem como objetivo relatar a ocorréncia de anemia no puerpério de vacas de leite e procurar
responder a seguinte hipotese: animais com distirbios de involugéo uterina (metrite puerperal aguda e
endometrite puerperal cronica) estariam mais propensos a desenvolverem anemia durante os primeiros
60 dias de lactagdo, ou seja, o processo inflamatdrio presente nos disturbios de involucdo uterina
estaria associado a liberagdo de substancias pro-inflamatorias que determinariam alteragdes no sistema
hematopoiético e anemia nas vacas. O trabalho foi conduzido no Setor de Gado de Leite da Prefeitura
do Campus Fernando Costa da Universidade de Sdo Paulo (USP), na cidade de Pirassununga/SP,
durante os meses de maio de 2015 a junho de 2016. Foram utilizadas 25 fémeas bovinas, da racga
Holandesa. Os animais foram acompanhados durante nos primeiros 60 dias apds o parto. Os tempos
determinados para as coletas dos dados foram dia da parigdo, 1°, 7°, 14°, 21°, 30°, 45° ¢ 60° dias apds o
parto. Os animais foram distribuidos em dois grupos: sadios e distiirbios de involucdo uterina (metrite
puerperal aguda e endometrite puerperal cronica). Foram considerados anémicos animais que
apresentaram valores do volume globular (hematocrito) menores do que 25 % em algum periodo
durante as colheitas. O exame ginecologico foi realizado por meio da palpagdo dos orgdos do trato
reprodutivo, ultrassonografia e avaliagdo das secregdes uterinas nos seguintes momentos: parto dia da
parigdo, 1°, 7°, 14°, 21°, 30°, 45° ¢ 60° dias apds o parto. Dos 25 animais 64,0% (16/25) desenvolveram
anemia normocitica e normocrdmica, sendo que esta anemia ja podia ser vista em 16,0 % (4/25) dos
animais no 14° dia pds-parto, em 40,0 % (16/25) no 21° dia e 30° dia pos-parto, em 12,0 % (3/25) dos
animais no 45° dia poés-parto ¢ em 20,0 % (5/25) dos animais no 60° dia pos-parto. Durante todo o
periodo experimental o nimero de hemacias, volume globular e taxa de hemoglobina nos animais
sadios oscilou, respectivamente entre 5,20 e 6,31 X 10%mm’, entre 22,8¢32,4% ¢ entre 7,81 ¢ 10,10
g/dL. No grupo dos animais com distirbios de involugdo uterina o nimero de hemécia oscilou entre
4,78¢ 6,28 X 10°/mm’, o volume globular oscilou entre 24,2 e 33,3 % e a taxa de hemoglobina oscilou
entre 7,78 e 10,33 g/dL. A analise estatistica ndo evidenciou diferengas entre os dois grupos. Em
conclusdo, os resultados obtidos mostram que a ocorréncia de doengas puerperais e o retardo na
involugdo uterina ndo foi fator predisponente para que as vacas desenvolvessem anemia durante a fase
puerperal e pos-puerperal.
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Caracteristicas morfofuncionais do corioalantéide de gestacdes bovinasiniciais

produzidaspor IATF eFIV
Chorioalantoic morphofunctional characteristicsin early bovine FTAI and I\VF pregnancies

Marilu Martins Gioso"**, Rodrigo Silva Nunes Barreto?, Miller Pereira Palhdo™?, Jairo Pereira Neves',
Antdnio Chaves de Assis Neto?, Maria Angelica Miglino®

! Universidade José do Rosério Vellano, Unifenas, Alfenas, MG, Brasil; 2 Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, SP, Brasil.
*E-mail: mmgioso@yahoo.com.br

Apesar do potencial das biotecnologias da reproducéo contribuirem com o melhoramento genético da
bovinocultura, ainda algumas limitacdes quanto as taxas gestacionais sd@o encontradas. A fertilizacao
“in vitro” (FIV) gera embrides mais susceptiveis a mortalidade embrionéria inicial, e
consequentemente menores taxas de gestacdo quando comparados a outras técnicas, como a
inseminacdo artificial (em tempo fixo - IATF) e monta natural. Isto seria resultado de alteracdes nas
membranas placentarias antes do estabelecimento da placenta definitiva. Portanto, o propdésito deste
estudo foi de averiguar o desenvolvimento morfofuncional do cério e do alantdide, oriundas de
gestacdes iniciais produzidas por FIV ou IATF. As gestacBes bovinas produzidas por FIV foram
interrompidas nos dias 26, 32, 35, 46/47 e 61 de gestagdo (n = 3 para cada idade). Gestacdes
produzidas por IATF, com idade e quantidades semelhantes, foram utilizadas como controle. As
fémeas gestantes foram eutanasiadas, em frigorificos abatedouros, onde os Gteros foram recuperados,
acondicionados e transportados para o laborat6rio. Ap6s incisdao na linha antimesometrial do corno
gestante, o feto e membranas foram expostos, e tanto o cério como o alantdide foram armazenadas em
solucdo de paraformoldeido 4% tamponado. Em seguida as amostras foram rotineiramente
processadas para histologia e coradas com hematoxilina-eosina, acido periédico de Schiff (PAS) e
tricromio de Masson. Tanto o corio como o alantdide se desenvolveram de forma semelhante nas
gestacOes FIV como IATF, levando a fuséo entre as membranas ap6s o dia 35 de gestacdo. Entretanto
algumas particularidades foram observadas entre os grupos. De modo geral, foram observadas células
trofoblasticas gigantes desde as fases mais iniciais até as fases mais tardias estudadas, com aumento
constante dessa populacdo com o decorrer da gestacdo. Tais células apresentavam citoplasma rico em
granulos glicoproteicos (PAS positivos), principalmente apicais, e nlcleos formados por diversos
nucléolos bem evidentes. Enquanto que as outras células trofoblasticas ndo apresentavam tais granulos
e seus nucléolos eram pouco evidentes. A vascularizagcdo do mesénquima coribénico se tornou mais
presente ap6s o dia 32 de gestagdo, sendo mais evidente nas gestagdes FIV do que na IATF. Além
disso, nas gestacdes FIV havia maior quantidade de pequenos vasos abaixo do trofoblasto. Portanto,
nossos dados sugerem que gestacfes produzidas por FIV possuem um desbalanco na vasculogénese
coridnica, assim como observado no saco vitelino em outros trabalhos do grupo. Entretanto
investigagOes mais detalhadas sobre o processo de vasculogénese estdo em desenvolvimento.
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Combinacio de vitamina C e glutationa reduzida na criopreservacio de sémen bovino
Combination of vitamin C and reduced glutathione in cryopreservation of bovine semen

Samara Cristine Costa Pinto’, Diego Santos Almeida’®, Giovani Santos de Abreu Junior’, Maira Bianchi
Rodrigues Alves', Eneiva Carla Carvalho Celeghini', Fernando Andrade Souza™*
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Animal, Universidade Estadual do Maranhdo, Sdo Luis, MA, Brasil; *Universidade Federal do Acre, Rio Branco, AC, Brasil.
*E-mail: femedvet@yahoo.com.br

A criopreservagdo de sémen € uma biotécnica amplamente utilizada, e durante seu procedimento sdao
formadas as espécies reativas de oxigénio (ROS) que de forma desequilibrada ird acarretar no estresse
oxidativo, que corresponde ao desbalango entre antioxidante ¢ ROS. Assim, objetivou-se avaliar o
efeito da adicdo da vitamina C e glutationa reduzida e sua combinagdo, na criopreservacao de sémen
bovino sobre: motilidade e vigor espermatico, membrana plasmatica e acrossomal, potencial
mitocondrial; estresse oxidativo e morfologia espermatica. Para tanto, o ejaculado de 9 animais foi
divido em quatro fragdes, correspondente a cada tratamento, sendo estes: grupo controle (G.) — sémen
diluido com extensor Tris-gema; grupo vitamina C (Gy) — sémen diluido em Tris-gema mais vitamina
C (2,5 mM/mL); grupo glutationa (G,) — sémen diluido em Tris-gema acrescido de glutationa reduzida
(2,5 mM/mL) e o grupo associado (G,g) — s€émen diluido em Tris-gema acrescido de vitamina C (1,25
mM/mL) e glutationa reduzida (1,25 mM/mL). O sémen foi envasado em palhetas francesas (0,25 mL)
e submetido a criopreservacao utilizando equipamento automatizado TK-3000. Para as avalia¢des duas
palhetas de cada tratamento foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos. A
motilidade e o vigor espermatico foram analisados por microscopia de contraste de fase. Para
integridade das membranas plasmaticas e acrossomal e potencial mitocondrial, o sémen foi diluido em
TALP sperm (10x10° espermatozoides/mL) e adicionadas as sondas fluorescentes Hoechst 33342;
iodeto de propidio; JC-1 e FITC-PSA (Celeghini et al. Reprod. Dom Anim, v. 42, 479-488, 2007).
Para avaliar estresse oxidativo utilizou-se a sonda CellRox Deep Red ® (adaptada de Alves et al.,
Biochem Physiol, v. 4, 2015). A leitura das sondas fluorescentes foi realizada por microscopia de
epifluorescéncia. A morfologia espermatica foi realizada pela técnica da cadmara Umida em
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC), classificando as alteragdes em defeitos
maiores ¢ menores. Os dados foram analisados utilizando o programa BioEstat 5.0. As varidveis
paramétricas foram submetidas 8 ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey, e as ndo
paramétricas pelo teste de Friedamn, utilizando o intervalo de confianga de 95%. O G, apresentou
efeito benéfico para as caracteristicas de motilidade espermatica (G.- 35,00+£7,5b; G- 40,00+7,9ab;
Gy~ 42,22+7,12ab; Gag-4,44+8,82a; P<0,05) como também preservou as membranas plasmaticas e
acrossomal (Ge- 22,55+4,19b; Gy- 30,66+4,18ab; Gg- 27,22+5,10ab; Gu- 37,77£2,29a; P<0,05).
Quanto ao estresse oxidativo o G,s apresentou maior quantificacdo das ROS, visto que a sonda
CellRox mensura a produgdo destes radicais de forma geral (G- 4,77+0,88b; G,-6,88+2,57b; G,-
6,90+2,95b; G,-16,77+4,88a; P<0,05). Para morfologia espermatica os antioxidantes ndo
influenciaram no percentual de defeitos espermaticos maiores e menores apds o processo de
criopreservagdo (P>0,05). Assim, a combinagdo de vitamina C e glutationa reduzida contribuiu para
preservacdo das células espermaticas durante a criopreservacdo de sémen.
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Compar acao da eficacia do Benzoato de Estradiol (BE) e do Cipionato de Estradiol (CE)
nataxa de prenhez de vacas primiparas Nelore em protocolos de sincronizagéo e
ressincronizacao para a Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF)
Comparison between the efficacy of estradiol benzoate (EB) and estradiol cypionate (EC) in the pregnancy rate
in Nellore primiparous cows in synchronization and resynchronization protocols for fixed time artificial
insemination (IATF)
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Diversos protocolos para a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) estdo atualmente disponiveis.
Para aumentar a taxa de prenhez (TP) resultante deste investimento, os protocolos incluem a
sincronizagdo e a ressincronizacdo dos animais. No estudo 233 vacas primiparas Bos taurus indicus
foram distribuidas em dois grupos (BE e CE) submetidos a dois diferentes protocolos. Foram
analisados os “dias em aberto” dos animais, o escore corporal (ECC) e a condicdo ovariana dos
animais (presenca de foliculo, corpo Iiteo ou anestro). O Grupo benzoato de estradiol (GBE), foi
submetido ao seguinte protocolo: d0: P4+BE; d8: -P4+PG+eCG; d9: BE; d10: IATF e o Grupo
cipionato de estradiol (GCE) recebeu: d0:P4+BE; d8: -P4+PG+eCG+ECP; d10: IATF. Para a
ressincronizacdo, os dois grupos tiveram seus respectivos protocolos repetidos. Decorridos 15 dias
apos a ressincronizacao, as vacas foram colocadas em piquetes com touros para a realizagdo de monta
natural. Nos resultados observou-se que animais com ECC > 3 apresentaram maiores TPs, na
sincronizacdo (P=0.0042), e na ressinconizagdo (P=0.02). Vacas com “dias em aberto” < 45 dias
tiveram performance reprodutiva inferior na primeira IATF ao serem comparadas as vacas com “dias
em aberto” > 45 dias (P=0.006), efeito este suprimido apds a ressincronizagdo. As vacas ciclicas (com
foliculos e/ou corpo IUteo) ao inicio do estudo, apresentaram maior probabilidade de prenhez do que as
fémeas em anestro, na primeira IATF (P < 0.0001) e na ressincronizagdo (P < 0.0001). Finalmente, o
GBE mostrou-se significativamente mais eficaz (P < 0.0001) para as TPs, (na IA da sincronizagéo e na
IATF ap0s a ressincronizacao. Conclui-se que o uso do BE na funcdo de indutor da ovulagdo (d9 do
protocolo) resultou em maiores TPs, sendo, portanto, 0 mais indicado para primiparas.
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diferentes quantidades de foliculos antrais
Comparison of conception rate to fixed-time artificial insemination of cows with different amounts of antral
follicles
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Nas ultimas décadas, a necessidade de se produzir animais de alto potencial genético tem aumentado
exponencialmente na bovinocultura leiteira e de corte. Recentemente, buscou-se verificar a possivel
correlagdo da quantidade de foliculos antrais e a fertilidade em bovinos, estudos demonstraram que
vacas leiteiras Bos taurus com baixa contagem de foliculos antrais (CFA) tem apresentado algumas
caracteristicas associadas a baixa fertilidade. Desta maneira, pesquisas neste ambito tem sido
fomentadas devido a possivel influéncia da CFA nos resultados obtidos no uso das biotecnologias
reprodutivas, como a inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF). O objetivo do presente estudo foi
avaliar a influéncia da quantidade de foliculos antrais na taxa de prenhez de vacas Bos indicus
submetidas a JATF. A CFA de 585 fémeas Bos indicus foi determinada no inicio do protocolo de
IATF para separagdo dos grupos experimentais, a contagem dos foliculos (= 3 mm de didmetro) foi
realizada por exame ultrassonografico utilizando transdutor linear transretal de 5 MHz e o niimero
total de foliculos antrais foi quantificado considerando o par de ovarios. As vacas do grupo de baixa
CFA foram definidas com base no valor de Q1 (< 10 foliculos; n = 223 vacas), o grupo de média CFA
constituiu 25% das vacas com contagem folicular proxima da mediana (< 12 > 18 foliculos; n = 148
vacas) e o grupo de alta CFA foi definido com base no valor de Q3 (> 20 foliculos; n = 214 vacas). O
inicio do protocolo foi estabelecido em um dia aleatorio do ciclo estral (D0) com a inser¢do de
dispositivo intravaginal contendo 0,588g de progesterona (P4) em associagdo a aplicagdo de 2,0mg de
benzoato de estradiol via intramuscular (IM). Apds 8 dias (DS), foi realizada a remo¢ao do implante
de P4, a administragdo de 150ug de d-cloprostenol sdédico, de 300Ul de gonadotrofina coridnica
equina e 1,0mg de cipionato de estradiol via IM. A inseminagdo artificial com s€men criopreservado
foi realizada 48 horas apo6s a remog¢@o do dispositivo intravaginal. O diagndstico de gestacdo para
avaliacdo da taxa de concepcao foi realizado em todos os animais 30 dias apos a data da inseminacgao,
as vacas foram submetidas a ultrassonografia transretal e a presenca de feto visivel com viabilidade
confirmada (batimento cardiaco) foi considerada como prenhez positiva. A CFA foi analisada por
ANOVA seguida de teste de Tukey. As taxas de concepcdo foram analisadas pelo teste de Qui-
quadrado, adotando um nivel de significincia quando p< 0,05. A taxa de concepcdo obtida na
categoria de baixa (59,2 %; 132/223) foi maior em comparacao as taxas das categorias de média (52%;
77/148) e alta (46,7%; 100/214) CFA (p< 0,05). Pode-se concluir que a taxa de concepgao de vacas
Bos indicus submetidas a IATF pode sofrer influéncia da CFA e que as vacas de baixa CFA podem
apresentar maiores taxas de prenhez. A utilizag@o desta ferramenta para auxilio na selecdo de fémeas
pode colaborar para minimizar as perdas decorrentes desta influéncia e possibilitar adequagdes na
utilizagdo desta biotecnologia.
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Compar acao dastaxas de prenhez em receptor as de embrides defertilizagcdo in vitro,

utilizando dois protocol os de sincronizacao
Comparison of pregnancy ratesin recipients of in vitro fertilization embryos using two synchronization
protocols
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A producdo in vitro de embriGes € uma técnica que promove 0 avango genético e incrementa o
potencial reprodutivo com acasalamento de animais superiores. Adicionalmente, é uma alternativa
para uso em fémeas com disfuncdo reprodutiva e este fato permitiu que a técnica se expandisse da
pesquisa para a aplicacdo comercial. Assim foi possivel aprimorar & recuperacdo de ovdcitos de
fémeas vivas para fecundacdo in vitro (FIV), abrindo novos caminhos para multiplicacdo de animais
de interesse econémico, superando os atuais indices de transferéncia de embrido (TE) classica, no que
diz respeito a producdo de bezerro por vaca por ano. Este trabalho teve como objetivo comparar a taxa
de prenhez quando implementado dois protocolos de sincronizacdo, no periodo de Agosto de 2015 até
Junho de 2016, em propriedades localizadas na regido noroeste do estado de S&o Paulo, entre os
municipios de Colina e Rifaina, com indice pluviométrico anual de 1363 a 1531,6 milimetros. As
receptoras utilizadas eram nelores e mesticas de nelore %2 sangue, oriundas de cruzamento industrial,
primiparas e pluriparas provenientes das propriedades. Esses animais passaram por uma avaliagdo
visual de seu estado corporal, somente foram utilizados, para este estudo, animais com escore corporal
> 3 ¢ que ndo se encontravam em anestro. Em todos animais foi realizado uma avaliagdo por
ultrassonografia do Gtero e ovarios, para verificagdo do estado clinico do animal. Quanto aos
protocolos de sincronizacdo seguiu-se: Em ambos no dia 0 foi inserido um dispositivo intravaginal
contendo 0,5 mg de progesterona (Primer®) e aplicado via intramuscular 2mg de benzoato de estradiol
(RIC-BE®); No protocolo A foi retirado o dispositivo intravaginal no dia 8 e aplicado via
intramuscular 0,5mg de cloprostenol (Veteglan®), 300 Ul de eCG (Novormon®) e 0,6mg e cipionato
de estradiol (E.C.P.®) e no dia 17 TE; No protocolo B, dia 7 foi aplicado via intramuscular 0,5mg de
cloprostenol (Veteglan®); no dia 9 foi retirado o dispositivo intravaginal e, aplicado intramuscular 300
Ul de eCG (Novormon®) e 0,6mg de cipionato de estradiol (E.C.P.®); no dia 18 TE. Somou-se 780
embrides transferidos em ambos protocolos. As médias obtidas para os diferentes pardmetros foram
calculadas pelo teste de Kruskal-wallis. Na andlise estatistica foi utilizado o programa Graphpadprism
6.0 (Graphpad software Inc., San Diego, USA) com grau de significancia de (p< 0,05). No presente
trabalho ndo foi observado diferenca estatistica entre os protocolos (A e B), para 0s parametros
propostos: Percentual de prenhez(55,1 vs 58,1); percentual das fémeas prenhe, subtraindo-se aborto e
morte embrionaria (% Efic - 49,3 vs 50,6); Néo sexados (N/S 30,3 vs 28,7) ; Machos nascidos ou
sexados (Mac - 39,4 vs 44,8) ; Fémeas nascidas ou sexadas (Fem -30,3 vs 26,3). Pode-se observar que
varios fatores interferem para que essas perdas ocorram, podendo esses serem divididos em fatores
maternais, externos e ligados ao préprio embrido. Assim pode-se concluir que o resultado que as
perdas gestacionais em bovinos caracterizam-se como mortalidade embrionaria precoce, mortalidade
embrionaria tardia e mortalidade fetal, e sdo independentes dos protocolos utilizados.
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Comparativo entre benzoato de estradiol e 17-beta-estradiol no desenvolvimento do

foliculo dominante etaxa de prenhez na |ATF em vacas de corte
Comparison between benzoate estradiol and 17-beta-estradiol in the development of dominant follicle and
pregnancy ratein TAIl in beef cows

Carlos Eduardo B. Tomaz"*, Ciro Meirelles’, Mar cos Felipe Covatti*, Gabriel Zolino Agopian®, Luiz
Ernandes K ozicki?

'pontificia Universidade Catélica do Parana, Campus de Toledo, PR, Brasil; 2Pontificia Universidade Catélica do Parana,
Céampus de Curitiba, PR, Brasil.
*E-mail: kadutomaz@hotmail.com

Desde o advento da inseminag&o artificial (1A) e dos protocolos hormonais para sincronizacgao do estro
seguida da inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) busca-se aumentar o nimero de animais
prenhes nas referidas técnicas. Ha inimeros protocolos que utilizam farmacos com diferentes sitios de
acdo, sendo o benzoato de estradiol e o 17-beta-estradiol horménios que podem ser utilizados como
indutores da ovulacdo. O presente trabalho objetivou avaliar o desenvolvimento folicular e a taxa de
prenhez (TP) de vacas submetidas a IATF utilizando-se o 17-beta-estradiol ou o benzoato de estradiol
como indutor de ovulacdo de forma aleatoria. A 1A ocorreu 30 horas apés sua aplica¢do. O escore da
condicdo corporal variou de 2,75 a 3,0 (1 a 5). As vacas foram mantidas em pastoreio extensivo de
brachiaria brizanth e brachiaria decumbens, tendo sal mineral e 4gua a vontade. A estacdo
reprodutiva entendeu-se de novembro de 2016 a janeiro de 2017. Para este trabalho foram avaliados
214 protocolos de sincronizacdo e ressincronizacdo de vacas cruzadas com predominante grau de
sangue da raca Angus. O protocolo hormonal utilizado na sincronizacdo foi: DO — benzoato de
estradiol (2mg) e implante intravaginal contendo 1g de progesterona (P4); D8 — retirada do implante
de P4, D-cloprostenol (150mcg) e eCG (300Ul); D9 — benzoato de estradiol (2mg) ou 17-beta-
estradiol (1mg) e D10 — IATF. Os animais foram divididos em 2 grupos, sendo o G1 (n=98) animais
induzidos com 1 mg de 17-beta-estradiol e 0 G2(n=115) animais induzidos com 2mg de benzoato de
estradiol. No D10 de cada grupo todos os animais foram submetidos ao exame ultrassonografico para
a mensuracdo da area do maior foliculo ovariano presente (FD). Todos os animais protocolados
utilizados para analise dos dados apresentaram FD. Apds 30 dias da data de inseminacdo os animais
foram novamente submetidos ao exame ultrassonografico para diagnéstico de gestacdo. As TPs do G1
e G2 foram respectivamente 53,9% e 68,4%. Apesar dos valores, ndo houve diferenca significativa ao
teste do qui-quadrado (P=0,13) quanto a TP no G1 e G2. Em relacdo ao desenvolvimento do foliculo
dominante no dia da IA, observou-se que as &reas (mm?) médias dos FDs no G1 (125,35mm?* +62,5) e
no G2 (116,86mm*+79,8) ndo apresentaram diferencas significativas ao teste t (P=0,44). Concluimos
que o uso do benzoato de estradiol ou 17-beta-estradiol nos protocolos de IATF nédo influenciaram de
forma significativa as taxas de prenhez resultantes das inseminacBes subsequentes aos tratamentos
hormonais ou desenvolvimento dos foliculos dominantes no momento da inseminacdo artificial.
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Condrodisplasia tipo bulldog em feto bovino abortado
Chondrodysplasia bulldog type in aborted bovine fetus
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Disturbios no periodo gestacional e no puerpério sdo um dos principais problemas que podem ocorrer
na bovinocultura, como o aborto, parto distécico, malformacao e natimorto. A condrodisplasia é uma
doenca congénita, caracterizada por um processo de ossificacdo anormal, onde a cartilagem intersticial
primaria tem seu desenvolvimento modificado por alteracBes genéticas, metabdlicas, mecéanicas ou
vasculares. O bezerro pode apresentar encurtamento proporcional ou desproporcional dos 0ssos, ndo
tendo viabilidade para a criacdo quando nascem e por vezes sdo abortados. As formas de
condrodisplasia que mais se destacam sdo tipo bulldog (Dexter), Telemark, Braquicefalico e
Dolicocefélico, todas de origem hereditaria principalmente. Relatamos um caso de condrodisplasia
tipo bulldog em feto abortado com 6 meses de gestacdo, macho, de fémea de 5 anos, mestica
miniatura, do municipio de Jaboticabal/SP, onde na mesma propriedade houve 7 outros casos de
aborto, com 7 meses aproximadamente de gestacdo todos. O feto foi encaminhado ao Laboratorio de
Anatomia Patolégica do Instituto Bioldgico/SP para necropsia e apresentava bragnatia de mandibula
superior e inferior; protrusdo de lingua; pesco¢o curto; membros anteriores curtos e encurvados; caixa
toracica pequena, com costelas curtas e muito recurvadas, causando denteamento nos bordos
pulmonares; musculatura esquelética palida; intenso depdsito de gordura na carcaga; figado fibrosado
e amarelado; discreta hidrocefalia e ascite. O diagnostico viroldgico e parasitologico foi realizado pelo
Laboratdrio de Viroses de Bovideos, e o bacterioldgico pelo Laboratdrio de Doencas da Reprodugdo.
Foram feitos os exames para: detec¢do dos virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina e Lingua Azul
(BTV) e Neospora caninun (NEO) pelo método PCR em tempo real; detec¢do do virus da Diarreia
Viral Bovina (BVD), Leptospirose e Toxoplasmose pelo método de PCR convencional e BVD
também pelo método de ELISA-Ag e NEO por ELISA-Ac. Todos os resultados foram negativos ou
ndo reagentes. No exame histopatolégico observou-se: sistema nervoso central, lingua e coragcdo sem
alteracfes dignas de nota; figado com discretos focos de infiltrado inflamatério mononuclear no
parénquima e moderada fibrose periportal com infiltrado inflamatério mononuclear discreto e
espessamento de capsula hepatica; pulmao com discreto infiltrado inflamat6rio mononuclear pleural e
intersticial; timo e linfonodo com moderada reacdo linfoide; bago com discreta reacdo de polpa
branca. As alteracfes macroscopicas sdo compativeis com condrodisplasia tipo bulldog. Agentes
teratogénicos como o BTV e BVD foram investigados, mas ndo encontrados, bem como outros
patdgenos causadores de aborto. O abortamento proximo ao sétimo més é bastante relatado neste tipo
de anomalia. O gene associado a doenga é de dominancia incompleta, esta presente em diversas ragas
e, guando em homozigose, é letal para o concepto. Os principais fatores de risco sdo a utilizacéo de
reprodutores com histérico de condrodisplasia em seus irmdos ou em sua progénie e acasalamentos
endogamicos, aumentando a chance de homozigose. Os responsaveis pelo manejo reprodutivo das
propriedades devem se atentar aos fatores de risco da doencga para evita-la em suas propriedades.
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Contagem folicular antral (CFA) e sua associagdo com car acter isticas reprodutivas em
fémeas bovinas
Antral follicular count (AFC) and its association with reproductive traitsin cattles
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A CFA esta intimamente relacionada com a quantidade de odcitos e embriGes produzidos, nimero de
embrides por doadora, e eficiéncia do processo. Este estudo foi conduzido para determinar se CFA esta
positivamente associado com o CFA total, graus oocitérios, odcitos vidveis, total de odcitos e volume
ovariano. Ovarios foram coletados em abatedouro de 105 fémeas bovinas mesticas (predominancia Bos
taurus taurus) ciclicas, multiparas e condi¢do corporal 3 e 4 (1- 5) com 3 a 10 anos de idade. Os ovarios
foram transportados ao laboratério em solucéo de NaCl 0,9% a 37°C por 1h contendo penicilina (100UI/ml;
Sigma) e estreptomicina (50pug/ml; Sigma). Os tratamentos foram divididos em alta>25 foliculos) (A),
intermediaria (16- 24 foliculos) (M) e baixa £ 15 foliculos) (B) CFA. Os complexos cumulus-o6cito
(CCOs) foram aspirados de foliculos de 3 a 8mm de didmetro utilizando seringa acoplada a agulha 40G.
Foram utilizados somente odcitos de qualidade 1 a 3 para o experimento. COCs viaveis foram colocados
em gotas de 90 pl de meio de maturacdo (maximo 30 odcitos) que consistem em TCM-199 com 22 pg/mL
de piruvato de sodio, 5 pg/mL de FSH bovino, 10 Ul/mL de LH, 20 pg/mL de estradiol, 20 mg/mL de
amicacina e 10% de SFB, e equilibrado em incubadora por 2h. A Maturagdo in vitro (MIV) de odcitos das
classes de CFA foi realizada em 24h a 38,7°C com 5% de CO2 em atmosfera umidificada. Os o6citos
foram examinados a cada 2 dias usando Optica Nomarski (200-400 ampliacdo) em microscépio Nikon
Diaphot DTM (Nikon, Tokyo, Japan). As andlises foram realizadas por programa estatistico SAS® (SAS
Institutee, Cary, NC, USA). Anélise de variancia para testar as variaveis reprodutivas (CFA total, graus
oocitarios G1, G2 e G3, odcitos viaveis, total de odcitos e volume ovariano). O GLM procedido do teste
Tukey’s para diferencas entre médias individuais. A média + o erro padrdo da média foi utilizada. O P foi
significativo quando < 0,05. A CFA total, odcitos de graus 1, o6citos vidveis, total de odcitos e volume
ovariano foram maiores em ovarios A (69,69+2,144; 7,86+0,603; 30,97+5,173; 12,60+0,739) (p<0,001)
comparada com M (36,73+2,383; 4,85+0,670; 13,05+1,235; 38,32+5,750; 10,10+0,750) e B (20,65+2,580;
3,27+0,726; 13,05+1,235; 20,81+6,226; 8,09+0,858). Similarmente, 0 CFA total, nimero de foliculos
saudaveis, numero de foliculos saudaveis por grama de ovario e nimero de oocitos morfologicamente
viaveis foram menores (P<0,01 a P<0,05) em animais B. Em relacdo ao volume ovariano, houve uma
reducdo significativa (P<0,001) no peso e tamanho ovariano (comprimento e altura) em ovérios B
comparado com A. Em consonancia, o volume ovariano foi menor (P<0,001 a P<0,05) em B (8,09+0,858)
comparado com A (12,60+0,739) durante ondas foliculares. Desta forma, a variacdo entre 0s animais nas
classes de CFA durante as ondas foliculares foi positivamente correlacionada (r = 0,80-0,90, P<0,01) com
variacdo no peso ovariano e ntimero total de foliculos. Em relacéo a categoria oocitéria, nimero de oécitos
com grau 2 e 3 foram maiores (p<0,001) em ovérios A (4,02+0,388 em G2; 2,09+0,389 em G3) comparada
com M (2,76+0,432 em G2; 2,48+0,439 em G3). J4 0 B (1,24+0,467 em G2; 1,27+0,468 em G3) foi similar
ao M (p=0,009 para G2 e p=0,007 para G3). Sabe-se que em programas de producdo de embriBes
comerciais em larga escala, a variacdo animal individual no grau oocitério é de suma importancia. Estudo
recente demostrou que o numero de odcitos viaveis e embrides é maior em odcitos G1 comparados com G2
e G3). A CFA esta diretamente associada a quantidade e qualidade oocitaria e ao volume ovariano,
indicando que essas caracteristicas poderdo ser facilmente utilizadas em processos de selecdo em fémeas
bovinas.
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Correlation between climatic factors and vulva temperature measured by infrared thermography in dairy cows

