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Maturacio in vitro de odcitos caprinos vitrificados
In vitro maturation of vitrified goat oocytes
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As biotecnologias da reprodugdo s3o ferramentas capazes de aumentar a eficiéncia reprodutiva e
produtiva do animal, assim como, superar alguns obstaculos envolvidos na reprodugdo animal. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a maturagdo in vitro de oécitos caprinos vitrificados com o kit Cryotech®. Para
este fim, 70 complexos cumullus-odcitos aspirados de ovarios de cabras ptberes de abatedouros locais de
Teresina-Pi, foram classificados morfologicamente e submetidos ao método de vitrificagio (Cryotech®),
kit indicado para criopreservagdo de odcitos e embrides humanos. Apds o reaquecimento dos o06citos
vitrificados, os classificados como viaveis foram maturados em meio de maturagdo in vitro convencional
composto de TCM-199, suplementado com 10% de soro de cabra em estro, sais de Earle, L- glutamina e
25 mM de Hepes. Os o6citos foram dispostos em placa de 35 x 10 mm em gotas de 100 pL sob 3,5 mL de
6leo mineral ¢ incubado em uma atmosfera umidificada com 38, 5°C, 5% CO, por 24h. Ao final do
processo, para avaliacdo da MIV os oocitos foram classificados como maturados quando presente o 1°
corpusculo polar. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo software SAS® e quando verificada
significancia (p<0,05). Apos o reaquecimento 14,2 % foram classificados como degenerados e dos 85,8%
dos odcitos que foram para maturagdo, 11,7% maturaram. A criopreservagdo e o uso de crioprotetores
podem causar lesdes nos oocitos como: fratura da zona pelacida, perda da integridade da membrana,
citoplasma retraido, retracdo e distensdo do odcito, danos na morfologia do odcito, na estrutura e funcao
do citoesqueleto comprometendo sua viabilidade. Todavia, mesmo com esses entraves, a vitrificagdo tem
sido corriqueiramente utilizada na criopreservagdo de o6citos e embrides caprinos com grande relevancia
para as biotecnologias reprodutivas e banco de germoplasma feminino. Portanto, o uso kit Cryotech®
manteve a viabilidade dos odcitos criopreservados e que pode ser alternativa utilizada na criopreservacdo
de odcitos caprinos imaturos.
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Resposta estagio-especifica de diferentes origens de FSH (pituitario vs. recombinantes) na
expressiao génica apos cultivo in vitro de foliculos pré-antrais e antrais iniciais isolados
caprinos
Stage-specific response to FSH source (pituitary vs. recombinant) in gene expression after in vitro
culture of isolated caprine preantral and early antral follicles
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O FSH ¢ bastante utilizado como suplemento para o cultivo in vitro de foliculos ovarianos, em diferentes
concentracdes, proveniente de diferentes origens e associado a diferentes substancias. Entretanto, estudos
comparando diferentes origens de FSH nas mesmas condigdes experimentais sobre a expressao génica sao
escassos. Assim, o objetivo desse estudo foi comparar trés diferentes origens de FSH (recombinante
bovino — FSHrb, recombinante humano — FSHrh e pituitario porcino — FSHp) sobre a expressao génica,
apos cultivo in vitro de foliculos pré-antrais (Fopa) e antrais iniciais isolados caprinos, submetidos as
mesmas condigdes experimentais. Foliculos isolados foram cultivados por 18 dias utilizando os seguintes
tratamentos: meio de cultivo base (controle); ou meio controle suplementado com 10, 50, e 100 mUI/mL
de FSHp; ou com 50 mUI/mL de FSHrh; ou com 100 ng/mL de FSHrb. Para o isolamento do RNA, trés
pool de 10 células murais viaveis foram coletados de cada grupo experimental, apds 18 dias de cultivo.
Todas reagdes foram realizadas por PCR em tempo real e os primers foram designados para realizar
amplificacdo relativa dos niveis de RNAm para MMP-9, TIMP-2 (genes do remodelamento da
membrana), CYP17 e CYP19A1 (genes da esteroidogénese), FSHR, Insulin-R, BCL-2 ¢ BAX (genes da
apoptose). A expressdo para MMP-9 foi maior no FSHp100 em relagdo ao FSHrb na categoria de Fopa; ja
na categoria de foliculos antrais, o FSHp10 e o FSHp50 foram maiores que o FSHrb e o FSHrh (P<0,05).
Na expressdo do TIMP-2, maiores valores foram observados nos grupos controle, FSHp100 ¢ FSHrh do
que no FSHp50 na categoria de Fopa (P<0,05). Na categoria de Fopa, a expressio do RNAm para a
enzima CYP17 foi maior nos grupos controle, FSHrb e FSHrh quando comparados a todas concentragdes
do FSHp (P<0,05). Para a categoria antral, foi observada maior expressao relativa para o RNAm desta
enzima no controle do que nos grupos FSHp50 ¢ FSHp100 (P<0,05). A expressdo do RNAm para a
enzima CYP19A1 foi maior nos grupos FSHp50 e FSHp100 do que nos grupos controle, FSHrb e FSHrh
na categoria de Fopa (P<0,05). Na categoria antral, a expressao para CYP19A1 foi maior nos tratamentos
FSHp10 e FSHp100 que nos tratamentos FSHrb e FSHrh (P<0,05). A expressdo do RNAm FSHR foi
superior no grupo FSHp100 do que no FSHp50 na categoria antral (P<0,05). Ja a expressdo do RNAm
para Insulin-R foi maior no controle e no FSHrh do que no FSHp50 e no FSHp100 na categoria de Fopa
(P<0,05). Na categoria antral, a expressio RNAm para Insulin-R foi maior no FSHrb do que em todas
concentragcdes de FSHp (P<0,05). A relagdo da expressio do RNAm para BCL2/BAX foi maior no
FSHrh quando comparado ao FSHrb e ao FSHp100p na categoria antral (P<0,05). Em conclusdo, apds o
cultivo in vitro, as diferentes categorias foliculares demonstraram diferentes respostas estagio-especifica
na expressao génica, as diferentes origens de FSH.
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Effects of two d-cloprostenol administrations given at different intervals on estrus and
ovulation in cyclic dairy goats
Efeitos de duas administragoes de d-cloprostenol feitas em diferentes intervalos no estro e na ovulagdo
em cabras leiteiras ciclicas
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Goats are seasonal breeders depending on breed and latitude. Among the hormonal methods used in
controlled reproduction programs, there are those that mimic the activity of the corpus luteum and those
that inhibit it. Prostaglandin (PGF2a) fits the latter, with the advantage of having a better cost-benefit,
since it is cheaper and more natural method, as it has fewer side effects than progestin devices. In
addition, the literature is incipient regarding follicular and ovulatory data in goats subjected to PGF2a or
its analogues. This study aimed to check in dairy goats the efficiency of estrus synchronization treatment
using two doses of d-cloprostenol administered in different intervals, during the natural breeding season.
Sixteen goats received two doses of 37.5 pg d-cloprostenol (Prolise”; ARSA S.R.L., Buenos Aires,
Argentina) by latero-vulvar route at intervals of 7.5 days (T7.5; n=8) or 11.5 days (T11,5; n=8). The
administrations were performed at 05:00 a.m. (first dose) and 06:00 p.m. (second dose). After the second
dose, estrus was monitored twice a day. Transrectal ultrasound equipment (M5 Vet®, Mindray, Shenzhen,
China) coupled with 7.5 MHz linear transrectal transducer was applied to perform ovarian ultrasound
evaluations after the second dose every 12 h for four days. For statistical analysis, SAEG®™ 9.0 software
(UFV, Minas Gerais, Brazil) was used. Descriptive statistics was used for follicular and ovulatory
data.Non-parametric data were assessed by Fisher's exact test. Pearson's correlation was performed
between variables. The significance level adopted was 5%. Overall, there were no differences (P>0,05)
between 7.5 and 11.5 groups, respectively: estrous response (87,5% or 7/8 vs 75 % or 6/8), intervals from
second dose to estrus onset (41.1 £ 6.8 vs 48 + 2.6 h), ovulation (66.8 + 8.3 vs 70.3 = 8.1 h), estrus onset
to ovulation (25.7 £ 5.3 vs 25.7£ 5.0 h), number of ovulations (2.8 £ 0.3 vs 2.5 + 0.4). A negative
correlation was observed (r = - 0.71, P < 0.01) between interval from second cloprostenol administration
to ovulation and number of ovulations. The results quoted above suggest that the administration of d-
cloprostenol in cyclic dairy goats can efficiently synchronize estrus and ovulation and this fact
encourages further studies using these protocols in association with Fixed Time Artificial Insemination in
goats.
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Inducio e sincronizacio do estro por programa de luz e d-cloprostenol em cabras leiteiras
na contra-estacio reprodutiva
Estrus induction and synchronization by light program and d-cloprostenol in dairy goats during the non-
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Em latitudes elevadas, a indugdo do estro fora da estacdo de acasalamento natural ¢ imprescindivel para a
produgao de leite caprino ao longo do ano. O estro pode ser induzido de forma sincronizada com coquetel
hormonal ou de forma nao sincronizada por meio do fotoperiodo artificial (programa de luz) sem uso de
hormonios. Neste caso, a associagdo com analogos sintéticos da prostaglandinas F2a pode auxiliar na
sincronizagdo de estro de animais previamente estimulados pela luz. Assim, o objetivo do estudo foi
avaliar a combinag¢do de ambas as técnicas para a indugdo e sincronizagdo do estro na contra-estagdo
reprodutiva de cabras da raga Saanen. Foram utilizadas 55 cabras submetidas a um tratamento de
fotoperiodo artificial (16 horas de luz e 8 horas de escuro durante 60 dias), 70 dias apds o final deste
tratamento os animais receberam duas doses de 37,5 pgd-cloprostenol i.m. intervaladas entre 11,5 dias. Os
animais foram divididos em dois grupos randomizados, ¢ ap6s a aplicacdo da segunda dose de d-
cloprostenol, o estro foi monitorado duas vezes ao dia por quatro dias. As fémeas foram acasaladas (MN;
monta controlada) ao inicio do estro ou inseminadas (IA; sémen congelado) 24 h apds a detecgdo do
estro. A gestagdo foi verificada por ultrassonografia transretal 30 dias apds o acasalamento. Além disso,
foi feita a dindmica folicular (MN, n= 10; IA n= 8) por meio da ultrassonografia transretal, a cada 12
horas, para verificagdo do momento da ovulagdo. Os dados de frequéncia e quantitativos ndo paramétricos
foram avaliados pelo Teste Exato de Fisher e teste de Mann-Whitney, respectivamente, a 5% de
significancia. A taxa de apresentacdo de estro ndo diferiu entre grupos (MN 64,3%; 18/28 e 1A 66,7%;
18/27). A aplicag@o da segunda dose de d-cloprostenol ao inicio do estro ndo diferiu entre grupos (MN
48,8+15,0 e 1A 40,2+12,2). Igualmente, ndo houve diferenga entre a aplicagdo da segunda dose de d-
cloprostenol e o momento da ovulagdo, (MN 74,0+12,6 e IA 69,7+4,5), assim como do inicio do estro a
ovulacdo (MN 27,5+ 6,0 e IA 29,6+11,7). O tamanho do foliculo ovulatério (MN 8,4+0,9¢ 1A7,6+0,9) e o
numero de ovulagdes (MN 1,7+0,5¢ 1A 1,9+ 0,7) também ndo diferiram entre os grupos. Por fim, a taxa
de gestacdo entre grupos nao diferiu (MN 46,4 %; 13/28 ¢ TA 40,7 %; 11/27), assim como a taxa de
gestacdo corrigida pelos animais que apresentaram estro (MN 66,7%; 12/18 e IA 61,1%; 11/18). Os
resultados deste estudo sugerem a possibilidade de associacdo do programa de luz e d-cloprostenol para a
inducdo e sincroniza¢do do estro em cabras leiteiras na contra-estacdo. Todavia, maiores estudos sdo
necessarios de modo a melhorar os indices de estro e fertilidadeobtidos.
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Integridade da membrana plasmatica e potencial mitocondrial de espermatozoides
caprinos, submetidos ou nio a separacio em gradiente de densidade continuo de Percoll
Plasma membrane integrity and mitochondrial potential of goat spermatozoa, sorting or not in Percoll

