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Effect of duration of in vitro maturation on nuclear maturation of domestic cat oocytes
Efeito da duragdo da maturagdo in vitro na maturacdo nuclear de oocitos de gatas domésticas
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The domestic cat can be used as a study model to optimize reproductive biotechnologies applied to
endangered felines. Oocyte maturation is a critical step in in vitro embryo production and, in many cases,
the reason for the technique failure. Thus, the objective of this study was to assess the effect of different
durations of in vitro maturation, 24 and 28 h, on nuclear maturation rate in domestic cats. Thirty female
ovaries were used, from cats at reproductive age, obtained after elective ovarian hysterectomy at the
Veterinary Hospital of Universidade Federal Fluminense, Niteroi, RJ. A total of five replicates were
performed. The reproductive traits were transported at 4°C in 0.9% saline. Recovery of the cumulus
oocyte complexes (COCs) was done by slicing the ovaries and washing with PBS, with 1.5 mL per ovary,
in a 60 mm Petri dish. After slicing, the plate was screened, and only Grade I and II oocytes (Wood et al.
1997. J Reprod Fertil, 110: 355-360) were transferred to a 35 mm plate with TCM199 supplemented with
HEPES and NaHCO;. Subsequently, these COCs were transferred to 50 uL of maturation medium
droplets, under 2 mL of mineral oil. From 10 to 20 COCs were placed in each droplet. The maturation
medium consisted in TCM 199 supplemented with HEPES and NaHCO;, 4 mg/mL BSA, 0.5 ug/mL FSH,
1 ug/mL 17B-estradiol, 0.2 mM pyruvate and 50 ug/mL of antimycotic and antibiotic solution. The COCs
were kept in incubator at 5% CO,, 38.5°C and humidified atmosphere, for two duration times: either 24 h
or 28 h. After this time, the COCs were denuded using 100-500 IU/mL hyaluronidase, vortexed for 6 min.
The denuded oocytes were washed in three drops of 150 ul. PBS and 1% BSA and then fixed in 200 uL.
aliquot of 4% paraformaldehyde solution and 1% BSA. These were kept in this solution for at least 24 h.
The staining of the oocytes was done with Hoechst 1 ug/uL diluted in TCM199. Oocytes were recovered
from the aliquot, washed in PBS and 1% BSA and then groups of 10 were transferred to a slide. After
drying, 10 uL of Hoechst's solution was added. After staining, the slides were evaluated under
fluorescence microscopy and the oocytes were classified as matured (MII), germinal vesicle (GV),
germinal vesicle breaking (GVB) and degenerated (DEG). For the statistical analysis, the chi-square test
(p <0.05) was used. There was a tendency (p = 0.08) of reaching higher maturation rate in the 24 h
(42.8%) compared to the 28 h group (25%). All other parameters were similar (P > 0.05) between 24 and
28 h groups, respectively: VG (9.5% and 7.5%), GVB (26.1% and 35.0%), and DEG (21.4% and 32.5%).
In conclusion, because both the tendency obtained and the laboratory logistics, we suggest that 24 h of in
vitro maturation is enough and preferred to achieve reasonable rates of nuclear maturation in cat oocytes.
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Estudo sobre a casuistica de mortalidade intraparto e neonatal felina em gatis comerciais.
Study of cases on feline neonatal and intrapartum mortality in commercial catteries
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Assim como a Medicina Felina, a neonatologia, mesmo que ainda atrelada a reprodugo animal, ¢ uma
area em constante expansdo na medicina veterinaria. No entanto, as taxas de natimortalidade e
mortalidade neonatal sdo consideravelmente altas ¢ precisam ser corrigidas. A semelhanga do neonato
canino, o neonato felino tem o sistema fisioldgico imaturo e, se nao receber os devidos cuidados da
gestacdo até o desmame, pode vir a 6bito por diversas causas. De modo a identificar as possiveis causas
desses oObitos e a taxa de mortalidade intraparto ¢ neonatal felina, foi enviada uma pesquisa com base em
um questionario semiestruturado adaptado de SPARKES (SPARKES, A.2006. JourFelMedSurg, 8:145-
157) para gatis comerciais, no qual havia questdes sobre o parentesco genético entre matriz e padreador,
a nutri¢do das matrizes durante a gestacdo, a realizagdo de pré-natal, a assisténcia durante o parto, o
controle de peso e a temperatura dos neonatos ao nascer ¢ uma hora apds o nascimento, o tipo de parto, a
alimentacdo dos neonatos ¢ o niumero de obitos. Foram convidados 287 gatis para participar da pesquisa,
porém apenas 64 aceitaram, e destes 64 somente 8 de fato participaram da pesquisa. Foram registradas 13
ninhadas com 45 filhotes ao todo, de 12 matrizes ¢ 9 padreadores diferentes. Considerando o total de
filhotes até o momento, a taxa de natimortalidade foi de 8,8% e a taxa de mortalidade neonatal até a
oitava semana de vida foi de 6,6%. 76,92% das ninhadas ndo contaram com assisténcia médica
veterindria, mas contaram com algum tipo de assisténcia. Apenas 15,38% das ninhadas contaram com
assisténcia de um profissional qualificado e 7,69% nado contaram com nenhum tipo de assisténcia. 73,92%
fizeram exame de ultrassonografia como pré-natal, sendo que 10% destes também fizeram um exame de
radiografia. 15,38% apresentaram distocia e 84,62% eutocia, nenhuma ninhada teve a temperatura dos
neonatos aferida ao nascer e nem uma hora apds o nascimento, 46,1% das ninhadas tiveram o peso dos
filhotes verificado ao nascer, mas nenhuma realizou o controle de peso uma hora ap6s o nascimento.