Guilherme P. Bastos', Douglas S. Vivian', Juliana S. Araujo’, Leandro Silva', Luana N.F. Chiari?,
Camila D. Souza®, Luiz R.A. Gabriel Filho?, Marcelo George M. Chacur **

!Laboratério de Reproducdo Animal, Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente, SP, Brasil;
2Universidade Estadual Paulista (UNESP), Tupd, SP, Brasil.
*E-mail: chacur@unoeste.br

Atualmente, diversos estudos com uso de termografia digital por infravermelho séo realizados com a
finalidade de balizar valores de temperatura de areas do corpo de vacas de leite em diferentes
ambientes e climas. A termografia infravermelha é um exame ndo invasivo e de acuracia para
mensurar temperaturas da superficie do corpo de animais. Objetivou-se estudar a correlagdo de fatores
climéticos, entre 0s meses de janeiro a maio, com a temperatura da regido da vulva em vacas de leite
da raca Holandesa Preto e Branca. Foram utilizadas 18 vacas da raca Holandesa em lactacdo, mantidas
em pastagem Urochloa decumbens, recebendo 2 kg de milho/animal/dia, mistura mineral e 4gua ad
libitum. Termografia, por infravxrmelho da regido da vulva, foi realizada a cada 30 dias, durante cinco
meses, de janeiro a maio, com camera termografica (E40®, FLIR, Suécia). As imagens térmicas
(termogramas) foram processadas com o programa Flir Tools 2.1®, avaliando a vulva como um todo,
um ponto especifico na sua comissura ventral, dorsal e central. Os fatores climaticos -temperatura
ambiente e umidade relativa do ar foram monitorados com termémetro de globo (ITitwtg 2000®,
Instrutemp, Brasil). Para a analise estatistica, foi realizada analise de variancia, Tukey a 5% e
correlacdo de Pearson. As seguintes médias de temperaturas da vulva foram obtidas: em janeiro
36,7°C; fevereiro 37,4°C; margo 33,1°C; abril 38,4°C; maio 33,0°C. Para a temperatura retal as
médias foram: em janeiro 38,8°C; fevereiro 38,9°C; mar¢o 38,6°C; abril 39,6°C; maio 38,5°C. Houve
correlagdes significativas (P <0,05)* entre: temperatura ambiente (TA) X temperatura retal (TR) de r=
0,41*; TA x temperatura da vulva (TV) de r= 0,77*; umidade relativa do ar (UR) x TR de r=-0,36*;
UR x TV de r=-0,69*; TR x TV de r= 0,52*; TA x comissura dorsal da vulva (CD) r= 0,72*; TA X
regido entral da vulva (CC) r= 0,72*; e TA x comissura ventral da vulva (CV) r=0,62*; UR x CD r= -
0,64*; UR x CC r=-0,67*; e UR X CV r=-0,61*. Conclui-se que os fatores climaticos: temperatura
ambiente e umidade relativa do ar influenciam de forma significativa a temperatura da vulva. O fator
temperatura ambiente influencia com alta correlacdo positiva a temperatura da vulva. A termografia
infravermelha se mostrou como uma ferramenta Util no exame de vacas de leite, sendo recomendada
como exame complementar na avaliagdo ginecologica.

Palavr as-chave: vacas taurinas. Termograma, temperatura corporea, vulva.
Keywords: taurine cows, termogram, body temperature, vulva.
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Correlacdo entre temperamento efertilidade de bovinos de corte
Correlation between temperament and fertility of beef cattle

L eonardo Severo Dall Astal, Zilah Maria Gervasio Cheuiche?, Mara Francelina Severo Dall Asta®,
Tisa Echevarria Leite**
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O temperamento, conjunto de respostas comportamentais apresentadas por um animal frente a
modificacdes no ambiente, pode interferir na determinacdo de estratégias relativas a eficiéncia
reprodutiva, como para 0 acasalamento e cuidado das crias, 0 que pode se refletir nos indices de
prenhez e desmame. O objetivo deste trabalho foi observar a associacdo entre temperamento e
fertilidade pos-parto de vacas de corte. O experimento foi conduzido utilizando 98 vacas com cria ao
pé de um rebanho comercial, das racas Braford, Brangus, Hereford e Angus, criadas em condi¢c6es
extensivas em campo nativo, no municipio de Dom Pedrito, na regido da Campanha do Rio Grande do
Sul. Foram realizadas pesagens, avaliacbes da condi¢do corporal (CC) e testes de temperamento
durante trés momentos, com dois meses de intervalo entre 0s mesmos, iniciando quando as vacas
apresentavam 40 dias pds-parto, em média. Os animais foram avaliados quanto ao temperamento,
através da utilizacdo do Escore Composto (EC) construido com a avaliagdo da movimentacéo, posi¢éo
corporal, ocorréncia de mugidos e coices, audibilidade da respiracdo e tensdo muscular durante o
manejo na balanca. Foram atribuidos valores ao EC correspondendo a uma escala nominal de 1 a 5, na
qual animais identificados com EC>2 foram classificados como reativos. A anélise estatistica foi feita
no programa SPSS 18, utilizando os testes de Correlacdo e Qui Quadrado de Pearson. O EC foi
correlacionado significativamente de modo negativo com a taxa de prenhez (r=-0,209, p=0,039). No
entanto, quando submetido a verificacdo do efeito do escore composto sobre a taxa de prenhez, néo foi
observado efeito significativo (p=0,353). A auséncia de efeito do EC sobre a taxa de prenhez pode ser
um indicativo de que o temperamento por si s6 ndo exerceu influéncia determinante sobre a fertilidade
das vacas mantidas em situacao extensiva. Entretanto, conclui-se que a correlacdo significativa indica
a existéncia de uma associacdo, mesmo fraca, que pode influenciar na reducéao da fertilidade naqueles
animais que apresentam temperamento mais reativo.

Palavr as-chave: comportamento, vacas de corte, eficiéncia reprodutiva, pos-parto.
Keywords: behavior, beef cows, reproductive efficiency, postpartum.
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Desempenho de receptoras de embrides bovinos produzidosin vitro
Performance of recipients of bovine embryos in vitro produced
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O avanco da pecuéria brasileira, associado a difusdo de biotecnologias, como a produgdo in vitro de
embriBes, deve-se ao aumento rapido do nimero de animais geneticamente superiores, diminui¢éo do
intervalo de geragfes e aumento intensivo na selecdo dos animais produzidos. Nesse contexto,
analisou-se o desempenho de receptoras de embrides produzidos in vitro (PIV) por uma empresa
particular (In Vitro Acre) localizada em Rio Branco, Acre, nos anos de 2015 e 2016. Para tanto, 4798
embrides PIV foram transferidos a receptoras localizadas em sete diferentes propriedades, sendo
quatro no Estado do Acre (3019 embrides), e as outras trés, na Bolivia (722 embriGes), Peru (423
embriBes) e Estado de Rondo6nia (634 embribes). Analisou-se a taxa de gestacdo, bem como os efeitos
da fazenda, do nimero de transferéncias de embrifes (TE) por receptora (uma, duas e trés a oito
vezes), da raca da doadora e do touro (Nelore, Brahman e Gir), do técnico que realizou a TE (trés
técnicos diferentes), do estadio de desenvolvimento embrionario [morula, blastocisto (bl) inicial, bl, bl
expandido e bl em eclosdo ou eclodido], do més da TE (janeiro, abril, junho, agosto, setembro,
outubro, novembro e dezembro), do ano da TE (2015 e 2016) e da época do ano (aguas e seca), sobre
a mesma, utilizando-se o Teste de Dispersdo de Frequéncia (Qui-quadrado). A taxa de gestacdo foi de
43,64% (2094/4798), sendo semelhante nas fazendas do Acre, Bolivia e Rond6nia (p>0,05 - 45,25%-
1366/3019, 46,81%-338/722 e 43,22%-274/634, respectivamente) e menor na fazenda localizada no
Peru (p<0,05 - 27,42%-116/423). Taxa de gestacdo foi semelhante foi observada ao se realizar uma ou
mais de oito TE por receptora (p>0,05%). A raga Nelore, tanto para a doadora, quanto para o touro,
apresentou taxa de gestacdo superior (p<0,05) quando comparada as ragas Brahman e Gir, que
apresentaram taxa de gestacdo semelhantes (p>0,05), sendo de 45,15% (1951/4321), 38,31% (77/201)
e 23,91% (66/276) para as doadoras, e de 45,21% (1978/4375), 36,97% (61/165) e 21,32% (55/258)
para os touros, das racas Nelore, Brahman e Gir, respectivamente. Os meses de julho a dezembro
apresentaram taxa de gestacdo semelhantes (p>0,05%) seguida pelo meses de junho e janeiro (34,44%
- 153/398 e 34,76% - 73/210) e abril (18,03% - 11/61), que diferiram entre si (p<0,05). Nos anos de
2015 e 2016 observou-se taxa de gestacdo semelhante, sendo de 42,65% (1093/2563) e de 44,79%
(1001/2235), respectivamente (p>0,05). De forma semelhante, na época das aguas e seca, a taxa de
gestacdo ndo variou (p>0,05 — 43,39% - 729/1680 e 43,78% - 1365/3118). A taxa de gestagdo nédo
variou com o técnico que realizou a TE (p>0,05). Maior taxa de gestacdo foi observada em embrides
PIV no estadio de blastocisto expandido (47,04% - 1294/2751), enquanto a menor no estadio de
morula (25,89% - 87/336) (p<0,05). Nas condi¢des desse estudo, conclui-se que a taxa de gestacdo de
embrides PIV foi influenciada pela fazenda, raca da doadora e do touro, pelo més da TE e pelo estadio
do desenvolvimento do embrido transferido. No entanto, o nimero de TE por receptora, o0 ano, a época
do ano e o técnico que realizou a TE ndo influenciaram a mesma.

Palavr as-chave: taxa de gestacédo, PIVE, TE, bovinos.
Keywords. pregnancy rate, IVPE, ET, bovine.
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Desempenho de vacas Girolando durante tratamento com PGF2a no pds-parto precoce
Performance of crossbred Holstein x Zebu cows with PGF2a. treatment during early postpartum

Anténio Jorge Del Reil, Claudio Coutinho Bartolomeuz, Caio Tacito Gomes Alvares3,
José Assuncio Silveira Junior*

'UESB, Itapetinga, BA, Brasil; ?‘UFRPF, Recife, PE, Brasil; *UESC, Ilhéus, BA, Brasil; “lFBAIANO, Guanambi, BA, Brasil.
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A maximiza¢do na criacdo de gado leiteiro tem como base a eficiéncia reprodutiva, cujo fator mais
limitante, no Brasil, ¢ o longo intervalo de partos. Neste cenario atual, a intensificacdo reprodutiva se
torna uma solugdo viavel para rebanho leiteiro. Objetivou-se nesta pesquisa avaliar os efeitos do
tratamento no pos-parto precoce com PGF2o (Ciosin®, cloprostenol soédico Lab. MSD, SP- BRASIL)
sobre a eficiéncia reprodutiva de vacas mesticas leiteiras Girolando (Gir x Holandés) sincronizadas
para reprodugdo controlada por monta natural, ap6s o periodo de espera voluntaria (PEV, de 45 dias
pos-parto). Utilizou-se 240 vacas multiparas com escore de condicdo corporal médio de 3 £+ 0,5 (escala
de 1, muito magra, a 6, obesa) e cinco touros de fertilidade comprovada, portando bugal-marcador
com tinta. As vacas foram distribuidas em trés grupos (G1, G2 e G3) independentes da presenga ou
auséncia de corpo luteo: no G1 (n=80) foi administrado 500pg de PGF2a via IM no 15° dia (D15) pos-
parto (PP), no G2 (n=80), 500ug de PGF2a no D30 PP ¢ no G3 (n=80), 500ug de PGF20 no D45 PP, e
nenhum grupo recebeu tratamento com PGF2a até o final do PEV (D45). Somente apds o 45° dia PP
(fim do PEV) que todas as vacas foram tratadas com PGF2a em intervalos de 14 dias até o servigo por
monta natural. Quanto ao desempenho reprodutivo entre os grupos, observou-se reducdo do periodo a
primeira monta no G1, 62,3 + 1,5 dias (P<0,05) em relagdo ao G2 (72,3 + 3,7) e G3 (71,3 £ 3,3), ¢
consequente reducdo dos dias em aberto: 117,2 + 3,1 dias no G1 (P<0,001), 134,6 + 2.4 ¢ 137,9 + 3,2
dias nos G2 e G3, respectivamente. O numero de servigo/concepcdo também foi menor no G1 (1,9 +
0,1 doses, P<0,05) comparado ao G2 (2,5 +0,1) e G3 (2,4 £ 0,1). As taxas de prenhez entre os grupos
tanto aos 32 + 3 quanto aos 62 + 3 dias da monta foram 52,5% (42/80) no G1 (P<0,01), 40,0%
(32/80) no G2 42,5% (35/80) no G3. O percentual de vacas repeat breeders (RP) foi 10,0% (8/80);
15,0% (12/80) e 17,5% (14/80), respectivamente, tendendo a uma significancia (0,05>P<0,1), o que
permite se observar que a frequéncia da sindrome de vacas RP tendeu a ser diminuida pelo tratamento
do GI. Pode-se concluir que o tratamento com PGF2a a partir do 15° dia pds-parto melhorou a
eficiéncia reprodutiva de vacas Girolando submetidas a monta natural.

Palavras-chave: espera voluntaria, monta natural, vaca de leite.
Keywords: milk cow, natural mating, voluntary wait.
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Deteccdo de particulasvirais do herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) em ovérios, utero e
tubas uterinas de vacas naturalmente infectadas
Detection of bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) viral particlesin ovaries, uterus and uterine tubes of naturally
infected cows
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O herpesvirus bovino 1 (BoHV-1), agente causador da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), esta
praticamente presente em rebanhos bovinos de todo o mundo. Trata-se de uma relevante doenca, tendo
em vista os transtornos reprodutivos causados, a facilidade de disseminagdo e o dificil controle. O
objetivo deste estudo foi verificar a presenga ou ndo de particulas virais do BoHV-1 em ovarios, Utero
e tubas uterinas de animais naturalmente infectados. Foram coletados 6rgdos genitais e sangue de
vacas abatidas em frigorifico, sem histérico de vacinagdo contra o BoHV-1. O sangue foi destinado a
realizacdo da sorologia em microplacas, a fim de identificar os animais soropositivos para o BoHV-1.
Foram retirados fragmentos dos ovérios e do segmento cranial, medial e caudal do Utero e das tubas
uterinas, processados como um pool e armazenados em laminas para a realizacdo da técnica de
Microscopia Confocal de Varredura a Laser. A leitura das laminas foi realizada no Nucleo de
Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa utilizando o Microscopio Confocal de
Varredura a Laser Zeiss LSM 510 META. Verificou-se a presenca de particulas virais em tecido
ovariano, uterino e tubarico de vacas infectadas naturalmente, sendo em substancial quantidade no
tecido ovariano. Os resultados ainda s&o parciais, sendo portanto prematura qualquer afirmacéo.
Contudo, caso estas observagdes se consolidem, indicariam uma afinidade do virus com estes érgaos
genitais, com destaque para o tecido ovariano. Os resultados obtidos até o presente momento,
associados aos obtidos com a continuidade deste estudo poderdo fornecer subsidios e informagoes
quanto a patogenia do virus, especificamente relacionado aos 6rgdos genitais femininos. Apoio
financeiro: FAPEMIG.

Palavr as-chave: herpesvirus bovino 1, particulas virais, 6rgéos genitais.
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Diametro folicular e fertilidade de vacas mesticas leiteiras submetidas a protocolo de

IATF com ajustes no proestro
Follicular diameter and fertility of dairy cows submitted to IATF protocol with adjustments in proestrus
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Objetivou-se comparar o didmetro do foliculo ovulatério (DFOL) e a taxa de concepcdo de fémeas
mestigas leiteiras ciclicas submetidas a protocolos de sincronizagdo com uma ¢ duas aplicagdes de um
luteolitico simultaneas ou ndo a gonadotrofina coridnica equina (¢CG). Para tanto, foram utilizadas
116 fémeas mesticas multiparas 3/4 Gir x Holandés ndo lactantes com idade média de 5,69+1,06 anos,
escore de condigdo corporal (ECC) de 3,01+0,39 avaliado utilizando-se a escala de 1 a 5 e criadas em
sistema extensivo com pastagem predominantemente de Bachiaria Decumbens, suplementagdo
mineral e agua ad libitum. As vacas utilizadas foram selecionadas por meio da avaliagdo da presenca
de corpo luteo (CL) nos ovarios por ultrassonografia transretal (US), utilizando-se um transdutor linear
com frequéncia de 6,0MHz, sendo consideradas aptas a participar do experimento aquelas com
presencga de tecido luteal com didmetro >1,5¢cm no inicio do tratamento hormonal. Em um dia aleatorio
do ciclo estral denominado dia zero (DO) foi iniciado o protocolo de sincronizagdo por meio da
inser¢ao de dispositivo de progesterona (P4) e aplicagdo de 2,0mg de benzoato de estradiol. No dia
sete (D7), os animais receberam 12,5mg de dinoprost trometamina. No dia nove (D9) foi realizada a
remogdo dos dispositivos de P4 e se aplicou 0,6mg de cipionato de estradiol. Nesse momento, as
fémeas foram subdivididas nos seguintes tratamentos: Grupo Controle — foi administrado 2,5mL de
solugdo fisiologica, Grupo 2PGF — aplicou-se 12,5mg de dinoprost trometamina, Grupo eCG —
administrou-se 300Ul de eCG, Grupo 2PGF+eCG — foi realizado a aplicacdo de 300UI de e¢CG ¢
12,5mg de dinoprost trometamina. No dia 11 (D11) do protocolo de sincronizagdo previamente a
Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo (IATF), todos os animais foram examinados por US para
mensuracdo do DFOL. As inseminagdes foram realizadas utilizando sémen criopreservado de um
unico touro da raga Girolando. O diagndstico de gestacdo foi realizado por US 55 dias apos a IATF.
Os dados obtidos foram processados pelo SPSS considerando P<0,05, para avaliar as diferengas entre
as médias de DFOL utilizou-se a analise de variancia ¢ o teste de Tukey, a taxa de concepcao entre os
grupos foram comparadas empregando o teste de Qui-quadrado (%2). A média geral do DFOL foi de
11,63£2,76mm, sendo que os tratamentos Controle ¢ eCG apresentaram um DFOL de 11,53+2,64 ¢
11,52+2,98mm, semelhante aquele apresentado pelos grupos 2PGF e 2PGF+eCG de 11,36£3,02 e
12,13£2,51mm, respectivamente. No que se refere aos indices de fertilidade, ndo houve diferenca
entre os grupos experimentais Controle, 2PGF, eCG e 2PGF+eCG apresentando taxas de concepcdo
de respectivamente, 41,9%; 46,7%; 42,9% e 59,3%. O didmetro folicular e os indices de fertilidade
ndo foram afetados pelo tratamento com uma e duas aplicacdes de um agente luteolitico simultaneas
ou ndo ao eCG sugerindo que em animais ciclicos a utilizagdo de protocolos de sincronizagdo com
uma unica dose prostaglandina e sem o suporte gonadotréfico do eCG parece proporcionar adequada
resposta folicular e indices de fertilidade satisfatorios.

Palavras-chave: bovinos, gonadotrofina coridnica equina, luteolise, taxas de concepgao.
Keywords: bovine, conception rate, equine chorionic gonadotropin, luteolysis.
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Dinamica da proteina cinase I dependente de Ca®*/calmodulina Il durantea

capacitacado de esper matozoides bovinos
Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase |1 dynamics during bovine sperm capacitation

Thais de Sousa Santos', | sabelle Scar pini Contrim?, Daniela Franco da Silva?, Mayra Elena Ortiz D"Avila
Assumpcéo®, Fabiola Freitas de Paula Lopes', Weber Beringui Feitosa™*

!DCB - UNIFESP, Diadema; ?IB - UNESP, Botucatu; *FMVZ, USP, So Paulo, Brasil.
*E-mail: feitosawb@hotmail.com

As alteracdes bioguimicas e fisioldgicas que promovem a capacidade fecundante dos espermatozoides sdo
conhecidas como capacitacdo espermatica. Como parte deste processo, 0s espermatozoides desenvolvem
batida flagelar assimétrica conhecida como hiperativacdo e adquirem a capacidade de sofrer a reacdo
acrossomica. A protefna cinase 11 dependente de Ca®* e calmodulina (CamKIl), é uma serina/treonina
envolvida nos eventos da capacitacdo espermatica, como na regulacdo da hiperativacdo. Deste modo, o
presente trabalho teve como objetivo determinar a dindmica da localizacdo da CamKIl durante a
capacitacdo de espermatozoides bovinos. Para isso, 0 sémen foi descongelado e centrifugado em gradiente
de Percoll (45/90%) a 9000 g por 5 minutos, sendo o sedimento ressuspenso e lavado em meio ndo-
capacitante (TL-Fert sem calcio e bicarbonato) a 900 g por 2,5 minutos. Ap0s a separacdo, 0S
espermatozoides foram imediatamente processados (Controle Oh) ou ressuspendidos em meio ndo-
capacitante ou em meio capacitante (TL-Fert suplementado com albumina sérica bovina; BSA) na
concentracdo de 1 x 10° espermatozoides/mL e incubados a 38,5°C e 5% CO, por 4 horas. Ao termino de
cada tratamento, 0s espermatozoides foram fixados em paraformaldeido 3,7% por 30 minutos,
permeabilizados em triton X-100 0,1% por 10 minutos e blogueados em 1% de BSA em PBS overnight.
Apos o bloqueio, os espermatozoides foram incubados com anticorpo priméario de coelho anti-CamKIl|I
(isoformas alfa, beta, gama e delta) ou coelho anti-CamKIl fosforilada em treonina 286 (T286;
fosfoCamKII) na diluicdo de 1:100 por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida os espermatozoides
foram lavados e incubados com o anticorpo secundario Alexa Fluor-555 anti-IgG de coelho na diluicdo de
1:200 por 1 hora a temperatura ambiente. O DNA dos espermatozoides foi corado com Hoescht 33342 (5
pg/ml) e a membrana acrossomal com FITC-PSA (100 pg/ml). Ao termino da imunofluorescéncia, os
espermatozoides foram avaliados em microscépio de epifluorescéncia, e as imagens analisadas pelo
software image J. Foram realizadas 3 replicatas, sendo avaliada 100 células por tratamento em cada
replicata. Os dados foram analisados estatisticamente pelo SAS empregando o teste ‘t-student’. Os
resultados da imunofluorescéncia demonstraram que no espermatozoide pos-descongelacdo (Controle Oh),
a CamKI|I foi observada ao longo da cauda e peca intermediaria. Esse padréo de localizagdo nao foi afetado
pela incubagdo tanto no meio ndo-capacitante quanto no meio capacitante. A CamKIl também foi
observada na cabeca do espermatozoide em dois padrdes (P) distintos: P1 — Alta concentracdo na regido
pos-acrossomal e; P2 — Alta concentracdo na regido acrossomal. Nos espermatozoides pds-descongelacéo a
maior parte das células apresentavam o padréo 1 (93,1 £ 3,9 % P1 versus 6,9 + 3,9% P2). Seguindo 4 horas
de incubacdo em meio ndo-capacitante, embora tenha ocorrido um aumento na porcentagem de células no
padrdo 2, a maioria dos espermatozoides apresentavam o padrdo 1 (65,7 £ 3,9 % P1 versus 34,3 £ 3,9%
P2). Contudo, esse padrdo se inverteu apos 4 h de incubagdo em meio capacitante, no qual a maior parte
dos espermatozoides apresentavam o padrdo 2 (21,3 = 3,9 % P1 versus 78,7 £ 3,9% P2). Ao avaliar a
fosforilacdo da CamKIl em T286, foi observado que a totalidade dos espermatozoides apresentavam a
fosfoCamKI|I na pega intermediaria e cauda dos espermatozoides. A fosfoCamKII também foi observada na
cabeca dos espermatozoides, no qual o padrdo predominante observado foi na regido apical do acrossomo.
Esse padrdo de localizacdo da fosforilagdo em T286 da CamKIl na regido apical do acrossomo ndo foi
afetado pela incubagdo em meio ndo-capacitante (82,2 £ 2%) ou capacitante (85,9 £ 2%) comparados aos
espermatozoides pos-descongelacdo (79,1 + 2%). Conclui-se que a capacitagdo espermatica resulta na
translocacdo da CamKI|I total da regido pds-acrossomal para a regido acrossomal sem afetar a localizacdo
da CamKI|I fosforilada em T286.

Palavr as-chave: acrossomo; fosforilacdo; maturacéo espermatica.
Keywords: capacitation, fertilization.
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Dinamicafolicular etaxa de prenhez de novilhas e vacas cruzadas produtoras de leite
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O objetivo do estudo foi avaliar a dindmica folicular e fertilidade de novilhas e vacas cruzadas (Bos
taurus x Bos indicus) produtoras de leite submetidas ao protocolo de inseminacéo artificial em tempo
fixo. Foram utilizadas 19 vacas em lactacdo e 67 novilhas com idade média de 26,0 + 0,2 meses. Os
animais foram submetidos ao protocolo de IATF que consistiu em administrar 2 mg de benzoato de
estradiol e um implante intravaginal de progesterona (FertilCare 1200, Vallée, Montes Claros)
previamente utilizado por 8 dias no DO. QOito dias depois (D8), o implante foi retirado e administrou-se
0,5 mg de prostaglandina (Sincrosin, Vallée, Montes Claros). No D9, administrou-se 1 mg de
benzoato de estradiol (FertilCare sincronizacao, Vallée, Montes Claros). A inseminagdo artificial foi
realizada 48 horas apds a retirada do implante de progesterona (D10). A dinamica folicular foi
realizada por ultrassonografia no D-20 e no DO para avaliar o nimero total de foliculos e a presenca de
corpo lateo (CL). Além disso, exames ultrassonograficos foram realizados no D8 e D10 para avaliar o
didmetro do foliculo dominante e a taxa de crescimento final do foliculo. A taxa de ovulagdo foi
avaliada no D15 e o diagndstico de gestacdo realizado no D40 e D70. Nao houve diferenga entre
novilhas e vacas quanto ao numero de foliculos recrutados (P=0,89) e a presenca de CL antes da
sincronizacdo (P=0,09). Além disso, a taxa de crescimento final do foliculo dominante (P=0,29), a
taxa de ovulacdo (P=0,12), a taxa de prenhez aos 30 dias (P=0,08) e aos 60 dias (P=0,23) e perda
embrionaria (P=0,31) foram semelhantes entre as categorias de animais. No entanto, verificou-se que
novilhas possuem menor diametro do foliculo ovulatério no D10 (10,0+0,5 mm em novilhas e
14,2+0,9 mm em vacas; P=0,001) e menor didmetro do CL no D15 (14,8+0,6 mm em novilhas e
23,1+1,3 mm em vacas; P=0,001). Em relagdo a ciclicidade dos animais no inicio do protocolo, a taxa
de prenhez das novilhas e das vacas foi de 43,8% e 45,5% nas fémeas ciclicas e 12,0% e 50,0% nas
fémeas ndo ciclicas, respectivamente. A taxa de prenhez final foi de 29,8% nas novilhas e 42,1% nas
vacas. Conclui-se que novilhas cruzadas Bos indicus x Bos taurus produtoras de leite possuem menor
diametro do foliculo ovulatério e menor diametro do CL do que vacas.