continuous density gradient
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Mundialmente, a caprinocultura assume destaque social e economico, em fun¢do da adaptabilidade e
produtividade dos animais. Isto é notdrio no Nordeste brasileiro, onde estd concentrada a maior parte do
rebanho nacional de caprinos. As biotécnicas reprodutivas t€ém sido progressivamente introduzidas as
criagdes de pequenos ruminantes, com a finalidade de elevar a produtividade das criagdes. A sexagem
espermatica ¢ uma delas e, apesar de ser uma realidade para a espécie bovina, ndo o ¢ para a caprina.
Meétodos alternativos menos onerosos e prejudiciais aos gametas masculinos tém sido investigados; a
exemplo dos gradientes de Percoll. Assim, foi objetivado avaliar a integridade de membrana (iMP) e o
potencial de membrana mitocondrial (PMM) de espermatozoides caprinos submetidos ou nao a
centrifugacdo em gradiente de densidade continuo de Percoll. Foram utilizados ejaculados individuais de
dois reprodutores das ragas Saanen e dois Toggenburg, totalizando quatro ejaculados por raga. As
amostras aprovadas (motilidade=70% e vigor=3) foram fracionadas e uma aliquota diluida em DMEM
1x, para a concentragdo de 400x10° espermatozoides/0,5mL. Este volume foi depositado sobre o gradiente
continuo de Percoll, formado por 2 mL de cada solugdo isotonica (90%: Percoll comercial diluido em
DMEM 10x; o Percoll 85% e 80%: Percoll 90% diluido em DMEM 1x), e centrifugado a 2000 rpm, por
20 minutos. Os pellets de espermatozoides foram recuperados e lavados em DMEM 1x, suspensos na
mesma solu¢do e avaliados quanto a iMP e PMM; assim como o foi o s€men ndo selecionado. Tais
avaliagdes foram promovidas, respectivamente, pelo uso diacetato de carboxifluoresceina com iodeto de
propidio e de JC-1. Os dados obtidos para as amostras selecionadas e ndo selecionadas, considerando ou
ndo a raga, foram analisados pelos testes one-way ANOVA e Tuckey-Kramer, com nivel de significancia
de 5%. Nao foi observada diferenga estatistica (P>0,05) entre as amostras selecionadas e ndo selecionadas
em gradientes de densidade continuos de Percoll, para a integridade de membrana plasmatica (néo
selecionado: iMP=73,9448,11; selecionado: iMP=78,5+11,92) e potencial de membrana mitocondrial
(ndo selecionado: PMM=87,45+6,2; selecionado: PMM=84,28+11,95). Tal fato demonstra que a técnica &
aplicavel, visto que manteve os parametros avaliados e descritos, na literatura, como fundamentais para
que o gameta masculino desempenhe sua fun¢do. Também nao houve interferéncia da raca (P>0,05) sobre
os resultados obtidos apds o processo de sele¢do (Saanen: iMP=78,13+£17,17, PMM=83,10£16,62;
Toggenburg: iMP=78,88+6,02, PMM=75 =£2,66), evidenciando a aplicabilidade da metodologia,
independente da raga. Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que a técnica de separagdo em
gradientes de densidade continuos de Percoll ¢ viavel para a espécie caprina, com preservacdao da
integridade da membrana plasmatica e potencial de membrana mitocondrial, independente da raca.
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Cinética de espermatozoides caprinos criopreservados utilizando Red Cushion® como
estratégia de protecao espermatica durante a centrifugacio do sémen
Kinetics of cryopreserved goat sperm using Red Cushion ® as a strategy to sperm protection during
semen centrifugation
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A maior parte dos protocolos de criopreservacdo preconizam o uso de centrifugacdo (CE) para remocédo
do plasma seminal (PS) do sémen de bodes. No entanto, esse tipo de processamento pode resultar em
danos significativos a estrutura das células espermaticas, influenciando negativamente nos padrdes
cinéticos e no potencial de fertilidade dos espermatozoides. Para reducdo dos efeitos deletérios da CE
muitos protocolos recentes de criopreservacao tém indicado o uso de coloides de alta densidade para
amortecer o impacto mecanico imposto aos espermatozoides durante a centrifugacdo. Dentre as opgdes de
coldide o produto Red Cushion® (Botupharma, Botucatu, Brasil) a base de lodixanol ja demonstrou sua
efetividade para a protecdo de espermatozoide equinos durante a centrifugacdo. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a efetividade e inocuidade do Red Cushion® (RC) como método de
separacdo do plasma seminal caprino previamente ao processo de criopreservagdo. Para o estudo foram
obtidos 5 ejaculados de 5 bodes da raca Anglo Nubiana (n=25 amostras). Imediatamente apds cada coleta
os ejaculados foram acrescidos de solugao fosfato salina (PBS) previamente aquecida a 37°C de forma a
fixar o volume final em 3 mL. As amostras diluidas foram fracionadas em 3 aliquotas iguais (1 mL cada)
para compor 3 grupos experimentais: GC (Controle; centrifugacdo convencional); G1 (centrifugacio
usando 1ml de Red Cushion® previamente depositado em tubo conico de centrifuga) e G2 (centrifugacao
usando 0,5 mL de RC previamente depositado em tubo de centrifuga). Todos os grupos experimentais
receberam PBS até completar o volume final de SmL e foram centrifugados a 600xG por 10 minutos.
Ap6s a CE foi descartado o sobrenadante do GC. No G1 foi recuperado apenas o pellet seminal e no G2 o
pellet seminal foi integralmente misturado ao Red Cushion® apds a remoc¢dao do sobrenadante. Para
criopreservagdo as amostras dos 3 grupos experimentais foram diluidas em meio BotuBov®
(Botupharma, Botucatu Brasil) respeitando-se a concentragdo final de 120x10° espermatozoides/mL,
envasadas em palhetas de 0,5mL e submetidas a curva de refrigeracdo em caixa isotérmica com
temperatura constante de 5°C por 4 horas. Todas as amostras foram criopreservadas em vapor de
nitrogénio liquido (20 minutos a 5 cm de distancia de coluna liquida de N, adicionado a caixa de isopor
de 45L) e armazenadas em botijao criobiologico até o momento das analises. A cinética espermatica foi
avaliada através de sistema computadorizado de andlise (CASA) ISAS® V.1.2 (Proiser®, Valencia,
Espanha) apos a descongelacdo (36°C/30) e apds teste de termorresisténcia rapido (46°C/30 minutos) e os
dados gerados foram submetidos a analise de varidncia (GLM®, SAS Institute, Cary, USA). Nao foram
observadas diferencas para motilidade total avaliada pds-descongelacdo (GC=45,1%, G1=51,86% e
G2=55,28%) ou pos-incubagdo (GC=10,32%, G1=11,44% e G2=13,16%), bem como para nenhum outro
pardmetro cinético analisado objetivamente através de CASA. Conclui-se que o Red Cushion® nao
apresenta nenhum efeito deletério a cinética dos espermatozoides caprinos; entretanto, esse coloide
comercial ndo foi capaz de proporcionar nenhum beneficio ao movimento de células espermaticas
caprinas submetidas a CE previamente ao processo de criopreservagao.

Palavras-chave: caprinos, centrifugacao, criopreservagao, s€men, iodixanol.
Keywords: goats, centrifugation, cryopreservation, semen, iodixanol.
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Avaliacdo da membrana plasmatica do espermatozoide caprino usando sondas
fluorescentes e citometria de fluxo
Assessment of the plasma membrane of goat spermatozoa using fluorescent probes and flow cytometry

