(51-3 Congresso Brasileiro de Reprodugdo Animal, 22, 2017, Santos, SP. Anais... Belo Horizonte: CBRA, 2017.

Avaliacao histoldgica de fragmentos testiculares criopreservados obtidos de gatos
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A dificuldade de se estabelecer um protocolo eficiente de criopreservagdo de tecido testicular ¢ um dos
entraves para o desenvolvimento desta técnica em felinos. Visando incrementar pesquisas nesta area,
este estudo teve como objetivo avaliar histologicamente a acao de dois crioprotetores (propanediol 3%
ou Glicerol 3%) sobre fragmentos de tecido testicular de gatos. Os testiculos foram obtidos de 8 gatos
domeésticos, de diferentes ragas, com idades entre 1 e 5 anos. O material foi transportado ao laboratorio
em tubos falcon contendo NaCl 0.9% acondicionado em caixa térmica (18°C) em no maximo 2 h.
Apos dissecgdo dos vasos, tanica albuginea e epididimos, o tecido foi lavado trés vezes em solucéo
salina suplementada com antibi6ticos e mensurado com um paquimetro digital para que fosse
seccionado em fragmentos de 0,3 cm®. Os fragmentos frescos foram corados com HE e avaliados
histologicamente, sendo as les@es classificadas em: (I) desprendimento da membrana basal, escore 0
se ndo ha desprendimento, 1 <75% da circunferéncia estiver desprendida e 2 > 75% da circunferéncia
estiver desprendida, (I1) retracdo da membrana basal (0 se ndo ha retracdo; 1 se ha ligeira retracdo e 2
se a retracdo é Obvia). A integridade do nlcleo das espermatog6nias e células de Sertoli serdo
classificadas por (I11) distingdo entre espermatogénia e células de Sertoli (0 se facilmente distinguivel;
1 se dificil a distingdo e 2 se impossivel a distingdo); (IV) visibilidade do nucleo (0 se observado
facilmente (>40% visivel) e 1 se indistinguivel do fundo citoplasmatico) e (V) condensacgdo nuclear (0
se células picnoticas estdo ausentes, 1 se ha <40% de células picnoticas e 2 se ha mais que >40% de
células picnoticas). Estes graus serdo combinados em uma graduacéo final classificada de 0 a5 (0 =
saudavel; 5= completa degeneragdo). Os demais fragmentos foram acondicionados em criotubo
contendo 1mL de diluidor Tris Equex STM gema de ovo contendo 3% de glycerol ou 3% propanediol
por 10 minutos em temperature ambiente e entdo foram mantidos a 4°C por 30 minutos até que fossem
colocados em uma rack disposta 4 cm acima do vapor de nitrogénio liquido por 10 min. Ato continuo,
as amostras foram mergulhadas diretamente em nitrogénio liquido. Para o aquecimento, as amostras
foram expostas em ar por 10 segundos e submersas em banho maria a 37°C por 30 segundos. Os
fragmentos foram entdo colocados em diluidor a 37°C por 5 min e avaliados histologicamente. A
analise estatistica consistiu de analise de variancia ANOVA com Student—-Newmann—Keuls post hoc
test para avaliar a interacdo do tecido fresco e congelado, com nivel de significancia < 0.05. O tecido
fresco e o criopreservado apresentaram morfologia semelhante em relagdo ao desprendimento da
membrana basal (1) e observacdo do nucleo (escore 0). A principal alteracdo observada foi picnose
(escore 2) em aproximadamente 50% dos fragmentos criopreservados em propanediol e 53% em
glycerol, e diferiu estatisticamente do tecido fresco (15%). Em relagdo a classificacdo Ill, os
fragmentos congelados em propanediol apresentaram maior lesdo, sendo a maioria classificada como
escore 1. Concluimos com os dados até o presente que o propanediol apresentou mais efeitos toxicos
ao tecido comparado ao glycerol, na concentragdo empregada neste estudo.
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Citologia testicular com agulha fina em gatos domésticos
Testicular fine needle cytology in tom-cats
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A citologia testicular por agulha fina para avaliagdo funcional da espermatogénese tem sido descrita
em cdes, cavalos, ruminantes ¢ felinos. Entretanto, podem existir duvidas quanto a obtencdo de
amostras suficientes de gatos domésticos. Este estudo avaliou resultados citologicos de testiculos de
gatos de diferentes idades, submetidos a pungdes testiculares com agulhas de diferentes calibres: 22G
x 1% (30x7mm) e 29G x 1/2” (“de insulina”). Foram utilizados 34 gatos (1,5 a 6,0 kg) trazidos ao
Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP, Botucatu, SP, para castragdo eletiva; selecionados apods terem
seus estados de satde confirmados por exames pré-operatorios, e entdo separados em trés grupos: 10
gatos abaixo de seis meses (6m), 14 gatos com idade entre 6m ¢ um ano (la) e 10 gatos acima de 1a.
Sob anestesia geral, apos preparacdo do campo cirurgico, foram realizadas pungdes sem aspiragdo com
agulha 22G x 1%4” no testiculo direito e com agulha 29G x 1/2” no testiculo esquerdo, orquiectomia
bilateral e secc@o longitudinal dos testiculos para “imprint” dos parénquimas de ambos os testiculos.
Com o material das pungdes foram realizados esfregagos. Os esfregacos e os “imprints” foram secos
ao ar ambiente, corados com Panotico, para andlise por microscopia de luz. Foram contadas 200
células germinativas consecutivas, identificadas separadamente. As células de Sertoli foram
quantificadas a parte a medida que eram identificadas entre as 200 células germinativas. Foram
estabelecidos os Indices de célula de Sertoli (SEI-células de Sertoli/100 células germinativas) e
indices Espermaticos (SI-espermatozoides/100 células germinativas), que estimam os potenciais da
espermatogénese ¢ da producdo de espermatozoides, respectivamente. A média foi usada como
medida de tendéncia central ¢ o desvio padrdo como medida de variabilidade para a quantificacdo das
células testiculares. Foi utilizado o teste de comparagdo multipla (P<0,05) por GLM (SAS) para
comparar a celularidade e os SEI/SI entre as técnicas. Espermatogonias, espermatocitos primarios e
secundarios, espermatides iniciais e finais, espermatozoides, células de Sertoli ¢ de Leydig foram
identificados nos esfregacos e “imprints” de gatos acima de 6m. Nao houve comparagdo entre as
técnicas nos gatos abaixo de 6m, pois a espematogénese em todos eles estava incompleta; mas estava
completa em 64% dos gatos entre 6 m ¢ la e em todos acima de 1a. Os testiculos esquerdos e direitos
foram semelhantes (P>0,18) quanto a celularidade, nos gatos acima de 6m; o que permitiu comparar o
uso das agulhas. Nao houve diferengas com relacdo aos SEI (5,9+3.,4 a 10,6+£10,2, P>0,18) e SI