Palavr as-chave: foliculo; prenhez; reproducdo; fertilidade; categoria animal.
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Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.401, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 401



(53 Congresso Brasileiro de Reprodugdo Animal, 22, 2017, Santos, SP. Anais... Belo Horizonte: CBRA, 2017.
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Dipeptide alanyl-glutamine and glycyl-glutamine in medium for in vitro maturation of bovine oocytes
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Em meios de producdo in vitro de embriGes bovinos 0 aminoécido glutamina é adicionado nas etapas
de maturacdo in vitro (MIV) e cultivo in vitro (CIV). A glutamina é um amino&cido conhecidamente
instavel em solugdes aquosas como 0s meios de produgdo in vitro de embriGes. Desta forma a quebra
da molécula de glutamina libera componentes tdxicos no meio de cultivo da producdo in vitro de
embriGes. O objetivo desta pesquisa é avaliar a substituicdo da glutamina por dipeptideos alanil-
glutamina (Ala-gIn) e glicil-glutamina (Gli-gIn) no meio de maturacéo in vitro de odcitos bovinos.
Odcitos obtidos de ovarios coletados em frigorifico foram destinados ao Laboratdrio experimental de
Cultivo Celular - PUCPR, condicionados em solucdo fisiolégica a 37°C. Os foliculos antrais entre 3-8
mm foram aspirados, os o6citos de grau 1 e 2 selecionados e divididos em grupos de 25 unidades,
colocados em maturacao in vitro por 24 h, em TCM 199 contendo glutamina (0,06849 mM/mL) ou
peso molar equivalente de ala-gin ou gli-gin, SFB (10%), piruvato (22 pg/mL), FSH (0,5 pg/ml), LH
(10 Ul/mL), estradiol (1 pg/mL) e sulfato de amicacina (0,1 mg/mL). A fertilizacdo in vitro foi
realizado por 22 h, em meio Fert-Talp contendo BSA (0,6 g/L), PHE (440 pg/mL), heparina (10
Ul/mL) e sulfato de amicacina (0,1 mg/mL). Mesmo lote e partida de sémen congelado de Unico
reprodutor foi utilizado em todos os experimentos, o sémen foi selecionado utilizando o gradiente
Bovipure®, a dose inseminante foi de 10 uL na concentracéo de 2x10° espermatozéides/mL. O cultivo
in vitro, foi realizado em meio CR2 contendo BSA (0,005g/mL), SFB (5%), sulfato de amicacina (0,1
mg/mL), glutamina (0,00034 mM/mL), alanina (0,1 mM/mL) e glicina (0,1 mM/mL) por 8 dias. No
experimento 1, Ala-gln foi aplicado no meio de MIV em substituicdo da glutamina em peso molar
equivalente. No experimento 2, Gli-gln foi aplicado no meio de MIV em substituicdo da glutamina em
peso molar equivalente. A avaliacdo dos embrides foi realizada por meio da cinética de
desenvolvimento embrionario in vitro nos dias 3 (d3), 7 (d7) e 8 (d8) de CIV. N&o foram encontradas
diferencas estatisticas (p>0,05) na taxa de clivagem em d3 nos experimentos 1 e 2 para 0S grupos
controle (67,02/67,99%) e tratado (70,43/69,13%) respectivamente. Em d7 e d8 respectivamente,
foram encontradas diferencas estatisticas (p<0,05) na taxa de producdo de embriGes entre 0s grupos
controle (21,82/25,73%) e tratado (33,66/36,41%) do experimento 1. Para o experimento 2, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas (p>0,05) entre controle (17,51/26,3%) e tratado (23,08/31,98%) em
d7 e d8 respectivamente. Em d8, ndo foram encontradas diferencgas estatisticas (p>0,05) na taxa de
eclosdo embrionaria entre o0s grupos controle e tratado do experimento 1 (42,24/58,34%) e
experimento 2 (67,42/76,05%). Em conclusdo, o dipeptideo alanil-glutamina é uma importante
alternativa em substituicdo a glutamina, aumentando a taxa de producdo de embrides bovinos
produzidos in vitro.

Palavr as-chave: dipeptideos, maturagdo in vitro, bovinos.
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Efeito da adigdo de ciclodextrina carregada com colesterol no g aculado sobre a

gualidade do sémen refrigerado de tour os adultos daraca Nelore
Effect of addition of cholesterol-loaded cyclodextrin in gjaculate on the quality of cooled semen of Nelore bulls
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A perda de colesterol da membrana plasmatica de células refrigeradas pode causar uma capacitacdo
prematura, reduzindo a viabilidade de espermatozoides no trato reprodutivo feminino. O colesterol
pode ser incorporado nas membranas plasmaticas das células usando ciclodextrinas. O complexo
ciclodextrina-colesterol pode interagir com os componentes lipidicos da gema de ovo contidos no
diluente, transferindo o colesterol a estes compostos ao invés da membrana espermatica, fato que néo
ocorre quando se utiliza um diluente a base de lecitina de soja. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da adicdo de ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) durante o resfriamento de
espermatozoides de touros da raca Nelore com diluentes a base de gema de ovo e lecitina de soja sobre
os aspectos fisicos, morfologicos e integridade da membrana plasmatica. Foram utilizados trés touros
da raca Nelore com idade média de trés anos criados em regime de pastejo com suplementacdo
mineral. Pelo método de eletroejaculacéo, foram obtidos quatro ejaculados de cada touro para serem
submetidos a refrigeracéo. Cada ejaculado foi dividido em quatro tratamentos com e sem a adigédo de
2mg de CCC para cada 120x10° de espermatozoides com o diluente a base de gema de ovo, e com e
sem a adicfo CCC para cada 120x10° de espermatozoides com o diluente a base de lecitina de soja. A
concentragdo espermatica nas amostras diluidas foi ajustada para 30 milhGes de espermatozoides totais
por palheta de 0,25mL. Apos a adicdo de CCC, foi feita homogeneizacdo manual e os tubos foram
mantidos por um periodo de incubag¢do em banho maria por 15 minutos & 37°C. Apo6s o resfriamento
das amostras foi realizada a analise da motilidade espermatica retilinea progressiva e vigor
espermatico e a integridade fisica da membrana (coloragcdo Supravital) nos tempos 0, 24 e 48 horas
apos a diluicdo do sémen. Nao foram observadas diferencas entre as médias de todos os aspectos
fisicos e morfoldgicos do sémen dos touros (P>0,05). Foram detectadas diminui¢cdo na motilidade
retilinea progressiva, vigor espermatico e coloracdo Supravital durante o resfriamento, ao longo do
tempo de incubagdo (P<0,05). Ndo foram observadas diferencas entre as médias do teste Supravital,
motilidade espermatica retilinea progressiva e vigor espermatico entre os tratamentos nos tempos de
24 e 48 apods a diluicdo (P>0,05). A integridade fisica da membrana plasmética apresentou uma
relacdo com os principais aspectos fisicos do ejaculado, correlagbes positivas e altas foram observadas
do teste Supravital realizado em sémen in natura com a motilidade espermatica progressiva retilinea
(0,64) e turbilhonamento (0,7). Conclui-se que a adicdo de CCC ao ejaculado ndo influencia a
qualidade espermatica do sémen refrigerado nas condi¢des utilizadas para realizar a incorporacao da
CCC realizados no presente experimento.

Palavr as-chave: bovinos, criopreservacao, espermatozoide, membrana espermatica.
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Efeito da bainha de inseminacéo sobre a ocorrénciaretencao residual de sémen etaxa de
concepcao de vacas submetidas a inseminacao artificial em tempo-fixo
Influence of the insemination sheath on the semen retention in the Al gun and conception ratein
fixed time Al in cows
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AndréMaciel Crespilho®®*
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Inimeros fatores como sanidade e status nutricional das matrizes, qualidade do sémen, habilidade e
comprometimento de inseminadores, além da eficiéncia dos protocolos hormonais podem influenciar o
sucesso de um programa de inseminacdo artificial em tempo-fixo (IATF) em bovinos. Além disso, a
qualidade do material empregado para a inseminagdo artificial (I1A) também pode representar
importante fonte de variagéo para os resultados da IATF. O objetivo do estudo foi verificar o efeito do
modelo de bainha utilizada para IA sobre a ocorréncia de retengéo residual de sémen e fertilidade de
vacas sincronizadas para IATF. Doses de sémen comerciais previamente selecionadas para IATF
(valores medios para motilidade espermética total de 63,4%, integridade de membrana plasmética
43,2%, defeitos espermaticos maiores 16,17%, concentracdo de 18,82 milhdes células/dose) foram
descongeladas em banho-maria (37°C/30 segundos) e aleatoriamente montadas em um dos 3 modelos
de bainha para inseminagdo em teste: marca lider no mercado global (G1), modelo lider no mercado
nacional (G2), modelo nacional identificado como de baixa taxa de retencdo residual de sémen. As
bainhas foram montadas em aplicadores universais para a IA em bovinos e randomicamente utilizadas
para a IATF de 859 vacas Nelore ou ¥ sangue, sincronizadas através de dispositivos intravaginais de
progesterona de uso Unico, que permaneceram nos animais por 8 dias, seguido da inducéo de ovulagdo
e inseminacdo 48-52 horas ap6s a retirada dos implantes. Ap6s cada IA as bainhas foram
inspecionadas individualmente para constatagdo da presenga (1) ou auséncia (0) macroscopica de
retencédo residual de sémen. O diagndstico de gestagao foi realizado por ultrassonografia 30 dias apos a
IATF. Os dados gerados foram analisados atraveés de modelo de andlise de variancia (GLM-SAS®,
USA), considerando os efeitos da bainha de 1A, qualidade de sémen, lote, touro e escore de condi¢do
corporal (ECC) das vacas como varidveis independentes. A taxa de concepcdo foi de 58,96°
(n=181/307), 58,39 (n=160/274) e 59,35 (n=165/278), respectivamente para os grupos G1, G2 e G3
(p=0,4773). Néo houve efeito de qualidade do sémen, lote, touro, ECC, bem como suas interac6es
sobre as taxas de concepcdo. No entanto, efeito significativo da bainha de 1A foi observado para a
retencdo residual de sémen, que foi de 10,42%* para G1, 22,999%" para G2 e 0,72%° para G3
(p<0,0001). Conclui-se que a qualidade da bainha exerce influéncia na taxa de retencdo residual de
sémen, determinando desperdicios quanto & deposi¢do de células esperméticas no aparelho reprodutor
de fémeas bovinas durante a IATF. Como em nosso estudo as doses de sémen foram previamente
selecionadas, ndo foram observadas as provaveis interacGes entre a bainha utilizada para 1A e a
qualidade e concentracdo espermatica.

Palavr as-chave: bainha, inseminacéo artificial em tempo-fixo, sémen.
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Objetivou-se estudar o efeito da &gua tratada por campo magnético no espermiograma e perfil proteico
do plasma seminal em bovinos da raga Nelore, mantidos a pasto e em confinamento. Durante 7 meses
foi fornecida ad libitum &gua tratada por campo magnético pelo dispositivo magnetizador Sylocimol
Rural, da empresa Timol Inddstria e Comércio de Produtos Magnéticos, mergulhado e fixado no fundo
do bebedouro do grupo tratado. Para o Grupo 1 - tratado (n=10) machos da raca Nelore, com idade
inicial de 14 meses, ingeriram ad libitum agua tratada por campo magnético. O Grupo 2 - controle
(n=10) machos, da mesma raca e idade, receberam ad libitumdgua mineral de fonte natural. Ambos os
grupos foram submetidos a idénticas condi¢des de manejo, sendo nos primeiros 4 meses em regime de
pasto e, subsequentes 3 meses em regime de confinamento. Foram obtidas amostras de sémen dos 20
animais em 4 colheitas, sendo duas coletas com o0s animais em regime de pasto e duas coletas no
confinamento, totalizando 80 amostras de sémen coletadas e avaliadas quantitativamente e
qualitativamente com posterior identificacdo de bandas proteicas do plasma seminal por eletroforese
em SDS-PAGE. As caracteristicas quantitativas e qualitativas do sémen ndo apresentaram diferenca
significativa (P >0,05) em nenhum pardmetro quando comparados o grupo tratado (ingestdo de agua
magnetizada) e o grupo controle. No grupo controle, a média do volume ejaculado foi de 2.16 + 1.00,
turbilhonamento 0.33 + 0.15, motilidade 46.67 + 10.33, defeitos maiores 13.29 + 10.75, defeitos
menores 7.88 * 6.03e defeitos totais 19.50 + 13.42 . No grupo tratado, a média do volume ejaculado
foi de 2.81 + 2.17, turbilhonamento 0.11 + 0.20, motilidade 43.33 + 21.60, defeitos maiores 15.56 +
20.76, defeitos menores 19.11 + 14.32 e defeitos totais 33.56 + 21.63. A andlise dos géis da
eletroforese em SDS-PAGE possibilitou a identificacdo de 10 bandas de proteinas, sendo: 18, 20, 26,
27, 30, 36, 44, 50, 55 e 66KDa. As bandas de 66, 36 e 18KDa foram as com menor incidéncia, e as
bandas de 20 e 50KDa foram as de maior incidéncia nas amostras de plasma seminal. Conclui-se que a
ingestdo de &gua tratada por campo magnético ndo influenciou de forma significativa as caracteristicas
do espermiograma e das proteinas do plasma seminal em touros criados a pasto e em confinamento. A
agua tratada por campo magnético pode ser fornecida aos touros sem afetar a qualidade do sémen.
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A fim de se obter embrifes in vitro de melhor qualidade, a suplementacdo do meio de cultivo com
soro fetal bovino (SFB) é amplamente utilizada, entretanto apresenta um ponto negativo por estar
relacionado ao maior acimulo lipidico intracelular nos embrides. Sendo assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes concentracbes de SFB sobre o desenvolvimento
embrionario e o acimulo lipidico, e definir qual a melhor concentracdo de SFB a ser utilizada no
cultivo in vitro de embrides de modo a diminuir tal acimulo sem afetar negativamente o
desenvolvimento dos embrides. Para a producdo in vitro de embries (PIVE) os ovarios bovinos foram
obtidos de abatedouro local e no laboratério os Complexos Cumulus-Oophorus (CCOs) foram
selecionados e, posteriormente, fecundados utilizando-se sémen de um Unico touro 22 horas ap6s a
maturacgdo. Aproximadamente 24 horas ap6s a FIV, os provaveis zigotos foram transferidos para gotas
com meio de SOF (Synthetic fluid oviduct) de acordo com 0s seguintes grupos experimentais: Grupo
sem SFB, Grupo 2,5% (meio SOF acrescido de 2,5% de SFB); Grupo 5% (meio SOF acrescido de 5%
de SFB) e Grupo 10% (meio SOF acrescido de 10% de SFB). Os embrides foram cultivados durante
sete dias com analise da clivagem no 2° dia e taxa de blastocisto no 7° dia. A quantificacdo das gotas
lipidicas foi feita através da marcagdo com corante Sudan Black a 1%. A quantificagdo foi realizada
através da quantidade de pixels por meio do programa Imagel. As taxas de desenvolvimento
embrionério e quantificacdo do conteddo lipidico foram submetidos & ANOVA, com o pés-teste de
Holm-Sidak, adotando-se o nivel de significancia de 5% no programa SIGMAPLOT 11.0. No que
refere-se a suplementacdo com diferentes concentragdes de SFB sobre o desenvolvimento
embrionério, ndo observou-se diferenca na taxa de clivagem entre 0s grupos experimentais; ja em
relacio a taxa de blastocisto foi observado um aumento na taxa nos trés grupos
respectivamente(39,1+8,5, 42,4+13,6 e 32,2+10,2) suplementados com SFB em relagdo ao grupo sem
suplementagdo (5,1+1,0), contudo ndo houve diferenga na taxa entre os trés grupos cultivados com
SFB. O grupo suplementado com 2,5% (175,6+26,5) apresentou diferenga na quantidade de gotas
lipidicas intracitoplasmaticas em relacdo aos grupos cultivados com 5% (203,9+15,5) e 10%
(194,1+22,0) de SFB, assim como com o grupo sem SFB (189,2+22,4), sendo claramente observada a
menor quantidade de gotas lipidicas. Nossos resultados sugerem que a suplementacdo com SFB,
independente da sua concentracdo, favoreceu quantitativamente o desenvolvimento embrionario
devido aumentar a taxa de blastocisto em D7. Além disso, a suplementacdo do meio de cultivo com
2,5% de SFB diminuiu o acimulo lipidico, o que pode favorecer a qualidade do embrido no processo
de criopreservacao.

Palavr as-chave: soro fetal bovino, gotas lipidicas, producéo in vitro de embrides bovinos.
Keywords: bovine fetal serum, lipid droplets, in vitro production of bovine embryos.
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Efeito de diferentes concentracfes de taurina narefrigeracéo de esper matozoide
epididimarios de bovinos
Effect of different concentrations of taurine on the cooling of bovine epididymal spermatozoa

AndréLuiz Pereira Tork™*, Alex Souza Rique', Amanda Freire de Souza', Camilla Flavia Avelino de
Farias', Sildivane Valcécia Silva’
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A criopreservacdo de espermatozoides € uma biotécnica importante para aumentar o tempo de
viabilidade celular e otimizar a reproducdo e propagacdo de genes de animais com dificuldade de
monta ou com grande valor genético agregado. A taurina € um aminoéacido que tem potencial
antioxidante e regula o colesterol; estes efeitos sdo amplamente desejados na refrigeracédo (5 °C) de
células devido a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em excesso durante 0 processo, que
tornam a membrana celular alvo de degradag&o. Desta forma, objetivou-se estudar o efeito da adi¢do
de taurina na refrigeracdo de espermatozoides epididimarios de bovinos. Os espermatozoides foram
obtidos através da extracdo, pela técnica de flutuagdo, da cauda do epididimo de bovinos abatidos. Os
espermatozoides (sptz) recuperados foram avaliados quanto a motilidade e selecionados para a
formacdo de um pool, e foram divididos em quatro grupos experimentais, com diferentes
concentracdes de taurina: TAC= sptz (grupo controle; sem taurina); TA5= sptz + 5 mM de taurina;
TA25= sptz + 25 mM de taurina; TA50= sptz + 50 mM de taurina. Os grupos foram submetidos a
avaliacdo em trés diferentes testes: motilidade, integridade e funcionalidade de membrana plasmatica,
em trés diferentes tempos de refrigeracdo a 5 °C: Oh de estabilizacdo na temperatura de 5 °C, 24h e
48h. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey, sendo
considerada a significancia de 5%. Os resultados foram expressos na forma de média e desvio padréo.
Quanto a motilidade observada em Oh: TAC= 68,30+8,28; TA5= 73,30+5,28; TA25= 73,28+7,92;
TA50= 59,95+20,52. A motilidade em 24h pds-estabilizagdo foi: TAC= 63,3+4,31; TA5= 70,8+5,68;
TA25= 67,05+17,26; TA50= 55,8+20,41. Apos 48h de refrigeracdo foi observado: TAC= 63,10+7,79;
TA5= 62,05+6,57; TA25= 55,83+15,74; TA50= 58,73+6,43. Nao houve diferenga significativa
(P<0,05) entre os tempos de refrigeracdo e os grupos utilizados para o pard@metro motilidade. No teste
de integridade de membrana, no tempo de Oh: TAC= 83,05+2,59; TA5= 83,31+3,22; TA25=
84,70+4,29; TA50= 83,63+4,04 em porcentagem de células com membrana integra. Em 24h de
refrigeracdo a porcentagem de células com membrana integra foi de TAC= 75,78+4,69; TA5=
75,3+£3,88; TA25= 78,65+2,09; TA50= 69,98+5,64, e em 48h TAC= 75,28+6,38; TA5= 76,43+6,89;
TA25= 76,4+2,73; TAB0= 76,45+ 2,96. Observou-se que a partir de 24h de refrigeracdo houve
reducdo na integridade da membrana celular (P>0,05) porém ndo houve diferenca (P<0,05) entre as
concentragdes de taurina. Quanto a funcionalidade de membrana: Oh: TAC= 71,08+5,76; TA5=
67,03+13,02; TA25= 71,2+8,37; TA50= 64,78+10,36; 24h: TAC= 62,95+13,15; TA5= 66,319,76;
TA25= 67,48+7,95; TA50= 59,3£12,33; 48h: TAC= 61,03+5,85; TA5= 59,98+13,65; TA25=
60,28+14,98; TAL0=59,70+14,02. N&o foi observada diferenca entre 0s grupos e os tempos de
armazenamento (P<0,05) para este parametro. Diante disso conclui-se que a adi¢do de taurina nédo
influencia na qualidade de espermatozoides retirados da cauda do epididimo de bovinos e submetidos
a refrigeracdo a 5 °C por até 48 horas.

Palavr as-chave: aminoacido, criopreservacao, epididimo.
Keywords: amino acid, cryopreservation, epididymis.
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Efeito do bloqueio da Na, K-AT Pase em esper matozoides bovinos descongelados
Effect of Na, K-ATPase blocking on thawed bull sperm
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M onteiro?, Maria M adalena Pessoa Guerra?, Diogo Ribeiro Camara'*
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A Na, K-ATPase é uma proteina transmembrana primariamente pela troca de ions sodio e potéssio
entre 0s meios intra e extracelular. Todavia, a isoforma pla4 (ATPL1A4), especifica do trato reprodutor
masculino, foi identificada na regido da cabeca em espermatozoides bovinos, sendo capaz de regular a
capacitacdo espermética e até mesmo sofrer traducdo durante esse processo. O blogueio da Na, K-
ATPase com oubaina (inibidor altamente especifico) induziu a capacitacdo através de mecanismos que
envolvem quinases, associado a redistribuicdo da Plo4 para regido pds-acrossomal dos
espermatozoides capacitados. Dessa forma, objetivou-se com o presente estudo avaliar a influéncia do
bloqueio da Na, K-ATPase com oubaina sobre as caracteristicas espermaticas em amostras de sémen
descongelado de touros. Para isso, amostras de sémen de quatro touros, previamente criopreservadas,
foram utilizadas. O estudo foi realizado em quadruplicata e para cada repeticdo, quatro palhetas de
uma mesma partida de cada touro foram descongeladas e acondicionadas em microtubos, para
realizacdo das analises. Apo6s descongelacdo (37°C por 30 segundos), aliquotas do pool de cada
reprodutor foram submetidas as andlises de cinética espermatica (CASA; SCA™; Microptics, S.L,
Barcelona, Espanha), bem como a associacdo de sondas fluorescentes foi utilizada para avaliacdo de
subpopulacdes espermaticas, com auxilio de citometria de fluxo (Amnis ImageStreamx Mark Il; EMD
Millipore Corp., Seattle, EUA), tendo sido determinados os parametros de integridade de membrana
plasmatica e acrossomal (IP/PNA), estabilidade de membrana (MERO/YO-PRO) e estresse oxidativo
(DCFDAV/IP). As amostras restantes de cada pool foram centrifugadas e ap6s descarte do
sobrenadante foram ressuspensas em meio Tris-Gema com oubaina (10° M; tratado) ou sem oubaina
(controle), mantidas em banho-maria (37°C) e submetidas as mesmas avalia¢Ges supracitadas, apos 60
e 120 minutos de incubacdo. Diferencas entre os resultados foram determinadas utilizando-se one-way
ANOVA, sequida pelo teste te Tukey pareado. Comparando-se com os valores obtidos imediatamente
apos a descongelacdo, durante a incubacdo foi observado uma reducgdo significativa em todos os
parametros cinematicos (P<0,05 a P<0,001), bem como no percentual de células com membrana
plasmética estavel e integra (MERO-/YP-; P<0,001), ndo sendo observada influéncia do blogqueio da
Na, K-ATPase. Além disso, ao longo da incubacdo, foi observada uma elevacdo no percentual de
espermatozoides com baixo estresse oxidativo e membrana integra (DCFDA-/IP-; P<0,01), o0 que pode
refletir um restabelecimento do balanceamento REDOX nas células vidveis ao longo do periodo de
incubacdo, com excecdo das amostras controle apds 120 minutos, que permaneceram com valores
equivalentes ao das amostras pos-descongelagdo. Apenas na amostras tratadas com oubaina, apos 120
minutos de incubagdo, foi observada uma reducdo (P<0,05) no percentual de espermatozoides com
membranas plasmatica e acrossomal intactas (IP-/PNA-) quando comparada as amostras pos-
descongelacdo, provavelmente devido aos eventos relacionados a capacitacdo devido a interacdo
oubaina-Na, K-ATPase. Concluiu-se que o blogueio da Na, K-ATPase com oubaina influencia
negativamente a integridade acrossomal e plasmatica de espermatozoides bovinos pds-descongelacéo,
sem detrimento as caracteristicas cinematicas, de estresse oxidativo e estabilidade de membrana.

Palavr as-chave: bomba de sédio, fisiologia espermatica, touro.
Keywords: sodium pump, sperm physiology, bull.
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Efeito do estresse térmico testicular em touros Bos taurus naintegridade do DNA
esper matico
Effect of testicular thermal stress on Bos taurus bulls on the integrity of sperm DNA
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Carolina Camargo Rocha, Maira Morales Brito, Eduardo Gualtieri de Andrade Per ez,
Renato Bueno Flores*, Camilla M ota M endes, Mayra Elena Ortiz D’ Avila. Assumpcao,
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H& um aumento significativo na utilizacdo de touros Bos taurus em programas reprodutivos no Brasil,
visando obter 0 maximo de heterose das proles, por meio do cruzamento industrial (Bos taurus x Bos
indicus). No entanto, estudos demonstram que bovinos taurinos (Bos taurus taurus) sdo mais
susceptiveis ao estresse térmico (ET) quando comparados aos zebuinos (Bos taurus indicus), 0s quais
sdo adaptados ao clima tropical. Desta forma, o estresse térmico testicular (ETT) de touros Bos taurus
durante programas reprodutivos pode impactar negativamente na fertilidade do rebanho.
Hipotetizamos que uma das possiveis causas da reducdo na fertilidade, é o aumento dos danos ao
DNA espermaético durante a espermatogénese, como consequéncia do estresse térmico. Para verificar
nossa hipdtese, 16 touros Bos taurus (N=16) foram submetidos a insulacdo escrotal, por meio de
bolsas insuladoras, durante um periodo de 4 dias para induzir um quadro de ETT. Ejaculados foram
coletados por meio de eletroejaculagdo, em quatro tempos: Tempo 0 (antes da insulacdo escrotal),
Tempo 1 (imediatamente ap0s a retirada da bolsa de insulacdo), Tempo 45 (45 dias apés a insulacédo) e
Tempo 60 (60 dias ap6s a insulagdo). Cada ejaculado foi submetido a analise da susceptibilidade da
cromatina a denaturacdo acida (SCSA®), por meio da técnica de citometria de fluxo (Guava
EasyCyteTM Mini System, Guava® Technologies, Hayward, CA, E.U.A.). A avaliagdo foi baseada na
diferenca entre a fluorescéncia emitida pelos espermatozoides com DNA integro (verde) e o0s
espermatozoides com DNA fragmentado (vermelha). Os dados foram analisados por meio do
programa SAS System for Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC, E.U.A.), sendo que, os diferentes
tempos foram comparados por analise de variancia utilizando o teste LSD. Observamos aumento
significativo na susceptibilidade da cromatina a denaturagdo &cida 60 dias apds a insula¢éo (Tempo O:
30,8+6,2% Tempo 1: 20,6+3,6% Tempo 45: 25+5,2% Tempo 60: 91,2+0,7°). Estudos relatam que
durante o processo de ETT, os danos ao DNA espermatico ocorrem principalmente apds a
espermiacdo, durante o transporte espermatico através dos tibulos seminiferos e ductos epididimarios,
como consequéncia do estresse oxidativo pos-testicular. No entanto, verificamos aumento do dano
espermatico apenas 60 dias apds a indugdo do estresse térmico testicular (periodo de um ciclo
espermatogénico). Portanto, podemos inferir que o ETT em touros Bos taurus aumenta
significativamente as taxas de fragmentacio do DNA espermético durante o processo de
espermatogénese.