Marciane da Silva Maia'*, Claudio Avelino de Oliveira Lucenaz,
Carlos Eduardo Bezerra de Moura®
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Para melhorar a andlise de rotina dos espermatozoides, € necessario desenvolver métodos rapidos,
objetivos e acessiveis de avaliagdo de diferentes aspectos da viabilidade espermatica. A membrana
plasmatica ¢ essencial para a fungdo espermatica, uma vez que fornece protecao fisica a célula, atua como
uma barreira seletiva e desempenha um papel fundamental nas interagdes intercelulares. Muitos dos
métodos atualmente utilizados para avaliar o seu status baseiam-se no aumento da permeabilidade das
membranas espermaticas danificadas a diferentes substincias, incluindo a eosina-nigrosina e diversas
sondas fluorescentes. A associacdo das sondas fluorescentes com a citometria de fluxo tem a vantagem
possibilitar a avalia¢do rapida de caracteristicas especificas de um grande nimero de espermatozoides. O
sémen, oriundo de um pool de dois ejaculados de um mesmo bode (n=8) foi dividido em duas partes
iguais submetido a centrifugagdo (2 x 600 g por 10min) e em seguida diluido (400 x 106 sptz/ml) em
diluidor a base de leite desnatado-glicosado ou Tris-glicose-gema e submetido a criopreservacdo. A
integridade da membrana foi analisada por citometria de fluxo (Citometro de fluxo FACS Canto II; BD
Bioscience, CA, EUA) apos coloragdo com Diacetato de carboxifluoresceina (DIC, 0,002 mg/ml) e lodeto
de propidio (IP, 0,01 mg/ml) e por microspia otica (Leica DM 750, 1000x) ap6s coloragdo vital Eosina-
nigrosina. A relagdo entre as populagdes de espermatozoides quantificadas pela citometria de fluxo e pela
coloragdo vital foi estabelecida pela analise de correlagdo simples ¢ o efeito do diluidor sobre os
pardmetros estudados pela ANOVA com comparacdo de medias pelo teste de Duncan a P<0,05. A
coloracdo dupla de DIC/IP analisada em citometria de fluxo permitiu a identifica¢do de trés populagdes
de espermatozoides: A= células positivas para IP (fluorescéncia vermelha); B= células coradas por IP e
que também retiveram DIC e C= células que retiveram apenas DIC (fluorescéncia verde). A porcentagem
de espermatozoides que retiveram fluorescéncia verde (vidveis) apos a descongelacdo foi maior nas
amostras congeladas em Tris-gema (49,1+ 14,5%) comparada ao Leite (32,8 + 13,6%). Comportamento
semelhante foi observado na avaliagdo por coloragdo vital com 72,3% de viaveis no Tris-gema e 58% no
Leite. Diferencas na retenc¢ao de viabilidade entre os diluidores foram detectadas mesmo entre amostras
de espermatozoides oriundas do mesmo ejaculado sugerindo que o diluidor Tris-gema proporcionou uma
melhor protecdo a membrana plasmatica durante a congelagdo e descongelagao, do que o diluidor a base
de leite. Observou-se também uma alta correlagdo positiva entre a populacdo C com a porcentagem de
espermatozoides vidveis determinada por coloragdo vital (r = 0,69; P<0,01), demonstrando que a
combina¢do de DIC e IP analisados por citometria de fluxo ¢ um método viavel para avaliar a viabilidade
do espermatozoide caprino além de ser mais rapido e preciso. Nossos resultados validam o método da
citometria de fluxo para avaliar a integridade da membrana plasmatica do espermatozoide caprino e
indicam que o diluidor Tris-gema, na formulagdo utilizada, ¢ menos prejudicial para os espermatozoides
dessa espécie do que o leite desnatado.
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Uso da Polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa como suplemento ao diluente de
congelaciao do sémen caprino
Use of dehydrated pulp of Mauritia flexuosa fruit as a supplement to the freezing diluent of goat semen
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O Brasil em sua diversidade possui varios tipos de frutas nativas, acompanhadas de caracteristicas
sensoriais impares com alto teor nutricional e econdmico. Como exemplo a polpa do fruto de Mauritia
flexuosa, composta por carotenoides, polifendis ¢ acido ascorbico. Face ao exposto, apesar dos varios
estudos desenvolvidos utilizando diluentes de origem vegetal na biotecnologia do sémen, ha poucos
relatos sobre a eficiéncia da polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa na conservagdo seminal.
Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade in vitro do sémen caprino
descongelado utilizando diluente suplementado com a polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa.
Foram utilizados trés machos caprinos com idade média de 6 anos. As coletas de s€men foram realizadas
pelo método da vagina artificial. O experimento foi dividido em duas etapas, na primeira foram utilizados
15 pools sendo fracionado em 13 tratamentos com diferentes concentracdes do extrato bruto (0,25%;
0,5%; 0,6%; 0,7%; 0,8%; 0,9%;1,0%; 2,0%; 3,0%; 4,0%; 5,0%; 10%) diluidos em TRIS, como grupo
controle foi utilizado TRIS isento do extrato. O pool foi diluido e avaliado os pardmetros espermaticos
(motilidade, vigor e morfologia) sob TTR lento (T05 - T120 minutos). As melhores concentragdes do
extrato bruto (0,25%; 0,5%; 0,6%; 0,7%; 0,8%; 0,9%; 1,0%) obtidas na primeira foram utilizadas na
segunda para criopreservagdo. Nesta etapa foram utilizados 15 pools e formou-se dois grupos de
tratamento, sendo um diluente constituido TRIS + 7% Glicerol + melhores concentragdes do extrato bruto
e outro pelo diluente TRIS + 2,5% gema + Glicerol 7% + Melhores concentragdes do extrato bruto. O
sémen foi criopreservado em sistema automatizado (TK 3000"). Apés a descongelagdo das amostras foi
realizada a avaliagdo da cinética espermatica pelo CASA. A analise estatistica dos dados foi realizada
pelo software SAS® e quando verificada significancia (p<0,05) procedeu-se o teste de Tukey. Na primeira
etapa os grupos contendo baixa quantidade do extrato ndo diferiram do grupo controle (p>0,05). Ja na
segunda etapa, apds descongelagdo os grupos TRIS contendo 2,5% gema ou 0% gema, foi observado
diferenca significativa entre os grupos nos parametros de VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF, WOB
(p<0,05), sendo que o grupo TRISGLGEMFO06 foi superior ao grupo controle nos pardmetros de VCL,
VAP e ALH. A gema de ovo ¢ um constituinte presente em crioprotetores de origem animal que pode
apresentar riscos. Todavia, mesmo com esse entrave, tem sido corriqueiramente utilizada na
criopreservagdo de sémen caprino. Neste contexto, é imprescindivel que a mesma seja substituida por
meios isentos de produtos de origem animal. Em conclusdo, A polpa desidratada do fruto de Mauritia
flexuosa nas concentragdes de 0,25% a 1% em solugdo tampdo TRIS adicionados ao poo!/ de s€émen
caprino permitiu uma boa manutengdo da viabilidade dos espermatozoides apos o processo de
criopreservagdo. A polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa nas concentragdes 0,25% a 1%
adicionado no diluente TRIS contendo 2,5% de gema de ovo atuou de forma benéfica nos parametros
espermaticos, podendo ser uma alternativa viavel para tecnologias reprodutivas como a inseminagao
artificial.
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Determinacio do inicio de protocolo superovulatorio “Dia Zero” em cabras leiteiras da
raca Saanen
Determining the beginning of the "Day Zero" superovulatory protocol in Saanen dairy goats
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A multipla ovulacdo e transferéncia de embrides (MOTE) é uma biotécnica que contribui para o rapido
melhoramento genético na produgdo animal. O inicio do tratamento superovulatorio na auséncia de
dominéncia folicular ¢ vantajoso. Assim, o protocolo Dia zero foi proposto como um método para,
inicialmente, promover a ovula¢ao nas doadoras e, por conseguinte, sincronizar a emergéncia folicular
iniciando o estimulo superovulatério subsequente (dia 0 do ciclo estral). Este estudo objetivou avaliar o
momento da aplicagdo de GnRH sobre a sincronizacdo da ovulagdo e o surgimento de uma nova onda
folicular. 57 cabras Saanen foram utilizadas. As fémeas foram sincronizadas com um protocolo curto de
seis dias de esponja (Progespon; Schering Plough, SP, Brasil), no dia anterior a retirada foi aplicada 200
UI de gonadotrofina coridnica equina (eCG, Novormon, Schering Plough, Sdo Paulo, Brasil), ¢ 0,24 mg
de cloprostenol sodico (Estron, Agner Unido, Sdo Paulo, Brasil). Apos a retirada da esponja, as fémeas
foram divididas em trés grupos (n=19), de acordo com a aplicagdo de 0,025 mg de acetato de
gonadorelina (GnRH — Gestran Plus, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil), tendo o primeiro recebido ImL de
salina 28h apos a retirada da esponja (Geon), 0 segundo, andlogo do GnRH 28h apds a retirada da esponja
(Gasn), € o terceiro, analogo do GnRH 36h apds a retirada da esponja (Gsg). Foi acompanhada a dindmica
folicular de 12 fémeas de cada grupo, com avaliagdes ultrassonograficas a cada 8h a partir da retirada da
esponja até o momento da ovulagdo e a cada 12h até 96h pos-ovulagdo. Os foliculos foram classificados
em pequenos € 3,0 mm), médios (3 -6 mm) ou grandes>( 6,0 mm). O momento da ovulacdo foi
sincronizado de forma mais homogénea pela aplicacdo de GnRH (retirada da esponja até a ovulagéo -
Gagn: 52,7 £ 4,2; Gagp: 53,8 £ 5,5; Geon: 59,6 = 13,6). A quantidade de foliculos grandes aumentou
gradativamente do momento da ovulag@o (Oh) até a ultima avaliacdo (96h). Houve efeito do tratamento
sobre o nimero de foliculos grandes nos momentos iniciais (Oh e 12h) pos-ovulatorios. No momento Oh,
os grupos Gogn € Gig, foram iguais entre si e apresentaram populagdo de foliculos grandes menor que o
grupo Geon (Gasn: 0,3 £0,5 € Gigp: 0,3 £0,6 vs. Geon: 2,2 = 1,5). J4 no momento 12h, o numero de foliculos
grandes do Gpg, ndo diferiu dos outros grupos. Todavia, o Gi4, apresentou menor populagdo de foliculos
grandes quando comparado ao grupo Geon (Gogn: 0,3 £ 0,6; Gaan: 0,1 £0,3; Geon: 1,4 + 1,2). Nos momentos
seguintes, ndo houve efeito de tratamento sobre a populacdo folicular. Assim, para um protocolo de
superovulagdo em caprinos leiteiros, recomenda-se a aplicagao do analogo de GnRH 34h apos a retirada
da esponja e o inicio das aplicagdes de FSH 53h apds a retirada da esponja. Deste modo, a superovulagdo
sera iniciada na auséncia ou na menor presenca de foliculos grandes (dominantes), havendo assim a
emergeéncia sincronica de foliculos oriundos da primeira onda folicular fisiologica pos-ovulagao.
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Administracio de hCG apoés a inseminacio artificial eleva a taxa de gestacdo em cabras
Saanen aciclicas submetidas a induc¢ao de estro sincronizado
hCG administration after artificial insemination increases pregnancy rate in synchronous estrus induced
acyclic Saanen goats
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A produgdo e produtividade dos rebanhos de caprinos leiteiros do Brasil figuram entre as maiores do
mundo (Lobo, et al. 2017. Small Rumin Res, 153:9-16). Neste cenario torna-se evidente o interesse por
alternativas que tragam melhorias na criagdo e na eficiéncia e emprego de biotecnologias da reproducao.
A inseminagao artificial (IA) ¢ uma das mais empregadas neste contexto, mas seu sucesso ¢ dependente
de varios fatores, dentre eles do adequado nivel plasmatico de progesterona (P4), sendo a gestagdo da
cabra dependente da P4 produzida pelo corpo luteo (CL) durante toda a gestagdo. Em situagdes em que a
P4 nao atinja niveis adequados, a gestagao nao se estabelece ou se mantém. Pode-se incrementar a P4 de
forma exoégena e enddgena, mas a primeira forma parece comprometer a fungdo luteal (Fonseca et al.
2008. Anim Reprod Sci, 103:366-373). A outra forma seria a indu¢do de CL acessorio (CLA) por meio
da aplicagdo estratégica de gonadotrofinas como a coridnica humana (hCG). O objetivo desse estudo foi
verificar o efeito da administracdo de hCG na taxa de gestagcdo de cabras Saanen submetidas a IA. Foram
utilizadas 60 cabras que receberam dispositivos vaginais (60 mg MAP; Progespon”, Zoetis Industria de
Produtos Veterinarios Ltda, Campinas, Brasil) por seis dias, além de 37,5 pg d-cloprostenol (Prolise”;
ARSA S.R.L., Buenos Aires, Argentina) latero-vulvar ¢ 200 Ul eCG (Novormon 5000"; Zoetis,
Campinas, Brasil) i.m. 24 h antes da retirada do dispositivo. Todos os procedimentos foram feitos entre
17:00 e 18:00h. Apo6s a retirada do dispositivo o estro foi monitorado duas vezes por dia por machos
inteiros e 54 cabras em estro foram inseminadas entre 18 e 24 h apds o inicio do estro com sémen
congelado/descongelado (Fonseca et al. 2017. Reprod Biol, 17:268-273). Em seguida, as cabras foram
distribuidas em fungfo do intervalo para o estro ¢ do escore da condigdo corporal (ECC, variacdo de 1 a
5) em dois tratamentos. Os animais receberam 300 UI hCG (Grupo hCG; Vetecor® 5000; Hertape Calier,
Sdo Paulo, Brasil; n=28) ou 1 mL de solugdo salina (Grupo controle; n=26), por via intramuscular, sete
dias ap6s o inicio do estro. Todas as fémeas foram avaliadas para deteccdo de gestacdo por meio de
exame ultrassonografico com aparelho de ultrassom acoplado (KX2000G Vet®, Kaixin, Xuzhou, China) a
um transdutor linear de 7,5 MHz (via transretal) 35 dias apos a realizacdo da IA. As taxas de gestacdo
foram comparadas pelo teste exato de Fisher a 5% de significancia. As taxas de gestacdo observadas
foram de 75,0% (21/28) para cabras tratadas com hCG e 42,3% (11/26) para aquelas do grupo controle
(P<0,05). Os resultados obtidos sugerem que a administragdo de hCG sete dias apos o inicio do estro
pode atuar de forma benéfica para a estabelecimento da gestacdo em cabras Saanen aciclicas submetidas a
inducdo de estro sincronizado e inseminacdo artificial.