53,84% das ninhadas tiveram os filhotes chacoalhados com a justificativa de retirar o liquido amnidtico
dos pulmoes. 37,5% dos padreadores fizeram exame androldgico, e 2,22% dos filhotes nasceram com
algum problema congénito. 7,69% das ninhadas tomaram leite em p6 para filhotes como forma de
suplemento. Tendo em vista os dados obtidos até o momento, é possivel perceber que existe uma grande
barreira em relagdo a contribuicdo dos gatis com a comunidade cientifica, além disso nota-se também,
com as poucas contribui¢des recebidas, que ha um grau de negligéncia quanto ao acompanhamento da
gestacdo, a presenca de um profissional qualificado no momento do parto e aos cuidados com os neonatos,
uma vez que estes ndo recebem nenhum ou recebem cuidados minimos ou equivocados apds o
nascimento, contribuindo assim para o aumento na taxa de perimortalidade; esses fatos também sdo
verdadeiros para os neonatos caninos, nos quais a taxa de mortalidade pode chegar até a 30% (INDREB@.
A. et al.2007. ActaVetScand, 49:147-149). Ha ainda uma impericia quanto a algumas manobras de
assisténcia que sdo realizadas, porém nao sdo corretas e ainda podem contribuir com a taxa de
mortalidade, por exemplo, chacoalhar o filhote. E visivel a necessidade da conscientizagdo desses gatis
em relagdo a ter um médico veterinario presente para acompanhar a gestacdo e prover os devidos
cuidados a matriz e aos neonatos apds seu nascimento.

Palavras-chave: neonatologia, felinos, natimortalidade, parto, distocia.
Keywords: neonatology, felines, mortality, delivery, dystocia.

Rev. Bras. Reprod. Anim., v.43, n.2, p.685, abr./jun. 2019 685



@»

+ Congresso Brasileiro de Reprodug@o Animal, 23, 2019, Gramado, RS. Anais... Belo Horizonte: CBRA, 2019.

Correlagio entre analise termografica escrotal e a hemodindmica vascular testicular em
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Correlation between scrotal thermographic analysis and testicular vascular hemodynamics in healthy
cats
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Para que os testiculos mantenham a produgao espermatica € necessario que sua temperatura esteja entre 4°
a 6° C abaixo da temperatura corporea. Essa regulacdo ¢ influenciada por fatores como o posicionamento
dos testiculos e da bolsa testicular, sudorese, agdo do musculo cremaster e a troca de calor contracorrente
entre a artéria testicular e o plexo pampiniforme. Inflamagdes na bolsa testicular podem influenciar
diretamente na qualidade espermatica devido a falhas nesse mecanismo. O objetivo deste estudo foi
identificar se a velocidade do fluxo sanguineo na artéria testicular poderia ser influenciada diretamente
por um aumento na temperatura externa do escroto. Para isso, utilizou-se 19 felinos domésticos, machos,
adultos e ndo castrados. Os animais foram anestesiados com a associa¢do de dexmedetomidina (10 pg/kg
IM) e cetamina (12 mg/kg IM). Em uma sala climatizada a 23°C, os animais foram posicionados em

dectbito ventro-dorsal e foi realizada termografia infravermelha da regido escrotal (T400, Flir,
Wilsonville, EUA), e por meio do software Flir Tools 5.3 foi calculada a temperatura externa média de
toda area da bolsa testicular. Apds a tricotomia da bolsa testicular, os gatos foram submetidos a avaliagao
ultrassonografica Doppler da artéria testicular com aparelho estacionario e probe linear de 7 Mhz (DC7,
Mindray, Shenzen, China). Foram avaliados os pardmetros de velocidade de pico sistolico (VPS),