Palavras-chave: Bos taurus taurus, estresse térmico testicular, DNA espermatico, espermatozoide
bovino.
Keywords. Bos taurus Taurus, testicular thermal stress, spermatic DNA, bovine spermatozoa.
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Efeito do momento pos-parto sobre a producéo e qualidade de embridesin vitro

oriundos de vacas Nelore (Bos indicus)
Effect of postpartum time on in vitro embryo yield and quality obtained from Nelore (Bos indicus) cows
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No presente estudo avaliou-se o efeito do momento pos-parto sobre a producdo e a qualidade de
embriBes in vitro oriundos de vacas Nelore. Para tanto, 17 animais, com ECC inicial de 2,72+0,04,
foram submetidos a seis réplicas (T1 a T6) de aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia
transvaginal (OPU; Aloka 500®, Tokio, Japdo; frequéncia 5 MHz) a cada 14 dias a partir dos 11,5+0,3
dias pos-parto. Os foliculos> 2 mm foram contados previamente & OPU e os odcitos recuperados
foram classificados de acordo com a homogeneidade do citoplasma e nimero de camadas de células
do cumulus. Odcitos de graus 1 a 3 foram submetidos aos procedimentos de producgdo in vitro de
embriGes (PIVE) em laboratério comercial (Bioembryo®, Bauru - SP). Ap6s completar o
desenvolvimento (D8, sendo DO o dia da fertilizagdo in vitro) parte dos embri6es foram colocados em
microtubos contendo parafomaldeido 2% para posterior contagem de nucleos. Os embrides
recuperados (n=88) foram corados com Hoescht 33342/ PBS (1:10), depositados entre lamina e
laminula contendo glicerol e a leitura foi realizada no microscépio de epifluorescéncia (excitagcdo 330-
385nm e emissao 420-490nm; Olympus IX-FLA-70, Toquio, Japdo). A quantificacdo dos nucleos foi
realizada com o auxilio do programa Imagel. Os dados foram analisados por regressdo logistica
utilizando o PROC GENMOD (SAS versao 9.1.3, 2003) considerando-se a distribuicdo de Poisson.
Pode-se observar efeito de momento pés-parto (T1, T2, T3, T4, T5 e T6, respectivamente) para as
seguintes variaveis: nimero de foliculos visualizados (36,6+4,6"35.9+5.0°; 37.8+4.5" 38.7+4.8"
41.845.5" 53.4+6.6% P=0,05), nOmero de odcitos totais (31.4%5.2"% 26.3+4.6°"; 27.7+4.5%
31.5+4.7% 37.8+6.1°; 43.1+6.1% P=0,03); taxa de recuperacio (79.0+5.7°; 73.4+6.2°; 71.6+5.1%
81.7+3.9%; 90.4+5.7% 82.6+4.0°% P=0.03); e nimero de odcitos vidveis (24.5+4.1%; 15.2+3.4%
21.3+3.6% 24.8+3.9% 28.4+4.8% 34.5+4.9% P =0,02). Contudo, a taxa de clivagem (83.1+3.1;
85.0+2.1; 78.6+3.1; 81.3+2.6; 77.1+3.2; 67.6£6.9; P=0.12), a taxa de blastocistos (28.2+5.1; 40.2+4.2;
38.7+4.5; 36.0+4.3; 36.7+3.3; 37.1+5.0; P=0,60) e a contagem de nucleos (88,3+7,2; 80,8+54;
105,6+6,0; 86,1+10,0; 77,8+7,7 e 88,945,0; P=0,14) ndo sofreram altera¢cbes ao longo do tempo.
Diante dos resultados expostos, ndo houve diferenca na quantidade e qualidade dos embrides
produzidos in vitro oriundos de doadoras em diferentes momentos do pos-parto. Sendo assim, é
possivel a obtencdo de odcitos de fémeas a partir de 11,5 dias pds-parto, desde que o Utero esteja com
volume reduzido para que seja possivel a aspiracao folicular.

Palavr as-chave: aspiracdo folicular, PIVE, contagem de nicleos.
Keywords. Ovum pick-up, IVEP, nucleus counting.
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Efeito dos estagios da gestacdo em ter mogramas de infravermelho em vacas de leite
Effect of pregnant phases on the infrared thermogramsin dairy cows
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A termografia digital de infravermelho é um exame de imagem néo invasivo, de facil realizacdo,
eficaz e possui alta acuracia para mensurar as temperaturas das areas do corpo dos animais. Objetivou-
se estudar os efeitos dos estagios da gestacdo nas temperaturas retal, e nos termogramas
infravermelhos do globo ocular e do perineo em vacas da raca Holandés Preto e Branco. As
temperaturas foram obtidas a partir de areas da superficie do corpo do animal: globo ocular e perineo;
e mensuracdo da temperatura retal em vacas prenhes e ndo prenhes. Utilizaram-se vacas (n=24) da
raca Holandés Preto e Branco, divididas em grupos conforme o estagio gestacional: 1 (1-95 dias de
prenhez); 2 (96-190 dias de prenhez); 3 (191-285 dias de prenhez); 4 (pds-parto imediato) e 5 (vacas
ndo prenhes); mantidas em pastagem de Urochloa decumbens, recebendo silagem de milho, mistura
mineral e agua ad libitum. O periodo do experimento foi de abril a setembro, com coleta de dados a
cada 28 dias: termografia de areas do corpo com camera termografica (E40®, FLIR, Suécia),
termometria retal, ultrassonografia transretal (Aloka 500®, Japan) para comprovar as fases da
gestacdo e fatores climaticos monitorados com termémetro de globo (ITitwtg 2000®, Instrutemp,
Brasil), foram procedidos e coletados no periodo da manhd entre sete e nove horas. As imagens
térmicas (termogramas) foram processadas pelo programa Flir Tools 2.1. A andlise estatistica foi
processada com teste de Tukey a 5% e pela comparacdo de estadio Leeds. Para as temperaturas
obtidas por termogramas, houve diferencas (P <0,05) entre os periodos do ano e entre as fases
reprodutivas. As médias de temperaturas para cada fase gestacional foram: fase 1: 34,2+1,8°C, fase 2:
34,3+2,1°C; fase 3: 34,4+1,8°C; fase 4: 34,5+1,9°C; fase 5: 33,7+2,3°C. As temperaturas obtidas para
perineo em cada estagio gestacional foram: fase 1: 35,2+1,2; fase 2: 35,3+1,4; fase 3: 35,2+1,2; fase
4:35,8+0,9; fase 5: 34,6+1,2. Os estagios gestacionais influenciaram na temperatura de areas do corpo
de vacas de leite. Os animais ndo mostraram alteragbes comportamentais durante o exame de
termografia. Em animais leiteiros recomenda-se o uso de termografia infravermelha como um teste de
rotina para mensurar as temperaturas das areas do corpo. O processamento das imagens foi préatico e
bastante rapido, recomendando-se 0 exame de termografia na rotina como complementar ao exame
clinico.

Palavr as-chave: vaca de leite, prenhez, termografia infravermelha, vulva.
Keywords. mik cow, pregnancy, infrared thermography, vulva.
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Environment Effectsin Nelore and Braford bull’s semen on the Brazilian tropical region
Efeitos do ambiente no sémen de touros Nelore e Bradford na regiéo tropical do Brasil
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The Brazilian tropical region is marked by two main seasons. Failure to regulate the body temperature,
especially during spermiogenesis, can lead to reproductive losses. The study’s objective was to
evaluate, in the Brazilian tropical environment, through morphology alterations, sperm functional tests
and redox status, the Nelore and Braford bull’s semen. In the Brazilian tropical region, in Porto
Nacional-TO (10°42°29”S, 48°25°02”W, Height 212m, climatic classification of “Aw” according to
Kdpper) was collected the semen of 16 Nelore bulls and 12 Braford bulls, between October 2015 and
January and March 2016. Referent to the spermiogenesis 18-day period of each sampling, the
environment was analyzed through the Temperature and Humidity Index (ITU) and the Equivalent
Temperature Index (ETI) using data from the National Institute of Meteorology. Sperm quality was
evaluated by conventional tests (total defects (TD), major defects (MaD), minor defects (MiD),
proximal gout (Gpro), distal gout (Gdist) and bent tail with gout (Gtail)) and functional tests
(colorations of Pope, Eosin/Nigrosine (Eos/Nig), DAB Class |, Il, Il and 1V). The antioxidant activity
included the quantification of reactive species (DCF), the evaluation of Glutathione (GSH) by
fluorometry, and Glutathione Peroxidase (GPx) and Glutaredoxin (GRx) by indirect assay reducing
the absorbance at 340nm and via NADH oxidation followed in a spectrophotometer, respectively. The
statistical analysis was performed by ANOVA (One-Way) and Person’s Correlation using MiniTab©
v17.1.3. The ITU was not significant between the sampling (oct 80.48, Jan 80.34 and mar 79.54),
although January had 3 days in the emergency zone (>84) with a maximum of 94, while October and
March had 1 day with 85. March had the highest ETI of 28.53 (13 days in care zone-27 to 32), January
as the second highest of 27.44 (11 days in care zone) and October 24.73 (comfort zone <27)
(p=0.000). Nelore bulls had fewer changes in all evaluated morphologies during the experiment (MaD,
TD, and Gpro:0.000; MiD:0.008; Gdis:0.006 and Gtail:0.011). Braford bulls had a positive correlation
between TD and ITU (0,998). The lowest percentages of Pope were found in January for both breeds,
Braford 94.96% and Nelore 92.72%, being different between the groups in March, Braford 97.82%
and Nelore 99.41% (p=0.011). In the Eos/Nig test, in March, both breeds obtained the highest
percentage of active spermatozoa (p=0.000) and had a negative correlation with the ITU (-0.998). The
DAB Class | and Il had a higher value in the Nelore group (95.17%) than in Braford (91.14%) in
January (p=0.035). In the DCF, Braford bulls had a lower count (333.8) than the Nelore animals
(579.4) (p=0.000), being this last data positively correlated to the Pope% (0,099). GSH and GPx with
higher activity in Braford (4.08 and 2.24) than the Nelore (2.64 and 1.39). A negative correlation in
Braford bulls was observed of MaD and GProx with GSH and GRx (-0,998 and -1) and TD with GSH
(-0,997). The ITU and ETI differed by the wind speed inclusion in the second index. The seminal
quality was different because the Nelore breed is more adapt to the tropical environment, which is
referenced by the functional test of Pope and DAB | and Il in March and January, respectively. The
enzymatic tests suggest a higher level of oxidative stress in Braford breed compared to the Nelore.
Although the Braford breed presented a reaction, it was not enough to overcome the cell damage
observed in the sperm morphology.
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Estudo da capacitacdo do esper matozoide bovino apésterapia fotodinamica
Sudy capacitation of bovine spermatozoa after photodynamic therapy
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A capacitacdo espermatica € o processo pelo qual espermatozoides alcancam a habilidade fecundante
ao percorrer o trato genital feminino. Indutores especificos como heparina e célcio ionoforo sdo
utilizados na inducédo deste processo fisiol6gico. Por conseguinte, com o advento das biotecnologias,
estudos com a Terapia Fotodindmica (TFD) tem sido empregadas na obtencdo de diversas respostas
fisiologicas em células somaticas e germinativas. Desta forma este trabalho teve como objetivo avaliar
a influéncia da terapia fotodindmica na inducdo da reacdo acrossomal bovina in vitro. Foram utilizadas
seis doses de sémen, duas partidas, de um unico touro da raca Nelore, obtidas na Central de Producéo
de Sémen Alta Genetics. Os grupos experimentais foram divididos em dois. Primeiro - Terapia
Fotodindmica (TFD) sem fotossensibilizador com tempo de exposic¢ao a luz (120 min), poténcia (10
Jlem?), distancia de exposicéo a luz (4,0 cm). Segundo — Heparina adicionados em 1 ml de meio FIV,
conforme protocolo do Laboratorio BioVitro. As analises do sémen apds os protocolos de TFD e
heparina foram feitas por citometria de fluxo (CF), utilizando como marcador da integridade da
membrana plasmatica o iodeto de propidio (Ip - 1,5 mM) e a taxa de capacitacdo pela sonda
fluorescente de Fluoroforolsotiocianato de Fluoresceina/Arachishypogaealectin (PNA-FITC- 1,125
g/ml). Também foram avaliados apds o protocolo de fertilizacdo in vitro os indices de clivagem (D3) e
conversdo embrionéria (D7). Para analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 6 cujos
dados foram expressos em média e desvio padrdo de cinco repeticbes e os tratamentos foram
analisados pelo teste paramétrico oneway ANOVA, com pos-teste Bonferroni. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p< 0,001. Analisando os dados de citometria para
os dois grupos quanto a integridade de membrana e células ndo reagidas (IP negativo/PNA negativo)
observa-se que terapia fotodinamica (4,8 + 3,4), versus o grupo com heparina (38 + 3,7). Quanto a
taxa de capacitacdo (IP negativo/PNA positivo) a TFD (39,9t 0,9) versus (5,1 + 1,2) da heparina. Na
avaliacdo da taxa de clivagem apds tratamento com terapia fotodindmica, observou-se significancia
estatistica no grupo controle (83,8%) versus heparina (60%). Na analise de embrides produzidos em
D7, também ocorreu significancia estatistica no grupo TFD (21,6%) versus Heparina (37,2%). Estudos
apontam que o tempo de estimulacdo e o potencial de luz, podem aumentar ou deprimir processos
fisiologicos que poderiam induzir modificacBes nas estruturas bioldgicas, podendo ocasionar uma
lipoperoxidacdo ou aquecimento de proteinas provocando sua desnaturacdo. A resposta bioquimica da
capacitacdo também descreve resposta fisiologica pela acdo de glicosaminoglicanas, uma vez que
estes se ligam as proteinas do plasma seminal bovino (BSP). Concluiu-se que o efeito da terapia
fotodindmica causa alteracfes sobre os processos da capacitagdo espermaética, alterando a taxa de
capacitacdo espermatica.
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Funcao folicular eluteal de vacas mesticas com diferentes concentracdes cir culantes de

progesterona durante a sincronizacéo da ovulagéo em um protocolo de |ATF
Follicular and luteal function of crossbred cows with different circulating concentrations of progesterone during
a synchronization of ovulation in a protocol of TAI

Bia Santos Souza Car 6so, Priscila Assis Ferraz, Mariana Alves de Andrade Silva, Elisiane Sateles dos
Santos, Endrigo Adonis Braga de Araujo, Gabriel Felipe Oliveira de M enezes, Fernando de Lima
Cardoso, Jodo Victor Gomes da Silva Carvalho, Alvaro dos Santos Alves, Eliardo Rodrigues Flores,
Marcus Vinicius Galvéo L oiola, Antonio de Lisboa Ribeiro Filho*
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Tem sido relatado que as concentragdes séricas de progesterona (P4) no momento da sincronizacao da
ovulacdo em um protocolo de IATF refletem na probabilidade de concepgédo, visto que altera
caracteristicas foliculares e luteais, havendo relagcdo com o tipo racial e o grau de producéo de leite dos
animais. No entanto, ainda ndo foi relatado 0s impactos da concentracdo de P4 durante a sincronizagdo
da ovulagdo em vacas mesticas (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus). Diante disso, objetivou-se
estudar os efeitos das diferentes concentracGes circulantes de P4, no momento da sincronizacdo da
ovulacdo em um protocolo de IATF, sob a dindmica folicular e caracteristicas do corpo lateo (CL).
Foram utilizadas 12 fémeas mesticas com média de escore de condigdo corporal de 3,07+0,38, que
foram submetidas a um protocolo de pré-sincronizacdo, para garantir que todos o0s animais
apresentassem CL no inicio do protocolo, confirmando a presenca dessa estrutura através da
ultrassonografia (US) transretal. Em seguida no DO, todos os animais receberam um dispositivo
intravaginal de P4 associado a 2mg de benzoato de estradiol via intramuscular (i.m.) e metade destes
foram tratados com 12,5mg de PGF2a i.m. No D8 foi realizada a retirada desse dispositivo de P4 e
administrado 12,5mg de PGF2a i.m., seguido por 1mg de cipionato de estradiol i.m., em todos os
animais. Nesse momento, os animais foram divididos em dois grupos experimentais de acordo com a
aplicacdo de PGF2u no DO: grupo C/CL (n=6) e grupo S/CL (n=6). Os animais foram submetidos a
avaliacdo da dindmica e vascularizacdo folicular por meio de US em modo B e Doppler colorido a
cada 12 horas a partir do D8 até o momento da ovulagdo. Além disso, foram realizadas coletas de
sangue para determinacdo da concentracdo sérica de P4 pré-ovulatoria (DO, D8 e D10 do protocolo).
No D24 do protocolo foi realizada a avaliacéo das caracteristicas morfoldgicas e funcionais do CL por
meio da US modo B e Doppler colorido e também foi coletado sangue para mensuracdo da
concentragdo sérica de P4 do CL subsequente ao protocolo. Os dados foram analisados utilizando o
procedimento ANOVA e o teste Tukey no SPSS (P<0,05). A presenca do CL no inicio do protocolo
impactou negativamente no didmetro do foliculo no D10 (8,78+2,04 e 13,12+3,52mm), didmetro do
foliculo pré-ovulatério (9,48+2,12 e 13,66+£2,58mm) e na area de vascularizacdo da parede do foliculo
pré-ovulatorio (0,09+0,04 e 0,18+0,09cm?), quando comparado com 0s animais do grupo S/CL,
respectivamente. As vacas do grupo S/CL apresentaram concentragdes de P4 de 1,72+1,16ng/mL
inferiores ao grupo C/CL que apresentaram 7,56+3,70ng/mL, no momento da sincronizacdo da
ovulacdo (D8). As fémeas do grupo C/CL ainda apresentaram menor didmetro (17,66+£1,89 e
23,25+4,46mm) e area de vascularizacdo (0,82+0,29 e 1,21+0,27cm?) do CL subsequente ao protocolo
de sincronizacdo (D24) quando comparada as fémeas do grupo S/CL, respectivamente. Todavia, a
concentracdo sérica de P4 no D24 ndo diferiu entre 0s grupos experimentais. Assim, conclui-se que
elevadas concentragdes de P4 no momento da sincronizagdo da ovulagdo impactam negativamente no
didametro e vascularizagdo folicular e luteal de vacas mestigas.
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Hipoplasia ovariana unilateral total em bovino daraca Gir —relato de caso
Unilateral total ovarian hypoplasia in Gir cattle - case report
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A hipoplasia ovariana é uma condicdo congénita de origem hereditaria, causada por um gene
autossdmico recessivo de penetrancia incompleta, podendo ser unilateral ou bilateral e parcial ou total,
causando grandes falhas reprodutivas nos rebanhos bovinos. Os ovarios afetados sdo pequenos,
rigidos, com estrias longitudinais e pode ndo ter a presenca de foliculos devido a uma falha na
migracdo e sincronia das divisdes mitdticas das celulas germinativas primordiais. Em casos de
hipoplasia bilateral total, ocasionalmente aparece um infantilismo do restante do trato genital. Animais
homozigotos para a anomalia, ou seja, com hipoplasia total bilateral séo inférteis, j& animais que
apresentam hipoplasia total unilateral sdo subférteis e passam essa caracteristica para a sua progénie.
O tratamento é inexistente, sendo um processo irreversivel, sendo a prevencdo a melhor forma de
evitar a propagacéo, evitando reproduzir as fémeas com diagnostico sugestivo de hipoplasia unilateral
e evitar realizar o mesmo acasalamento que gerou animais hipoplasicos, afim de ndo obter linhagens
com este problema. Relata-se 0 caso de uma fémea, da raca Gir-PO de aproximadamente 21 meses,
produto da biotecnologia da fertilizacdo in vitro (FIV) a qual foi adquirida com finalidade de ser
doadora de odcitos, portanto na primeira aspira¢do ovariana deste animal o médico veterinario que
estava procedendo o servico observou auséncia de estruturas foliculares no ovério direito, suspeitando
assim de hipoplasia unilateral total de ovario direito. Meses apds 0 mesmo técnico retornou a
propriedade para realizacdo de uma nova avaliacdo, observando que ndo ocorreu modificagcbes no
ovario anteriormente analisado, para evitar quaisquer coincidéncia no diagnostico, o técnico
administrou um analogo de GnRH (acetato de buserelina) e retornou depois de quatro dias para uma
nova avaliacdo, onde constatou ndo haver ocorrido modificacdo da estrutura ovariana, sugerindo o
diagnostico de hipoplasia unilateral total do ovario direito. As hipoplasias ovarianas se apresentam
com maior frequéncia unilateral esquerda e bilateral, divergindo com o relato descrito aonde o animal
apresenta hipoplasia total no ovario direito, dados literarios citam que a incidéncia do ovério direito
observado foi de apenas 4% de animais acometidos com hipoplasia. Ha trabalhos relatando hipoplasia
testicular em bovinos da raga Gir, sugerindo que existem linhagens desta raca que transmite o gene
para a anomalia em questdo. Neste caso mostra-se a importancia de realizar um exame ginecoldgico
detalhado, além de isolar as linhagens transmitentes, para se evitar que tal anomalia se difunda pela
raca e cause grandes falhas reprodutivas nos rebanhos.
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| mpacto da somatotrofina bovina (bST) aplicada no dia 0 ou no 8 sobre a dinamica
folicular ovariana de vacas cruzadas Bos taurus taurus
Impact of bovine somatotrophin (bST) applied on day 0 or 8 on the ovarian follicular dynamicsin Bos taurus
taurus crossbred cows
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A somatrotofina bovina recombinante (bST) é frequentemente utilizada em fazendas produtoras de leite, visando
expandir a producdo de leite, sendo administrada principalmente em animais com boa performance leiteira.
Diversos estudos foram conduzidos para verificar e confirmar a eficacia da utilizacdo do bST na reproducéo
animal. Seguidos sucessos da bST conduzem a sua utilizagdo para determinar o melhor momento de uso,
especialmente em protocolos de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF). O presente estudo teve por
objetivo checar o emprego da bST com vistas ao recrutamento e desenvolvimento da dindmica folicular ovariana
em um protocolo para sincronizar o estro e a ovulacdo. Foram utilizadas vinte e quatro vacas multiparas cruzadas
(europeias) da Fazenda Experimental Gralha Azul (PUCPR), com escore corporal (ECC) médio de 3,3;
alimentadas com silagem de milho em cocho e racéo, isentas de afec¢des genitais. Os animais foram distribuidos
em trés grupos (grupo controle (GC; n = 9); grupo bSTO (GbSTO; n=9), grupo bST8 (GbST8; n = 6) e todos
foram submetidos a idéntico protocolo: dia0 (d0) implante intravaginal de progesterona (1.5 g de P4) + 2 mg de
benzoato de estradiol (IM); d8 retirada do implante + prostaglandina F2a (150 mcg de D-cloprostenol, IM); d9: 1
mg de benzoato de estradiol; exceto que o GbSTO recebeu 250 mg (IM) de bST no d0 e 0 GbST8 recebedor de
bST em d8. A dindmica folicular foi avaliada por ultrassonografia (US) transretal no d0, d8, d10 e d15. Todas as
estruturas ovarianas encontradas (foliculo, corpo lGteo), foram avaliadas e mensuradas por meio de
dispositivos do proprio aparelho (Sonoscape, China; transdutor 5.0 MHz). Os resultados foram
calculados com base no programa estatistico (SAS, 2014). Resultados: 0 GbSTO desenvolveu foliculos
maiores em todos os dias do protocolo (d0: 11,6+2,6; d8:11,6+1,1; d10: 14,2+1,2; d15: 14,5+2,8) no
confronto ao GC e GbST8, apresentado diferenca estatistica (P < 0,05) em todos os dias dos exames
US. Relativamente as dimensdes dos corpos luteos advindos da ovulagdo, 0 GbSTO igualmente se
destacou evidenciando estruturas maiores (dO: 20,6+2,3; d8: 13,4+2,9; d15: 19,8+2,5), mostrando
diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo aos outros grupos. Concluiu-se que o bST exerceu
significativas influéncias no desenvolvimento de foliculos e corpos liteos relevantes na dinamica
ovariana; 0 momento mais adequado para a administracdo do bST durante um protocolo de IATF, é
no inicio do protocolo (dia zero), resultando em foliculos e corpos IUteos com maiores dimensdes e
mais competentes.
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indice CAP como avaliago reprodutiva de tour os da raca Gir candidatos a teste de
progénie
CAP Index a reproductive evaluation in Gir bulls candidates for progenie test

Gustavo Lima Ribeiro, Natacia Gaia Figueiredo, Juliano Ronda Bergamo, André Belico Vasconcel os*
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O Gir com aptiddo Leiteira tem alcancado um papel importante dentro do cenario da pecuéria
nacional. Suas caracteristicas produtivas e morfologicas estdo sendo evidenciadas por meio do Teste
de Progénie. Desta forma pode-se observar que o potencial reprodutivo de um touro é a soma de
diversos fatores ligados a reproducdo e, diante da importdncia das caracteristicas androldgicas,
notadamente aquelas ligadas & circunferéncia escrotal e qualidades do sémen, definindo indices mais
adequados de selegcdo androlégica. Em vista disso, 0s touros podem ser avaliados e submetidos a
sistemas de tabelas por pontos que lhes conferem classificacbes dependendo do seu potencial
reprodutivo como na utilizacdo da classificacdo androlégica por pontos (CAP).Assim o objetivo do
presente trabalho foi avaliar por meio de parametros estatisticos, a predi¢cdo dos resultados clinico-
andrologicos sobre a classificacdo androldgica por pontos (CAP), definindo qualidade reprodutiva de
touros da raga Gir. Foram avaliados 34 touros Gir com aptidao leiteira, com idades iniciais entre 14 a
29 meses, e peso vivo médio de 450 kg. A prova classificatoria foi conduzida na fazenda-escola das
Faculdades Associadas de Uberaba (FAZU), no municipio de Uberaba-MG. A coleta de amostras de
sémen foram realizadas utilizando eletro ejaculador. Foram coletadas trés ejaculados de cada touro,
com intervalos de 15 dias entre as coletas. Antes de cada coleta foi mensurado o perimetro escrotal
com fita métrica. As andlises laboratoriais foram concentracdo espermatica, motilidade espermaética
progressiva retilinea, vigor espermatico, e patologias espermaticas. Com os dados foi calculado o
indice CAP. As médias obtidas para os diferentes parametros foram comparadas pelo teste Kruskal-
wallis (p < 0,05), posteriormente, foi realizado o teste de correlacdo de Pearson. Na anélise estatistica
foi utilizado o programa Graphpad Prism 6.0 (Graphpad software Inc., San Diego, EUA). Na
correlagdo entre motilidade e vigor, encontrou-se correlacdo positiva (R’= 0,72 - p<0.05). Por
conseguinte também foi observado correlagéo significativa entre motilidade e defeitos totais (R*= 0,40
- p<0,05). Para a correlacdo entre CAP e motilidade, o resultado desta pesquisa apresentou
significancia quanto a estes parametros (R*= 0,42 - p<0,05), como também observado na correlagdo
entre CAP e vigor (R*= 0,55 — p<0,05). A correlacdo entre circunferéncia escrotal e CAP foi (R*= 0,53
— p<0,05), o que referencia-se ao volume testicular e a producdo espermaética, quando relacionados
com os dados de correlagdo dos defeitos totais e CAP (R*= 0,14 — p<0,05), verifica-se que pode ser
utilizada como parametro de selecdo de touros jovens. A classificacdo androldgica por pontos (CAP)
sugere uma forma adequada de avaliacdo e identificagdo de touros com caracteristicas androldgicas
superiores, na raga Gir. Por incluir, além da circunferéncia escrotal, também caracteristicas ligadas a
gualidade seminal, fatores esses determinantes na classificacdo androlégica, fatores importantes para a
fisiologia da reproducdo do macho.
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Influéncia do formol salino e da presenc¢a de corantes no meio de fixacio sobre os
resultados da avaliacio morfologica de espermatozoides bovinos
Influence of formol-saline and the presence of dyes in the fixative preparation on bull semem morphology
evaluation
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Atualmente existem muitas formulas diferentes para a preparagdo do formol salino (FS), solugdo
Mundialmente utilizada para a conservacio de espermatozoides bovinos para avaliagdo morfoldgica
em microscopia de contraste de fase (CF). Da mesma forma, a necessidade da adigdo de corantes ao
FS para melhora das caracteristicas tintoriais e, portanto, da avaliacdo espermatica, também nao possui
uma definicdo clara na literatura, gerando duvidas na execucdo dessa importante etapa do exame
andrologico de touros. O trabalho tem por objetivo a comparagdo de duas formulas de FS, utilizando
ou ndo a adig¢@o do corante basico azul cresil brilhante a preparagdo, em relagdo a qualidade e nitidez
de avaliacdo e quantificacdo dos defeitos dos espermatozoides de touros. Para o estudo foram colhidos
através de vagina artificial 100 ejaculados de touros adultos de diferentes ragas. Todas as amostras
foram homogeneizadas no ato da colheita ¢ submetidas a avaliagdo imediata de concentragdo,
motilidade total, progressiva e vigor espermatico. De cada ejaculado foram retiradas quatro aliquotas
de 40 pL de sémen, que foram depositadas em frascos modelo Eppendorf de 1,5mL contendo um dos
quatro tratamentos em teste: solugdo de formol salino citrato de sodio 2,96% (G1); formol salino PBS
(2ml de formalina 38% em 98ml de tampdo fosfato salino comercial; G2); formol salino citrato
acrescido por 40 pL de azul cresil brilhante (110 pL do formol + 40 pL azul cresil; G3) e formol
salino PBS acrescido por 40 pL de azul cresil brilhante (110 uL do formol PBS + 40 pL azul cresil;
G4), respeitando-se os volumes finais de 150 uL de solugdo. Apds a diluicdo do s€émen as amostras
foram armazenadas em geladeira (4°C) até o momento da avaliagdo morfologica realizada em
microscopio de CF (Nikon Eclipse E200, Japdo) sob aumento de 1000x. A nitidez e qualidade de
avaliagdo dos espermatozoides foi atribuido um escore (1 a 3, onde l=ruim, 2=regular, 3=boa
visualizagdo) e os defeitos morfologicos foram classificados de acordo com Blom (1983), em fungdo
de cada grupo experimental. Os dados gerados foram submetidos a andlise estatistica utilizando
modelo linear geral (GLIMMIX, SAS, USA). Maior nitidez na avaliacdo morfologica foi associada as
preparagdes contendo apenas formol salino citrato (escore médio de 2,6") ou PBS (escore 2,54") em
comparagio aos grupos G3 (média 2,04°) e G4 (escore de 1,8°%). Nio foram observadas diferengas para
a contagem de defeitos maiores (p=0,5658), menores (p=0,0560), defeitos acrossomais (p=0,3128) ¢
de cabega (p=0,7804) em fungdo dos tratamentos seminais. No entanto, houve interagdo entre a técnica
de prepara¢do seminal sob a propor¢do de defeitos de pega intermediaria (0,45°%, 1,14%, 0,21%%,
0,34°%, respectivamente para os grupos G1, G2, G3 e G4; p=0,0047). Conclui-se que ndo existem
diferengas entre as duas principais formulagdes de FS utilizadas para a preservacdo e preparagdo do
sémen bovino para avaliagdo morfoldgica em CF, podendo ser empregado tanto o citrato de sodio
como o PBS como solugdes tampdo. A adi¢do de azul cresil brilhante, corante basico com afinidade
pelo DNA espermatico, determinou a reducdo da nitidez ¢ da qualidade de visualizagdo espermatica,
resultado que contra indica sua utilizagdo para a preparagdo de espermatozoides bovinos para
avaliagdo morfologica.
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Influéncia do soro fetal bovino sobre a viabilidade das cédulas do cumulus de odcitos