Suporte financeiro: Fapemig (CVZ-PPM 00201-17) e CNPq (314952/2018-7).
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Utilizacao de pipeta descartavel para inseminacao artificial em caprinos com intuito de
prevenir a transmissao artrite infeciosa caprina (CAE)
Use of a disposable pipette for caprine artificial insemination in order to prevent Caprine Arthritis
Encephalitis (CAE) transmission
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O objetivo deste trabalho foi a utilizagdo de pipetas descartaveis para a inseminagdo de cabras como
método para evitar a transmissdo de artrite infecciosa carpina (CAE). A CAE, uma enfermidade
multissistémica crénica provocada por um virus, do género Lentivirus da familia Retroviridae. A principal
forma de transmissao do virus acontece com a ingestdao do colostro e/ ou do leite de animais infectados, a
transmissao horizontal e iatrogénica também pode ocorrer, mas somente apds longos periodos de contato.
Os sinais clinicos mais frequentes sdo artrite, encefalite, mastite, emagrecimento progressivo e
pneumonia. Um dos controles mais importantes dessa enfermidade se baseia em separar os cabritos das
maes positivas para a doenga e serem alimentados com colostro pasteurizado ou colostro de vaca, bem
como a realizagdo do exame anual dentro do rebanho, descartando os animais soropositivos. Por ser uma
enfermidade que nd3o apresenta cura, as medidas de prevengdo deste virus devem ser consideradas,
observando-se todos os possiveis fatores de risco de transmissdo, sendo a transmissdo via material
utilizado para inseminacao artificial um desses fatores. Foram utilizadas 40 cabras da raca saanem com
idade entre 2 e 6 anos, peso entre 30 ¢ 45 kg. Os animais deste estudo pertenciam ao Capril SP situado em
Jacarei — SP. submetidas a inducdo de cio com o protocolo hormonal a seguir: DO — colocagdo de
esponjas vaginais com medroxiprogesterona (Progespon ®), D3 — aplicagdo de prostaglandina (1,0 ml de
D9 — retirada das esponjas vaginais, D10 — rufiacdo, D11 — inseminagdo. O sémen utilizado no trabalho
foi colhido no capril em os bodes estavam, foi diluido em diluidor préprio imediatamente apos a coleta e
mantido refrigerado a 5C° até o momento da utilizagdo para a inseminacdo e mantido em refrigeragao
Para cada fémea foi utilizada uma pipeta média com 22 cm de comprimento que estava embaladas e
esterilizadas individualmente pelo método de radiacdo gama. As pipetas utilizadas sdo as mesmas
preconizadas para inseminagdo artificial em cadelas (Provar®). No momento da inseminagdo, a fémea foi
colocada em posicao para inseminagao e foi utilizado um espéculo para a visualizagdo do fundo vaginal e
cérvix, apos este procedimento o sémen foi aspirado com a pipeta acoplada a uma seringa ¢ injetado no
fundo vaginal. O diagnodstico de gestacdo foi feito 30 dias apds a data da inseminacdo através de
ultrassonografia (Chisson D850 ®). A taxa de prenhez do lote foi de 38,46 %. O método se mostrou
seguro para evitar que a pipeta de inseminagdo seja uma via de transmissdo de CAE e também promoveu
prenhez positiva nas fémeas.
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Técnica de coleccion de semen: comparacion de la coleccion mediante masaje transrectal
de las glandulas sexuales accesorias guiado por ultrasonido y la electroeyaculacion en
chivos durante la transicion hacia la estacion reproductiva
Semen collection technique: comparison of the collection by transrectal massage of accessory sex glands
guided by ultrasound and electroejaculation in goats during the transition to the reproductive season
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Existen varios métodos de coleccion de semen, los que influyen sobre distintos aspectos de la calidad del
mismo. En los pequefios rumiantes, el semen se colecta frecuentemente con el uso de una vagina
artificial, lo que implica que la produccion esta relacionada con el estado fisiologico y el comportamiento
sexual del individuo. Es posible que fuera de la estacion reproductiva se produzca semen, pero no se
pueda colectar por falta de libido. Otra limitante es que los animales deben ser entrenados para eyacular
en una vagina artificial que limita la recuperacion del semen en varias circunstancias, todo lo que genera
que frecuentemente se utilice la electroeyaculacion (EE). La EE es facil de aplicar y tiene una gran
eficacia, pero su aplicacién tiene efectos negativos sobre el bienestar animal (BA), por lo que
recientemente se desarrolld una técnica alternativa por miembros del equipo de trabajo: el masaje
transrectal de las glandulas sexuales accesorias guiado por ultrasonido (TUMASG). EI TUMASG
requiere pocos o ningln pulso eléctrico para lograr la eyaculacion por lo que induce una respuesta de
estrés menor que la EE. Aunque el TUMASG tendria un menor impacto negativo sobre el BA, la
efectividad de la técnica varia con la especie. El objetivo del presente estudio fue comparar el
espermiograma basico del semen colectado mediante TUMASG o EE durante la transicion hacia la
estacion reproductiva (noviembre). El estudio se realizé en el Departamento de Fisiologia, Facultad de
Veterinaria, con 10 chivos adultos Gabon. Se colectd semen a 5 de ellos con TUMASG, y a los 5
restantes con EE, intercambiando los tratamientos en una segunda colecta realizada a los 2 dias, de forma
que se colectd semen de todos los animales con ambos métodos. Una vez colectada la muestra de semen
se determiné el volumen del eyaculado y la motilidad espermdatica de masa en forma subjetiva, y la
motilidad individual y motilidad progresiva mediante un software especifico [Integrated Semen Analysis
System (ISAS, Valencia, Espaia)]. Se determino la funcionalidad de la membrana de los espermatozoides
mediante la técnica de HOST, el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales y con
acrosoma normal. Se calculd la cantidad de espermatozoides totales eyaculados, y la cantidad total
motiles, con motilidad progresiva, normales y con acrosoma integro. No hubo diferencias en ninguna
variable. En conclusion, TUMASG es un procedimiento alternativo para disminuir las preocupaciones de
BA en relacion a la EE en chivos sin afectar la calidad del semen fresco.

Palabras-clave: colecta de semen, masaje transrectal, electroeyaculacion y chivos.
Keywords: semen collection, transrectal massage, electroejaculation and goats.
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Caracterizacio da citologia vaginal em cabras realizada no dia da inseminacao artificial
em protocolo hormonal com inducio de cio
Vaginal citology description in goats performed on the day of artificial insemination in a hormonal
protocol with induction of estrus

Marcela Sene Rocha'*, Silvia Edelweiss Crusco’, Claudio Alvarenga de Oliveira’

'FMVZ/USP; *Universidade Paulista (UNIP), Sao Paulo, SP, Brasil.
E-mail: marcela_sene@hotmail.com

O objetivo deste estudo foi caracterizar a citologia vaginal em cabras no momento da inseminagdo apds
inducdo de cio por protocolo hormonal. Foram utilizadas 40 cabras submetidas ao protocolo a seguir: D0
— colocacdo de esponjas vaginais com medroxiprogesterona (Progespon ®), D3 — aplicagdo de
prostaglandina (1,0 ml de Ciosin®), D8 - aplicagdo de gonadotrofina coridnica equina (2,0 ml de
Norvormon ®), D9 — retirada das esponjas vaginais, D10 — rufiagdo, D11 — inseminagdo . As cabras com
idade entre 3 e 5 anos, peso entre 40 e 50kg pertenciam a raca saanen. Os animais deste estudo
pertenciam ao Capril SP situado em Jacarei — SP. No dia D11 do protocolo, no momento da colocagdo do
espéculo vaginal e anterior a introducdo da pipeta de inseminagdo foi colhido material do fundo vaginal
com auxiliode um swab estéril. Com o material colhido foram realizados esfregacos vaginais em ldmina
de vidro e corados com coloragdo Pandtico Rapido ®. Para cada amostra foram contadas 200 células sob
a luz de microscopio, e estas foram divididas em quatro tipos morfologicos de células epiteliais sendo,
célula superficial queratinizada anucleda SA), superficial queratinizada com nucleo (SN), intermediaria
(I) e parabasal (P). Estes dados foram agrupados e expressos em percentagem dos tipos celulares
encontrados para cada amostra proveniente de cada fémea. Os resultados obtidos foram: 64,78% (+
18,76) de células epiteliais superficias anucleadas, 28,94% (= 15,76) células epiteliais superficias
nucleadas, 5,88% (= 7,38) e parabasais 0,4 % (£ 0,43). A taxa de prenhez do lote foi de 40% e
estatiscamente nao houve correlagdo do quadro de citologia vaginal especifico com a prenhez positiva (p
< 0,05). Em duas laminas foi encontrada a presenca espermatozoides, o que nos leva a pensar em
investigar o rufido, porém as duas fémeas ficaram vazias, na lamina de apenas uma fémea foi observada a
presenca de hemacias em grande quantidade, a mesma nao ficou prenhe e na citologia das 16 fémeas
prenhes foi observada a presenga de muco corado em 7 laminas, o que estatisticamente demonstrou ter
uma correlagcdo positiva moderada (r=0,5145). Este trabalho caracterizou a citologia vaginal tipica do
momento de inseminagao artificial com protocolo hormonal.