(11,5£8,6 a 14,2+£12,6, P>0,32) quando comparadas as técnicas de “imprint” e de pungdes
(independente da agulha), nos gatos de 6m a la. Também, ndo houve diferengas com relagdo aos SEI
(3,4+1,9 a 8,7£5,1, p>0,08) e SI (10,0£6,7 a 16,0£7,0, P>.0,07) quando comparadas as técnicas de
“imprint” e de pun¢des (independente da agulha), nos gatos acima de l1a. N@o se recomenda pungdes
para avaliacdo da espermatogénese em gatos abaixo de 6m de idade, pois a espermatogénese nao
estava completa. Para gatos acima de 6m, as pungdes testiculares (com as duas agulhas finas) foram
consideradas igualmente eficientes para avaliagdo da espermatogé€nese. Embora estudos anteriores
tenham descrito que lesdes hemorragicas decorrentes de pungdes testiculares em gatos domésticos
foram resolvidas em sete dias, futuros estudos devem ser realizados para observar se as lesdes apds as
pungdes podem influenciar a producdo futura de espermatozoides.
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A vitrificacdo de tecidos gonadais, visando a formacdo de bancos de germoplasma animal, pode ser
uma importante ferramenta para conservagdo ex-situ (cativeiro) de animais silvestres ameacados de
extingdo. O desenvolvimento de protocolos com vitrificacdo em tecido testicular parenquimatoso pode
prover 0 acesso a todos o0s estagios do ciclo espermatico. A associagdo de acglcares como
crioprotetores extracelulares na solugéo de vitrificacdo € uma alternativa para diminuir a citotoxidade e
otimizar a preservacdo morfologica das células. Utilizando como modelo experimental o gato
domestico (Felis catus), esse estudo foi submetido e aceito pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA) sob nimero 2890040516 e propbs comparar o efeito da trealose e sacarose na vitrificacdo de
tecido testicular parenquimatoso. Foram submetidos & orquiectomia cinco gatos saudaveis e obteve-se
fragmentos do parénquima testicular. Foram fixadas para histologia amostras componentes do grupo
controle e as demais foram vitrificadas, testando as associagdes do crioprotetor Etilenoglicol (EG) com
sacarose (Sac) ou trealose (Tre). Os fragmentos foram divididos entre dois tratamentos: T1 (RPMI +
EG + 0,1M Sac) e T2 (RPMI + EG + 0,1M Tre). Apds a devitrificacdo, as amostras foram avaliadas
histologicamente, analisando o percentual de células intratubulares (espermatogénias, espermatocitos,
espermatides e células de Sertoli) morfologicamente normais e as condi¢cdes da membrana basal dos
tibulos seminiferos. No grupo controle foi observada integridade morfologica de 94% de
espermatogbnias e espermatdcitos, 95% de espermatides e 100% células de Sertoli. T1 mostrou
integridade em 88% de espermatogonias, 70% espermatdcitos, 89% espermatides e 69% de células de
Sertoli, enquanto T2 apresentou 88% de espermatogbnias, 75% de espermatdcitos, 90% de
espermatides e 60% de células de Sertoli. Ambos os tratamentos evidenciaram resultados inferiores ao
controle, entretanto ndo diferiram estatisticamente entre si. A membrana basal dos tlbulos seminiferos
apresentaram desprendimento moderado nos tratamentos analisados. Apesar disso, as células
germinativas foram morfologicamente viaveis. Sendo assim, concluiu-se que a associa¢do de ambos 0s
crioprotetores extracelulares na solucéo de vitrificacdo foram igualmente eficientes para protocolos de
vitrificacdo em tecido testicular de gato doméstico, apresentando boa preservacdo morfoldgica das
células germinativas e integridade dos tubulos seminiferos.
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Cryopreservation of Felis catus epididymal spermatozoa with two commercial diluent
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Atualmente, o gato doméstico (Felis catus) ¢ a tinica espécie ndo ameagada de extingdo dentre os
felideos existentes, o que o torna um 6timo modelo experimental na area de reproducdo assistida. A
padronizagdo de técnicas como a criopreservagdo de gametas e a fertilizagdo in vitro podem se tornar
ferramentas fundamentais para a preservagdo de espécies felinas ameagadas. A criopreservagao de
sémen de felinos ainda n3o possui protocolos estabelecidos, visto que a fertilizagdo in vitro com
espermatozoides congelados ainda apresenta baixas taxas de fertilizagdo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficiéncia da criopreservagdo de espermatozoides epididimarios de gatos domésticos como
modelo experimental, realizada com meios diluidores distintos. Foram utilizados 11 gatos adultos,
orquiectomizados por castragdo eletiva. Os epididimos foram dissecados ¢ os espermatozoides
dispersos em meio Human Tubal Fluid modificado (HTF-Irvine Scientific®) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) por 30 minutos a 37°C. A motilidade espermatica inicial foi avaliada de
modo subjetivo (moveis e imoveis) ¢ vitalidade através do corante eosina, a amostra foi dividida e
criopreservada com dois meios diluidores comerciais, o Tris-gema (Dilutris®) utilizado para bovinos e
o meio TYB (Test Yolk Buffer Irvine®), utilizado para espermatozoides humanos. O meio diluidor
mais a amostra (1:1) foram envasados em palhetas de 0,5mL e resfriadas por 30 minutos (4 a 8°C) e
posteriormente mantidas em vapor de nitrogénio liquido por 10 minutos, finalizando com a imersao
em nitrogénio liquido (-196°C). O aquecimento foi realizado a 37°C por 30 minutos e as amostras
dispersas em meio HTF modificado, suplementado com 10% de SFB (1:2), centrifugadas por 6
minutos a 800G. Foram analisados os pardmetros espermaticos (motilidade e vitalidade) logo apds a
centrifugacdo e os mesmos parametros apds 24h mantidos a 37°C, sendo este o Teste de
Termoresisténcia (TTR). As analises resultaram numa taxa de recuperagdo apos a descongelagdo, de
77,21% (£5,6) e 84,01% (£3,5) para motilidade a vitalidade, respectivamente. Quanto as taxas de
motilidade e vitalidade no TTR, apresentaram 50,22% (£7,08) e 64,81% (+5,41%) respectivamente,
quando utilizado o diluidor Tris-gema. A taxa de recuperag@o quando utilizado o meio TYB, mostrou
72,13% (£4,52) quanto a motilidade e 75,27% (+4,62) para a vitalidade. As taxas apos o TTR
mostraram 39,03% (£8,51) e 51,5% (+3,73) para a motilidade e vitalidade, respectivamente. A taxa de
recuperagdo dos parametros espermaticos apresentaram bons resultados para ambos os meios testados,
ainda que o meio diluidor Tris-gema apresente resultados superiores ao TYB, com uma diferenca