velocidade diastdlica final (VDF), indice de pulsatilidade (IP) e indice de resistividade (IR) em duas
regides diferentes do vaso, sendo elas a regido supratesticular distal e marginal, descritas por Trautwein et
al. (Reprod Domest Anim, 2019, doi: 10.1111/rda.13410). Foi utilizado o teste estatistico de correlagdo
de Pearson para analise das variaveis pelo programa Sigmaplot 12.0. A temperatura escrotal média foi
30,1° C (= 1,7), a média das velocidades e indices na regido supratesticular distal foi: VPS 7,2 cm/s; VDF
4,2 cm/s; IP 0,54 e IR 0,41, enquanto na regido marginal foi VPS 11,3 cm/s; VDF 7,3 cm/s; IP 0,42 e IR
0,35. Nao houve correlagdo entre nenhuma variavel Doppler velocimétrica e a temperatura externa da
bolsa testicular. Isso se deve provavelmente devido aos gatos machos serem saudaveis e ndo apresentarem
afeccdes testiculares ou dermatopatias na regido escrotal, entretanto ha necessidade de estudos com
animais que possuam inflamagdo testicular ou neoplasia, afim de avaliar a influéncia destas na
hemodinamica e, consequentemente, temperatura externa da bolsa testicular. Conclui-se que a
hemodinamica testicular ndo influenciou diretamente a temperatura da bolsa externa de gatos domésticos
sadios.
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Determinaciio da concentracio espermaitica de gatos por meio da cimara de Neubauer
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A determinagdo da concentragdo espermatica pode ser avaliada por diferentes métodos, a mais utilizada e
de baixo custo ¢ a contagem em camara de Neubauer, entretanto o processo demanda tempo. A utilizagdo
do sistema CASA permitiu a identificagdo do registro individual de cada célula espermatica, sendo
possivel utiliza-la para mensurar o nimero de células por unidade de volume. O objetivo deste estudo foi
determinar a concentracdo espermatica de amostras epididimarias de felinos domésticos pela analise
computadorizada (sistema CASA) e comparar os resultados com a obtida pela técnica da camara de
Neubauer. Foi realizada a colheita de espermatozoides por meio da técnica de recuperacdo da cauda do
epididimo de 44 gatos adultos. A concentragdo espermatica foi avaliada pela camara de Neubauer com a
diluicao de 1:200 e pelo sistema CASA. Para padronizar as leituras, os ejaculados foram separados em
quatro grupos, de acordo com a contagem de células espermaticas no sistema CASA, sendo grupo A
(<100), B (101 a 400), C (401 a 800) e D (>800). A analise estatistica foi realizada comparando os grupos
por meio do teste ndo paramétrico Mann Whitney, com nivel de significincia de 5%, utilizando o
programa estatistico R 3.2.5. Os resultados médios das amostras obtidos por meio do sistema CASA
(41,13 x 10%spermatozoides totais) ¢ aqueles obtidos na avaliagio da cAmara de Neubauer (16,53 x
10°espermatozoides totais) apresentaram grande diversidade quando comparados. Foi observado que os
grupos A, B e D apresentaram diferenca significativa quando comparadas os dois métodos de mensurar a
concentragdo espermatica dos espermatozoides de felinos. Somente no grupo C em que se avaliou 401 a
800 células por campo nao houve diferenga significativa, apresentando valores semelhantes entre as
técnicas. Pode-se concluir que a avaliagdo da concentragdo espermatica de felinos domésticos pelo
sistema CASA ¢ confidvel quando a leitura é realizada dentro da faixa de 401 a 800 células por campo,
podendo ser uma alternativa viavel a camara de Neubauer.