Agradecimentos: CAPES, Capril Sdo Paulo.
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Andlise computadorizada do sémen caprino imunosexado e criopreservado em ACP-
101c/102¢°

Computer analysis of goat semen immuno-sexing and cryopreserved ACP-101/102¢"
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A caprinocultura ganha destaque no agronegécio brasileiro de forma bastante competitiva e evidencia a
importancia econdmica e social da exploracdo dessa espécie. Por outro lado, a dispersdo de tecnologias,
bem como os recursos humanos qualificados sdo os principais entraves enfrentados. Nesse sentido, ¢ de
grande valia o aperfeicoamento ¢ a utilizagdo de biotécnicas reprodutivas a fim de garantir a eficiéncia
reprodutiva e o progresso do melhoramento genético. A produgdo de doses de s€émen enriquecidas com
espermatozoides portadores do cromossomo masculino (Y) ou feminino (X) tende a maximizar a
utilizacdo da inseminacao artificial, dando-lhe um papel fundamental no melhoramento genético entre as
geragdes conforme a necessidade e aptiddo do rebanho. Diante dessas premissas ¢ da necessidade da
realizacdo de pesquisas que utilizem técnicas de sexagem espermatica pratica e eficiente associado a
criopreservagdo do sémen em meios diluentes que proporcionem manutengdo da funcionalidade do
espermatozoide poés-descongelagdo, objetivou-se, avaliar por meio de andlise computadorizada a
qualidade in vitro do sémen caprino imunosexado e criopreservado em agua de coco em po (ACP-
101¢/102¢™). Foram utilizados trés reprodutores caprinos com idade média de 6 anos. As coletas de
sémen foram realizadas pelo método da vagina artificial. Foram avaliados os parametros espermaticos
(motilidade, vigor ¢ morfologia) de 15 pools de s€men. Posteriormente, formou-se trés grupos: grupo
controle (GC), que correspondeu ao sémen ndo sexado criopreservado em meio diluente padrao TRIS +
2,5% gema + 7% Glicerol; grupo (G1), sémen imunosexado e criopreservado em meio diluente TRIS +
2,5% gema + Glicerol 7% e grupo (G2), sémen imunosexado e criopreservado em ACP101/102¢” + 2,5%
gema + 7% Glicerol. Realizou-se a sexagem do sémen caprino utilizando o anticorpo macho especifico
para imunosexagem de espermatozoides de mamiferos (Hy Biotecnologia Ltda™). A criopreservagio do
sémen foi realizada por meio de congelador automatizado programavel TK 3000”. Apos a descongelagio
das amostras foi realizada a avalia¢do da cinética espermatica pelo sistema CASA. A analise estatistica
dos dados foi realizada pelo software SAS™ e quando verificada significancia (p<0,05) procedeu-se o
teste de Tukey. Observou-se diferenga significativa (p<0,05) em todos os pardmetros (MT, MP, VCL,
VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF, WOB), quando comparado o GC com os grupos G1 e G2, sendo os
pardmetros do GC superior. Todavia, ao comparar os grupos G1 e G2 foi constatado que ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos. Os espermatozoides, em decorréncia dos processos
oxidativos oriundos das etapas do processo de sexagem e criopreservagdo, apresentam degradacdo dos
parametros cinéticos, tornando-se necessario a busca por meios diluentes que minimizem esses efeitos
adversos. Portanto, a 4gua de coco em pd (ACP-101¢/102¢”) pode ser utilizada para a criopreservagio do
sémen imunosexado de caprinos.

Palavras-chave: Caprino, sexagem espermatica, agua de coco em po.
Keywords: Goat, sperm sexing, coconut water poder.
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Inseminacio artificial cervical e laparoscépica em cabras mesticas de Anglo-Nubiana
utilizando sémen congelado/descongelado diluido em ACP 101/102°

Artificial cervical and laparoscopic insemination in crossbred Anglo-Nubian goats using frozen/thawed
semen diluted in ACP 101/102"
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A inseminagdo artificial utilizando sincroniza¢do simultdnea do estro e inducdo da ovulacdo possui
diversas vantagens, dentre elas, partos concentrados em um periodo programado, redugdo da mao de obra,
elevagdo da prolificidade e maior produtividade. Dois tipos de técnicas de inseminagdo artificial
destacam-se: inseminagao artificial laparoscopica, onde se deposita o s€émen diretamente no corno
uterino; e a inseminagdo artificial transcervical, onde deposita-se o sémen dentro da cérvix. Neste
contexto, objetivou-se comparar as técnicas de inseminagao artificial laparoscopica e cervical e avaliar o
efeito da dgua de coco em pd (ACP™) na diluigdo seminal sobre a taxa de fertilidade. O experimento foi
realizado no municipio de Elesbao Veloso, localizado na mesorregido centro-norte do Piaui. 17 fémeas
caprinas foram selecionadas para o experimento. Os doadores de s€émen foram trés bodes puros (PO) da
raca anglo-nubiana. Apds a criopreservagdo, o s€men foi armazenado em botijao de nitrogénio liquido até
o momento da inseminagdo. Como protocolo de sincronizacdo do estro foram inseridas esponjas
intravaginais impregnadas com 60 mg de medroxiprogesterona, por um periodo de 13 dias. No nono dia
do tratamento os animais receberam 300 UI de Gonadotrofina Coridnica Equina e 75ug de Cloprostenol
Sédico — PGF2a, no décimo primeiro dia as esponjas foram retiradas. Aproximadamente 54 horas apds a
retirada das esponjas as cabras foram submetidas a inseminagdo artificial em tempo fixo pela via
transcervical e laparoscopica. Na inseminacdo artificial, nove fémeas foram inseminadas com o sémen
diluido em ACP®, ¢ oito fémeas inseminadas sem a diluigdo. Sete fémeas foram inseminadas pela técnica
de laparoscopia e 10 pela técnica transcervical. Os resultados demonstraram que na técnica de
inseminacdo artificial por laparoscopia, a taxa de prenhes foi de 71,42% (5/7), dessas cinco, trés foram
inseminadas com a utilizagio de ACP® (60%). J4 na técnica transcervical a taxa de prenhes foi de 100%
(10/10), onde cinco delas (50%) foram inseminadas utilizando sémen diluido em ACP®. A partir dos
resultados obtidos, observa-se que a ACP® mostrou bom desempenho, ¢ houve maior taxa de fémeas
prenhes quando inseminadas pelo sémen congelado/descongelado diluido em ACP®. Em relagio as
técnicas de inseminagdo artificial ndo houve diferenga significativa pelo teste Qui-quadrado (X?). Quando
se compara custo/beneficio, em relagdo a técnica transcervical e laparoscopica, a transcervical apresenta
metade dos custos em relagdo a laparoscopica. O uso da ACP® vem demonstrando, por meio de
experimentos in vitro € in vivo, resultados positivos na manutengao da viabilidade e poder fecundante dos
espermatozoides, corroborando assim com nossos resultados. Portanto, as biotécnicas de inseminagao
artificial laparoscopica e transcervical em cabras mostram excelentes resultados e o uso da ACP® na
dilui¢do do sémen, pos-descongelagdo, contribui para elevar a taxa de fertilidade.
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Uso de diferentes doses de sémen congelado/descongelado e fertilidade em cabras leiteiras
na contra-estacao: Resultados preliminares
Use of different doses of frozen / thawed semen and fertility in dairy goats in non-breeding season:
Preliminary results
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Para se obter a inseminac¢ao intrauterina de maneira rapida em cabras leiteiras, a EMBRAPA desenvolveu
uma nova técnica de Inseminagdo Artificial (IA) (Fonseca et al. 2011, Embrapa Caprinos e Ovinos.
Circular técnica, 43). Associada a ela, utiliza-se um novo protocolo de sincronizacdo de cio usando
dispositivos vaginais (60 mg MAP; Progespon”, Zoetis Indistria de Produtos Veterinarios Ltda,
Campinas, Brasil) por seis dias, além de 37,5 pg d-cloprostenol (Prolise®; ARSA S.R.L., Buenos Aires,
Argentina) i.m. e 200 UI eCG (Novormon 5000"; Zoetis, Campinas, Brasil) i.m. 24 h antes da retirada do
dispositivo. Todos os procedimentos sdo feitos entre 17:00 ¢ 18:00h. Apds a retirada do dispositivo o
estro ¢ monitorado duas vezes por dia por machos inteiros. Paralelo a isto, estudos relacionados a doses
inseminantes de s€émen em associagdo a estas novas biotécnicas precisam ser realizados. A dose
preconizada pelo CBRA ¢ de 100 milhdes de espermatozoides viaveis por palheta para congelagdo, com
indice maior de 40% de espermatozoides com motilidade progressiva na hora da descongelagao.
Entretanto, com a nova técnica de IA e novos diluentes (Optixcell®, IMV), estas quantidades
provavelmente poderiam ser reduzidas. O objetivo desse estudo foi testar o efeito de diferentes doses de
sémen congelado/descongelado sobre a taxa de gestagdo de cabras submetidas a inducdo de estro
sincronizado. Foram utilizadas 96 cabras (48 da raca Toggenburg - TOG e 48 Saanen-SAA), distribuidas
equitativamente em fun¢do do peso, escore da condi¢do corporal (ECC, variagdo 1= muito magra e
5=obesa) e ordem de partos entre os quatro grupos recebendo monta natural (MN) ou inseminacao
artificial (Fonseca e Alvim. 2018, Embrapa Caprinos e Ovinos. Circular técnica, 45) com dose de 100
(T100), 75 (T75) ou 50 (T50) milhdes de espermatozoides viaveis pré-congelagdo e com no minimo de
50% de motilidade retilinea progressiva e vigor 2,5 pos-descongelagdo. Trés cabras SAA ndo
apresentaram cio, uma de cada grupo de IA. Todas as fémeas foram avaliadas para detec¢do de gestagao
por meio de exame ultrassonografico com aparelho de ultrassom acoplado (KX2000G Vet®, Kaixin,
Xuzhou, China) a um transdutor linear de 7,5 MHz (via transretal) 35 dias apos a realizagdo da MN e IA.
O escore da condicao corporal foi superior para SAA (3,9+0,4) que para TOG (2,8+0,3) (Teste de Mann-
Whitney; P<0,001). As taxas de gestacdo foram comparadas pelo teste Exato de Fisher a 5% de
significancia. Para TOG as taxas de gestacdo observadas foram de MN=91,7% (11/12), T100=75,0%
(9/12), T75=41,7% (5/12) e T50=8,3% (1/12). Para SAA, as taxas de gestacdo observadas foram
MN=41,7% (5/12), T100=9,1% (1/11), T75=27,3% (3/11), e T50=18,2% (2/11). No total, MN=66,7"%
(16/24), T100=43,5%"" (10/23), T75=34,8"% (8/23) e T50=13,0% (3/23) (P<0,05). Comparando-se as
ragas, a taxa geral de gestacdo foi TOG=54,2% (26/48) e SAA=24,4% (11/45) (P<0,05). Os resultados
obtidos preliminares sugerem que a dose minima de s€émen necessaria por palhetas seja a de 100 milhoes
de espermatozoides. Tanto a raca quanto as condi¢des de manejo podem interferir nos resultados de
gestagdo. Isto ressalta a importancia de incluir um grupo com monta natural em estudos dessa natureza. A
elevacdo do numero de animais por grupo testado permitira conclusdes mais definitivas sobre a dose
inseminante a ser utilizada.