significativa (p=0,008) quanto ao TTR apo6s o descongelamento. Os protocolos utilizados podem
apresentar resultados igualmente satisfatorios em animais da mesma familia que se encontram
ameacados de extingdo, possibilitando a construgdo de um banco de gametas para a preservacao de tais
espécies.
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Efeito da refrigeraciio a -1°C sobre a qualidade espermatica de felinos domésticos
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Poucos estudos tém sido realizados avaliando a resposta das células espermaticas de felinos em
diferentes temperaturas de refrigeracao, principalmente abaixo de 4°C. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito da refrigeracdo a -1°C na qualidade espermatica de felinos domésticos, por 24 ¢ 48
horas. Foram utilizados 29 gatos adultos (2 a 6 Kg), os quais foram submetidos a eletroejaculagéo
(EEJ), ap6s 48 horas foram castrados, e imediatamente apds foi realizada a recuperagdo espermatica
da cauda do epididimo (EPD). As amostras foram diluidas em meio ACP - 117® e a avaliagdo das
caracteristicas dos espermatozoides foram realizadas em trés momentos: fresco (F) e apds 24 ¢ 48
horas de refrigeracdo. O experimento foi realizado em duas etapas: no grupo A foram utilizados 14
gatos, ¢ a refrigeragdo das amostras foram a -1°C e no grupo B foram utilizados 15 gatos, ¢ os
espermatozoides foram refrigerados a 4°C. A cinética espermatica foi avaliada pela analise
computadorizada (sistema CASA), a morfologia espermatica pela coloragdo Karras modificado e a
integridade de membrana pela eosina nigrosina. Os resultados foram tabulados, as medianas (min-
max) calculadas e as analises estatisticas realizadas pelo Software R 3.2.5 utilizando o teste Mann
Whitney para as variaveis com distribuicdo anormal e considerado nivel de significancia de 5%. Nas
amostras dos ejaculados foram identificados menores defeitos totais apds 24 (42 [16-71]) e 48 horas
(41 [35-80]) de refrigeragdo a -1°C (p<0,022) em comparacdo com a refrigeracao a 4°C apos 24 (73,5
[63-87]) e 48 (72 [64-93]) horas. Para evidenciar a queda na qualidade espermatica, foi realizado o
calculo da reducdo dos pardmetros entre os momentos (F-24h; F-48h; 24h-48h). Nas amostras do EPD
foram detectadas menores reducdes da qualidade espermatica ap6s 24 horas de refrigeracao a -1°C,
tanto na motilidade total (MT) (26,5 [-1 - 59]), motilidade progressiva (MP) (7 [-16 - 38]), velocidade
media (VAP) (-1,1 [-30,9 - 44,3]), e indices de movimento (SMI) (17,1 [-44,2 - 63,9]) e de velocidade
(SVD) (-0,9 [-87,1 - 122,3]) quando comparada a refrigeracao a 4°C, onde foram obtidos MT (51 [-20 -
68]), MP (33 [-12 - 52]), VAP (56,6 [-32,2 - 108,7]), SMI (36,6 [-84.,4 - 138,1]) e SVI (154,4 [-57,2 -
251,9]). Baseado nos resultados pode-se concluir que a refrigeracdo espermatica a -1°C por até 48
horas foi eficiente, podendo ser uma alternativa de temperatura a refrigeracdo de espermatozoides de
felinos domésticos.
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Em gatos, o uso de sémen criopreservado é destacado por ser mais pratico em questdo de tempo e
custo, ja que ndo é necessario transportar os animais. Dentre as biotécnicas de reproducgdo tem-se a
refrigeracdo espermatica, que submete 0 espermatozoide a um estresse térmico, conservando os
mesmos por um maior periodo de tempo. As espécies reativas de oxigénio (ROS), como H,0, e O,-,
sdo formadas a partir do processo de criopreservacdo e podem ser responsaveis pela diminui¢do da
motilidade, danos na integridade do acrossomo e membrana plasmatica e, consequente queda na
fertilidade. Isso ocorre devido a sensibilidade dos espermatozoides a peroxidacdo lipidica (reacdo
entre as espécies reativas de oxigénio e acidos poli-insaturados), ficando incapazes de sintetizar
novamente seus componentes de membrana danificados. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar a
motilidade, integridade da membrana espermatica e acrossomal no sémen fresco e refrigerado de
felinos domésticos acrescidos ou ndo de agente antioxidante (acido docosahexanoico — DHA, Sigma,
St Luis, EUA) no meio diluente. Seis amostras de sémen felino foram coletadas (trés amostras do Gato
A, duas do Gato B e uma do Gato C), utilizando a técnica de vagina artificial. Cada amostra foi diluida
com: BB: Botubov® (Botupharma, Botucatu, Brazil) e BB4: Botubov® acrescido de DHA (0.04mg);
obteve-se concentracdo final de 40 x 10° sptz/mL refrigerado a 5°C por 48 horas. A motilidade foi
avaliada por meio de analise computadorizada — CASA (Computer Assisted Semen Analysis),
utilizando o sistema HTR-IVOS-10, previamente ajustado para o sémen de gato. Para avaliacdo de
integridade de membrana e acrossomo foi utilizada a associagdo de iodeto de propidio (PI; P4170,
Sigma Aldrich), FITC-PSA (L0770, Sigma Aldrich) e Hoechst 33342 (14533, Sigma Aldrich); a
avaliacdo foi feita por meio de citometria de fluxo, utilizando a probe C11- BODYPY (D-3861,
Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, USA). A avaliacdo da normalidade foi realizada pelo teste
Kolmogorov-Smirnov (K-S), ANOVA seguida de Tukey pelo Programa GraphPad Prism verséo 6.0.
A motilidade espermética média no sémen fresco foram de 75 + 5,56 % e estdo de acordo com 0s
valores normais para a espécie. Apos refrigeracdo os valores médios de motilidade foram: 70% + 5,63
(24 horas sem DHA), 63,2% + 4,2 (24 horas com DHA), 65,67% * 6,29 (48 horas sem DHA) e 56,5%
+ 6,56 (48 horas com DHA). N&o houve diferenca estatistica entre o percentual de MPLAI£(5,3 + 0,55
e12,3 + 1,68) e MPAI® (92,62 + 0,70 e 86,21 +1,53) entre o sémen fresco e refrigerado por até 48
horas com adi¢do de DHA ao meio. No entanto, houve aumento de MPLAI quando nédo adicionado
DHA, com 48 horas de refrigeracdo: 12,3 + 1,68 e 42,39 + 29,38, com e sem antioxidante,
respectivamente. O estresse oxidativo contribui para danificar a membrana da célula espermatica,
justificando os resultados de lesdo de membrana plasmatica na célula espermética apds a
descongelacdo. Lesbes em membrana plasmética diminuem a qualidade do sémen e interferem
diretamente na fecundacdo do odcito. O sémen diluido em Botubov® e acrescido de DHA, apds a
refrigeracdo, apresentou qualidade cinética semelhante ao sémen sem adicdo de DHA, porém a adicdo
do antioxidante conferiu protecdo & membrana plasmatica e acrossomo.