bovinos recuper ados de ovariosresfriados
Influence of fetal bovine serum on the viability of cumulus cells of bovine oocytes recovered from cooled ovaries
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A producdo in vitro de embrides (PIVE) tem sido amplamente utilizada por proporcionar varias
vantagens aos programas de reproducdo animal. Nesse sentido, uma importante fonte de ovarios para a
realizacdo da PIVE sdo os abatedouros, os quais muitas vezes encontram-se distantes dos laboratorios.
Dessa forma, as condigcBes de transporte dos ovarios, especialmente por longos periodos de tempo,
podem levar a uma perda na viabilidade dos odcitos. Portanto, torna-se importante o estabelecimento
de meios e suplementacdes capazes de manter as caracteristicas de qualidade oocitaria, como a
viabilidade das células do cumulus (CCs). Assim, o objetivo foi avaliar a influéncia do soro fetal
bovino (SFB) em meio simples [solu¢do tampdo fosfato (PBS)] e complexo [meio essencial minimo
modificado por Dulbecco (DMEM)] durante o resfriamento (4-6°C) por 24 h de ovarios bovinos sobre
a viabilidade das CCs. Para tanto, dois experimentos foram realizados, onde no experimento | foram
comparados ovarios resfriados em PBS, PBS suplementado com 10% de SFB e nédo resfriado
(controle). JA no experimento Il, foram avaliados ovarios resfriados em DMEM, DMEM
suplementado com 10% de SFB e néo resfriado (controle). Os ovarios foram obtidos em abatedouro e
transportados imediatamente ao laboratério em solucdo salina (NaCl 0,9%; 35-37°C). Para o
resfriamento, ovarios foram divididos aleatoriamente entre 0s grupos e armazenados por 24 h a 4-6°C.
Todos os ovarios foram submetidos a aspiracdo folicular (agulha 21G/seringa 5 mL) para recuperacao
oocitaria. Os odcitos apresentando uma ou mais camadas de CCs foram selecionados e submetidos a
desagregagdo mecénica para formacdo de uma suspensdo de CCs. Em seguida, as células foram
coradas com azul de tripano (0,2%) e visualizadas em cadmara de Neubauer sob microscopia dptica.
Assim, células vivas (incolor) e mortas (azul) foram contadas. A taxa de viabilidade (n° de células
vivas/total de células contadas*100) foi analisada pelo teste de chi-quadrado (P<0,05) considerando
cinco repetigdes por experimento. No experimento I, um total de 108 ovérios foi utilizado, onde o
grupo resfriado na presenca de SFB apresentou CCs com viabilidade de 46,3% * 3,3, a qual foi
significativamente superior ao grupo resfriado com PBS que apresentou 41,7% + 1,4 de células viaveis
(P<0,05). Além disso, o resultado do grupo PBS/SFB, apesar da diferenca estatistica, mostrou uma
maior proximidade ao grupo controle (49,0% + 2,8). No experimento Il, 109 ovérios foram
distribuidos entre os grupos, onde 0 DMEM/SFB também apresentou melhor viabilidade das CCs em
comparacgdo ao grupo resfriado apenas com DMEM (42,0% + 8,2 vs. 34,5% + 8,8; P<0,05), os quais
foram inferiores ao controle (51,7% = 3,2). Diante dos resultados, observou-se que o processo de
resfriamento ovariano influenciou negativamente a viabilidade celular. Além disso, meios acrescidos
de suplementacéo proteica, como o SFB, garantem melhores condi¢cdes para a manutengédo das CCs e,
portanto, da qualidade oocitaria. Assim, pode-se concluir que a adicdo de SFB ao meio de
resfriamento de ovarios bovinos por 24 h proporciona um melhor ambiente para manutencdo da
viabilidade das CCs.
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Influéncia dos “ dias em aberto” nataxa de prenhez em programas de sincronizacgao e
ressincronizacdo de vacas de corte
Influence of days open on pregnancy rate at synchronization and resynchronization programsin beef cows
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A ressincronizacdo do estro visa a execucao de nova sincronizacdo da ovulacdo e inseminagdo de
fémeas previamente submetidas a inseminacédo artificial em tempo fixo (IATF). O presente estudo
objetivou verificar a influéncia dos “dias em aberto” (po6s-parto) sobre a taxa de prenhez de vacas
submetidas a protocolos de sincronizacdo e ressincronizacdo. No estudo foram utilizadas 397 vacas
pluriparas, sendo 215 da raca Nelore e 182 cruzadas (Nelore X Angus), de um rebanho comercial na
regido Oeste do Parana. A média de idade atingiu 64 meses, 0 peso corporal médio de 415 kg, o escore
da condicdo corporal (ECC) medio foi de 3,2 e dias abertos de 24 a 74. As vacas eram mantidas em
pastoreio extensivo com Brachiaria brizantha, com sal mineral e agua ad libitum. A estacdo
reprodutiva entendeu-se de outubro de 2012 a fevereiro de 2013. As vacas estavam alocadas em trés
diferentes fazendas comerciais. O protocolo hormonal utilizado na sincronizacdo foi: d0 (dia 0)-
benzoato de estradiol (BE; 2mg, IM) e implante intravaginal de medroxiprogesterona (P4); d8 —
retirada do implante + D-cloprostenol (150mcg) e eCG (300Ul); d9 — BE (2mg); e d10 — IATF. O
protocolo da ressincronizacdo foi idéntico ao da sincronizacdo exceto a exclusdo do BE em d9 e
aplicacdo de 2mg de BE no D8. Observou-se que a média de “dias em aberto” (52,4 +1,9 dias) das
vacas prenhes pela ultrassonografia ap6s a sincronizacdo da ovulacdo e IATF, foi significativamente
maior ao teste t (P=0,01) que o grupo de fémeas ndo prenhes (48,6 +2,1 dias). As vacas ndo prenhes na
IATF foram ressincronizadas apds 39 dias e re-submetidas a novo protocolo de IATF.
Semelhantemente a sincronizagdo, na ressincronizacdo houve diferenca (P=0,008) na média de “dias
em aberto”, sendo maior no grupo de vacas prenhes (54,3 £3,0 dias) comparativamente ao grupo de
vacas ndo prenhes (46,9 = 2,7 dias). Houve diferenca significativa (P = 0,02 pelo qui-quadrado)
relativo a taxa de prenhez (TP) ap0s sincronizacdo nas vacas Nelore (51%; n=215) em comparagdo as
vacas Cruzadas (63%; n=182). A diferenca na TP também foi significativa na ressincronizacéo
(P<0,0001) das vacas Nelore (33%; n=76) em comparacdo as Cruzadas (86%; n=67). Entretanto,
comparando-se a média de “dias em aberto” para a sincronizacao entre as diferentes racas estudadas,
observou-se diferenca significativa (P<0,0001, teste t), apresentando as vacas Nelore a média de 48,2
12,32 dias, ao passo que as Cruzadas apresentaram a média de 56,2+3,48. N&o se verificou diferenca
entre vacas Nelore ou Cruzadas, prenhes ou ndo prenhes, relativas ao ECC e a presenca de corpo liteo
no inicio do tratamento hormonal. Concluiu-se que o intervalo de “dias abertos* pos-parto afeta de
forma significativa as TPs relativas ao inicio das atividades de sincronizagdo e de ressincronizacéo da
ovulacdo.
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Influéncia dos hor ménios ester 6ides sobre o cultivo in vitro de células do epitélio tubério
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Seroid hormone influence on the in vitro bovine tubal epitelialcells cuture
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A tuba uterina é de suma importancia para a reprodugdo, em virtude dos eventos que ocorrem nela,
como o transporte de gametas masculino e feminino, capacitacdo espermatica, fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario inicial. A tuba é constituida por trés camadas ou tlnicas, a serosa,
muscular e mucosa. Na mucosa se encontra o epitélio da tuba uterina que é formado por duas
populacdes celulares, as células ciliadas e ndo ciliadas, esta ultima pode ainda ser chamada de
secretora. As células ciliadas ajudam no transporte dos gametas através dos movimentos dos seus
cilios e as células secretoras, secretam substancias, como heparina, ovidutinas, mucinas que s&o
capazes de auxiliar os gametas a se capacitar e no desenvolvimento inicial do embri&o. Sendo assim, o
objetivo desse trabalho foi avaliar in vitro os efeitos dos horménios estradiol e progesterona sobre a
morfologia das células epiteliais da tuba uterina. As células epiteliais da tuba uterina foram avaliadas
em dois experimentos, no primeiro foram cultivadas em meio Fluid Oviduct Snthetic (SOF)
suplementado sem ou com estradiol na concentracdo de 10 pg/mL por 6 e por 18 horas enquanto que
no segundo experimento as células foram cultivadas em SOF sem ou com progesterona a 10 ng/mL.
As células da tuba foram preparadas para analise em microscopia eletrénica de varredura. Foi
observado que as células epiteliais cultivadas com estradiol por 6 horas mostravam maior quantidade
de cilios e essa propor¢do permanecia até 18 horas de cultivo. Quando cultivadas com progesterona
por 1 hora, as células epiteliais apresentavam poucos cilios, e apds 24 horas, auséncia de cilios quando
comparado ao grupo cultivado sem horménio, que apresentava cilios durante todo o cultivo. Os
resultados mostram que os horménios estradiol e progesterona influenciam na morfologia das células
epiteliais da tuba uterina, modulando a presenca de cilios. Nesse sentido podemos sugerir que as
células epiteliais quando estimuladas pelo estradiol atingem a sua capacidade de formar cilios, ja a
progesterona induz a perda de cilios, e assim aumentando o numero de células secretoras. Essas
mudancas morfoldgicas estdo de acordo com 0s eventos que ocorrem in vivo na fase estrogénica e
progesterdnica do ciclo estral de bovinos.
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L ocalizacgo da proteina cinase dependente de Ca®*/calmodulina || (CamK 1) é afetada
durante areacdo acr ossomal em esper matozoides bovinos
Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase |1 (CaMKII) localization is affected during acrosome reaction in
bovine sperm
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A ligacdo a zona pelicida estimula os espermatozoides capacitados a sofrerem a rea¢do acrossomal que
resulta na liberacdo de enzimas hidroliticas responsaveis pela digestdo da zona pelucida. Isto permite que o
espermatozoide se ligue com a membrana do o6cito para fecunda-lo. Entre as proteinas envolvidas na
regulacdo desse processo, tem sido demonstrado que a atividade da proteina cinase dependente de
Ca’*/calmodulina Il (CamKIl1), é importante na regulacio da reacdo acrossomica. Contudo, a dinamica da
sua localizagdo durante esse processo ndo é conhecida. Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a dinamica da localizagcdo da CamKII durante a reagdo acrossomal em espermatozoides bovinos.
Para isso, o sémen foi descongelado e centrifugado em gradiente de Percoll (45/90%) a 9000 g por 5
minutos e o sedimento ressuspenso e centrifugado em meio TL-Fert (sem célcio e bicarbonato) a 900g por
2,5 minutos. Os espermatozoides recuperados foram ressuspedidos em meio TL-Fert suplementado com
albumina sérica bovina (BSA; 3 mg/ml) na concentragdo de 1 x 10° /mL e incubados a 38,5°C e 5% CO2
por 4 horas. Apds esse periodo, os espermatozoides foram mantidos por 1 h adicional no mesmo meio
(controle) ou suplementados com heparina (20 mg/ml) e célcio ion6foro A23187 (5 uM) para indugdo da
reacdo acrossomal. Ao final dos tratamentos, os espermatozoides foram fixados em 3,7% de
paraformaldeido por 30 minutos, permeabilizados em 0,1% de triton X-100 por 10 minutos e blogueados
em 1% de BSA em PBS overnight. Ao término do bloqueio, os espermatozoides foram incubados por 1 h a
temperatura ambiente com anticorpo primario de coelho anti-CamKI| (isoformas alfa, beta, gama e delta)
ou de coelho anti-CamKIl forforilada em treonina 286 (T286; fosfoCamKIl) na diluicdo de 1:100. Em
seguida os espermatozoides foram lavados e incubados por 1 h a temperatura ambiente com o anticorpo
secundario Alexa Fluor-555 anti-1gG de coelho na dilui¢do de 1:200. O acrossomo for marcado com FITC-
PSA (100 pg/ml) e o DNA com Hoescht 33342 (5 pg/ml). Apos a imunofluorescéncia, os espermatozoides
foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia, e as imagens analisadas pelo software image J. Foram
realizadas 3 replicatas, sendo avaliada 50 células por tratamento em cada replicata. Os dados foram
analisados estatisticamente pelo SAS empregando o teste ‘t-student’. Os resultados da Imunofluorescéncia
expresso em média da porcentagem = erro padrdo mostraram que o padrdo de localizacdo da CamKIl e
fosfoCamKII foi consistente com o processo de reagdo acrossomal. Apos 5 h de incubagdo em meio de
capacitacdo, a maioria dos espermatozoides apresentavam a CamKII localizada na regido acrossomal dos
espermatozoides com o acrossoma integro (94,4 £ 2,4%). A medida que os espermatozoides comecaram a
sofrer a reagdo acrossomal como indicado pela intensidade da marcacdo do acrossomo com FITC-PSA, a
localizagdo CamKII na regido acrossomal diminuiu gradativamente até ndo ser mais observada na regido
acrossomal da maior parte dos espermatozoides com o acrossoma reagido (98,7 £ 1,1%). Padrdo
semelhante foi observado na localizagdo da CamKII fosforilada em T286. A maioria dos espermatozoides
com a membrana acrossomal integra apresentava a CamKI| fosforilada em T286 localizada na regido apical
da membrana acrossomal (96,7 + 2,7%). A CamKII fosforilada em T286 migrou da regido acrossomal
seguindo o processo de reacdo acrossomal até ndo ser mais observada na regido acrossomal da maioria dos
espermatozoides (98,6 + 0,6%) com acrossoma reagido. Os dados apresentados no presente trabalho estdo
de acordo com o papel inibitorio da CamKII na reagdo acrossomal, no qual a CamKIlI localizada na regido
acrossomal em espermatozoides com acrossoma integro atuaria na inibicéo da reacdo do mesmo.
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Manifestacdo de cio e uso de GNnRH sobre a taxa de concepcéo de vacas Nelore lactantes

inseminadas em tempo fixo
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O uso da IATF em rebanhos de corte tem proporcionado incremento nos indices de prenhez ao final da
estacdo de monta, melhor uniformidade dos bezerros a desmama e aumento nos indices zootécnicos
p6s desmama. Sabe-se que o comportamento de estro ap6s a retirada do dispositivo intravaginal
aumenta significativamente a probabilidade de concepgdo a IATF. Contudo, por vezes observa-se
baixo nimero de fémeas manifestando cio e consequentemente taxas de concepgdo insatisfatorias.
Nesse sentido objetivou-se avaliar o uso do GnRH no momento da inseminacdo em vacas que
manifestaram cio ou ndo sobre a taxa de concepcao de vacas Nelore com pds-parto entre 30 e 60 dias.
Foram utilizados 879 animais divididos em 4 lotes, cada lote foi submetido a insercdo do dispositivo
intravaginal novo com 1,2 g de progesterona e 2 mg de benzoato de estradiol no inicio do protocolo,
oito dias ap0s, o implante foi retirado e feita a administracdo de 250 mg de cloprostenol sédico, 300
Ul de eCG e 2 mg de cipionato de estradiol, bem como a marcacdo da regido do 0sso sacro até a
insercdo da cauda com bastéo de tinta & base de cera. As vacas foram inseminadas em tempo fixo 54
horas apds a remogéo do dispositivo intravaginal e neste momento foi feita a leitura da marcagdo com
0 bastéo e a divisdo nos seguintes tratamentos: CSGS (cio sim GnRH sim); CSGN (cio sim GnRH
nédo); CNGS (cio ndo GnRH sim) e CNGN (cio ndo GnRH néo). Os animais foram considerados em
cio quando no momento da IATF ndo apresentavam nenhum resquicio da marcacdo feita no manejo
anterior. A administragdo de gonadorelina (horménio sintético analogo ao GnRH) ocorreu pela via
intramuscular no momento da inseminagdo, na dose de 0,1 mg. O experimento foi conduzido em
blocos casualizados onde cada lote foi considerado um bloco e os dados analisados pelo teste de Qui-
guadrado. No presente estudo foi observado aumento de aproximadamente oito pontos percentuais na
taxa de concepcdo de vacas que manifestaram cio frente aquelas que permaneceram com a tinta
(59,86% vs. 52,40%, p<0,0001). A probabilidade de concepcdo a IATF aumenta com a manifestacdo
de cio das vacas submetidas ao protocolo, isso porque fémeas que demonstram sintomatologia de estro
tém foliculos ovulatérios maiores que por sua vez secretam mais estrogeno e estimulam com mais
eficiéncia o pico pré ovulatério de GnRH e consequentemente LH. As taxas de concep¢do para 0s
grupos foram as seguintes: CSGS 62,42%% CSGN 57,10%"; CNGS 55,91%b; CNGN 49,75%°
(p<0,0001). Mesmo em vacas com presenca de estro, que teoricamente tém secre¢do endogena de
GnRH suficiente para induzir a ovulagdo, 0 uso do GhRH exdgeno promoveu incremento na taxa de
concepcao, que pela nossa ética pode ser explicado por melhor sincronizagdo da ovulagéo neste grupo.
A administracdo de GnRH em vacas sem comportamento estral (CNGS) elevou o indice de concepgéo
para nivel préximo ao grupo CSGN, provavelmente porque o GnRH exdgeno supriu a deficiéncia no
grupo sem deteccdo de estro. Portanto, conclui-se que 0 uso de GnRH ex6geno no momento da IATF
promove incremento na taxa de concepgéo de vacas lactantes com e sem a manifestagéo de estro.
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Mar cacdo da pluripotencialidade do figado de embrides bovinos através da
imunohistoquimica Oct4
Marking of pluripotency of the liver of bovine embryos through the immunohistochemistry Oct4

Rafael Garcia Karam® " *, Ana L idia Jacintho Delgado?, Naira Caroline Godoy Pieri?,
Carlos Eduardo Ambrésio’, Mirella Ridolfi de Freitast, Ana Flavia de Carvalho', Celina Almeida
Furlanetto M ancanar es*

Centro Universitario da Fundagao de Ensino Octavio Bastos (UNIFEOB), Sao Jodo da Boa vista, SP, Brasil:? Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo (FZEA/USP), Pirassununga, SP, Brasil.
*E-mail: rafgkaram@gmail.com

O figado é a maior gld ndula do corpo animal e tem fungao tanto exocrina quanto endédcring localizado
na porcéo cranial do abdome caudal ao diafragma. E um importante 6rgio de destoxificacio do corpo,
como um importante 6rgdo hematopoiético, devido a sua possivel pluripotencialidade na fase
embrionaria, que poderd ser a chave para o futuro tratamento de doengas hepaticas. Durante a
gestacdoo processo de hematopoiese migra temporariamente do saco vitelino para o figado fetal, sendo
o principal sitio de hematopoiese no feto até o desenvolvimento da medula Gssea. Entender os
mecanismos que controlam a pluripoténcia e a capacidade de auto-renovacdo das células tronco
embrionarias € fundamental para o controle da diferenciacdo in vitro.Entretanto, células-tronco
embrionarias proliferam indefinidamente in vitro, mantendo seu potencial de diferenciacdo para quase
todos os tipo celulares, sendo assim é essencial estabelecer métodos para proliferacdo de células-
tronco hepéticas como uma fonte bipotencial para diferenciacdo de hepatdcitos. Devido a estes fatos
este trabalho tem por objetivo identificar os sitios de células pluripotentes no figado de embrides
bovinos em diferentes estagios por meios de marcacdo com Oct 4 (Fator de transcrigdo Oct-4 POU -
Pict-Oct-Unc), visando futuras pesquisas para caracterizacdo “in vitro” destas células. Para este
trabalho foram coletados em frigorifico embrides bovinos de 24 a 60 dias de gestacdo que foram
divididos em grupos de acordo com suas idades gestacionais e analisados através da
imunohistoquimica para marcacao de Oct4. Os embrides do grupo 1, com Crown Rump (CR) 0,4 cm e
idade gestacional de 24 a 26 dias, apresentaram-se com um grande nimero de células pouco
desenvolvidas, pois a marcacdo do Oct-4 ¢ muito inespecifica, marcado muito pouco ou quase nada
das células encontradas. No grupo 2, CR 0,9 cm e idade gestacional de 27 a 29 dias, os embrifes ainda
obtinham células pouco desenvolvidas e especificas, porém foi possivel observar a marcacdo em
regides com aglomerados de eritroblastos sem a marcacdo em hepatoblastos. No grupo 3, CR 1,4 cm e
idade gestacional de 30 a 35 dias, os embrifes ainda apresentam uma marcagao imunopositiva pelo
Oct-4 em eritroblastos e poucas marcagdes de células precursoras hepaticas. Os embrides do grupo 4,
CR 2,5 cm e idade gestacional de 36 a 46 dias, apresentaram-se um nimero consideravelmente mais
baixo de células marcadas pelo anticorpo do que nos grupos anteriores, provavelmente devido a suas
células estarem mais especializadas e a diminui¢do do nimero de eritroblastos presentes no figado. No
grupo 5, CR 5,8 cm e idade gestacional de 47 a 60 dias, os embrides continuaram a apresentar um
menor nimero de células marcadas. Com o evoluir do desenvolvimento embrionédrio podemos
observar que os hepatoblastos vdo se organizando e o tecido mesenquimal vai sendo substituido por
pequenos capilares sinusdides e uma grande quantidade de células hepéticas especializadas.
Concluimos até o momento que os hepatoblastos come¢cam a se diferenciarem em hepat6citos por
volta do 33° dia de gestacdo e os eritrocitos foram as células que mais se destacaram na marcacao pelo
Oct-4, expressando assim sua pluripotencialidade, podendo esta ser a melhor fase para o cultivo dessas
celulas.
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O processo deinseminacéo artificial interfere na concentracdo de par ametros
sanguineosrelacionados ao bem-estar animal?
Does the process of artificial insemination interfere with the concentration of blood parameters related to
animal welfare?
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O objetivo deste estudo foi verificar se o processo da inseminacéo artificial (1A) causa alteracdes nas
concentragdes de pardmetros relacionados com o bem-estar em vacas paridas da raca Nelore. Os 18
animais foram submetidos a um protocolo de sincronizacdo do estro e da ovulacédo e divididos em dois
grupos experimentais: grupo controle, ndo inseminado (GC, n=9) e grupo submetido & inseminacao
artificial (GIA, n=9). Foram utilizadas amostras de sangue de ambos os grupos, que foram coletadas
30 horas antes da 1A (T-30), 4 (T4), 24 (T24), 48 (T48) e 168 (T168) horas apds a IA. As amostras
foram submetidas a quantificacdo dos acidos graxos ndo esterificados (NEFA) e beta-hidroxibutirato
(BHB) utilizando analisador bioquimico automatico (RX Daytona) e a dosagem de cortisol, pela
técnica de radioimunoensaio. Os dados foram analisados pelo PROC MIXED (SAS, versao 9.2, 2010).
Foram consideradas diferencas estatisticas quando P<0,05. Em nenhum dos periodos de avaliagao foi
notada diferenca entre os grupos com relagéo aos valores de NEFA (mmol/L). No decorrer do tempo,
0 GC nédo teve alteragBes nas concentracdes deste metabolito (T-30:0,92+0,14; T4:0,86+0,18;
T24:1,08+0,17; T48:0,92+0,14; T168:0,73+0,12) (p=0,62). Ja 0 GIA apresentou concentra¢cbes mais
altas 24 horas apés o procedimento, quando comparado as concentracdes observadas 168 horas apos a
IA (T-30:0,65+0,07%; T4:0,69+0,11%; T24:1,18+0,14% T48:0,90+0,16%; T168:0,64+0,14°) (p=0,02).
Com relacdo ao BHB (mg/dL) também ndo foi notada diferenca entre os grupos em nenhum dos
periodos de avaliacdo. No decorrer do tempo, 0s grupos se comportaram de maneira semelhante,
apresentando concentracGes mais altas desse metabdlito 48 horas apo6s a IA quando comparados aos
demais momentos de avaliagdo (GC - T-30:4,96+0,62° T4:5,28+0,49" T24: 6,87+1,05% T48:
9,09+1,17% T168: 5,08+0,59") (p=0,004), (GIA — T-30: 5, 33+0,31"; T4:6,59+0,50° T24:7,63+0,87";
T48:10,38+0,63% T168:5,45+0,47") (p<0,0001). J4 para o cortisol (NM/L), as concentracdes foram
semelhantes entre os grupos em todos os periodos de avaliacdo, sendo que ndo foram observadas
alteracbes no decorrer dos momentos de avaliagdo. (GC - T-30:60,88+9,90; T4:88,05+16,62; T24:
63,88+£9,97; T48:59,21+11,58; T168: 71,54+9,82) (p=0,42), (GIA - T-30:60,75+10,70;
T4:88,06+£18,87; T24:89,18+30,19; T48:75,57+21,88; T168:79,93+16,92) (p=0,87). No entanto, apos
o inicio do manejo a concentracdo ultrapassa os valores de referéncia para este horménio (68,9 nM/L).
Sendo assim, nessas condicdes experimentais e utilizando esse nimero de animais, o processo da IA
ndo causa alteracdes nas dosagens de NEFA, BHB e cortisol em vacas paridas da raca Nelore. No
entanto, os procedimentos realizados durante o protocolo de IATF é capaz de alterar as concentracoes
de cortisol, atingindo parametros acima do estabelecido como fisiolégico.

Palavr as-chave: bovinos, IATF, cortiol, NEFA, BHB.
Keywords. bovine; timed artificial insemination; cortisol; non-esterified fatty acids; beta- hydroxybutyrate.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.425, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 425



(ﬁa Congresso Brasileiro de Reprodug@o Animal, 22, 2017, Santos, SP. Anais... Belo Horizonte: CBRA, 2017.