Suporte financeiro: Fapemig (CVZ-PPM 00201-17) e CNPq (314952/2018-7).
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Dinamica ovariana folicular e luteal em cabras leiteiras induzidas e sincronizadas por
programa de luz e d-cloprostenol na contra-estacio reprodutiva
Follicular and luteal ovarian dynamics in dairy goats induced and synchronized by light program and d-
cloprostenol during the non-breeding season
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Nas cabras leiteiras estacionais, o estro pode ser induzido de forma sincronizada com coquetel hormonal
ou de forma ndo sincronizada por meio do fotoperiodo artificial (programa de luz) sem uso de horménios.
Neste caso, a associagdo com analogos sintéticos das prostaglandinasF2a pode auxiliar na sincronizagao
de estro de animais previamente estimulados pela luz. Assim, o objetivo deste estudo foi acompanhar a
dindmica ovariana folicular e luteal de cabras leiteiras induzidas e sincronizadas a partir do fotoperiodo
artificial e prostaglandinas sintéticas, respectivamente. Foram utilizadas 19 cabras da raca Saanen
submetidas a um tratamento de fotoperiodo artificial (16 horas de luz e 8 horas de escuro diariamente
durante 60 dias). Setenta dias apds o término do tratamento de luz, os animais receberam duas doses de
37,5 ug d-cloprostenol i.m. intervaladas entre 11,5 dias. Os animais foram acasalados (MN) ou
inseminados (IA) ap6s a detecgdo do estro. As avaliagdes ultrassonograficas (US) dos ovarios foram
realizadas a cada 15 dias do final do tratamento de luz até o momento da primeira aplicagdo de d-
cloprostenol. A avaliagdo da dinamica folicular ocorreu a cada 24 e 12 horas apos a aplicagdo da primeira
e segunda dose de d-cloprostenol, respectivamente, para verificagdo do momento da ovulagdo. Apds este
periodo, foi feita avaliagdo US modo B e Doppler dos corpos lateos no 3°, 5°, 7°, 12°, 17°, 20° e 30°dia do
ciclo estral junto do diagnéstico de gestacdo. O teste de lilliefors (normalidade) e levene
(homocedasticidade) foram inicialmente adotados. Na sequéncia, os dados de frequéncia e quantitativos
ndo paramétricos foram avaliados pelo Teste Exato de Fisher e teste de Mann-Whitney (P<0,05). Ao final
do tratamento com luz até 60 dias apos, 89,5% (17/19) e 10,5% (2/19) das cabras apresentavam foliculos
grandes e médios, respectivamente. Nao houve diferenga do nimero de cabras com CL na primeira e
segunda dose de d-cloprostenol (42,1%; 8/19 e 52,6%; 10/19). Igualmente, ndo houve diferenca de
animais ovulando apos a primeira e segunda aplicacao de d-cloprostenol (63,2%; 12/19 e 68,4%; 13/19).
O tempo de aplicagdo de d-cloprostenol até a ovulacdo ndo diferiu entre a primeira e segunda dose de d-
cloprostenol (97,0 = 79,6 e 71,7+ 9,0 h). Todavia, os dados relativos da primeira aplicagdo até ovulacao
foram mais dispersos (heterocedasticos) quando comparado aos dados obtidos apos a segunda aplicagdo.
Dos 11 animais que ndo ficaram gestantes 54,5% (6/11) ndo apresentaram comportamento de estro. Dos
animais que apresentaram comportamento de estro e ndo ficaram gestantes, 40% (2/5) tiveram regressao
prematura do corpo luteo, 20% (1/5) ovularam com lutedlise fisiologica, 20% (1/5) com foliculo
persistente anovulatorio, 20% (1/5) tiveram ciclo estral longo ou perda embrionaria precoce. A taxa de
gestacdo da MN foi de 80% (4/5) e 50% (4/8) para IA. Os resultados deste estudo sugerem a
possibilidade de associagdo do programa de luz e d-cloprostenol para a indugdo e sincronizacdo do estro
em cabras leiteiras na contra-estacdo, reduzindo o uso de progestagenos e gonadotropinas. Todavia,
maiores estudos sdo necessarios de modo a melhorar os indices de resposta ovulatoria ao protocolo e
fertilidade obtidos.

Suporte financeiro: Fapemig (CVZ-PPM 00201-17) e CNPq (314952/2018-7).
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Ativagao partenogenética de odcitos caprinos maturados em meio convencional
Parthenogenetic activation of mature goat oocytes in conventional medium
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A ativagdo partenogenética (AP) de oodcitos de mamiferos fornece recurso de estudo que permite
investigar separadamente o papel do genoma paterno e materno no controle do inicio do desenvolvimento
embrionario, contribui para o melhor entendimento do mecanismo de fertilizacdo, e permite compreender
os principios gerais do sistema de sinalizagdo da célula. O objetivo deste trabalho foi avaliar a ativagado
partenogenética de odcitos caprinos maturados em meio convencional. Foram aspirados 65 complexos
cumullus-o6citos de ovarios de cabras puberes de abatedouros locais de Teresina-PI, apos classificagdo
morfologicamente os odcitos foram submetidos a maturacao in vitro em meio convencional composto de
TCM-199, suplementado com 10% de soro de cabra em estro, sais de Earle, L- glutamina e 25 mM de
Hepes. Apo6s o periodo de maturagdo (24h) os odcitos foram expostos a uma solugdo de 2% de
hialuronidase a 37 C, com a finalidade de remover as células do cumulus que restaram por meio de
pipetagens, posteriormente foram feitas as avaliacdes da maturagdo nuclear através da identificagdo da
extrusdo do primeiro corpusculo polar. Os oocitos maturados foram ativados apos 28h de maturagdo para
iniciar as divisGes mitoticas, com solucdo Hepes e ionomicina (SuM) durante 5 minutos, logo em seguida
lavados e colocados em meio G1(Vitrolife, Vastra Frolunda, Gutenburgo, Suécia) adicionado de Spg/mL
de BSA, 2 uM de 6-Dimethylaminopurina (6-DMAP) e 10ug cicloheximida, incubados 38, 5° C, 5% CO,
por 4h. Passando esse periodo de incubagdo, os odcitos foram para meio de cultivo para iniciar o
desenvolvimento embrionario. No cultivo in vitro, as estruturas resultantes da PA, foram lavadas trés
vezes e cultivadas em gotas de Gl (meio de cultivo embriondrio da Vitrolife, Vastra Frolunda,
Gutenburgo, Suécia) adicionado de Sug/mL de BSA sob 3,5mL de 6leo mineral a temperatura de 38,5° C,
atmosfera umidificada com 5% de O,, 5% de CO, ¢ 90% de N, durante dois dias. A eficiéncia de
desenvolvimento foi avaliada com a porcentagem de clivagem de embrides de dois dias apds PA. Dos 45
(69,2%) odcitos maturados que foram ativados, todos apresentaram clivagens de 4-8 blastomeros,
obtendo um total aproveitamento da técnica de ativacao partenogenética, demonstrando a possibilidade de
ativagdo quimica de oo6citos de cabra maturados in vitro, levando a clivagem e o posterior
desenvolvimento embrionario. A partenogénese pode ser um procedimento alternativo viavel para
produzir embrides caprinos e, portanto, aperfeicoar as etapas cruciais de maturagdo e cultivo in vitro, que
ainda ¢ muito desafiador nesta espécie.
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Uso do GnRH na inducio do estro sincronizado para a IATF em caprinos leiteiros
Use of GnRH in synchronized estrus induction for FTAI in dairy goats

Isabel Oliveira Cosentino"*, Mirio Felipe Alvarez Balaro', Felipe Seabra Cardoso Leal’,
Ana Luiza Cunha Bade', Lucas de Figueiredo Cardoso Barbosa', Fernanda Martins Gongalvesl,
Paula Renata Cortat de Souza', Paulo Victor dos Santos Pereira’, Polyanne Martins da Silva’®,
Felipe Zandonadi Brandio'

'Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF), Niteroi, RJ, Brasil, 2Capril Vale das
Almathéias, Sapucaia, RJ, Brasil; *Faculdade de Medicina Veterinaria do Centro Universitario Serra dos Orgéos
(UNIFESO), Teresopolis, RJ, Brasil.

*E-mail: isabelcosentino@id.uff.br

Protocolos de sincronizagdo de estro em caprinos sdo bastante utilizados, contudo o momento da
inseminacao artificial ainda é comumente baseado na identificagdo do comportamento sexual da fémea,
ndo havendo ainda um protocolo para inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) para caprinos leiteiros
de ragas europeias manejados sob condigdes tropicais. Objetivou-se com este estudo avaliar 0 momento
da aplicacdo de GnRH para a sincronizagdo da ovulagdo em cabras da raca Saanen na contra estagdo. Um
total de 57 fémeas caprinas foram utilizadas, estas foram sincronizadas com um protocolo curto de 6 dias
de esponja (Progespon, Schering Plough, SP, Brasil), no dia anterior a retirada foram aplicadas 200 UI de
gonadotrofina coridnica equina (eCG, Folligon, MSD, Sao Paulo, Brasil), ¢ 0,24 mg de cloprostenol
sodico (Estron, Agner Unido, Sdo Paulo, Brasil). Apos a retirada da esponja, as fémeas foram divididas
em trés grupos (n=19), de acordo com o momento da aplicagdo de 0,025 mg de acetato de gonadorelina
(GnRH - Gestran Plus, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil). O primeiro grupo recebeu ImL de salina 28 h apos
a retirada da esponja (Geon), 0 segundo, GnRH 28 h apos a retirada da esponja (Gogp), € 0 terceiro, GnRH
36 h apos a retirada da esponja (Gsgp). A apresentacao de estro foi acompanhada a cada 12 h do momento
da retirada da esponja até 96 h apos. Todas as fémeas foram inseminadas com s€émen congelado comercial
as 50, 52 e 55 h apos a retirada da esponja para Gogn, Gsen € Geon, respectivamente. Foi acompanhada a
dindmica folicular com avalia¢des ultrassonograficas a cada 8h a partir da retirada da esponja até o
momento da ovulagdo. As varidveis foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis ¢ comparacdo de
médias pelo teste de Dunn (p<0,05). O teste de Bartlett foi adotado para testar a homogeneidade das
variancias entre os grupos experimentais. Nao houve diferenca entre os grupos para taxa de animais em
estro (Gogn: 57,9% - 11/19; Gsgp: 84,2% - 16/19; Geon: 78,9% - 15/19); duragdo do estro (Gogy: 32,5 £17,1;
Gian: 26,8 £ 12,2; Geon: 36,6 £ 19,6); retirada da esponja ao inicio do estro (Gogn: 26,4 £ 9,2; Gsgp: 29,4 £
9,6; Geon: 28,7 £ 11,3); retirada da esponja até a ovulacao (Gogy: 52,7 £ 4,2; Gian: 53,8 £5,5; Geon: 59,6 £
13,6); inicio do estro & ovulagao (Gogy: 24,5 £ 10,4; Gsgpn: 23,6 = 10,2; Geon: 35,3 £+ 22,2); intervalo entre
ovulag@o e IATF (Gagp: 2,1 £ 4,3; Gaan: 1,7 £ 5,45 Geon: 4,4 = 13,4); maior foliculo ovulatorio (mm - Gagp:
7,1 £0,9; Gagn: 7,9 £ 1,4; Geon: 7,9 £ 1,3); niimero de ovulagdes (Gogp: 2,0 £ 0,4; Gagn: 1,8 £ 0,7; Geon: 2,3
+ 0,5); taxa de ovulagdo (Gagp: 100% - 12/12; Gsap: 91,7% - 11/12; Geon: 81,8% - 9/11). Entretanto, para a
retirada da esponja a ovulacdo e o intervalo entre ovulagdo ¢ IATF, os grupos tratados com GnRH
apresentaram maior homocedasticidade quando comparado ao grupo controle, e, portanto, maior
capacidade de concentrar as ovulagdes. Assim, para a realizagdo da IATF em caprinos, recomenda-se o
uso de GnRH apo6s 28 ou 34 h da retirada da esponja por sincronizar melhor o momento das ovulagdes.
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Effect of superovulation protocol on quality and embryonic stage in Moxot6 and Canindé
goats
Efeito do protocolo de superovulagdo sobre a qualidade e estadio de desenvolvimento embrionario em
cabras Moxoto e Canindé
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For the success of an embryo transfer program, it is necessary to achieve a great synchronization between
the embryo donor and recipients. For this, hormonal protocols are commonly used, aiming at a greater
number and quality of the viable products, in a shorter period of time. The aim of this study was to assess
the effect of the hormonal protocol of estrus synchronization and superovulation in goats on the quality
and stage of embryos obtained. In September of 2018, 15 Canindé¢ (CA) and 15 Moxotdé (MO) goats
received intravaginal sponges containing 60 mg medroxyprogesterone acetate (Progespon”, Syntex S.A.,
Buenos Aires, Argentina) for six days and 37.5 ug d-cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, Sdo Paulo, Brazil)
in the first day. Superovulation was initiated 60 h before device removal with six decreasing doses of
133 mg p-FSH (Folltropin V*, Vetoquinol, Brazil) i.m. every 12 h. Females were monitored and naturally
mated with fertile bucks. Goats also received three doses (12/12 h) of 25 pug of flunixin meglumine
(Banamine®, Merck, Summit, USA) 60 h after device removal and 37.5 pg d-cloprostenol (Prolise™) 12 h
before embryo collection. Embryo collection was performed seven days after the first natural mating by
transcervical technique (Fonseca et al. 2013. Small Rumin Res, 111:96-99) and embryos were classified
according to their morphology in different stages and quality [Grade I (GI), Grade II (GII) and Grade III
(GIII)] according to IETS criteria. Ten of the 30 goats did not show estrus and were not collected, so a
total of 112 viable structures was collected from 20 goats (8 CA = 34; and 12 MO = 78). For CA goats
53% of compact morulae (29% GI and 24% GII), 9% of GI initial blastocyst, 26% of GI blastocyst and
12% of GI expanded blastocyst were obtained. For MO goats, 6% of GI morulae, 41% of compact
morulae (28% GI and 13% GII), 10% of GI initial blastocyst, 37% of blastocyst (32% GI and 5% GII),
3% of GI expanded blastocyst and 3% of eight to sixteen cell embryos were obtained. No hatched
blastocyst was recorded in any breed. In conclusion, the hormonal protocol used for superovulation of
goats was effective enough to guarantee embryos in adequate stages and quality for fresh embryo transfer
and cryopreservation, avoiding both undesired very young and hatched embryos.