EMPLALI: Membrana Plasmética Lesada e Acrossoma integro.
EMPAI: Membrana Plasmética e Acrossoma integros.

Palavr as-chave: felinos, criopreservacdo de sémen, antioxidante.
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Estereologia do metanefro de embrides e fetos de gatos domésticos Felis catus

(Linnaeus, 1798)
Sereology of metanephros embryos and fetuses of domestic cats Felis catus (Linnaeus, 1798)

Bérbara Fidalgo Paretsis"?", Lara Carolina Mario', Tais Harumi de Castro Sasahara’, Liege Cristina
Garcia da Silva?, José Manoel dos Santos’, Gabriela Martino M anzatti?, Rafael Magdanelo L eandro™?

'Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Butantd, Sdo Paulo, SP, Brasil; 2Universidade
Anhembi Morumbi, Parque da Mooca, S&o Paulo, SP, Brasil.
*E-mail: barbarafparetsis@gmail.com

O metanefro é o terceiro conjunto de rins a ser formado no periodo embrionério e torna-se os rins
permanentes. Além dos gatos domésticos serem muito suscetiveis a doencas renais, de acordo com
dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), o Brasil classifica-se em segundo
lugar com a maior populagdo de gatos domésticos. A técnica estereoldgica pode determinar a
tridimensdo de componentes teciduais sendo um recurso essencial para compreensdo da formacéo e
morfologia de estruturas. As amostras foram coletadas de campanhas de castracdo na cidade de Séo
Paulo e foram utilizados 6 embrides/fetos de gatos domésticos reunidos em dois grupos conforme o
periodo gestacional: grupo 1 (trés animais com 26 a 29 dias) e grupo 2 (trés animais com 30 a 45 dias).
O comité de ética da Universidade de Sdo Paulo esta de acordo com a pesquisa (N° 8928240316).
Apbs a determinacdo das idades gestacionais por meio da medida “crown-rump” (comprimento
cranio-caudal/CCC) padronizada para a espécie (EVANS e SACK, 1973. Anatom Histol Embryol,
02:11-45), os animais foram pesados e os metanefros dissecados. As analises macroscépicas dos
metanefros consistiram em peso, largura, comprimento e espessura. Para analise histoldgica os
fragmentos dos metanefros passaram por técnicas rotineiras de desidratacdo, inclusdo, microtomia e
coloracdo de tecido com Hematoxilina e Eosina. Para analise estereolégica foi estimado o volume total
do metanefro dividindo-se o peso seco do 6rgdo, em gramas, pela densidade média do tecido de
1,19g/cm3 (Scherle, W. 1970. Mikroskopie. 26:57-60), realizada amostragem metanéfrica a partir do
“smooth fractionator” (Gundersen, H.J.G. 2002. J. Microsc, 207:191-210) e utilizado o principio
“fractionator fisico” para estimar o nimero de corpusculos renais (Gundersen, H.J.G. 1986. J.
Microsc, 143:3-45). Os valores das analises macroscdpicas e dos volumes do metanefro possuiram
médias de: 0,004g de peso, 0,13cm de largura, 0,20cm de comprimento, 0,08cm de espessura e
0,003cm? de volume para o grupo 1; 0,089 de peso, 0,33cm de largura, 0,63cm de comprimento,
0,36cm de espessura e 0,072cm3 de volume para o grupo 2. Em relacdo ao numero de corpusculos
renais, o grupo 1 obteve em média 478 e o grupo 2 obteve em dois de cinco fragmentos do metanefro
média de 12.613. Considera-se que em rins de gatos adultos o comprimento pode ter 4,4cm, a largura
3,1cm, a espessura 2,5cm, peso 30g (Ellenport, C.R. 1986. Anatomia dos Anim Dom. 02:2481-1489) e
0s animais da pesquisa apresentaram valores menores para as mesmas medidas do metanefro. Quanto
ao volume total e estimativa do numero de corpusculos renais, a literatura é escassa para possivel
comparagdo. Portanto, de acordo com a macroscopia, histologia e estereologia, 0s parametros
biométricos e quantia de corpusculos renais do metanefro aumentaram progressivamente conforme as
idades gestacionais.
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Fibroadenomatose mamaria feina: Relato de caso
Feline mammary hypertrophy fibroadenoma: Case report

Patricia de Faria Lainetti*, Antonio Fernando L eis Filho, Roberto Rodrigues da Rosa Filho, Marina
Andrade Cyrino, Felipe Erison M edrado Rocha de Sousa, L ucas Emanuel Ferreira Canuto, Lucas
Troncaréelli Rodrigues, Fabiana Ferreira de Souza

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, UNESP, Botucatu, SP, Brasil.
*E-mail: patylainetti@hotmail.com

A fibroadenomatose, hiperplasia fibroepitelial mamaéria ou fibroadenomatose é uma alteracao benigna,
ndo neoplésica que ocorre nos ductos mamarios e no tecido conjuntivo periductal de cadelas e gatas,
geralmente jovens. Essa alteracdo é estimulada pelas secre¢des de progesterona, podendo ser
enddgena ou exdgena, em animais no inicio da gestacdo ou durante o ciclo estral normal. Em machos
ja foram descritos alguns casos da alteracdo, porém sdo mais raros quando comparados as fémeas. Por
ser uma lesdo horménio-dependente, o principal tratamento é a retirada do estimulo hormonal, seja
pela realizacdo da ovario-histerectomia (OHE) ou pela suspensdo do uso de progestagenos. Pode
afetar uma mama, vérias ou a cadeia mamaria inteira. Geralmente ap6s o inicio do tratamento, as
mamas regridem em até 3 meses e em casos mais graves, deve ser indicada a remocéo cirurgicas do
tecido mamario. O progndstico depende da condicéo clinica da fémea no momento do atendimento e
do aspecto das lesdes. Em vista da sua semelhanga com neoplasias mamarias, as quais sdo graves em
felinos, este estudo objetivou relatar um caso de fibroadenomatose. Foi atendida no Hospital
Veterindrio da FMVZ, UNESP, Botucatu, SP uma gata, de 12 meses de idade, 3,5 kg, sem raca
definida, com queixa de aumento das glandulas mamarias. O proprietario relatou estro ha 10 dias e
ndo soube informar a respeito de acasalamentos, mas durante o periodo teve acesso a rua. Relata
nunca ter usado progestagenos. Animal estava em bom estado geral e condi¢do corporea adequada
para a espécie. Ao exame fisico foi observado crescimento mamario bilateral, com consisténcia firme,
em forma de placa, sem ulceracGes e ndo aderidos. Como tratamento inicial, foi prescrito aglepristone
na dose de 20 mg/kg administrado, por via subcutanea, uma vez por semana, durante 4 semanas. Apés
10 dias do inicio do tratamento, a fémea abortou 3 fetos integros e nas 2 semanas seguintes, ndo foi
observada melhora do quadro clinico de hiperplasia fibroepitelial mamaria. Optou-se por realizar a
OHE e o acompanhamento da fémea. Sete dias ap6s o procedimento cirlrgico, a gata retornou para
atendimento e retirada dos pontos de pele. Nesta consulta, as mamas haviam aumentado de tamanho,
porém nado estavam mais flacidas. Entdo, foi receitada metergolina (0,5 mg/kg, 2 vezes/dia, durante 5
dias, por via oral). Em torno de 1,5 més apds a realizacdo da OHE houve regressdo das mamas. Os
casos de fibroadenomatose mamaria ndo sao relatados com frequéncia e o tratamento especifico ainda
ndo foi estabelecido, uma vez que os animais podem responder de diferentes formas ao tratamento
farmacoldgico. O diagndstico normalmente ocorre clinicamente pela anamnese e exame fisico, sendo
gue a bidpsia é o método de diagndstico definitivo. O tratamento cirlrgico ainda é a forma mais
eficiente de tratar essa condicao e evitar possiveis complicacdes. Nesta situacdo, optou-se pelo uso do
aglepristone a fim de reduzir o volume mamaério e facilitar a OHE. O risco do abortamento foi
mencionado durante a consulta inicial, ja que ndo foi possivel o diagndstico naquele periodo
gestacional.