Pré-sincronizacao do estro em novilhas bos taurus indicus visando o incremento da
eficiéncia reprodutiva na estacio de monta
Estrus pre synchronization in Bos taurus indicus heifers aiming reproductive efficiency maximization during
breeding season
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Pedrosa’, Romildo Romualdo Weiss*, Ana Claudia Machinski Rangel de Abreu*, Grassiele Gassenferth',
Louise Helene Bacher', Isabella Sellmer Ramos', Jodo Vitor Viscardi Brighenti1
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O presente estudo teve como objetivo verificar a eficacia da aplicagdo de protocolos hormonais de pré-
sincronizagdo em novilhas Bos taurus indicus, antes do inicio da estagdo reprodutiva em uma fazenda
comercial, visando o incremento da taxa de prenhez (TP) ao final da estagdo de monta. Foram
utilizadas 277 novilhas da raca Nelore (15 a 25 meses), distribuidas em trés grupos, para efeitos de
pré-sincronizacdo (46 dias antes do protocolo da IATF). Grupo GnRH, recebeu no dia d-46 100,00
mcg de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) (n= 117); o grupo benzoato de estradiol (BE; n
= 82) recebeu 1,0 mg de BE e um grupo controle, ndo recebeu hormonio algum (n=78). Todos os
grupos foram submetidos a exames de ultrassonografia para checagem do status ovariano em d-46 ¢
d0. Apos 46 dias, os grupos foram submetidos a aplicacdo de idéntico protocolo para a IATF, tendo os
ovarios sido examinados novamente com vistas a ciclicidade. Protocolo de IATF administrado aos
grupos: dO: P4 + BE; d8: -P4 + PGF2 alfa + eCG; d9: BE; d10: IATF. As TP dos grupos GnRH+BE
(somadas) quando comparada a do controle apds a IATF resultou respectivamente em 30,6 ¢ 47,4%
(P<0,05), porém, ao final da estacdo de monta, a TP (final) dos tratados foi superior & do controle
(82,9% e 70,5%, respectivamente) (P<0.05). Concluiu-se que os tratamentos de pré-sincronizagdo,
independente dos hormdnios utilizados, incrementaram a eficiéncia reprodutiva ao final da estag¢do de
monta, sendo recomendada sua aplicabilidade.
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Prevaléncia de desordensreprodutivas no periodo pés-parto em vacas leiteiras
Prevalence of reproductive disordersin the post partum period in dairy cows
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As patologias puerperais afetam negativamente a eficiéncia reprodutiva do rebanho. Na bovinocultura
de leite, aumentam o periodo de servico e diminuem a producéo leiteira levando a perdas econémicas
na atividade. As desordens reprodutivas se estabelecem devido a fatores relacionados & nutri¢éo, ao
balanco energético negativo, a doencas infecciosas e a genética. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
prevaléncia de desordens reprodutivas no periodo pds-parto em vacas leiteiras e investigar a sua
incidéncia em relagdo as variaveis periodo do ano (“secas”, “aguas”) e numero de lactacBes da fémea
(1-6 ou mais lactacGes). A avaliacéo foi realizada no ano de 2016 em uma propriedade localizada no
municipio de ltutinga, Minas Gerais, Brasil, (21°18°29.89”S 44°42°30.89”W), com producdo de leite
diaria de 9.000 litros. Foram analisados os dados coletados entre abril de 2014 e abril de 2016 de 649
animais com variados graus de cruzamentos entre as ragas Gir e Holandesa, dos quais 400
encontravam-se em lactacdo. Utilizou-se o software de controle de dados dos animais (IDEAGRI,
Belo Horizonte, Brasil) para consultar seus histéricos individuais e para a analise estatistica utilizou-se
o teste de Qui-quadrado que avalia a associagdo existente entre variaveis qualitativas. As prevaléncias
das desordens apresentadas pelo rebanho foram: aborto (10,02%), cistos ovarianos (17,41%),
infeccbes uterinas (18,33%), mortalidade embrionaria (8,32%) e retencdo de placenta (22,34%).
Foram encontradas diferencas estatisticas para as ocorréncias de cistos ovarianos em funcdo do
numero de lactagdes e mortalidade embrionéria de acordo com o periodo do ano (p<0,05). Os indices
do rebanho para aborto, mortalidade embrionaria e retencdo de placenta foram superiores aos
encontrados na literatura que sdo de 1,5-6,5%, 3,2% e 10%, respectivamente. J4 as taxas de cistos
ovarianos e infeccOes uterinas foram semelhantes as encontradas em outros trabalhos 18-19% e 21,6%
para as respectivas patologias. A relagdo cistos ovarianos X numero de lactagdes apresentou 0s
seguintes indices: lactacdo 1 (7,84%); 2 (19,74%); 3 (20,71%); 4 (29,35%); 5 (14,75%) e 6 ou mais
(11,76%). Os indices de mortalidade embrionaria observados foram de 6,6% para o periodo das aguas
e 10,71% para o periodo das secas. E possivel que a ordem de lactagio tenha influenciado a incidéncia
de cistos foliculares pelo aumento da producdo de leite e demanda metabdlica dos animais, levando a
distarbios no processo de ovulagdo. Por outro lado a mortalidade embrionaria observada foi maior no
periodo das secas, fato inusitado, pois se sabe que uma das principais causas de perda embrionaria sdo
as altas temperaturas caracteristicas do periodo das aguas que levam 0s animais ao estresse térmico e
baixa eficiéncia reprodutiva. Outros fatores relacionados a mortalidade embrionaria devem ser
investigados para determinagdo das causas que levaram a esta alta prevaléncia.
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Producéo in vitro de embrides bovinos com sémen capacitado e suplementado com
pentoxifilina
Bovine in vitro embryo production with capacitated sperm supplemented with pentoxyfilline
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CarodlinalnesdeOliveira Pereira

Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), Cuiaba, MT, Brasil.
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O processo de criopreservagdo espermatica além de causar danos a membrana plasmatica, resulta em
diminuicdo da motilidade celular. Ainda, tais efeitos deletérios tém influéncia direta sobre os
resultados da producdo in vitro de embriGes (PIVE). A pentoxifilina (PTX) é uma metilxantina
utilizada em biotecnologias de reproducdo, que é capaz de aumentar a motilidade espermatica.
Objetivo do presente estudo foi verificar se diferentes concentracGes de pentoxifilina, utilizadas na
capacitacdo espermaética, influenciam nas taxas de fertilizacdo e na PIVE. Os complexos cumulus-
odcitos (COCs) graus I, Il e Il foram obtidos por meio de aspiracdo de ovarios provenientes de
abatedouro e foram submetidos a maturacdo in vitro em meio comercial de maturagdo (MIV: TCM-
199 + glutamina + Hepes + piruvato + SFB + antibidticos + FSH + LH + estradiol + aminoacidos) em
incubadora de CO, a 38,5°C e 5% CO, em ar por 24 horas. Apos esse periodo, os COCs foram
transferidos para meio comercial de fertilizacdo (FIV — TL Sperm: meio de Tyrode + albumina +
lactato + BSA + piruvato + antibioticos + PHE + heparina). Para a fertilizacdo, foram utilizadas
palhetas de sémen de 4 touros da raca Nelore, descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos.
Analises de motilidade e vigor esperméticos foram realizadas e em seguida, o sémen foi submetido a
gradientes descontinuos de Percoll (45% e 90%) por 7 minutos a 575 x g. Apds a centrifugacdo,
retirou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1mL de meio FIV. A amostra foi novamente
centrifugada por 5 minutos e retirou-se 240uL do pellet, no qual foi acrescido 0 mesmo volume de
meio FIV. O volume final foi dividido em 3 aliquotas correspondentes a trés tratamentos: Controle (C
- sem suplementagdo), T10 (suplementacdo com 10mM de PTX) e T20 (suplementagdo com 20mM de
PTX). Apobs esse processo, novas analises de motilidade e vigor foram realizadas e utilizando uma
dose inseminante de 10° espermatozoides/gota, procedeu-se a FIV em incubadora de CO, nas mesmas
condicBes de temperatura e atmosfera por mais 20 horas. Apds esse periodo, os odcitos fertilizados
foram desnuados e submetidos ao cultivo in vitro em meio comercial de cultivo (CIV: SOFaac +
aminoécidos essenciais + BSA + antibidticos + SFB) em incubadora a 38,5°C e 5% CO, em ar por 7
dias. As taxas de clivagem e o percentual de blastocistos expandido/ nimero de clivados foram
determinados no dia 3 e 7 do cultivo, respectivamente. Ainda aliquotas dos meios FIV e CIV foram
retiradas, apos a fertilizagdo e cultivo, para a avaliagdo do estresse oxidativo espontaneo (TBARS
espontaneo) O experimento foi realizado por meio de delineamento de blocos casualizados. As médias
foram analisadas atraves de andlise de variancia (ANOVA), sendo comparadas pelo teste de Tukey,
com nivel de significancia de 5%, por meio do programa estatistico SAS (versdo 9.2). A utilizacdo de
PTX nas concentracdes de 10 e 20 mM ap6s a capacitacdo espermatica ndo alterou a producdo de
espécies reativas ao oxigénio nos meios FIV e CIV ap6s a fertilizacdo e cultivo in vitro e as taxas de
fertilizagdo in vitro. Porém, observou-se diminuicdo das taxas de clivagem dos grupos T10 (35%) e
T20 (34%) comparativamente ao controle (40%) (p=0,0173). Ademais, foi observado decréscimo na
porcentagem de blastocistos expandidos produzidos nos grupos tratados com PTX (T10: 14% e T20:
20%) em relacdo ao controle (27%) (p=0,0424). Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que
a adicdo de PTX nas concentragcGes de 10mM e 20mM é deletéria quando utilizada na capacitacéo
espermatica durante a PIVE.
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Producéo in vitro de embrifes bovinos na presenca de meio condicionado por células

tronco mesenquimais
In vitro production of bovine embryos in the presence of mesenchymal stem cells conditioned medium
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No meio condicionado (MC) pelas células tronco mesenquimais (CTM) estdo presentes inimeros
fatores troficos como citocinas e fatores de crescimento que levam ao aumento da proliferacao celular
e diminuicdo da apoptose. Na producdo in vitro de embrifes bovinos, a adicdo de fatores de
crescimento tem sido preconizada em substituicdo ao uso do SFB, devido aos efeitos deletérios do
altimo. Sendo assim, neste experimento, esperamos demonstrar que 0s constituintes do meio
condicionado por CTM possuem propriedades troficas capazes de sustentar a sobrevivéncia e
desenvolvimento de blastocistos bovinos produzidos in vitro. Para tanto, este estudo teve como
objetivo avaliar e comparar a taxa de producdo in vitro de embrides bovinos submetidos ao cultivo in
vitro em 3 tipos de meios condicionados por CTM. Os meios condicionados foram obtidos pds-
cultivos de células mesenquimais de tecido adiposo em auséncia de SFB por 72 horas, foram
utilizados os meios DMEM alta glicose (G1), DMEM baixa glicose (G2) e SOFaaci acrescido de
0,005g/ml de BSA, 0,011g/ml de Piruvato e 100ug/ml de Penicilina/Estreptomicina (G3). Como
controle (C) foi utilizado o SOFaaci acrescido de 0,005g/ml de BSA, 0,011g/ml de Piruvato, 2,5% de
SFB e 100ug/ml de Penicilina/Estreptomicina. Vinte e cinco complexos cumulus-oécito (COC) de
graus 1 e 2 foram foram maturados em gotas de 90ul de TCM199 acrescido de 2,5% de SFB,
0,011g/ml de piruvato, 50Ul/ml e 100ug/mL penicilina e estreptomicina. Ap6s um periodo de
maturacdo de 22-24 horas, 0s odcitos foram lavados e transferidos para placas contendo gotas de 90pl
de meio de fertilizagdo (FIV) composto por TL-stock, 0,006g/ml de BSA, 0,011g/mL de Piruvato,
176Ul/mL de heparina, PHE, 100pg/ml de Penicilina/Estreptomicina em estufa a 38,5°C e 5% de CO2
em ar. Vinte horas ap6s a FIV, os possiveis zigotos foram desnudados por repetidas pipetagens e
subdivididos nos 4 grupos de cultivo in vitro. As estruturas foram transferidos para gotas de 90 uL do
respectivo meio, sendo cultivadas por sete dias em estufa a 38,5°C e 5% de CO2 em ar. Noventa e seis
horas ap0s a fertilizagdo (D4), a taxa de clivagem foi avaliada, as estruturas degeneradas e os embrides
clivados em duas células foram descartados e realizado o feeding. Foram realizadas 3 repeti¢fes. Os
dados foram analisados por ANOVA seguida de multiplas comparacdes utilizando o programa SAS-
PROC GLM. As taxas de producdo de blastocistos/maturados foram mais altas no grupo controle
(24,85%-37/148) em comparacdo aos demais grupos. O DMEM (tanto o alta quanto baixa glicose)
condicionado por CTM se mostrou mais adequado para producdo de blastocistos em comparacao ao
SOF, com taxas de producéo de blastocistos de 18,50% (25/137), 16,24% (22/133) e 9,93% (13/129)
para os meios DMEM alta, DMEM baixa e SOF respectivamente. Conclui-se que o0 meio DMEM
(baixa e alta glicose), mais comumente utilizado em cultivos celulares, é mais eficiente na producéo de
meios condicionados visando a producdo de blastocistos bovinos in vitro em auséncia de SFB.

Palavras-chave: producdo in vitro de embrides, bovinos, meio condicionado, células-tronco

mesenguimais.
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Producéo in vitro de embrides bovinos vitrificados pela técnica de Cryotop
In vitro production of bovine embryos vitrified by the technique of Cryotop
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O processo de vitrificacdo de embriGes bovinos possui grande importancia econdémica e zootécnica,
consistindo na passagem direta do estado liquido para o estado vitreo e amorfo, sem ocorréncia de
cristalizacdo dos meios criopreservados, a qual € possivel devido & alta concentracdo de soluto na
solucéo, bem como a grande velocidade de congelacéo por imerséo direta das solu¢Ges em nitrogénio
liquido (N,). Objetivou-se com este trabalho avaliar a vitrificacdo de embrides bovinos produzidos in
vitro, através da técnica de cryotop e vitrificados por duas diferentes metodologias. O experimento foi
conduzido na Universidade Federal do Pard, sendo utilizado ovarios bovinos obtidos no abatedouro
local. O processo de producdo in vitro de embrides (PIVE) foi realizado através das etapas de
maturacao (MIV), fertilizacdo (FIV) e cultivo in vitro (CIV). Apds sete dias de CIV foram realizadas
as contagens dos embrides, os quais foram classificados em blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto
expandido de acordo com o estadio de desenvolvimento, para posteriormente serem vitrificados. Para
0 processo de vitrificagdo, os embrides foram retirados das gotas de cultivo e lavados trés vezes em
meio de manutencdo (SOF suplementado com 10% de SFB a 37°C) e vitrificados de acordo com o
grupo experimental. Grupo 1 (G1), os embriGes foram para gotas de equilibrio (GE), contendo meio de
manutencdo (MM) com 7% de etilenoglicol (EG) e 7 % glicerol (GLY) a 37°C durante trés minutos,
em seguida para a gota de vitrificacdo — GV (MM+ 16% de EG + 16% de GLY a 37°C), ap6s 30
segundos foram para a extremidade da haste da palheta de vitrificacdo (cryotop) e ap6s 40 segundos
imergidos em N,. No grupo 2 (G2), os embribes foram para GE, contendo MM com 20% EG durante
trés minutos, posteriormente foram transferidos para o GV (MM + 30% EG + 18% Ficoll + 10,26% de
sacarose) durante 40 segundos e foram para a extremidade da haste da palheta de vitrificagdo (cryotop)
e imergidos em N,. O reaquecimento dos embrides foi feito primeiramente imergindo-os em uma
primeira solugdo (MM + 1,0 M de sacarose, a 37°C) durante um minuto. Em seguida, transferidos para
segunda solucdo (MM+ 0,5 M de sacarose, a 37°C) por cinco minutos, e depois para solugéo final de
reaquecimento (MM) por dez minutos. Apos esse processo foram cultivados (nas mesmas condi¢Bes
de cultivo) e a analise da sobrevivéncia dos blastocistos foi realizada através da avaliacdo das taxas de
reexpansdo e eclosdo com 48 horas de cultivo pds-criopreservacao. Foram vitrificados um total de 84
embriGes na M1 e 64 na M2, totalizando 148 embriGes. Para a andlise das diferentes condigdes
experimentais, a anélise de variancia (ANOVA) e o pés-teste de Tukey foram utilizados, adotando-se
o nivel de significancia de 5%. No G1 a taxa de reexpansao e ecloséo foi de 25%+14,96%, no G2 foi
de 26,56%+32,68%. Apesar de ndo ter sido observado diferenga estatistica entre os dois grupos
testados, notou-se que os embrides vitrificados utilizando ficoll/EG/sacarose apresentaram taxa de
retorno mais elevada (26,56%), o que pode ter ocorrido devido a acdo do ficoll, o qual aumenta a
tensdo superficial da solu¢do, melhorando assim, a protecdo das membranas celulares. Além disso,
afirmam também que a associacéo ficoll/EG causa uma transi¢do mais lenta para o estado vitrificado
se comparado com o EG sozinho, permitindo a diminuicdo da quantidade de EG necesséria para a
vitrificacdo dos embrides (Shaw, R. et al. 1997. Cryobiology, 34:295-301). Portanto, as duas
metodologias testadas permitiram a sobrevivéncia embrionaria, pos-vitrificacdo. No entanto, mais
repeticGes sdo necessarias para determinar qual melhor método de vitrificacdo de embrides bovinos.

Palavr as-chave: criopreservacao, criotolerancia, cultivo embrionério.
Keyword: criopreservation, cryotolerance, embryoculture.
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Qualidade do sémen detourosjovens Nelore antes e durante a estagcdo de monta
Semen quality of Nellore young bulls before and during the breeding season
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Na reprodugdo de bovinos de corte, com a estacdo de monta na primavera e verdo, é de extrema
importancia a realizacdo de exames andrologicos para a escolha de touros aptos a atividade
reprodutiva. A qualidade do sémen sofre influéncia da temperatura ambiente e da umidade do ar,
sendo preciso haver uma satisfatéria termorregulacdo testicular para a boa qualidade do sémen
produzido pelo touro. O presente estudo objetivou comparar o quadro seminal de touros jovens da raca
Nelore na pré-estacdo de monta e durante a estacdo de monta. Foram utilizados 20 touros da raca
Nelore com idade média de 24 meses, criados extensivamente em pasto de Brachiaria decumbens com
acesso a mistura mineral e 4gua a vontade, em uma propriedade situada no municipio de Anaurilandia,
MS. As coletas de sémen foram realizadas por eletroejaculacdo (Eletroejac®, Neovet, Brasil) no
periodo de seis meses (primavera e verao), sendo duas coletas na pré-estacdo de monta, na primavera
(agosto e setembro) e duas na estagdo de monta, no verdo (novembro e dezembro), com intervalos de
30 dias entre elas. As analises realizadas no sémen foram: volume, cor, aspecto, motilidade (0-100%),
vigor (1-5), turbilhdo (0-5) e morfologia espermatica contando 200 células no microscopio de
contraste de fase (E-200®, Nikon, Japdo). Os resultados obtidos nas coletas, para o volume, trazem as
seguintes médias: coleta 1 - 3,65+2,40 mL, coleta 2 - 4,80+2,33 mL, coleta 3 - 5,85+3,18 mL e coleta
4 - 5,97+2,14 mL. Ja as médias para motilidade foram: 54,50+14,68% na coleta 1; 69,44+14,02% na
coleta 2; 70,75+17,64% na coleta 3 e de 68,94+17,84% na coleta 4. Para o vigor, as médias obtidas
foram: 2,50+0,88, na coleta 2 foi de 3,05+0,72; na coleta 3 de 3,05+0,88 e de 2,89+0,80 para a coleta
4. Referente a turbilhdo as médias das coletas foram, respectivamente: 1,35+1,13 para a coleta 1;
1,88+1,27 na coleta 2; 2,10+£1,29 para a coleta 3 e de 1,84+1,38 na coleta 4. Para Defeitos menores
obtiveram-se as seguintes médias: coleta 1 — 9,53+4,12%, coleta 2 — 8,04+4,89%, coleta 3 —
3,74+2,05% e coleta 4 de 7,32+4,62%. Com relacdo as médias para os defeitos maiores: coleta 1 —
6,65+4,81%; coleta 2 — 7,09+5,27%; coleta 3 — 13,77+6,81% e coleta 4 de 23,10+8,82%. As
porcentagens de defeitos espermaticos totais foram de: 16,18+6,85% para a coleta 1, de 15,14+8,63%
na coleta 2; de 17,51+7,10% para a coleta 3 e de 30,42+10,34 na coleta 4. As caracteristicas seminais:
volume do ejaculado, defeitos maiores e defeitos totais diferiram de forma significativa (P <0,05),
entre estacdes, sendo maiores na estacdo do verdo. Para as duas estacBes (primavera e verdo) nao
houve diferenca (P >0,05) para as variaveis motilidade espermatica, vigor e turbilho. Ja para defeitos
menores, houve diferenca (P < 0,05) entre estagdes do ano, sendo maior na primavera. Conclui-se que
o verdo influiu no aumento da porcentagem de defeitos esperméticos totais. A motilidade, vigor e
turbilhdo nédo diferiram de forma significativa entre estacGes. O sémen dos touros jovens apresentou
boa qualidade antes da estacdo de monta, porém apresentou queda de qualidade na fase final da
estacdo, més de dezembro.

Palavr as-chave: touros zebus, caracteristicas do sémen, estacdao do ano, estresse calorico.
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Relacdo dos mar cador es mitocondriais de funcéo esper matica com fertilidade em

bovinos
Relationship of mitochondrial markers of sperm function with fertility in bovines
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O espermatozoide ativa a fun¢do mitocondrial em diferentes processos fisiologicos, como subproduto
destes processo surgem as espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS). Contudo, a relagdo com
fertilidade é ainda controversa. O objetivo deste estudo foi determinar a relagcdo entre os marcadores
mitocondriais espermaticos e a fertilidade a campo. Partidas de sémen bovino (n=29) foram usadas na
IATF em vacas Nelore (n=4.795). Foi determinada a taxa de prenhez (TP) aos 35-45 dias por
ultrassonografia e divididos em trés grupos: alta fertilidade (AF) com TP >60%, média fertilidade (MF)
com TP entre 53-59% e baixa fertilidade (BF) com TP <52%. Para a analise do sémen in vitro foram
descongeladas duas palhetas de cada partida (37°C por 30 segundos) e diluidas em TALP (5x10°
espermatozoides/mL). Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial (Aym) foi utilizada a sonda JC-1
(153 uM, T-3168, Thermo Fisher), determinando a taxa de despolarizacdo da mitocondria e perda do Aym
(H:L). Foi avaliada a producao de anion superéxido (O,™) mitocondrial com a sonda Mitosox Red (MITO;,
2 UM, M36008, Molecular Probes), a deteccdo de espécies reativas citoplasmaticas com o
Dihydroethidium® (DHEi, 360 pM, D1168-Thermo Fisher), a producdo de peroxinitritos (ONOO-) e
derivados com a sonda Dihidrorodamina (DHRi, 50 uM, D1054 —Sigma Aldrish), a producdo de éxido
nitrico (NO) com a sonda 4,5-diaminofluorescein-2/diacetate (DAFi, 10 uM 50277 Sigma Aldrish), a
peroxidacdo lipidica usou-se a sonda C11-BODIPY®*®"**! (2 mM, D-3861, Thermo Fisher Inc., Eugene,
Oregon, EUA). Os debris foram detectados usando a sonda Syto-59 (Syto, 750mM, Molecular probes-
S1134). A leitura foi realizada no citdmetro de fluxo BD AcurriTM (BD Biosciences, Sao José, CA, EUA).
A comparagdo entre os grupos AF, MF e BF foi realizada pelo procedimento PROC GLIMMIX do
programa SAS (versdo 9.3, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), por ANOVA e Tukey (P=<0,10). Os
resultados foram expressos em relacdo a mediana da intensidade de fluorescéncia para a porcentagem de
espermatozoides positivos para o DHEi, MITOi, DAFi, BODIPYi e DHRi. Como resultado, 7 partidas
apresentaram AF com TP de 65,6+3,82%, 12 apresentaram MF com TP de 56,25+1,91 e 10 partidas
apresentaram BF com TP 45,6£8,47% (P<0,05). O MITOi diferiu nos grupos de fertilidade (P=0,052)
produzindo maior O, mitocondrial nos grupos MF (509,54+61,25), em relacdo aos AF (358,0+ 80,2) e BF
(270,3 £ 67,1) respectivamente, o DHEi ndo diferiu (P=>0,10) entre grupos AF, (362,42+58,64) MF
(377,66149,14) e BF; (275,48+47,14). O DAFi ndo diferiu (P>0,10) entre AF (4609,34+962,46), MF
(3581,99+776,35) e BF; (3336,82+857,01). No entanto, a producdo de RNS diferiu estatisticamente
(P=0,084) sendo maior no grupo AF (887,21+174,28) e MF (996,04+133,11) em comparagdo ao grupo BF
(531,7+£145,81). Embora numericamente o grupo AF (1833,07+404,52) e MF (1985,17+£330,17)
apresentaram maior taxa peroxidacdo lipidica em comparagdo ao grupo BF (1424,62+320,4) estes grupos
ndo variaram significativamente (P>0,10). A relagéo entre o alto e baixo PMM (H:L) ndo foi diferente
(P>0,10). No geral os marcadores de atividade mitocondrial apresentaram-se superiores no grupo de alta
fertilidade e média fertilidade. Apesar do alto grau de variacdo bioldgica, evidenciou-se o paradoxo da
menor producdo de espécies reativas como um indicador de menor potencial de fertilidade. Conclui-se que
a producdo em concentragBes fisiologicas de ROS e RNR ndo sdo simplesmente deletérios para o
espermatozoide, pelo contrario indicam uma maior ativagdo da mitocéndria espermatica e potencial
fertilidade in vivo.
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Repasse de |ATF com monta natural nas propor ¢oes tour o vaca de 1: 20 e 1:40 alternado
FTAI repass with natural matting on the bull/cow proportions of 1:20 and 1:40 switched
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O Brasil apresenta amplo potencial para a pecudria e destaca-se no cenario mundial como o0 maior
exportador de carne bovina. Detém o rebanho de 212 milhdes de bovinos, dos quais participam do
sistema de cria 90 milhdes de matrizes, constituidas por vacas e novilhas adultas, e 2,50 milhGes de
touros. No Pais, mesmo com o crescente aumento da IATF, a taxa ainda é baixa, calculada em 12%,
com base no numero de doses comercializadas em 2016. Deduz-se, portanto, que seguramente mais de
80% dos bezerros nascidos sdo oriundos de acasalamentos naturais .O manejo reprodutivo do rebanho
de corte brasileiro caracteriza-se por sistemas extensivos, com estacdes de monta definidas nos meses
de primavera ou verdo, sendo que cerca de 95% do processo reprodutivo ainda ocorre por monta
natural Este trabalho tem por objetivo comparar a relagdo touro:vaca ap6s IATF, na propor¢do de
1:20 direto e 1:40 alternado, com descanso dos touros a cada 25 dias, permitindo assim avaliar se ha
condigdes de diminuigdo do volume de touros em fazendas que realizam IATF.O experimento foi
realizado na Fazenda Alvorada, municipio de Figueirdo, MS. Apds IATF, 634 vacas paridas, foram
entouradas por um periodo de 75 dias. Os touros utilizados foram da raca Nelore, de 3 a 6 anos de
idade. Foi ainda avaliado o Escore de Condicdo Corporal (ECC), seguindo a escala que vai de 1
(extremamente magra) até 5 (extremamente gorda). No Diagnostico de Gestacéo final, ainda verificou-
se via Ultrassonografia o percentual de perdas embrionarias ocorridas durante o experimento. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados foram analisados pelo PROC
GLIMMIX do SAS, e as caracteristicas incluidas no modelo foram: Relagdo touro vaca, inseminador,
touro, ECC, Tinta, e dias pos-parto, e quando ndo significativas, foram excluidas. Diferengas com
P<0,05 foram consideradas significativa. As 634 vacas foram divididas em 2 grupos, grupo 1 com 306
vacas paridas com bezerros de 35 — 55 dias de idade, inseminadas em IATF e acasaladas uma semana
apos com touros Nelore na proporcao de 1:20 durante 75 dias até o final da estagcdo de monta. O grupo
2, com 328 vacas paridas, com bezerros da mesma idade do lote 1, ap6s IATF, acasaladas em monta
natural a campo com touros Nelore na proporcdo de 1:40, sendo que estes touros foram submetidos a
rodizio e descanso a cada 25 dias. Por um periodo de 75 dias. Todos os touros foram submetidos a
exame androlégico completo seguindo pardmetros do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal, antes
e apds a estacdo de monta. Resultados mostram que ndo houve efeito significativo dos 2 grupos de
manejo para a taxa final de prenhez (89,6% X 87,5%). De acordo com os resultados obtidos, o repasse
da inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), quando a opc¢éo for por utilizacdo de monta natural,
em uma estacao longa de 10 dias IATF + 75 dias de repasse, totalizando 85 — 90 dias (4 — 5 ciclos), a
proporcdo de touro/vacas, quando bem manejados, ndo interfere no resultado final da propriedade O
percentual de perda embrionaria foi de 2,2% e os escores de condi¢do corporal nas escalasde 1a5e 1
a 6 proposta pela EMBRAPA apresentaram médias de 3,15 e 3,79 respectivamente, ndo apresentando
efeito significativo quando comparadas entre si. Conclui-se que com uma estratégia de estacdo de
monta bem conduzida, envolvendo o menejo correto dos touros dentro de um periodo suficiente para a
cobertura a campo, pode-se trabalhar com um numero menor de reprodutores no repasse de um
programa de Inseminagéo Artificial em Tempo fixo, tirando melhor proveito dos mesmos.
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Sémen bovino congelado em palhetas de 0,25 ml deve ser previamente diluido para a
correta avaliagdo computadorizada do movimento esper matico

Frozen thawed bull semen packaged in 25 french straw need to be diluted prior to computer assisted sperm
analysis
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Estudos anteriores reportaram uma relagcdo positiva entre 0 nimero de espermatozoides dotados de
movimento linear e progressivo com a capacidade de transposicdo das diversas barreiras presentes no
trato reprodutor feminino para a ocorréncia do processo de fertilizagdo. Por essa razdo, a motilidade
espermatica progressiva (MP,%) e linearidade (LIN,%) tem grande importancia no contexto da anélise
computadorizada do movimento espermatico (CASA), representando as varidveis de movimento que
isoladamente apresentam as maiores correlagdes com a qualidade e fertilidade do sémen bovino.
Tendo em vista que diversos fatores podem influenciar a técnica CASA, o objetivo do trabalho foi
verificar a influéncia da concentracdo de espermatozoides em doses de sémen congelado em palhetas
francesas de 0,25 mL sobre a avaliagdo da MP e LIN de espermatozoides bovinos. Para o estudo
foram selecionadas 100 partidas comerciais de sémen de diferentes touros e de ragas variadas. As
amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C/30 segundos, homogeneizadas e divididas em
duas aliquotas de mesmo volume que foram depositadas em microtubos graduados de 1,5 mL,
mantidas em banho seco a 37°C. As amostras foram analisadas atraves do sistema CASA ISAS®
V.1.2 (Proiser, Espanha) seguindo duas metodologias: G1, analise do sémen recém-descongelado na
concentracdo original da palheta; G2, diluicdo da aliquota de sémen em solucdo de dPBS (Biodux,
Campinas,SP) na proporgdo de 1:1 previamente a analise de qualidade. Amostras dos dois grupos
experimentais foram avaliadas quanto a motilidade espermatica progressiva e linearidade em camara
modelo Spermtrack® (Proiser, Espanha) com altura de 20 um entre a base e a laminula para evitar
efeitos de pressdo sobre o sémen. Os dados gerados foram submetidos a modelo linear geral de analise
de varidncia (GLM) e a influéncia da concentracdo espermatica sobre MP e LIN avaliada através de
modelo de regressdo (SAS Institute Inc, Cary, USA), considerando o nivel de significancia de 5%.
Houve efeito significativo da diluicdo do sémen sobre os resultados da técnica CASA, sendo
observada motilidade progressiva média de 22,11%% e 26,42°% e LIN de 38,52° e 46,00%%,
respectivamente para amostras do G1 e G2 (P<0,0001). Houve efeito da concentracdo espermaética
sobre a analise de MP (p=0,0259) e LIN (p=0,0364) das amostras do G1. Para cada aumento de 1x10°
espermatozoides na concentracdo da palheta de 0,25mL houve uma subestimativa de 0,16% e 0,21%,
respectivamente para MP e LIN, em relacdo aos valores reais que deveriam ser apurados para esses
pardmetros de movimento espermatico. Ndo houve efeito da concentracdo espermatica sobre a
estimativa de MP e LIN para o G2. Na atualidade muitas Centrais de Inseminacdo Artificial do Brasil
congela o sémen bovino preferencialmente em palhetas de 0,25mL, que embora comportem a mesma
concentracdo espermatica em relacdo as palhetas de 0,5 mL, determinam maior concentracdo relativa
de células espermaticas por mililitro de meio diluidor. Dessa forma, pode-se supor que a maior
concentragdo celular proporciona maior concorréncia espacial e ocorréncia de colisGes entre
espermatozoides ao longo de suas trajetérias de movimento, influenciando negativamente a
progressividade e linearidade de deslocamento. Conclui-se que para a correta estimativa de MP e LIN,
pardmetros apontados como 0s mais importantes no contexto da analise cinética de espermatozoides
bovinos, deve-se realizar a diluigdo prévia das doses de sémen quando congeladas em palhetas de
0,25ml.
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Sémen refrigerado bovino é uma alter nativa valida para |ATF?
Does cooled bovine semen is a valid alternative for FTAI?