Financial support: Embrapa (02.13.06.026.00.04) and Fapemig (CVZ-PPM 00201-17).
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Cenario historico da transferéncia de embrides de caprinos no Brasil: relatos técnicos
cientificos
Historical scenario of the goat embryo transfer in Brazil: scientific technical reports
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A caprinocultura ¢ uma atividade relevante na pecuaria brasileira, de grande importancia em todo mundo
e o uso de biotecnologias da reproducdo pode contribuir para aumentar a eficiéncia produtiva e
reprodutiva dos rebanhos. As técnicas de superovulagdo (SOV) e transferéncia de embrides (TE) sdo
utilizadas na multiplicacdo de material genético superior nessa espécie, porém, a caréncia de informacdes
estatisticas limita a estimativa do impacto potencial das mesmas. Diante disso, o objetivo do presente
estudo foi realizar um levantamento de trabalhos cientificos relacionados & produgdo de embrides de
caprinos produzidos no Brasil entre os anos de 1985 e 2018 e identificar tendéncias no desenvolvimento
dessa biotecnologia no pais. Foram realizadas pesquisas bibliograficas em registros historicos de
produgdes cientificas, artigos completos, anais de congresso e resumos, onde o experimento tenha sido
realizado dentro do territorio nacional. Foi quantificado o nimero de animais experimentais envolvidos,
os tratamentos utilizados, a técnica de recupera¢do embriondria adotada, o numero de estruturas
coletadas, e de embrides viaveis e transferidos. Os dados sdo apresentados de forma descritiva. No total
foram encontradas 39 publicagdes referentes a estudos realizados nas regides Nordeste (19), Sudeste (19),
Sul (1), Centro-Oeste e Norte (ndo especificadas). Destas, 29 foram utilizadas para obten¢ao de
indicadores técnicos, sendo 19 relacionadas a superovulagdo, 10 a transferéncia de embrides. No periodo
analisado, registrou-se a producdo total de 3.787 estruturas, 2.870 embrides vidveis e 759 embrides
transferidos para fins de pesquisa, ou seja, 26,54% em relacdo ao numero de embrides vidveis. As médias
de estruturas totais e viaveis recuperadas por doadora coletada foram, respectivamente, 7,5+6,6 (1 a 34) ¢
5,8+5,9 (1 a 24). Quanto as técnicas de coleta de embrides, notaram-se laparotomia (n=6), semi-
laparoscopia (n=1), laparoscopia (n=4), semi-transcervical (n=1) e transcervical ndo cirurgica (n=16). O
ano com o maior registro de producao de embrides para fins de pesquisa foi 2002 com 608 estruturas
coletadas. (Gusmao et al. 2003. RevBrasReprodAnim, 27:115-120). De acordo com os dados obtidos, 717
transferéncias foram realizadas pelo método cirargico e 42 pelo método transcervical ndo-cirurgico. As
ragas com que tiveram maior nimero de embrides transferidos foram: Boer (232), Anglo-Nubiana (136),
Branca Alema (6), Mestigas (43), Moxotd (59), Saanen (114), Sem raga definida - SRD (90) e
Toggenburg (101). Nas publicagdes com registro de taxas de gestag@o total, observou-se uma variagdo de
37 a 55 % apos transferéncia de embrides cirurgica e de 39% a 50% ap0s a transferéncia de embrides nao-
cirargica. Observa-se que, no periodo avaliado, havia grupos de pesquisa trabalhando ativamente no
desenvolvimento da produgdo e transferéncia de embrides em caprinos no Brasil preferencialmente com
racas leiteiras e com coletas de embrides pela via transcervical. Espera-se com este tipo de levantamento
contribuir com o diagndéstico da atividade Brasil.
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Effect of thyroxine hormone on survival, activation and growth during the in vitro culture
of caprine preantral follicles for seven days
Efeito do horménio tiroxina na sobrevivéncia, ativagdo e crescimento de foliculos pré-antrais caprinos
cultivados in vitro por sete dias
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The aim of this study was to investigate the effects of thyroxine (T,) on survival, activation and growth of
preantral follicles of goats, after the in vitro culture. Fragments of the ovarian cortex were cultured in a-
MEM+ (cultured control) and a-MEM+ supplemented with 10, 20 or 50 ng/mL of T, for one or seven
days. Small fragments of non-cultured or cultured ovarian tissue were processed for classic histology and
transmission electron microscopy. The results showed that after one day of culture, only the medium
containing 10 ng/mL of T, maintained the follicular survival rate. However, with seven days of culture all
the media tested were similar to the non-cultured control. The percentage of the developing follicles was
greater in the a-MEM" media and in the medium containing 20 ng/mL of T, after seven days of culture.
Additionally, the culture for one and seven days in a medium containing 20 ng/mL of thyroxine did not
change the follicular diameter (P> 0.05). The ultrastructural analysis confirmed the integrity of follicles
cultured for seven days in a medium with 20 ng/mL of T, based on nuclear configuration, cytoplasmic
distribution of mitochondria and organization of granulosa cells. It can be concluded that the addition of
20 ng/mL of T4 in the culture medium is effective in maintaining the survival, activation and growth of
preantral follicles, during seven days of culture.