Palavr as-chave: gata, hiperplasia fibroepitelial, glandula mamaria.
Keywords:. cat, fibroepithelial hyperplasia, mammary gland.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.579, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 579



»

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

Funcionalidade e perfil oxidativo de esper matozoides epididimarios de gatos submetidos

adiferentestempos derefrigeracdo (24, 48 e 72 hor as)
Functionality and oxidative profile of the cat epididymal spermatozoa submitted to different cooling times (24,
48 and 72 hours)

Natalia S. Resende*, Ken K. Nagai?, Daniel de S.R. Angrimani?, Jodo Diego A. L osano?, Bruno R. Rui?,
Luana de C. Bicudo?®, GiuliaK.V. Kawai’, Maria Claudia P. Francischini?, Marcilio Nichi?

Centro Universitario Monte Serrat; Santos, S&o Paulo, Brasil; 2Departamento de Reproducdo Animal, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, Brasil.
*E-mail: nataliaresende86@icloud.com

Atualmente diversas espécies de felinos estdo em perigo de extingdo devido a caca ilegal e
fragmentacdo de habitat. Assim, é evidente a necessidade de incremento em alternativas reprodutivas
para a preservacdo genética desses animais. Entretanto, o uso de felinos selvagens para estudos se
torna dificil devido ao manejo e nimero de individuos. Desta forma, o uso do gato doméstico assume
importante papel como modelo biolégico de estudos reprodutivos. Entre as diversas técnicas
reprodutivas, a coleta de espermatozoides epididimarios destaca-se, por possibilitar o uso de material
biolégico post morten. Contudo, a manutengdo da viabilidade espermética, assim como o
estabelecimento do perfil oxidativo nestas amostras ainda nédo foi totalmente elucidado. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil espermatico e oxidativo de amostras provenientes da cauda
de epididimo de gatos, mantidas em refrigeracdo (5°C) durante 24, 48 e 72 horas. Para tal, foram
utilizados nove gatos em idade reprodutiva (1-6 anos) de diversos pesos e racas, submetidos a
orquiectomia bilateral eletiva. Dezoito testiculos e epididimos foram coletados e armazenados em
geladeira (5°C) e as avaliagdes ocorreram ap0s 24, 48 e 72 horas. Em cada avaliacdo seis epididimos
foram avaliados, a escolha de cada um foi de maneira aleatéria, apds randomizagéo realizada atraves
do sistema PROC PLAN (seed: 3859012) no programa SAS System for Windows. Os espermatozoides
foram coletados através de incisdes (<1mm) na cauda do epididimo, aspirados e mantidos em 300 pl
PBS. As amostras espermaticas foram avaliadas pela analise computadorizada da motilidade (CASA),
integridade da membrana plasmaética (coloracdo de eosina/nigrosina), integridade acrossomal (fast
green/rosa bengala), atividade mitocondrial (coloracdo 3,3'diaminobenzidina - DAB), integridade do
DNA espermético (coloracdo de azul de toluidina) e morfologia espermatica. Ademais, foram
realizadas avaliagfes da peroxidacdo lipidica (concentragdo de TBARS) e atividade das enzimas
antioxidantes: glutationa peroxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD). Os dados foram analisados
por meio de analise de variancia (ANOVA) utilizando o teste LSD (p<0.05). Foi possivel observar,
reducdo da motilidade total entre 48 (39,6+11,1%) e 72 horas (10+3,3%), assim como motilidade
progressiva (48 horas: 10,445,2%; 72 horas: 1,4+0,8%). Ademais, a alta atividade mitocondrial (DAB
— Classe 1) reduziu entre 48 (77,2+1,9%) e 72 horas (16,6£2,2%), assim como, a integridade de
membrana plasmatica (48 horas: 92,2+2,4%; 72 horas: 69,7+10%). Por outro lado, a auséncia de
atividade mitocondrial (DAB - Classe 4) aumentou entre 48 (2,8+1,3%) e 72 horas (7,2+£2,3%). Nao
foram observadas quaisquer alteracdes no perfil oxidativo das amostras analisadas. Portanto, com 0s
resultados obtidos neste estudo é possivel afirmar que a viabilidade dos espermatozoides epididimarios
(provenientes da cauda) de felinos sdo semelhantes entre 24 e 48 horas de refrigeracdo, ocorrendo
alteracOes significativas nos pardmetros espermaticos apds 72 horas de armazenamento. Tais
alteracOes espermaticas (ex: motilidade) ndo parecem estar envolvidas com o status oxidativo, mas
sim, com alteragcBes mitocondriais possivelmente relacionadas com esgotamento mitocondrial, como
foi possivel atestar através dos resultados da coloracdo 3,3'diaminobenzidina. Desta forma,
recomenda-se a refrigeracdo epididimaria por no maximo 48 horas para felinos, o que viabiliza o
transporte de amostras até centros de pesquisa para manipulacdo dos gametas e aplicacdo em
biotecnologias, como criopreservacdo espermatica e inseminacdo artificial. Ressalta-se que um
periodo de 72 horas promove alteragdes significativas na qualidade espermatica, o que pode implicar
no uso de biotécnicas reprodutivas.
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Importancia da avaliacdo ultrassonografica fetal na avaliacido gestacional felina: Relato

de caso
Importance of fetal ultrasound evaluation in feline gestational evaluation: Case report

Karina Fernanda Zortéa, Andreza de Fatima Trindade Cordeiro, Thabata Laccort Bortolato, Bernardo
dos Anjos Borba, Joao Filipi Scheffer Pereira, Carlos Henrique do Amaral*

Universidade Tuiuti do Parand, Curitiba, PR, Brasil.
*E-mail: carlosamaralvet@gmail.com