Octavio Fabian Bao Tarragé™*, Rubens Paes de Arruda?, Shirley Andrea Florez Rodriguez', Maira
Rodrigues Bianchi?, Felipe Bar bosa dos Santos', Vitor Hugo Guilger Gonzaga',
Eneiva Carla Carvalho Celeghini*
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Departamento de Reproducdo Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo (FMVZ-
USP), Pirassununga, SP, Brasil.

*E-mail: fabianbao@usp.br

A inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) cresceu de 2014 para 2015 em 11,2% e a tendéncia
para o futuro é de se manter em crescimento. A IATF esta associada ao incremento produtivo nas
propriedades rurais, sendo de grande impacto socioecondmico demandando grande quantidade de
emprego e gerando valores no mercado em torno de R$ 1,7 bilhGes no ano 2015. Porém, os resultados
das taxas de prenhez ainda sdo variaveis, 0 que torna necessario pesquisas para a melhoria da
eficiéncia, neste contexto a qualidade do sémen utilizado possui envolvimento direto. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito do tempo de refrigeracdo do sémen por 48 horas de reprodutores
oriundos de central de inseminacdo com fertilidade conhecida, utilizando a IATF como teste de
fertilidade in vivo. Foram colhidos sémen de trés touros como parametros minimos de qualidade de
seminal in natura (>70% de motilidade progressiva, >3 vigor espermatico, <30% defeitos
morfoldgicos espermaticos totais, <10%defeitos maiores) trés touros das racas Brangus, Braford e
Angus, com idade entre 5 e 7 anos. O sémen foi colhido por meio de vagina artificial, sendo o
ejaculado dividido em trés aliquotas, duas aliquotas para refrigeracdo e uma para criopreservagdo. Para
a refrigeragdo o sémen foi diluido nas concentracdes de 15x10° (R15) e 30x10° (R30)
espermatozoides/palheta e para a criopreservagdo diluido na concentracio de 30x10°
espermatozoides/palheta (CRIO). O diluidor utilizado foi 0 Botubov® (Botupharma — Botucatu/SP). O
sémen armazenado em palhetas de 0,5mL, lacradas com esferas metélicas e identificadas por
impressdo em maquina Minitub®. A refrigeracdo foi realizada a temperatura de 5° C por 48 horas em
sistema passivo de refrigeracdo BotuFlex® e a criopreservacéo em sistema automatizado TK4000® na
curva P1S6. Foram sincronizadas 552 vacas pluriparas e lactantes (45-60 dias de poOs-parto) da raca
Brangus em programa de inseminacdo artificial sendo o protocolo da indugéo a ovulagdo realizado em
dia aleatdrio do ciclo estral, assim cada vaca recebeu 2,0 mg de Benzoato de Estradiol® associado ao
dispositivo intravaginal de progesterona monodose contendo 500 mg de progesterona (DIB 0.5%). No
D8 os implantes foram retirados procedendo-se a administragdo de 400 Ul de eCG e 500 pg
cloprostenol sodico, mais 1 mg de Cipionato de Estradiol. A IATF foi realizada entre 48-52 horas ap6s
a retirada da fonte de progesterona. Os efeitos fixos do tratamento (R15, R30 e Crio) e dos touros
(Angus, Brangus e Braford), assim como a interagdo Tratamento*Touro, foram avaliadas empregando
0 PROC GLIMMIX do SAS. Os resultados da taxa de prenhez para os grupos de vacas inseminadas
foram de 49,4% para R15, de 43,38% para R30 e 47,59% para 0 sémen criopreservado, ndo
observando-se efeito do tratamento no sémen. Porém, foi observado efeito individual do touro nas
taxas de prenhez, assim o touro Brangus apresentou maior taxa de prenhez (p<0,05) na IATF para o
tratamento R15 (60%) do que para 0 sémen CRIO (37%). Isto mostra que dependendo do reprodutor
pode-se tornar uma op¢do interessante e economicamente viavel, utilizar metade da dose inseminante
em programas de IATF maximizando as colheitas seminais sem prejudicar os resultados de prenhez,
com mais énfase e importancia para os reprodutores que ndo toleram bem o processo de
criopreservagdo. Assim, podemos concluir que o uso do sémen refrigerado até por 48 horas € uma
metodologia valida para utilizagdo em programas de IATF.
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Substituicdo do SFB por meio condicionado por células-tronco mesenquimais na

producéo in vitro de embrides bovinos
Fetal calf Serum replacement by mesenchymal stem cells conditioned medium in Bovine in vitro embryo
production

L aisdo Nascimento Cintra*, Elena Carolina Serrano Recalde, Bruna De Vita,
Fernanda da Cruz Landim-Alvarenga

Laboratorio de Reproduc¢do Avancada e Terapia Celular (LANCA) do Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia
Veterinaria da FMVZ/UNESP, Botucatu, SP, Brasil.
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Em Bovinos, as tecnologias de reproducéo assistida, tais como a fertilizacdo in vitro (FIV), ainda
resultam em menores taxas de producdo embrionaria em comparacdo com a fertilizagdo in vivo. O soro
fetal bovino (SFB) é o suplemento mais utilizado no cultivo de embrides in vitro, uma vez que
melhora o desenvolvimento dos blastocistos. Apesar disso, sua presenca esta relacionada a alteragdes
do metabolismo embrionéario, perda de qualidade e inducdo de modificacBes na expressdo de varios
genes embriondrios, além de estar correlacionada com diversas anormalidades fetais e placentarias. Na
tentativa de minimizar os efeitos deletérios do SFB, varias citocinas e fatores de crescimento tém sido
acrescentados aos meios de cultivo embrionérios com a inten¢do de mimetizar as condigdes de cultivo
in vivo. Fatores sollveis liberados pelas células-tronco mesenquimais (CTMs) podem ser encontrados
nos meios nos quais estas células foram cultivadas, este meio é conhecido como meio condicionado
(MC). O objetivo deste estudo foi avaliar a producéo embrionaria de cultivos realizados com MCs por
CTMs obtidas de diferentes fontes, em substituicdo ao SFB. Para isso, os MCs foram obtidos por meio
do cultivo de CTMs equinas, pertencentes ao banco de células previamente estabelecido em nosso
laboratério, derivadas de medula dssea (MO), tecido adiposo (TA), alantoide (AL) e &mnio (AM), em
meio DMEM/F12, com privacdo de SFB por 96 horas. O meio foi ent&o colhido e centrifugado por 10
minutos a 300G, filtrado em filtro de 0,22uM, aliquotado e congelado a -80°C até 0 momento do uso.
Os ovarios foram coletados em abatedouros comerciais e aspirados com seringa de 20mL e agulha
40x12mm para a obtencdo dos odcitos. Apo6s a selecdo 20 odcitos/grupo foram colocados para
maturagdo. A fertilizagdo in vitro foi realizada depois de 24hs e apds 18hs os o6citos foram divididos
em 6 grupos para o cultivo embrionario: Meio contendo SOF+BSA (controle negativo -CN),
SOF+BSA+ 2,5% de SFB (controle positivo - CP), SOF+BSA+10% de MC-MO , SOF+BSA+ 10%
de MC-TA, SOF+BSA+10% de MC-AL e SOF+BSA+10% de MC-MA. Sete rotinas foram realizadas
sendo que em duas delas ndo houve suplementacdo de meio; em trés delas houve suplementacdo de
50% do meio feita em D3 e nas duas rotinas restantes a suplementacéo foi realizada em D3 e D5. Com
0 evoluir do desenvolvimento embrionario, observou-se que a clivagem em D3 foi de 63% para o
grupo CP, 66% para CN, de 68,5% em média para os grupos com MCs. A producéo de blastocisto nas
rotinas sem suplementacao foi de 24% e 30% respectivamente para os CN e CP, ja nos grupos com
MC foram de 20% em MO, 17% em TA, 21,5% em AL e 11,5% em MO. A producdo de blastocisto
nas rotinas com suplementacdo em D3 foi de 22% e 36% nos CN e CP respectivamente e nos grupos
com MC foi de 31% em MO, 23% em TA, 31% em AL e 15% em MA. A producéo de blastocisto nas
rotinas com suplementacdo em D3 e D5 foi de 21% e 34% nos CN e CP e nos grupos MC foram de
MO 14%, TA 16%, AL 19% e MA 14%. Concluiu-se, com os dados presentes até 0 momento, que a
producdo de embrides utilizando MC é possivel, atingindo taxas proximas a producdo de embrido
utilizando SFB quando estes sdo suplementados em 50% em D3.

Palavras-chave: CTMs, cultivo embrionario, suplementacdo, medula 6ssea, alantoide.
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Suplementacio do meio de maturacio in vitro com hormonio de crescimento promove
melhorias na qualidade de embrides bovinos produzidos in vitro
Supplementation of in vitro maturation medium with growth hormone improves quality of bovine
embryos produced in vitro
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O hormonio do crescimento (GH) ¢é secretado pela hipofise e atua no crescimento de tecidos de
diversos sistemas, incluindo o reprodutor. Ainda, desempenha fung¢do importante no desenvolvimento
de foliculos ovarianos e amadurecimento oocitario. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar diferentes concentracdes de GH a serem acrescidas ao meio de maturacdo que promovam
melhorias na qualidade de embrides durante o processo de produgdo de embrides in vitro (PIVE).
Complexos cumulus-oocitos (COCs) grau I (n= 3707) foram obtidos por meio de aspiragdo de ovarios
provenientes de abatedouro e aleatoriamente distribuidos em 5 grupos (725 - 753 COCs/grupo) os
quais foram submetidos a maturagdo in vitro em meio base (MB) comum composto por TCM 199 +
sais de Earl + 10% de soro fetal bovino (SFB) + LH + FSH + estradiol + amicacina com ou sem
suplementacdo de GH. Dessa forma, os grupos foram divididos em: controle (MB sem adicdo de
GH), GI (MB + 25 ng/mL de GH), GII (MB + 50 ng/mL de GH), GIII (MB + 75 ng/mL de GH) e GIV
(MB + 100 ng/mL de GH), sendo o meio base de maturacdo in vitro (MB). Em seguida, estes foram
alocados em incubadora de CO, a 38,5°C e 5% de CO, em ar por 24 horas para maturagdo in vitro.
Ato continuo, a fecundagdo in vitro foi realizada em meio Talp-Stock + BSA, + piruvato +
gentamicina + heparina + PHE (penicilina, hipotaurina e epinefrina) por 24 horas em condigdes
semelhantes de temperatura e atmosfera gasosa. Apos esse periodo, as estruturas foram desnudadas e
cultivadas durante sete dias em meio SOFaaci + aminoacidos essenciais + tri-citrato de s6dio+ myo-
inositol + 5% SFB, em incubadora de CO, a 38,5°C, com 5% CO, em ar. As taxas de clivagem e
produgdo de embrides foram determinadas no terceiro e sétimo dia de cultivo, respectivamente.
Embrides em estagio de blastocisto expandido foram fixados em lamina e posteriormente corados com
kit de coloragio Panético rapido” para a contagem total de células embrionarias (trofoblasto e massa
celular interna). O estresse oxidativo foi analisado nos meios de maturagao, fertilizagdo e cultivo com
a quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitrico (TBARS). As taxas de clivagem, assim
como a produgdo de embrides ndo diferiram entre os tratamentos instituidos. Porém, foi constatado
aumento significativo (p<0,05) no numero de células embrionarias do grupo IV (76,27 £ 5,72) em
relagdo ao grupo controle (55,22+4,19). Ainda, houve maior produgdo de espécies reativas ao oxigénio
(EROS) e, consequentemente, maior estresse oxidativo nos grupos III (8,77+0,59 TBARS/mL) e IV
(8,31£0,38 TBARS/mL) comparativamente ao grupo controle (4,84 + 0,70 TBARS/mL, p<0,05)).
Tendo em vista os resultados obtidos, pode-se concluir que apesar do maior estresse oxidativo, a
utilizagdo de 100ng/mL de GH ao meio de maturagdo promove melhorias na qualidade embrionaria
em embrides produzidos in vitro.
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Suplementacao proteica em sistema creep-feeding no periodo de cria ndo influencia as
car acter isticas seminais e desenvolvimento testicular em tourinhos daraca Tabapua
(Bostaurusindicus)

Protein supplementation in the creep-feeding system did not influence the seminal characteristics and testicular
development of Tabapua (Bos taurus indicus) young bulls
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Esse trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas seminais e circunferéncia escrotal no
estabelecimento da puberdade em tourinhos da raca Tabapud (Bos taurus indicus) submetidos a
diferentes manejos nutricionais no periodo de cria. Foram utilizados nove machos com idade média de
17 + 0,8 meses. Durante o periodo de cria os animais foram divididos conforme o manejo nutricional
utilizado em dois grupos: Grupo controle (GC) com cinco animais e grupo Creep-feeding (GCf) com
guatro animais. A partir do nascimento todos os animais permaneceram a pasto (Brachiaria brizantha
cv. Marandu) com 4gua ad libitum e a desmama ocorreu com 220 dias de idade. O GCf foi
suplementado com dieta concentrada, composta por 20% de proteina bruta, sendo fornecidos 7,0g de
racdo por kg de peso vivo, a partir dos 45 dias até a desmama. Apds desmamados, 0s grupos
permaneceram a pasto (B. brizantha cv. Marandu) com &gua ad libitum e suplementacdo com dieta
concentrada, composta por 20% de proteina bruta, sendo fornecidos 4,0g de racdo por kg de peso vivo.
As caracteristicas seminais avaliadas foram o volume do ejaculado, motilidade espermatica e
percentual de células normais e anormais, esta ultima dividida em defeitos maiores e menores. Apos a
mensuragdo da circunferéncia escrotal foi realizada a coleta de sémen pela técnica da eletroejaculacdo
(Eletro-Ejaculador Portatil Boijektor). Imediatamente apds a coleta foram avaliados volume e
motilidade espermatica, por microscopia de luz (Microscépio Olympus CX21) em aumentos de 200 e
400 X, e o restante das amostras foram conservadas em solugdo formol salina e levadas para o
laboratorio de Fisiopatologia da Reproducdo Animal - UFLA para avaliacdo das patologias
espermaticas através da captacdo de imagens por microscépio de contraste de fase (Olympus BX41)
com filtro verde (Olympus IF550), acoplado em camara CCD (Charge Coupled Detector - SDC-415,
Samsung) conectada a um microcomputador. As analises estatisticas foram feitas pelo software SAS
(PROC MIXED e PROC GLIMMIX) com 5% de significancia. A circunferéncia escrotal média foi
32,7+ 293 cme 31,0 £ 2,80 cm no GC e GCf, respectivamente (p=0,40). O volume médio coletado
foi de 6,9 £ 5,07 mL e 4,0 + 2,48 mL no GC e GCf, respectivamente (p=0,33). A motilidade
espermatica média foi de 61,00 + 0,02% e 52,50 + 0,1% para 0 GC e GCf, nesta ordem (p=0,06). A
porcentagem média de células normais avaliadas de foi 57,50 + 0,31% e 66,00 + 0,16% para cada um
dos grupos (p=0,72). Os defeitos observados foram divididos em defeitos maiores com porcentagem
média de 33,90 £ 0,29% e 25,50 + 0,18% para GC e GCf, (p=0,78); e defeitos menores com
porcentagem média de 8,40 + 0,06% e 8,90 + 0,07% para GC e GCf, respectivamente (p=0,99). A
suplementacdo proteica no sistema de creep feeding ndo influenciou as caracteristicas seminais e
circunferéncia escrotal no periodo de estabelecimento da puberdade em tourinhos da raca Tabapud
dentro das condicgdes estabelecidas neste trabalho.
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Taxa de gestacdo e custo da prenhez em novilhas de corte apos utilizagdo de protocolos

de Inseminacédo Artificial em Tempo Fixo (IATF)
Pregnancy rate and cost of pregnancy in beef heifers after the use of protocols of fixed time Artificial Insemination
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As biotecnologias da reproducdo podem ser aplicadas para aumentar a eficiéncia reprodutiva e produtiva dos
animais, além de preservar os recursos genéticos. A Inseminacao Artificial (1A) e a Inseminacao Artificial em
Tempo Fixo (IATF) sdo biotécnicas bastante difundidas e aplicadas em rebanhos comerciais bovinos. Porém, é
importante atentar-se as taxas de gestacdo obtidas em cada protocolo, considerando também o seu custo. Este
estudo teve como objetivo testar protocolos de sincronizagdo de estro associados a IATF, avaliando o custo de
cada um e, consequentemente, da prenhez em cada tratamento em novilhas de corte. Foram utilizadas 39
novilhas da raca Nelore, com idade de 24 a 36 meses e escore da condicdo corporal variando entre 2 e 3 (escala
de 1 a 5). As novilhas foram divididas aleatoriamente em quatro grupos e receberam distintos protocolos de
sincronizacdo previamente a IATF. Em D1, todas as novilhas receberam 2 mg de Benzoato de Estradiol (BE;
Sincrodiol®, Ourofino, S&do Paulo, Brasil) e um dispositivo intravaginal contendo 1g de progesterona
(Dispositivo Intravaginal de Bovinos — DIB®, Progesterona, Tecnopec, Séo Paulo, Brasil) por oito dias, além de
em D8, 0,5 mg de cloprostenol sédico (Sincrocio®, Ourofino, Sdo Paulo, Brasil). No Grupo Controle (n=12;
normalmente utilizado na propriedade), em D9, foi administrado 1 mg de BE. O grupo BE+eCG (n=10), recebeu
em D9, 1 mg de BE e 250 Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG, Norvomon®, Pfizer, S&o Paulo, Brasil).
Nos outros dois protocolos, foi administrado 1 mg de cipionato de estradiol (CE, ECP®, Pfizer, Sdo Paulo,
Brasil) em D8, ao invés de BE no D9, associado ao eCG (ECP+eCG, n=7) ou ndo (ECP, n=10). No D10, foi
realizada a IATF em todas as novilhas. As novilhas foram mantidas nas mesmas condicfes de pasto e apds 53
dias foi realizado o diagndstico da gestacdo por palpacao retal. As taxas de gestacdo foram comparadas pelo teste
Q de Cochran. As fémeas que receberam ECP+eCG apresentaram as maiores taxas de gestacdo (71,4%; P=0,09),
em relacdo aos demais tratamentos: 25,0% (Controle); 30,0% (ECP) e 20,0% (BE+eCG). O custo do protocolo
hormonal por novilha considerando apenas os gastos com os horménios foi de R$ 16,52 (Controle), R$ 16,41
(ECP), R$ 24,52 (BE+eCG) e R$ 24,41 (ECP+eCG). A alta taxa de gestacdo obtida na associacdo de ECP com
eCG, resultou no custo mais baixo por prenhez, levando em consideragdo apenas os gastos hormonais: R$ 34,20
(ECP+eCG), R$ 66,10 (Controle), R$ 54,70 (ECP), R$ 122,60 (BE+eCG). Na pratica, o custo da prenhez foi
aproximadamente reduzido a metade no ECP+BE, em relacdo ao controle. Além disso, ressalta-se que as
novilhas foram manejadas um dia a menos neste protocolo, ja que ndo houve manipulagdo em D9, estressando
menos 0s animais e reduzindo a médo-de-obra. Conclui-se que o protocolo indicado é o ECP+eCG, que promoveu
maior taxa de gestacdo, com menor custo por prenhez, além de reduzir em um dia 0 manejo dos animais.

Palavr as-chave: Biotecnologia da Reproducdo, Desempenho bioecondmico, Gado de corte.
Keywords: Beef cattle, Bioeconomics performance, Reproductive Biotechnology.
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Técnica de Cromatografia de gel filtracdo do plasma seminal de bovinosjovensdaraca

Nelore
Gel Filtration Chromatography Techniqueon Seminal Plasma in young Nelore bulls

L orenna Francys Santos', Guilher me Cunha Oliveiral, Antonieta L our enia Gomes?, Jodo Paulo Silveira’,
Jamil Silvano Oliveira®, André Belico Vasconcel os™*

1University of Uberaba (UNIUBE), Uberaba MG, Brazil; ?Institute  of Advanced Studies in Veterinary,
UNIUBE/FAZU/ABCZ; *Department of Biochemistry and Imunology, ICB, UFMG, MG, Brazil.
*E-mail: andre.vasconcelos@uniube.br

O fluido seminal é o componente liquido do esperma que proporciona um ambiente seguro para 0s
espermatozoides. Os constituintes de plasma seminal sdo importantes para o processo reprodutivo. O
estudo dos componentes do plasma seminal bovino, especialmente de proteinas, aparece como uma
maneira para entender o mecanismo de fertilidade, bem como de descoberta de biomarcadores. O
objetivo do trabalho foi estudar o perfil cromatogréfico de proteinas do plasma seminal de tourinhos
jovens da raca nelore e relaciona-los com as caracteristicas clinicas das glandulas assessorias. Antes
das coletas, as glandulas vesiculares e ampolas do duto deferente foram avaliados por palpacdo
verificando caracteristicas de volume e consisténcia. Foi coletado um ejaculado de cada nove
tourinhos (14 — 18 meses), pelo método de eletroestimulacdo. Para obter as proteinas do plasma
seminal, o sémen foi centrifugado (600 x g) por 10 mim a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
retirado e a solucédo foi fracionada com sulfato de amonio saturado de 36% (Peso/Volume), mantido
em agitacdo por 30 min a temperatura de 0°C, posteriormente em repouso por mais 30 min a 0°C.
Novamente as amostras foram centrifugadas (600 x g a 4°C por 30 min), o sobrenadante foi dialisado
(8000 x) por 24 horas, com membrana de exclusdao de 1000 Da, em solucdo 0,5% de &cido acético
(HAC), as amostras foram liofilizadas e armazenadas a -20°C. A amostra liofilizada foi ressuspendida
em 500 pL de Cloridrato de trihidroxiaminometano (TRIS-HCI) 25 mM pH 7,4.A concentracdo de
proteina foi espectrofotometricamente avaliada. A aliquota das amostras dos animais em estudo foi
cromatografada em sistema FPLC (Cromatografia liquida de baixa pressdo) em coluna de exclusdo
molecular Superose 12. A média da concentracdo proteica do plasma seminal apds o tratamento com
sulfato de amonio saturado foi de 3,87 mg/ml. Foi observada uma separacdo molecular de pesos
moleculares significativamente diferentes, o que favoreceu a relacdo logaritmica entre o peso
molecular e o volume de elui¢do. A coluna de filtracdo de gel foi calibrada resultando em uma
equacdo y = 5,43x + (-2,175). O erro experimental foi inferior a 5% para a maioria das massas
moleculares da proteina. O perfil cromatografico das proteinas do plasma seminal bovino é
representado por 15 fragdes, com seis picos de retencdo, distintos, as medias dos tempos de retengédo
dos picos foram (19.10 / 33.23 / 38.69 / 40.26 / 41.43 / 63.60), e ndo diferenciaram estatisticamente
entre 0s animais de estudo.Observa-se que a variacdo do numero de tempo de retencdo entre as
amostras, pode estar relacionada a avaliacdo das glandulas sexuais, que apresentaram tamanhos
distintos, conforme o animal avaliado, com variagdo de (5x1,5x1 a 3x1,0x0,5). Entretanto é possivel
verificar uma semelhanca, entre os picos de retengdo das amostras de proteinas do plasma seminal dos
nove animais estudados. Este efeito pode estar relacionado a reposta fisioldgica de cada animal,
quanto ao seu amadurecimento reprodutivo.

Palavr as-chave: proteinas, superose 12, glandulas sexuais.
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Temperaturas do escroto, globo ocular e flanco com ter mogr afia infravermelha na

estacdo de monta em touros Nelore (Bos taurusindicus)
Temperature of the scrotum, eye and flank with infrared thermography at reproductive season in Nelore bulls
(Bos taurus indicus)

Ellyn Amanda F. Martins Camila D. Souza, Paulo F. 1zique Goiozo, M ar celo George M. Chacur*

Laboratério de Reprodugdo Animal, Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente, SP, Brasil.
*E-mail: chacur@unoeste.br

No Brasil, 0 manejo extensivo predomina na pecuaria de corte, 0s touros na estacdo de monta sdo
submetidos as altas temperaturas do ambiente. O estresse térmico é um dos fatores que afeta a
termorregulacdo testicular. Para que ocorra a espermatogénese satisfatoria nos bovinos, os testiculos
devem permanecer em temperaturas abaixo da temperatura retal. A termografia infravermelha é um
exame de imagem ndo invasivo que mensura a temperatura de areas do corpo e consequentemente a
termorregulacdo testicular. Objetivou-se mensurar com termografia infravermelha as temperaturas do
escroto, globo ocular e flanco em touros Nelore nos meses de estacdo de monta e suas correlagcbes com
a temperatura ambiente. Foram utilizados touros (n=20) da raca Nelore com 24 a 36 meses de idade,
realizando-se a cada 30 dias de agosto a janeiro no periodo matutino termografias infravermelhas
(E40-FLIR®, Suécia) e coleta de dados climaticos com globo termémetro (InstruTemp®, ITWTG-
2000, Brasil), sendo: temperatura do bulbo Umido (WBGT), temperatura de globo negro (TG),
temperatura do ar (TA) e umidade relativa do ar (UR). Nos touros, foram mensuradas temperatura
retal (TR), temperatura do globo ocular (TGO), temperatura do flanco esquerdo (TF) e temperatura do
escroto (TE). As imagens termogréficas foram analisadas pelo software FLIR Tools® verséo
3.1.13080.1002. Para as analises estatisticas, utilizou-se o software R (R Core Team, 2015) para
(média + DP) a 5% e coeficiente de correlacdo de Pearson (r) para temperaturas de areas do corpo com
termografias infravermelhas e fatores climéaticos. As médias de temperaturas de areas do corpo foram
comparadas pela analise de variancia (ANOVA one way) com contraste de Tukey a 5% (P <0.05)*. Os
resultados obtidos nos meses de agosto, setembro, outubro, novembro, dezembro e janeiro,
respectivamente, foram: WBGT (°C) = 13.56+1.04, 18.25+1.06, 18.20+0.83, 24.49+0.41, 26.23+0.72
e 27.62+1.74; TG(°C) = 17.53+2.23, 24.93+2.62, 25.63+1.51, 31.89+1.99, 35.09+1.65 e 31.88+3.29;
TA(°C) = 17.59+2.18, 24.74+2.78, 23.97+1.31, 31.75+2.01, 33.37+£1.83 e 31.85+3.41; UR(%) =
51.46+9.70, 32.65+7.50, 40.01+3.02, 40.86+9.37, 40.04+7.70 e 55.35+11.74; TR(°C) = 39.27+0.71,
39.35+0.61, 39.60+0.43, 39.98+0.75, 39.69+0.44 e 39.85+0.39; TGO(°C) = 32.65+2.36, 33.44+1.86,
33.79£0.99, 37.33+1.06, 36.87+£0.90 e 37.21+1.52; TF(°C) = 31.58+1.89, 31.64+1.85, 31.84+2.62,
35.95+0.90, 35.90+0.89 e 36.13+2.37 e TE(°C) = 29.88+2.46, 31.21+2.05, 31.59+1.31, 33.76%0.95,
32.75+1.72 e 34.26+1.35. Houve correlacGes significativas entre: TR x TA (r=0.28%); TGO x TA
(r=0.74*); TF x TA (r=0.72*%); TE x TA (r=0.57*). Conclui-se que a temperatura ambiente influencia
de forma significativa e positiva as temperaturas do flanco, do globo ocular e do escroto dos touros. A
temperatura do escroto foi de 5 a 9°C inferior a temperatura retal. A termografia infravermelha foi util
na mensuragdo de temperaturas de areas do corpo em touros.