Keywords: Preantral follicle, culture media, thyroxine, ultrastructure.
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Acompanhamento de parametros clinicos durante a gestacio de cabras
Monitoring of clinical parameters during goat pregnancy
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A gestacdo pode ser definida como o intervalo de tempo existente entre a fecundacdo e o parto, sendo
que, em cabras, esse periodo é de 144 a 156 dias. Esta espécie apresenta crescente destaque no Brasil,
logo, a melhoria na sua eficiéncia reprodutiva, com a finalidade de obter incremento na produtividade se
faz necessaria. O monitoramente de parametros fisioldgicos durante o periodo gestacional fornece
importantes informagdes para acompanhamento do correto desenvolvimento da gestacdo. Objetivou-se
com esse trabalho padronizar os parametros clinicos de cabras durante a gestagdo e, assim, permitir uma
interpretacdo sobre as modificagdes corporais maternas a fim de que se possa conhecer o fisioldgico e
reconhecer alteragdes, que ajudem a implementar planos de cuidados para reduzir a morbimortalidade
durante a gestagdo e fase neonatal. Foram utilizadas 20 cabras multiparas da raca Saanen, do setor de
caprinocultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, localizada no municipio de Jaboticabal, SP — Brasil. As fémeas foram submetidas a um
protocolo curto de sincronizagdo de estro e o diagndstico gestacional realizado aos 21 dias apds a monta
natural. Os animais foram avaliados quinzenalmente apds o diagnodstico de prenhez em horarios
padronizados: 6 a.m. e 6 p.m. Os parametros avaliados foram frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria,
movimentos ruminais, escore corporal, coloracdo de mucosa ocular e temperatura retal. A analise
estatistica foi realizada com o software R®, utilizando-se comprovacdo matematica de distribui¢ao (teste
de Shapiro), homocedasticidade das variancias (teste de Barlett) e teste de Spearman ou Pearson, sendo
5% o nivel de significancia definido para todos os testes realizados. Dos parametros avaliados, os que se
correlacionaram com a idade gestacional foram frequéncia cardiaca (p=0,0001; R2=0,74), movimentos
ruminais (p=0,0034; R2=0,25) e escore de condicdo corporal (p=0,001; R2=0,49) com p<0,05. A
frequéncia cardiaca apresentou um aumento gradativo, o que € esperado pelo aumento do débito cardiaco,
a fim de ejetar sangue suficiente para levar oxigé€nio e nutrientes para a placenta e, consequentemente,
para o concepto. Os movimentos ruminais diminuiram gradativamente, uma vez que o trato gastrintestinal
sofre alteracdes devido a expansdo do utero durante a gestacdo e ao efeito inibitorio da progesterona no
musculo liso. O escore de condi¢do corporal aumentou gradualmente, condizendo com a formagao de um
deposito de gordura, com a finalidade de estocar energia para o parto e lactagdo.
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Maturacio in vitro de odcitos caprinos submetidos a criopreservacio lenta
In vitro maturation of goat oocytes submitted to slow cryopreservation
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O Brasil aparece com o 22° rebanho mundial de caprinos com cerca de 8.851.879 animais, onde na regido
Nordeste concentra cerca de 91,7% deste total. O baixo desempenho produtivo da maior parte dos
caprinos criados na regido, bem como a exigéncia do mercado consumidor em obter animais mais
precoces vem ao longo dos anos impulsionando a importagdo de animais. Assim, apesar dos constantes
estudos na produgdo in vitro de embrides (PIV), poucos sdo voltados a criopreservacao lenta de odcitos.
Dessa forma, objetivou-se de avaliar a taxa de maturagdo in vitro de odcitos caprinos submetidos ao
processo de criopreservagdo lenta. Foram utilizados 90 ovéarios de 45 cabras puberes oriundas de
abatedouros. Apds o abate, os ovarios foram transportados ao laboratério em garrafa térmica contendo
solucao salina fisiologica a 35°C. Em seguida os odcitos foram aspirados utilizando bomba a vacuo
acoplada a agulha 21g a uma pressdo de 50 mmHg. A diante foi realizada a recuperacdo, avaliagdo e
classificacdo utilizando estereomicroscopio. Logo em seguida os odcitos foram envasados em grupos de 5
em palhetas de 0,25mL, com solucdo crioprotetora contendo 10% de glicerol nas trés colunas.
Posteriormente as palhetas foram submetidas ao processo de criopreservagdo lenta em maquina
programavel (TK 3000”; curva de congelagdo: -0,5°C por minuto até atingir a temperatura de -35°C, em
seguida ap6s cinco minutos de estabilizagdo as palhetas foram colocadas diretamente em nitrogénio
liquido), posteriormente, as palhetas foram armazenadas em botijao criogénico. Apos sete dias de
criopreservados os odcitos foram descongelados e avaliadas. Logo apos o total de odcitos selecionados
foram imersos em meio de maturagdo in vitro convencional composto de TCM-199, suplementado com
10% de soro de cabra em estro, tratados pelo calor, sais de Earle, L- glutamina ¢ 25mM de HEPES. Os
odcitos foram dispostos em placa de poliestireno em gotas de 100ul e cobertas por 6leo mineral e
incubados em uma atmosfera umidificada com 38, 5°C, 5% CO, por 24h. Ao final do processo, 0s odcitos
foram classificados como maturados quando presente o 1° corpusculo polar (CP). Obteve-se como
resultados, uma taxa de recuperacdo de 5 complexos cumulus oophorus (CCO’s) por par de ovarios, bem
como, uma taxa de degeneragdo oocitaria de 37% (83 odcitos), ao passo que das 142 (100%) células
submetidas a MIV, 17,6% (25 odcitos) apresentaram maturagdo in vitro, enquanto 82,4% (11700citos)
ndo alcancaram a maturag¢do com inumeras lesdes em suas membranas celulares. Todavia, notoriamente
existiram crioinjurias oocitarias causadas pelo método de criopreservacdo estudado, interferindo na
competéncia dos mesmos. Portanto, apos a MIV dos odcitos caprinos submetidos a criopreservagao lenta
houve uma baixa eficacia celular, sendo necessario maiores estudos correlacionados ao tema proposto,
tendo em vista o potencial tecnoldgico da técnica de criopreservagdo ainda é pouco explorada.
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Dinamizacio da ovinocaprinocultura através de programa de inseminacio artificial em
matrizes de ovinos e caprinos
Boost of sheep and goat farming through of artificial insemination program on matrices of sheeps and
goats
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No Brasil, do rebanho caprino, mais de 90% ¢é encontrado no Nordeste. A inseminagao artificial ¢ uma
poderosa ferramenta populacional, responsavel pela eleva¢ao da produtividade, através da selecdo de
reprodutores geneticamente superiores, que usados como doadores de s€émen aceleram o ganho genético
na populacdo caprina e ovina. Para tanto, os produtores locados no municipio de Bequimao, inicialmente
responderam um questionario avaliativo primario antes da apresentagdo da palestra e realizacdo do curso
afim de avaliar os conhecimentos deles a cerca da inseminagdo artificial na produgdo de caprinos e
ovinos, assim como seu nivel de aceitabilidade do projeto. Em seguida, foram realizadas palestras dando
enfoque na defini¢do da inseminagdo artificial, utlizagdo dos medicamentos para protocolos de
sincronizagdo de estro, valor por animal e fatores que possam interferir na taxa de pari¢do apds a
inseminacdo, aliadas diretamente com as atividades desenvolvidas pelos produtores rurais. Para a
realizacdo do curso foi estimulado trabalho com grupo por afinidade e parentesco, de acordo com a
realidade das comunidades, considerando a “cultura” local e o uso das Metodologias participativas muito
bem vistas no que se refere a socializagdo do conhecimento. Apds a realizagdo do curso, foram
distribuidos novos questionarios com o intuito de avaliar a assimilagdo dos conhecimentos
compartilhados com os criadores. Para o questionario avaliativo primario, na pergunta de como eles véem
0 uso da inseminagdo artificial nos dias de hoje, 100% responderam que acham muito interessante.
Quando perguntado se na realidade deles o uso desta técnica se tornaria viavel economicamente? 78%
(7/9) respondeu sim, 0% (0/9) responderam que ndo e 22% (2/9) disseram que ndo sabem. Quando
perguntado se na propriedade eles fazem manejo sanitario adequado no animais, 78% (7/9) responderam
positivamente, e 22% (2/9) afirmaram que ndo. Sobre os critérios que eles mesmos estabeleceram para a
aquisicdo de novos animais na producdo, puderam afirmar com unanimidade o critérios dos indices
zootecnicos e genética. As fé€meas que entraram no protocolo de sincronizagdo do estro, foram
identificadas e avaliadas quanto ao escore corporal, e somaram 14 animais. Ambas, passaram por um
protocolo curto desenvolvivo pela Tecnopec®. No dia da inseminagdo, foi analisado o s€émen do macho.
Os criadores tiveram a oportunidade de observar através do microscopio um semén de boa qualidade para
que esteja apto a ser usado na inseminagdo. Para a avaliacdo final, quando perguntado se foi possivel
diante do proposto manter informagdes dessa técnica, 100% (9/9) responderam sim. Ao ser perguntado se
eles se sentiam seguros em implantar essa técnica apos fazer o curso 56% (5/9) disseram que sim, e 44%
(4/9) disseram que ndo. Ao se buscar saber sobre se 0 conhecimento transmitido, pode agregar no plantel,
100% (9/9) responderam positivamente. Concluimos que a iniciatidade de promover a inseminagao
artificial na cadeia produtiva da ovinocaprinocultura e transpassar esses conhecimentos ao publico
proposto foi de grande valia. Além disso, foi possivel dar énfase na implantagdo do manejo reprodutivo
correto nos animais intependendo do sistema de criag@o, € nas outras area como sanidade, nutri¢ao ¢ bem-
estar, pois, de qualquer forma fazem-se ligados, ¢ que quando bem padronizados, ajudam a alcangar
significativos resultados, neste caso, em taxa de paricao.
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B-mode ultrasonography evaluation of superovulatory response in Brazilian native goats
Avaliagdo ultrassonografica modo-B da resposta superovulatoria em cabras nativas brasileiras

Gabriel Brun Vergani*', Monalisa Sousa Dias Limaz, Darcio Italo Alves Teixeira3,
Kleibe de Moraes Silva", Alexandre Weick Uchoa Monteiro”, Alexandre Floriani Ram0s6,
Ribrio Ivan Tavares Pereira Batista’, Jeferson Ferreira da Fonseca®,

Maria Emilia Franco Oliveira®

'Mestrando em Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal-SP, Brasil; *Mestranda em
Medicina Veterinaria, Universidade do Estado do Ceara, Fortaleza-CE, Brasil; *Professor, Universidade do Estado
do Ceara, Fortaleza-CE, Brasil, 4Pesquisador, Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral-CE, Brasil; 3 Analista, Embrapa

Caprinos e Ovinos, Sobral-CE, Brasil, 6Pesquisador, Embrapa Recursos Genéticos e Bioecnologia, Brasilia-DF,
Brasil; "Professor, Universidade Federal do Vale do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina-MG, Brasil; $Professora,
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal-SP, Brasil.

*E-mail: gbrunvergani@gmail.com

The use of B-mode and color Doppler ultrasonography may replace the use of surgical methods
(laparoscopy or laparotomy) in the evaluation of the superovulatory response in sheep, with an accuracy
around 74% and 82%, respectively (Oliveira et al. 2018. Reprod Dom Anim, 53:742-750). The
ultrasound determination of ovarian response in embryo donor goats still needs to be proven, especially
because the non-invasive technique is mandatory when the embryo collection is done by transcervical
route. The aim of this study was to correlate the quantification of corpora luteal (CLs) determined by B-
mode ultrasound evaluation with the number of recovered structures obtained by transcervical embryo
collection of superovulated goats. Canindé (n=15) and Moxoté (n=15) goats received an intravaginal
acetate medroxiprogesterone sponge (60 mg of MAP, Progespon®, Syntex, Buenos Aires, Argentina),
which was maintained for 6 days. At the time of MAP sponge insert was administrated i.m. d-
cloprostenol (37.5 pg, Prolise®, Agener Union, Brazil). The superovulatory treatment started 60 hours
before the MAP sponge removal, with six decreasing doses (25, 25, 15, 15, 10 and 10%) of p-FSH
(133mg, Folltropin V®, Vetoquinol, Brazil) injected i.m. every 12 hours. Females in estrus were mated
by fertile male goats. One day before the transcervical collection was performed the B-mode transrectal
ultrasound exam using an equipment (Z5®, Mindray, China) with a stiffened multifrequency linear probe.
The uterine flushing was performed by transcervical technique eight days after the MAP sponge removal.
The number of corpora lutea and the number of recovered structures were determined and them correlated
by Pearson correlation test (P<0.05). Only ten Canindé goats were submitted to transcervical embryo
collection, of which four did not manifested estrous and in another one, the uterine flushing was not
possible due to vaginal stenosis. Only two Moxot6 goats did not manifested estrous after the protocol. It
were observed by B-mode ultrasound 104 and 167 CLs and in average 10.4 (range: 1 to 16) and 13.9
(range 7 to 27) CLs per each female, for Canindé and Moxoto6 goats, respectively. The recovery rates (i.e.
CLs count by the number of structures recovered) were 35.5% (37/104) and 53% (88/167), respectively.
Only in one goat the number of recovered structures was higher than the number of CLs count, resulting
in a recovery rate of 108%, 13/12). As the superovulatory response is highly variable (Oliveira et al.,
2018), the recovery rate can vary from 35 to 91% (Fonseca et al. 2016. Therio, 86: 144-151). Despite this,
there was a significant positive correlation (r=0.57, r>=0.33, P < 0.01) between the number of recovered
structures and the number of CLs. In view of the above, it is possible to indicate that the B-mode
ultrasound evaluation of superovulatory response of goats is feasible and indispensable when the embryos
collection is made by non-surgical technique.

Financial support: Embrapa (02.13.06.026.00.04) and Fapemig (CVZ-PPM 00201-17).
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