O exame ultrassonografico em felinas gestantes ¢ uma importante ferramenta para acompanhamento ¢
determinagdo de idade e sofrimento fetal. A gestacdo distocica em felinos pode ocorrer devido ao mau
posicionamento, desenvolvimento e tamanho anormal dos fetos, estreitamento do canal pélvico da
fémea, inércia uterina e putrefagdo fetal. Nesses casos ¢ indicado a cesariana. A ecografia em felinos
pode ser realizada 10 a 11 dias ap6s a copula ou 26 dias para verificagdo morfologica. Um felino
fémea, sem raga definida com trés anos, pesando 4,360Kg foi atendido com intuito de fazer avaliagdo
gestacional. Foi realizado exame fisico, no qual constatou-se na palpagdo a presenga de estruturas
compativeis com fetos. Os parametros fisiologicos ¢ exames laboratoriais apresentaram-se dentro da
normalidade. O animal foi entdo submetido ao exame ecografico para avaliagdo dos fetos, sendo entdo
observado a presenca de quatro fetos, sendo dois fetos vidaveis e dois com auséncia de batimentos
cardiacos. Os fetos viaveis apresentaram frequéncia cardiaca (FC) oscilando entre 136bpm e 260bpm
sendo possivel diferenciacdo das quatro camaras cardiacas. Foram realizadas trés avaliagdes em cada
feto. Esses dois fetos apresentaram diferenciacdo entre figado e pulmao, possivel visibilizagdo do
estomago, rins (diferenga corticomedular e pelve sem pielectasia), algas intestinais bem formadas com
presenca de motilidade segmentar. Estes apresentaram medida do diametro biparietal com média de
1,61cm e diametro toracico médio de 1,99cm. Os dois fetos com auséncia de batimentos cardiacos,
apresentaram sobreposi¢cdo Ossea das estruturas toracicas e calota craniana colapsada. Os fetos sem
batimentos ndo se apresentavam em formato linear e havia sombreamento actistico, com auséncia de
gas. Orgdos abdominais desses fetos estavam mal formados (ndo evidentes). Por meio do exame
ecografico a idade gestacional estimada foi de 43 dias. A organogénese inicia com aproximadamente
16 dias de gestacdo, com 47 dias completa a calcificagdo do esqueleto, 53 dias 6rgdos viscerais se
tornam distintos como estdmago e duodeno. Com 58 dias o intestino comega a se movimentar, com
base nesses dados os fetos estariam com aproximadamente 58 dias. Foi indicado a cesariana para nao
comprometer a saude da mae, retirando os fetos sem batimentos cardiacos. Apesar da visibilizacdo na
ecografia de quatro fetos, foram encontrados cinco fetos na cesariana, sendo trés fetos sem vida, dois
fetos com vida. Um dos fetos viadveis foi constatado obito duas horas ap6s o procedimento e um feto
com vida que apresentou prognostico favoravel. Foi detectado a morte fetal pela auséncia de
batimentos cardiacos e movimento fetal, postura anormal do feto, volume reduzido e desintegracdo
fetal. A medida em que o parto se aproxima a frequéncia cardiaca dos fetos tende a ter alta variagdo e a
temperatura da mae tende a diminuir. O exame ecografico permite diagndstico precoce, planejamento
de manejos clinicos e cirurgicos, ¢ um método ndo invasivo que permite observar o desenvolvimento
do tecido e orgdos fetais, mal formagdes e determinar a idade gestacional. Ndo permite analisar
corretamente o nimero de fetos, principalmente se for superior a quatro.
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Influéncia da temperatura de refrigeracio sob as subpopulacdes espermaticas de felinos

domésticos
Influence of cooling temperature in sperm subpopulations of domestic cats

Anne Kemmer Souza, Luiz Guilherme Corsi Trautwein, Josiana de Fatima Schnitzer, Leticia Amanda dos
Santos Correia, Guilherme Schiess Cardoso, Maria Isabel Mello Martins*

Laboratdrio de Biotécnicas da Reprodugdo (REPROA), Departamento de Clinicas Veterinarias, Universidade Estadual de
Londrina (UEL), Londrina, PR, Brasil.