Palavr as-chave: touro zebu, termorregulacdo testicular, fatores climaticos, estresse caldrico.
Keywords: zebu bull, testicular thermoregulation, climatic factors, heat stress.
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Termografia por infravermelho do cordao esper matico, escroto e globo ocular em touros

Nelore na primavera e verao
Infrared thermography of the spermatic cord, scrotum and eyesin Nellore bulls in the spring and summer
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Objetivou-se com o presente estudo, mensurar as temperaturas do cordao espermatico, escroto e globo
ocular com termografia por infravermelho em touros Nelore na primavera e verdo. Foram utilizados
20 touros da raca Nelore, com idade média de 24 meses, criados em manejo extensivo em pasto de
Brachiaria decumbens com mistura mineral e 4gua a vontade. As imagens termograficas (E40-FLIR®,
Suécia) foram obtidas na primavera e verao, repetidas duas vezes por estagdo com intervalo de 30 dias,
totalizando 80 exames termograficos de cada regido examinada (corddo espermatico, escroto e globo
ocular), logo ap6ds foi mensurada a temperatura retal de cada touro ecoletados os dados dos fatores
climéticos: temperatura ambiente, temperatura do globo (radia¢do solar) e umidade do ar. Foram
consideradas as temperaturas: média do globo ocular; média do cordéo espermatico; média do escroto;
média do polo proximal do polo distal do escroto. O gradiente térmico foi calculado pela diferenca
entre as temperaturas do corddo espermatico e do pélo distal do escroto e o gradiente de temperatura
retal-escrotal calculado pela diferenga entre a temperatura retal e o polo distal do escroto. A analise
estatistica foi realizada a analise de variancia com posterior comparacdo das varidveis entre a
primavera e 0 verdo com o teste de Tukey a 5%. A temperatura ambiente foi maior (P<0.05) na
primeira coleta do verdo (32,7+1,6°C) quando comparadas as outras coletas. lgualmente ocorreu com a
radiacdo solar, que foi maior (P<0.05) na primeira coleta do verdo (33,8+2,6°C) quando comparadas
as outras coletas. Quanto a umidade relativa do ar, a primeira coleta da primavera apresentou média de
68,3+8,7% que diferiu (P<0.05) da segunda coleta do verdo com 50,0+2,7%. Para temperatura retal
ndo houve diferenca estatistica (P<0.05) entre as coletas na primavera e verdo.Para a temperatura do
globo ocular houve diferenca (P<0.05) para a primeira coleta do verdo (37,1+0,7°C) quanto
comparada a primeira coleta da primavera (35,7£1,0°C) e a segunda coleta do verdo (35,7+0,6°C).

O mesmo ocorreu para a temperatura do corddo espermaticogue houve diferenga (P<0.05)
para a primeira coleta do verdo (37,0+1,0°C) quanto comparada a primeirada primavera (35,3+1,8°C) e
a segunda do verdo (35,6+0,9°C). Para a temperatura do escroto houve diferenca (P<0.05) para a
primeira coleta do verdo (34,940,9°C) quanto comparada a primeira da primavera (33,9£1,0°C) e a
segunda do verdo (33,7+0,9°C).O gradiente térmico da primeira coleta da primavera foi 2,2°C e na
segunda foi 2,5°C; no verdo, a primeira foi 2,7°C e na segunda foi 2,8°C. E o gradiente retal-escrotal
da primeira coleta da primavera foi 6,7°C e na segunda foi 6,0°C; no verdo, primeira foi 5,6°C e na
segunda foi 6,8°C.Na primeira coleta do verdo em gque houve maior temperatura ambiente, se verificou
maiores temperaturas de globo ocular e do escroto; e obteve-se também o menor gradiente retal-
escrotal. Dessa forma, se conclui que a cdmera de termografia por infravermelho foi eficiente na
mensuracdo das temperaturas do corddo espermatico, escroto e globo ocular. Na estagdo do verdo, a
maior temperatura ambiente influenciou na presenca de maiores temperaturas do escroto, quando
comparadas a estacdo da primavera.

Palavr as-chave: machos, bovinos, termorregulacdo testicular, estacfes do ano.
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The effect of B-27 supplementation on thein vitro culture of parthenogenic bovine

embryos
O efeito da suplementacao com B-27 no cultivo in vitro de embrides partenogenéticos bovinos
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In the parthenogenic embryo production several aspects must be taken into account, especially with
regard to the supplementation of the culture medium. The B-27 supplement is commonly used to
prevent the death of cells in cell differentiation protocols, which is a desirable effect in the in vitro
embryo production. Therefore, the objective of this study was to evaluate whether the addition of the
B27 supplement (GIBCO, 17504044) in the culture medium is capable of improving parthenogenic
embryo rates. For this, cumulus-oocyte complexes (COCs) were recovered from the puncture of
bovine ovarian follicles from local slaughterhouse. Later they were evaluated for morphology and
placed for in vitro maturation (IVM) in supplemented TCM-199 medium and added 10% fetal bovine
serum (FBS) under oil and placed in incubator (Thermo 3110, Thermo Fisher Sci., Marietta, USA)
with 5% CO, in air, at 38.5°C for 26 hours. After IVM, the COCs were denuded in TCM-199
containing hyaluronidase for three minutes in the vortex. A total 310 oocytes were chemically
activated using 5 pM ionomycin, for 5 minutes, and 2 mM 6-DMAP, for 6 hours. Posteriorly,
presumptive embryos were randomly divided into two groups: group | (GI), which received 2% B-27
(n = 237) on day 3 of the culture and group Il (GII) without addition of B-27. The in vitro culture
(IVC) was performed for nine days in synthetic oviduct fluid (SOF) medium with 5% FBS under oil
and humidified atmosphere similar to IVM. The embryonic rates were evaluated on days three, seven
and nine to verify cleavage, blastocyst and hatched blastocyst rates. The percentage were compared
using Fisher’s exact test considering significant when P < 0.05. The cleavage rates were 92.8%
(220/237) and 90.4% (66/73) for GI and Gl embryos, respectively (P > 0.05). The blastocyst rate in
the GI group was 28.7% (68/237) while the GlI group was 21.9% (16/73), (P > 0.05). Only the Gl
group showed blastocysts hatched 5.1% (12/237). Although there is no significant difference between
groups, it was visually noticeable the improvement of the morphology, therefore this supplement may
be a new alternative for the improvement of 1\VVC of parthenogenic bovine embryos.

Keywords: IVC, parthenogenesis, blastocysts.
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Transporte de oocitos bovinos com ou sem controle automatico da atmosfera
Bovine oocytes transport with or without automatic control of the atmosphere
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Unifenas, Alfenas, MG, Brasil.

*E-mail: jpguimaraes22@hotmail.com

A producdo de embrides pela técnica de fertilizagdo in vitro cresceu bastante no Brasil nos tltimos 10
anos. Segundo as estatisticas do IETS (International Embryo Transfer Society) o Brasil ¢ lider mundial
na aplicagdo desta tecnologia desde 2004. Neste estudo objetivou-se avaliar, em dois estudos, o efeito
de dois meios e de transportadoras sobre a viabilidade de odcitos (CCOs) em diferentes tempos (1, 8
24 h). No exp. 1, os Complexos Cumulos Odcitos (CCOs - n=648) foram mantidos a 38,5°C por 1 ou
8h em meio TCM-199 com sais de Hanks e HEPES (M1) ou meio de maturagdo TCM-199 com sais
de Earle com bicarbonato e gaseificado (M2). No exp. 2 os CCOs (n=979) foram colocados em M2,
gaseificados e mantidos em transportadoras com controle de temperatura e atmosfera (L1) ou apenas
com controle de temperatura (L2) por de 1, 8 € 24 h (T1, T2 e T3). A taxa de clivagem foi avaliada no
D3 e a produgao de blastocistos em D7 e D10. Os experimentos foram organizados em fatorial e
analisados pelo procedimento GLM do programa SAS. Médias foram comparadas por Student
Newman-Keuls. No exp. 1 ndo houve efeito (P>0,05) de meio sobre a clivagem (69,4+2,7 ¢
71,443,4%,), produgdo de embrides no D7 (33,4+2,7 ¢ 30,7£3,1%,) e no D10 (36,1+£2,4 ¢ 33,6+3,1%),
para M1 e M2, respectivamente. Também nédo houve efeito do tempo sobre a clivagem (70,343,0 e
70,243,2%), producdo no D7 (29,9+2,7 e 34,3+£3,0%) e no D10 (33,0+£2,8 e 36,7+2,7%), para 1 ¢ 8h,
respectivamente, nem interacdo entre eles (P>0,05) . No exp. 2 ndo houve efeito (P>0,05) de
transportadora sobre a clivagem (68,3£3,1 e 71,7+2,5%), producdo no D7 (26,9+£2,6 e 29,4+2,4%) e
no D10 (31,14£2,5 e 31,0+£2.5%), para L1 e L2, respectivamente. De modo, similar ndo houve efeito de
tempo com relagdo a clivagem (74,1+3,4, 67,2+3,3 e 68,7+3,7%), blastocistos no D7 (26,842,9,
31,443,0 e 26,243,4%,) ou no D10 (29,643,1, 352+42,6 e 28,2+3,4%), para 1, 8 e 24h,
respectivamente, assim como nas interagdes (P>0,05). Conclui-se que COCs bovinos podem ser
transportados em meio TCM-199 com sais de Hanks ou Earle por periodos de até 8 horas. O
transporte em meio de maturacdo pode ser feito sem controle atmosférico automatico por todo o
periodo de maturagdo sem influenciar o desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: Embrides, Fertilizacdo in vitro, maturacdo, transporte de o6citos.
Keywords: Embryos, in vitro fertilization, maturation, oocytes transport.
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Uso de pentoxifilina na capacitacio espermatica de sémen bovino pdés-descongelamento
Use of pentoxifyline on sperm capacitation of post-thawed bovine sperm
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Na criopreservagao espermatica ha maior produgao de espécies reativas de oxigénio (EROS), as quais
podem causar danos & membrana plasmatica do espermatozoide e decréscimo em sua motilidade. A
pentoxifilina (PTX) apresenta efeito benéfico ja conhecido sobre a motilidade e caracteristicas de
movimento espermatico. Logo o objetivo deste estudo foi avaliar se diferentes concentragdes (10 ¢ 20
mM) de pentoxifilina melhoram a qualidade espermatica do sémen bovino apos o processo de
criopreservagdo. Foi utilizado sémen de quatro touros ja testados para produgédo in vitro de embrides.
As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos e 10 puL. do sémen foram
utilizados para analise de motilidade e vigor espermaticos em lamina e laminula sob microscopia
optica de luz em aumento de 400x. Apds as analises imediatas de motilidade e vigor, o sémen foi
colocado em gradientes descontinuos de Percoll (45% e 90%) por 7 minutos a 575 x g. Apos a
centrifugacdo foi retirado o sobrenadante ¢ o pellet foi resuspendido em 1 mL de meio comercial de
fecundagdo in vitro (FIV - TL Sperm: Tyrode + albumina + lactato + BSA + piruvato + antibidticos +
PHE + heparina) e centrifugado novamente por cinco minutos. Posteriormente a centrifugagdo foi
retirado 240 pL de pellet, o qual foi homogenizado ao mesmo volume de meio FIV. O volume final
foi dividido em 3 tratamentos: controle (sem adi¢do de pentoxifilina), T10 (adicdo de 10 mM de
pentoxifilina) e T20 (adicdo de 20 mM de pentoxifilina). Ato continuo, os grupos foram incubados por
10min em incubadora de CO, a 38,5°C em 5% de CO; em ar. Aliquotas de sémen de cada grupo foram
submetidas a analise de motilidade, vigor, atividade mitocondrial (DAB) e capacitagdo espermatica
(Coloragdo tripla de espermatozoide - Tripan). O experimento foi realizado em blocos inteiramente
casualizados sendo as médias analisadas com nivel de significancia de 5%. Foi constatado decréscimo
na motilidade espermatica dos grupos T10 (20,18+2,86) e T20 (14,63+2,21) comparativamente ao
grupo controle (29,5+2,9) (p<0,0001). Ademais, os grupos tratados com PTX também apresentaram
diminui¢do dos valores de vigor espermatico (T10: 1,87+0,12 e T20: 1,59+0,12) em relacdo ao
controle (2,25+ 0,12) (p=0,0002). A atividade citoquimica mitocondrial espermatica ndo foi
influenciada pela adi¢do de pentoxifilina pos-capacitagdo espermatica (p>0,05). Contudo, a avaliagdo
da reacdo acrossomica observou-redugdo na porcentagem de células vivas com acrossoma reagido
(Tripan 1I) do T20 (22%) em comparagcdo ao controle (15,93%) (p = 0,0192) e aumento na
porcentagem de células mortas com acrossoma reagido ( Tripan 1V) do grupo T20 (49,97%) em
relacdo aos demais grupos (C: 38,68% e T10: 43,47%) (p=0,0004). Com base nos resultados obtidos
pode-se concluir que a adi¢cdo de 10 e 20mM de pentoxifilina pods capacitagdo em gradiente
descontinuo de Percoll ndo promove melhorias na qualidade espermatica do sémen bovino pos-
descongelamento.

Palavras-chave: biotecnologia, criopreservagdo, embrido, fertilidade.
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Uso de pentoxifilina no seémen descongelado de bovino Pantaneiro apos capacitacio em

gradiente de Percoll
Use of pentoxifiline on post-thawed semen of Pantaneiro breed bovine after sperm capacitation
in Percoll-gradient
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Os bovinos Pantaneiros sdo animais extremamente adaptados as condi¢des sanitarias, de clima e
manejo. Atualmente, sdo considerados como uma espécie ameagada de extingdo e diante disso, 0 uso
de biotecnologias da reprodugdo, como a criopreservagdo de sémen, devem ser estudadas e
aprimoradas para uso nesta raga. A pentoxifilina acrescida ao diluidor promove melhoria da qualidade
espermatica poés-descongelamento. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
adicdo de diferentes concentragdes de pentoxifilina sobre a viabilidade in vitro de espermatozoides de
bovinos da raga Pantaneira pds-descongelamento e capacitagdo em gradiente de Percoll. Foram
utilizadas palhetas de sémen congelado de quatro touros da raca Pantaneira. As palhetas foram
descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos ¢ em seguida, foi retirada uma aliquota do
sémen para avaliagdo quanto a motilidade (MOT), vigor (VIG), integridade de membrana plasmatica
(eosina/nigrosina-EN), acrossomal (POPE) e atividade mitocondrial (DAB). Apds as andlises
imediatas, o sémen foi submetido a gradientes descontinuos de percoll (45 ¢ 90%) por 25 minutos a
2500 giros por minuto (gpm). Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi retirado e o pellet foi re-
suspendido em 700 pL de meio de fecundagdo in vitro (FIV). Este foi novamente centrifugado por
cinco minutos a 700gpm. Ato continuo, o pellet foi retirado e re-suspendido em 300 pL de meio FIV.
Apods a homogeneizacdo, a amostra foi igualmente dividida e submetida a trés tratamentos: Controle (0
mM), TS5 (adi¢do de 5 mM de pentoxifilina) e T10 (adicdo del0 mM de pentoxifilina). Cada
tratamento foi colocado em incubadora de CO, a 38,5°C, com 5% CO,, por 10 minutos. Em seguida,
amostras, foram reavaliadas quanto a motilidade, vigor, integridade de membranas plasmatica e
acrossomal e atividade citoquimica mitocondrial. Este experimento foi inteiramente casualizado e o
efeito do tratamento foi avaliado através da analise de variancia (ANOVA), com nivel de significancia
de 5%. A adi¢do de SmM e 10mM de pentoxifilina no sémen de bovinos pantaneiros ap6s a passagem
por gradiente de percoll ndo alterou (P> 0,05) a motilidade ¢ vigor espermaticos, a integridade das
membranas plasmatica e acrossomal e atividade citoquimica mitocondrial. Com base nos resultados
obtidos, pdde-se concluir que a adigdo de pentoxifilina nas concentragdes de 5 ¢ 10 mM ndo
influenciou a viabilidade in vitro em s€men criopreservado de bovinos Pantaneiros ap6s capacitacdo
por gradiente de Percoll.
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Uso de progesterona injetavel na transferéncia de embrido em vacas primiparas sobre a

taxa de concepcao
Use of injectable progesterone in embryo transfer in primiparous cows on conception rate
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A progesterona (P4) secretada pelo corpo luteo € essencial na sobrevivéncia embrionéria e na
manutencdo da gestacdo. O baixo escore corporal estd associado ao atraso na retomada da ciclicidade
ovariana no poés-parto, em vacas primiparas isso fica ainda mais evidente uma vez que além das
exigéncias de mantenca e lactacdo esta categoria necessita atender a demanda de energia para
crescimento e sO entdo desviar fontes energéticas para a atividade ovariana. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a acdo de uma fonte exdgena de P, injetavel de longa acdo, no dia da transferéncia
de embrido, sobre a taxa de concepgdo em vacas primiparas. Foram utilizadas 94 vacas mesticas
provenientes de uma mesma propriedade e mantidas em pasto de Brachiaria brizantha cv. Marandu,
com suplemento mineral e 4gua “ad libitum”. O protocolo utilizado para sincronizacdo das receptoras
foi: dia zero (DO) - dispositivo intravaginal de liberagéo lenta de P, contendo 1,9 g (CIDR®) por 8 dias
+ 2,0 mg de benzoato de estradiol, por via intramuscular (IM). Qito dias apds (D8) foi retirado esse
dispositivo e realizada aplicacdo de 0,15 mg via IM de D-Cloprostenol (Croniben®) + 300 Ul de
gonadotrofina coridnica equina (Novormon®) + 1mg de cipionato de estradiol (E.C.P.®). Nove dias
ap6s a remogéo do CIDR.® (D17) foi realizada a transferéncia de embrides produzidos in vitro e neste
momento as receptoras foram divididas em dois grupos: controle (C) e grupo progesterona (GP,). No
controle (n=49 animais) foi administrado 1 mL de solucdo fisiolégica via IM, j& no GP, (n=45
animais) foi aplicado 1 mL de P, (Sincrogest injetavel). O diagnostico de gestacéo foi feito através de
ultrassonografia transretal 50 dias apds a data da transferéncia. As taxas de concepcédo calculadas em
porcentagem e avaliadas pelo programa estatistico SAS PROC Glimmix. A média de escore corporal
dos animais dos grupos controle e tratamento foram de 2,6 e 2,5 (escala 1 a 5). De acordo com 0s
resultados obtidos, a administracdo de P, injetdvel no D17 e a condi¢do de escore corporal ndo
influenciaram (P>0,05) no aumento na taxa de concepg¢do, entre 0s grupos controle (40,82%, 20/49) e
tratamento (46,7%, 21/45). Autores relatam que a P, promove aumento no desenvolvimento do
embrido com 3 a 7 dias, portanto neste periodo, elevadas concentragdes plasméticas de P, aumentam o
tamanho do embrido. No presente estudo, o embrido foi implantado com 7 dias e dessa forma a
progesterona pode ndo ter tido o efeito esperado. A P, foi usada na tentativa de suprir uma possivel
deficiéncia desse horménio em animais com baixo escore corporal, que por sua vez, poderia resultar
em perdas embrionarias, contudo como o ECC das vacas era mediano, possivelmente essa deficiéncia
ndo foi relevante o bastante para que a suplementacéo fizesse efeito. Com base nos resultados obtidos,
pode-se concluir que a utilizacdo de progesterona exdgena de longa duragéo, no dia da transferéncia de
embrido, ndo aumenta a taxa de concepc¢do em vacas primiparas e com escore corporal mediano.
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Vascularization parameters evaluated by Doppler areindependent of environmental,

rectal and testicular temperatures
Os parémetros de vascularizacéo avaliados pelo Doppler sdo independentes das temperaturas ambiental,
retal etesticular
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High environmental temperatures may compromise the body and testicular thermoregulation of
animals, altering not just the physiological parameters, also damaging the sperm quality. For this,
other diagnostic tools are required for the diagnosis of testicular disorders caused by the increased
temperature, such as infrared thermography, and the color Doppler ultrasonography. However, it is
still necessary to establish parameters for evaluation of testicles, as well as the impact of external
factors such as the temperature on the data obtained. This study had the objective to observe if
ultrasonographic parameters were dependent on the environmental, body and testicular temperatures.
For this, ten Nellore bulls aged 34+1.16 months, with 34,1cm of average scrotal circumference. The
environmental temperature (ET) was measured by Data Logger (OPUS 20 THI - 8120.00, Lufft,
Germane) in each thermographic evaluation. The scrotal surface mean temperature (SSMT; °C) and
eye area mean temperature (EAMT;°C) were measured using an infrared thermography camera, T620
model (FLIR Systems, USA) and captured from a distance of 0.9 m between the camera and the
scrotum. The images were evaluated using the FLIR Quick Report® program (FLIR Systems, USA).
It was also evaluated: the rectal temperature (RT, ° C) by a digital thermometer; heart rate (HR; bpm);
and respiratory rate (RR; breaths/min) using a stethoscope. Furthermore were analyzed: The
vascularization of pampiniform plexus (VPP) through a score of one to five, being one less
vascularized and 5 more vascularized; vascularization of the testicular parenchyma (VTP) by a score
of zero to four, with zero having no visible vascularization in the image and 5 with several large
vessels in the image; and finally the blood flow of the pampiniform plexus through the resistance
index (RI). Each analyses were performed in the right (VRPP, VRTP, RRI) and left (VLPP, VLTP,
LRI) testicles. Data were submitted to analysis of variance using the MIXED procedure of Statistical
Analysis System (SAS, 2004), by Pearson correlation analyses. Significance difference was
considered when p<0.05. Testicular vascularization (right and left VPP and VTP) showed no
correlation with temperature and clinical evaluations (ET, RT, RR, HR, SSMT, EAMT), indicating
that those parameters do not affect the testicular hemodynamics and ultrasound evaluation of the
testes. However, blood flow (RI) presented statistical difference with one of the clinical evaluations
(HR), showing a negative correlation: RRI vs HR (-0.60 + 0.005); LRI vs HR (-0.51 + 0.02). Deducing
that, even if the environmental temperature does not influence the ultrasonographic evaluation of the
testes, the vessels resistance index may change according to the amount of blood pumped per minute.
Similarly, RI values of both testes, right and left, did not correlate with temperature and other clinical
evaluations (ET, RT, RR, SSMT, EAMT). Moreover, there was a positive correlation between the
values of VRTP with: VLTP (0.66 = 0.0001), indicating a normality between both testicular
parenchymas; and VRPP (0.64 + 0.0001), showing the normality in blood flow between the plexus and
parenchyma. It was also observed a positive correlation between VRPP and VLPP (0.68 = 0.0009)
representing the similarity in blood flow between both plexus. Correspondingly, the value of RRI
showed a positive correlation with LRI (0.59 + 0.005), following the same arrangement. In contrast,
VRPP had a negative correlation with the RRI (-0.51 + 0.02). Thus, we can conclude that testicular
Doppler ultrasound is independent of temperature changes and clinical evaluations.
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Verificacdo dos parametros circulatorios da artéria supra testicular em tourosjovensda

raca Aberdeen Angus
Verification of the circulatory parameters of the testicular supra artery in young bulls of the
Aberdeen Angusrace
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Diante da importancia do macho como reprodutor e difusor de material genético, este deve ser
criteriosamente selecionado, principalmente quanto aos seus aspectos reprodutivos e produtivos, assim
como os raciais. A inclusdo de novas tecnologias permite uma compreensao do processo fisiologico,
onde métodos ndo invasivos podem auxiliar na aquisicdo de dados confiaveis, sem intervir nos
organismos, livrando acbes de estresse. O objetivo do presente estudo foi verificar os parametros
circulatérios de velocidade média (VM), indice de pulsatilidade (PI) e resisténcia (RI) através do
mapeamento ultrassonografico Doppler colorido, da artéria supra testicular e em touros jovens da raca
Aberdeen Angus. O presente estudo foi realizado em propriedade rural no municipio de Arapongas,
regido no norte do estado do Parand, Brasil. Trinta e trés touros jovens da raga Aberdeen Angus, com
bom estado corporal e idade média de 24,0 meses foram submetidos ao exame de ultrassonografia no
modo B para espessura de pele escrotal e modo Doppler colorido para hemodinamica testicular. Além
disso, foi mensurada a temperatura superficial do escroto (TM) por meio da termografia
infravermelha, a temperatura retal e os batimentos cardiacos (HT). A velocidade média do fluxo
sanguineo apresentou media de 13,8 + 4,77 cm/s. O valor médio para o PI foi de 0,27 £+ 0,15. O indice
de RI apresentou média de 0,37 £ 0,12. A média verificada para temperatura retal e temperatura
escrotal foi de 40,13 + 0,54 e 35,14 £ 0,71 °C, respectivamente. A média para HT e a espessura de
pele escrotal foi de 91,03 + 11,33 batimentos por minuto e 5,8 £ 1,07 cm, respectivamente. Com as
informacdes referentes as varidveis estudadas foi possivel estabelecer as correlagdes. Foi observada
correlagdo significativa e positiva entre as varidveis de Pl e Rl (0,934). Os valores apresentados se
referem a resisténcia que o fluxo sanguineo recebe da perfusdo do sangue no vaso sanguineo. A
correlacdo entre VM e TM (0,471) foi significativa e positiva, isso se deve provavelmente pelo fato do
aumento da velocidade média do fluxo sanguineo, sucintamente, aumentou a temperatura da bolsa
escrotal que estavam sendo irrigados com maior propor¢cdo. Da mesma forma, os resultados de
correlacdo entre HT e TM (0,357) também foram considerdveis, por aumentar os batimentos
cardiacos, como fator compensatério para ter o maior fluxo sanguineo, aumentando também a
temperatura escrotal. Para as demais varidveis ndo houve correlacdo significativa. Os valores
apresentados podem contribuir no futuro para deteccdo de eventuais anormalidades, onde o sistema
Doppler pode fornecer informacdes para o entendimento da termorregulacgéo testicular.
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Viabilidade do transporte de odcitos bovinos em meio de maturacgao in vitro
suplementado com analogo da vitamina E (Trolox®)
Transport viability of bovine oocytesin in vitro maturation media supplemented with vitamin E
analogue (Trolox®)
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Usualmente, o procedimento de ovum pick up (OPU) comercial é realizado em locais distantes de
laboratérios de producdo in vitro de embrides (PIVE). A matura¢do oocitaria durante o transporte é
uma solucdo pratica que visa sanar problemas de distncia, entretanto, um tempo de transporte
prolongado pode prejudicar o desenvolvimento oocitario, e consequentemente o embrionario, se
tornando um fator limitante para a utilizacdo comercial dessa técnica. O uso de antioxidantes durante o
transporte de o6citos pode ser uma alternativa para preservar a qualidade dessas estruturas. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a viabilidade do transporte de odcitos com controle da atmosfera gasosa,
durante diferentes periodos de tempo, ap6s a adicdo de analogo da vitamina E (Trolox®) ao meio de
transporte. Dessa forma, a simulacdo do transporte foi realizada em incubadora de CO, a 38,5°C com
5% de CO,em ar. Os complexos cumulus-odcitos graus I, 11 e 1l (n=1107) foram obtidos por meio de
aspiracdo de ovarios provenientes de abatedouro e aleatoriamente divididos em oito grupos (117 - 145
COCs por grupo), conforme o periodo de transporte simulado e a adicdo ou ndo de Trolox®ao meio.
Sendo assim, os grupos foram divididos em: zero (G0), seis (G6), doze (G12) e dezoito (G18) horas de
transporte simulado sem antioxidante, e 0s mesmos periodos (GT0, GT6, GT12, GT18), com a adi¢do
de 0,1 mg/mL de Trolox® ao meio de transporte. Os COCs foram acondicionados em tubos
criogénicos de 1,5 mL, contendo 500uL de meio de transporte (TCM-199 suplementado com HEPES,
glutamina, piruvato, antibiotico, estradiol, LH, FSH e SFB) com ou sem a adicdo de Trolox®,
recobertos por 350uL de éleo mineral, gaseificados com uma mistura de 5% de CO,, 5% de O,, 90%
de N, balanco e lacrados. Os o6citos dos grupos GO e GTO foram colocados abertos na incubadora e
maturados por 24 horas. J& os demais grupos foram abertos somente ap6s transcorrido o periodo de
transporte referente a cada grupo, completando o tempo restante da maturagcdo nas mesmas condic¢des
dos grupos controle. A fecundacdo in vitro foi realizada em meio Talp-Stock acrescido de BSA,
piruvato, gentamicina, heparina e PHE por 18-22 horas em condicGes semelhantes de temperatura e
atmosfera gasosa. Os provaveis zigotos foram cultivados durante sete dias em meio SOFaaci + 5%
SFB, em incubadora de CO,a 38,5°C, com 5% CO,, 5% O, e 90% N,. Foram avaliadas as taxas de
clivagem e de producdo embrionaria, a contagem celular e o estresse oxidativo. Os dados foram
analisados por meio do programa SAS®, versdo 9.2. Dados paramétricos foram avaliados por meio de
Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey, ja dados ndo paramétricos através do teste de
Wilcoxon. Todas as analises utilizaram 5% como nivel de significancia. As taxas de clivagem foram
similares entre todos os grupos, sendo observada diferenca apenas entre GO (87,05%) e G12 (68,30%)
(p<0,05). A producgdo de blastocistos, o numero total de células embrionérias e a concentracdo de
espécies reativas ao &cido tiobarbitirico no meio de transporte ndo diferiram entre 0s grupos
estudados. Dessa forma, pode-se afirmar o transporte de odcitos bovinos pode ser realizado em até 18
horas sem que haja prejuizos ao desenvolvimento embrionario. Ainda, a adicdo de Trolox® ao meio
ndo altera os indices de clivagem e producéo de blastocistos.
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