*E-mail: imartins@uel.br

O ejaculado é composto por grupos heterogéneos de espermatozoides, denominados subpopulagdes
espermaticas, que possuem movimentos cinéticos especificos e tém sido estudadas pelo software
EDITY/SORT do sistema computadorizado de analise espermatica, o sistema CASA. O aprimoramento
do conhecimento das caracteristicas cinéticas espermaticas, e as alteracdes dos padrdes de movimento,
quando submetidas a alteragdes de temperatura, pode permitir melhorar os indices de fertilidade. O
objetivo deste estudo foi identificar e comparar as subpopulag¢des espermaticas dos felinos domésticos,
refrigerados a -1°C por 24 e 48 horas, assim como analisar a frequéncia de espermatozoides nas
diferentes subpopulagdes. Foram utilizados 10 gatos adultos (2 a 6 Kg). A colheita do sémen foi
realizada pela eletroejaculagdo (EEJ) e o meio de refrigeragdo foi o ACP - 117®. A cinética
espermatica foi avaliada por sistema computadorizado (CASA) em trés momentos: fresco, 24 e 48
horas ap0s a refrigerac@o. Os ejaculados foram divididos em dois grupos: refrigeracdo a -1° C (n=5) e
refrigeracdo a 4°C (n=5). Foram analisados individualmente 1560 espermatozoides pelo software
EDITY/SORT do HTM-IVOS e para identificar as subpopulagdes espermaticas foi realizada a
estatistica multivariada. A comparacdo entre os Grupos -1°C e 4°C foram analisadas pelo teste de
Mann-Whitney utilizando o software SPSS 20.0 e as diferencas consideradas significativas para
p<0,05. O tamanho do efeito de significancia foi avaliado pelo d, de Conhen. Foram definidas trés
subpopulacdes espermaticas pela analise prévia do dendograma hierarquico. A analise dos
componentes principais (CP) identificou a existéncia de trés grupos com maior iteracdo nos trés
momentos: CP1 (VAP, VCL, VSL, ALH, SVI), CP2 (STR, LIN, WOB ¢ SMI) e¢ o CP3 (BCF), ¢
identificou trés subpopulagdes espermaticas. Houve uma tendéncia na diminuigao da velocidade média
(VAP) espermatica na maioria das subpopulacdes apos 24 e 48 horas refrigera¢do. A subpopulagéo 1
ap6s 48 horas de refrigeragao a -1° C (VAP - 79,8 [63,4-103,4]; SMI - 226,2 [193,7-264,7]; SVI -
255,1 [222,2-321,2]), e a subpopulacdo 3 apds 24 horas de refrigeragdo a 4°C (VAP - 64,7 [12,4-82,1];
SMI - 254,4 [163,1-319,1]; SVI - 170,1 [47,8-235,8]) mantiveram a qualidade espermatica, podendo
caracterizar grupos de espermatozoides resistentes a criopreservacdo. A comparacdo dos valores da
subpopulagdo 1 no momento das 48 horas entre os grupos -1°C (VAP - 79,8 [63,4-103,4]) e 4°C (VAP
- 22,1 [11,9-57,7]) apresentaram efeito de significincia médio (dz > 0,4), com melhores resultados no
grupo -1°C. Os valores da distribui¢ao das propor¢des dos espermatozoides em cada subpopulagdo se
mostraram similares entre as temperaturas de refrigeragdo. O presente estudo identificou trés
subpopulagdes de espermatozoides do ejaculado, com distribui¢des proporcionais entre os grupos de
temperatura e a presenca de subpopulagdes mais resistentes a refrigeragdo a -1°C e a 4°C.
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Prolapso uterino bilateral em gata: Relato de caso
Prolapso uterino bilateral em gata: Relato de caso
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O prolapso uterino € um disturbio obstétrico raro em animais de companhia, sobretudo em felinos. A
baixa frequéncia desta patologia pode ser explicada pelo posicionamento e morfologia do sistema
genital dos caninos e felinos, os quais apresentam uma disposicdo em formato de Y associada a
conexdes laterais e dorsais na cavidade pélvica, estabelecidas pelo ligamento largo e suspensor do
ovario, respectivamente. Contudo, apesar da baixa frequéncia da patologia, 0 Médico Veterinario deve
estar preparado para realizar avaliagdo e abordagem répida e correta as quais sdo fundamentais para
proporcionar adequada recuperacdo materna e dos recém-nascidos. Tendo em vista a importancia
clinica prop0e-se relatar um prolapso uterino completo e bilateral em uma gata. A fémea, uma SRD de
um ano e 11 dias, pesando 2,8 Kg, multipara foi atendida no Setor de Reproducdo Animal e
Obstetricia Veterinaria do Hospital Veterinario Renato Rodemburg de Medeiros Neto — UFBA.
Segundo a proprietéaria, o felino pariu trés filhotes e trés dias apos expulsou um ultimo filhote, todos
mortos. Apds a expulsdo do ultimo filhote, os proprietarios observaram a presenca de duas massas
tubulares avermelhadas, apresentando perda de tecido e com odor desagradavel, sendo conduzido
imediatamente ap6s a protrusdo ao atendimento no Hospital Veterinario. Ao exame clinico, o animal
apresentava-se ativo, nutrido, tempo de perfusdo capilar normal 3” temperatura retal (39,3°C),
mucosas hipocoradas, linfonodos palpaveis mais ndo reativos, a palpacdo abdominal o mesmo
apresentava-se relaxado, a auscultacdo cardiopulmonar limpa, animal apresentava taquicardia e
frequéncia respiratéria em torno de 54 movimentos por minuto (mpm), pulso forte e sincrénico. Ao
exame clinico especifico foi observado prolapso total do Gtero. Realizou-se coleta de sangue para
hemograma e bioquimico, sendo que os resultados foram normais para a espécie. O animal foi
encaminhado ao centro cirdrgico para reducdo do prolapso e posterior realizacdo de
ovariosalpingohisterectomia (OSH). Apos a limpeza com solugédo fisiologica, foi utilizado solucéo
hiperosmotica, aglcar e compressa de gelo para reducdo do edema e reposicionamento do Utero. A
sequir, foi realizada a reducdo manual do prolapso uterino seguido por laparotomia e
ovariosalpingohisterectomia (OSH) por técnica tradicional. Ap6s o término da cirurgia o animal foi
medicado com amoxicilina 10mg/kg durante 10 dias, maxican 0,1mg/kg por trés dias, cloridrato de
tramadol 2mg/kg durante trés dias. Ao retorno 10 dias depois do procedimento cirdrgico foi realizado
uma nova consulta com retirada dos pontos na qual o animal apresentava-se clinicamente bem com a
salde restabelecida. Deste modo, conclui-se que a reducdo do prolapso, seguida da laparotomia e
ovariosalpingohisterectomia constitui o tratamento interessante nos casos de indicios de
comprometimento da mucosa uterina e em animais sem fins reprodutivos.
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Quantificacido da producio de H,0O; e O;- no sémen fresco e refrigerado de gatos

domésticos: Resultados parciais
Quantification of H,0, and 02, production in fresh and chilled semen of domestic cats: Preliminary results
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Sartori de Camargo', Edjalma Rodrigues da Siva-Junior', Maria Denise Lopes'”

'Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ/ UNESP, Botucatu, SP, Brasil, ’Graduanda do 5°
ano de Medicina Veterinaria, FMVZ/UNESP, Botucatu, Brasil; *Professora do curso de Medicina Veterinéria,
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A criopreservagdo de s€émen em felinos ainda ¢ um desafio, devido a fragilidade da célula espermatica
frente ao estresse térmico. E necessario conhecer os diferentes tipos de resposta que a célula
espermatica pode apresentar quando submetida a refrigeracdo para estimar os danos e suas
consequéncias, assim como métodos de evita-los. Objetivou-se quantificar as espécies reativas ao
oxigénio H,02,e O,- no sémen fresco e refrigerado de felinos domésticos acrescidos ou ndo de agente
anti-oxidante (acido docosahexanoico — DHA, Sigma, St Luis, EUA) no meio diluente. Seis amostras
de sémen felino foram coletadas (trés amostras do Gato A, duas do Gato B e uma do Gato C),
utilizando a técnica de vagina artificial. Cada amostra foi diluida com: BB: Botubov® (Botupharma,
Botucatu, Brazil) e BB4: Botubov® acrescido de DHA (0.04mg); a concentragio final foi de 25 x 10°
sptz/mL e as amostras foram refrigeradas a 5°C por 48 horas. Para as analises de citometria de fluxo
foi utilizado o equipamento LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado
com lasers: azul 488-nm, 100 mW, vermelho 640-nm, 40 mW e violeta 405-nm, 100 m.W Apoés a
analise, os dados foram avaliados por programa do mesmo fabricante BD FACSDiva™ software v6.1.
A produgdo de superoxido mitocondrial foi avaliada através de citometria de fluxo, com uso da probe
MitoSox Red associada a Sytox G Green como marcador de viabilidade, assim em 500uL da solugdo
de sémen foi adicionado 2uM de MitoSox, 0,005uM de Sytox G e a incubagio foi realizada por 15min
a 37°C ao abrigo da luz. Para a produgdo de perdxido de hidrogénio intracelular foi utilizado a
associacdo das CM-H,DCFDA ¢ iodeto de propidio, assim em 500ul da solucdo de sémen foi
adicionado 10uM de CM_H,DCFDA e 1,5uM de iodeto de propidio, a incubagio foi em temperatura
ambiente por 60 minutos ao abrigo da luz. Os dados foram submetidos ao teste de Kruskall-
Wallis seguido de Dunn's, através do Programa GraphPad Prism versdao 6.0. Obteve-se as
seguintes médias na quantificacdo de H,O,: 97,77 + 0,46 (s€men fresco); 86,85 £ 3,56 (24 horas - BB)
83,17 + 3,48 (24 horas - BB4); 82,86 + 1,80(48 horas - BB); 78,57 + 2,40 (48 horas BB4). Por sua vez,
a quantificacdo de superdxido teve os seguintes resultados: 17,13 £ 4,30 (no sémen fresco); 13,92 +
1,62 (24 horas - BB); 11,42 &+ 1,36 (24 horas - BB4); 11,14 + 0,71 (48 horas - BB);12,59 + 1,57 (48
horas - BB4). Apés as analises, foi observada diferenga estatistica apenas na quantificagdo de H,O,,
que diminuiu apds a refrigeracdo por 24hs com adi¢cdo de DHA, porém, ndo houve diferenca estatistica
entre os meios acrescidos ou nao de antioxidante apos 48hs. Além disso, ndo houve diferenca
estatistica na quantificagdo de superoxido (O,-) entre os meios com e sem adigdo de antioxidante. Os
resultados preliminares, at¢ o momento, sugerem que a refrigeracdo do s€men felino promove
uma diminui¢do na producdo de H,O, em sémen refrigerado por 24hs diluido em Botubov®
acrescido de DHA. Esse resultado sera confirmado apods a realizagdo de mais coletas e analises
seminais, aumentando o niumero de amostras.
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O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do meio DC-R® na refrigeracdo por até 48 horas de
espermatozoides epididimarios de felinos domésticos. Foram utilizados 12 gatos adultos (1,5 a 6 anos,
SRD) submetidos a orquiectomia eletiva. Imediatamente apds a cirurgia foi realizada a recuperacao de
espermatozoides da cauda do epididimo. As avaliacBes espermaticas foram realizadas a fresco, apos
24 e 48 horas de refrigeracdo a 4°C, sendo a cinética espermatica analisada pelo sistema
computadorizado (sistema CASA), a concentracdo realizada em camera de Neubauer e a morfologia
espermatica em esfregacos corados com Karras modificado. Apés as avaliacdes a fresco, as amostras
foram aliquotadas e alocadas em um recipiente com 200mL de &4gua em refrigerador a 4°C. Os dados
foram tabulados e submetidos ao programa Bioestat 5.2, avaliados pelo teste ANOVA Kruskal-Wallis,
0s casos significativos foram submetidos ao teste de média Duncan com 5% de probabilidade. Nédo
houve diferenca significativa (p>0,05) na motilidade total (MT) a fresco, 24 e 48 horas (49%"versus
38%" versus 26%"), porém na motilidade progressiva (MP) houve diferenca (p<0,05) entre fresco e
ap6s 48 horas de refrigeracdo (30%” versus 20%"® versus 12%°?). Essa queda na motilidade era
esperada devido ao estresse do processo de criopreservacdo. Quanto a cinética espermatica, ao serem
calculados os indices de movimentacdo (SMI), embora tenha havido diminui¢do durante o periodo de
refrigeracdo, a queda foi significativa somente ap6s 48 horas de refrigeracio (148" versus 127°®
versus 113%), também houve diferenca quanto ao indice de oscilacdo (WOB) entre fresco e apds 24 e
48 (81", 66° e 62°) de refrigeracdo. N&o foram detectadas diferencas entre os resultados de alteracdes
morfoldgicas espermaticas durante o periodo de refrigeracdo. Com base nos resultados obtidos nesse
estudo, foi possivel concluir que o diluente DC-R® foi eficiente para preservar as caracteristicas dos
espermatozoides epididimarios de gatos domésticos durante a refrigeracdo a 4°C por até 48 horas,
podendo ser uma alternativa disponivel comercialmente preservar do material genético dessa espécie.
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Vitrificacdo de complexos cumulus-odcitos de gata doméstica (Felis catus) utilizando as

concentragdes 0,1M e 0,5M de sacar ose
Vitrification of cumulus-oocyte complexes of domestic cat (Felis catus) using 0.1M and 0.5M sucrose
concentrations
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A vitrificacdo de complexos cumulus-o6citos (CCOs) é uma biotécnica que objetiva a preservacdo de
odcitos que quando maturados in vitro podem ser utilizados na producéo in vitro de embriGes. Devido
facil aplicabilidade a campo, essa técnica pode ser utilizada também na formacdo de banco de
germoplasma de animais. Esse material pode ser recuperado inclusive ap6s o Obito do animal,
representando um importante avango para a conservacdo de espécies em ameaca de extingdo. No
entanto, para desenvolver a vitrificacdo, é necessario compor uma solucéo crioprotetora (crioprotetor
intra e extracelular) eficiente para CCOs da espécie em questdo. Desse modo, o objetivo do trabalho
foi avaliar duas concentracBes de Sacarose (SAC - crioprotetor extracelular) na vitrificacdo utilizando
ponteira na preservacdo de CCOs de gata doméstica. Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados na avaliagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para
(CEUA-UFPA/N® de registro: 1418060516). Cinco gatas (n=5) foram submetidas a ovariectomia de
rotina e seus ovarios excisados tiveram seus foliculos antrais puncionados para obten¢édo dos CCOs, 0s
quais foram avaliados quanto sua morfologia para posterior utilizagdo nos tratamentos de vitrificacao.
Os CCOS selecionados (n=34) foram divididos em dois tratamentos que utilizaram uma Solucéo Base
(SB: meio-base RPMI + crioprotetor intracelular etilenoglicol EG40%). Os CCOS foram inicialmente
expostos em uma Solucdo de Equilibrio que contém metade da concentracdo de etilenoglicol (SE:
RPMI + EG20%) durante 3-5 min, e em seguida nos tratamentos (T1: SB + SAC 0,1M e T2: SB +
SAC 0,5M) durante 40-60s. Apds isso, as solugdes contidas de CCOs (10ul) foram pipetadas e as
ponteiras colocadas dentro de criotubos foram mergulhadas em nitrogénio liquido. A eficiéncia dos
tratamentos foi analisada por marcadores fluorescentes (Hoechst 33342 e lodeto de Propidio) que
permitiram avaliacdo da viabilidade e integridade de membrana dos CCOs vitrificados. Ndo houve
diferencga estatistica entre os dois tratamentos. O T2 e T1 apresentaram 48+8% e 33+9% de CCOs
viaveis, respectivamente. O T2 apresentou resultados semelhantes quando comparados aos de outros
autores que vitrificaram CCOs da mesma espécie, empregando o dispositivo cryotop (40% de
viabilidade) na mesma concentragdo de sacarose (0,5M) do presente trabalho (Alves A.E. et al. 2012.
Reprod Dom Anim. Vol. 47, p. 1003-1008), assim como, empregando open pulled straws (OPS)
(45,3% de viabilidade) utilizando 1M de sacarose (Cocchia N. et al. 2010. Cryobiology. Vol. 60, p.
229-234). O presente trabalho obteve resultados promissores, devido a toxicidade quimica ter sido
reduzida pelo uso do crioprotetor intracelular com a sacarose, e o tempo de exposicdo diminuido por
meio do pequeno didmetro da ponteira e do volume da solucdo. Desse modo, a vitrificacdo em
ponteiras, utilizando as duas concentragfes de sacarose, permitiu a preservacdo dos complexos-
cumulus o6citos da gata doméstica.
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