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Avaliacio morfoldgica de tecido ovariano vitrificado de gata doméstica
Morphological evaluation of vitrified ovarian tissue of domestic cat
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A vitrificagdo de tecido promove a reducdo do metabolismo celular, a partir da solidificagdo durante o
resfriamento, sem formar cristais de gelo. O estudo da associagdo de agentes crioprotetores intra e
extracelulares a técnicas de vitrificagdo ainda estdo em andamento. Além disso, a utilizagdo do gato
doméstico como modelo experimental é preconizado por sua proximidade filogenética com felinos
selvagens, os quais se encontram em risco de extingdo. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar o
efeito do agente crioprotetor extracelular sacarose (SAC) em duas concentragdes (0,25 e 0,5 M), em duas
técnicas de vitrificagdo: superficie solida (SS) e macrotubo (MT) sobre a morfologia dos foliculos pré-
antrais de gata doméstica apods vitrificacdo. Foram coletados 5 pares de ovarios oriundos do Hospital
Veterinario Universitario, pertencente a Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade
Federal do Tocantins, os quais foram lavados com alcool 70%, retirados os tecidos adjacentes, e cortados
em sete fragmentos de 3 mm? por ovario. Um fragmento de cada par foi fixado em formol tamponado a
10% por 12 horas para analise histologica, caracterizando o grupo controle. Os demais fragmentos foram
expostos a solugdo de vitrificagdo (SV) composta de Meio Essencial Minimo (MEM) acrescido de
Etilenoglicol 3M e SAC nas concentragdes 0,25 ¢ 0,5 M, durante 5 minutos, a 20 °C. Apds o periodo de
exposi¢do aos crioprotetores, os fragmentos foram distribuidos conforme as diferentes técnicas de
vitrificagdo: em SS ou em MT, caracterizando ao final seis tratamentos. Apds a vitrificacdo, os
fragmentos foram armazenados em botiljdo contendo nitrogénio liquido. Ao final de uma semana de
estocagem, os fragmentos foram descongelados, sendo mantidos em temperatura ambiente por 1 min e
em seguida imersos em banho maria a 37°C até o descongelamento total. A solugdo crioprotetora foi
removida em lavagens sucessivas com MEM contendo concentra¢des decrescentes de SAC (0,5M e
0,25M e sem SAC) por 5 min cada, e entdo as amostras foram fixadas em formol tamponado. Os
fragmentos foram processados por histologia classica, onde se avaliou a morfologia dos foliculos pré-
antrais nos diversos tratamentos. O numero médio de foliculos normais foi comparado entre os
tratamentos pelo teste Mann-Wittney (p<0,05). Ao todo, foram avaliados 804 foliculos pré-antrais
morfologicamente normais. No grupo controle, foi observada uma média de 36,2 + 4,9 foliculos normais
(p<0,034). A técnica de vitrificagao utilizando SS SAC 0,5 M apresentou uma média de 23 £ 7,0 foliculos
normais, e utilizando MT SAC 0,25M observou-se uma média de 23,6 = 7,9 foliculos normais,
respectivamente. Nesse presente estudo podemos observar a similaridade entre os resultados nos diversos
tratamentos, a partir da comparacdo dos métodos de congelamento e o efeito do crioprotetor extracelular.
No processo de criopreservagdo do ovario podem ocorrer danos celulares a qualquer momento, que
podem causar estresse osmoético na célula. Mesmo a sacarose sendo considerada um crioprotetor de baixa
toxicidade, podemos observar os efeitos provocados pela exposi¢cdo ao crioprotetor, em comparacdo ao
grupo controle. Desse modo, concluiu-se que as técnicas de vitrificagdo de macrotubo e superficie sélida,
utilizando a sacarose como crioprotetor extracelular podem ser utilizadas com sucesso para a preservagao
da morfologia de foliculos pré-antrais em gatas domésticas.
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Influence of vascular endothelial growth factor and fibroblast growth factor in cat ovarian
cultures supplemented with epidermal growth factor: preliminary results
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Preantral follicles consist in the vast majority of ovarian follicle reserve (99.9%) and hold great potential
for the development of assisted reproductive techniques as well as represent a valuable tool for the better
understanding of follicular development, activation and factors involved in such events. Our laboratory
has been using the domestic cat as model for establishing strategies for preserving fertility and rescuing
valuable genomes of threatened wild felid species. Previous studies have shown that epidermal growth
factor (EGF) has marked influence on maintaining follicular viability in prepubertal cat’s ovarian
cultures. The present study examined the influences of vascular endothelial growth factor (VEGF) and
fibroblast growth factor (FGF) on in vitro follicle development within ovarian cortices of prepubertal
(age, <6 mo) cats supplemented with EGF. Ovarian cortical tissues from 6 cats were cultured for 6 days
in minimum essential medium (MEM) supplemented with 5.5 pg/ml of insulin, 5.5 pug/ml transferrin ,
6.7 ng/ml selenium, 2 mM of L-Glutamine, 100 pg/ml penicillin G sodium, 100 pg/ml streptomycin
sulphate, 0.05 mM Ascorbic Acid , 100 pg/ml of bovine serum albumin and 10 ng/ml of EGF. Tissues
were incubated with or without 0.1 ng/ml VEGF and varying concentrations of FGF (0, 10 ,25 or 50
ng/ml) at 38.5°C in a humidified atmosphere of 5% CO, in air. Fresh samples were used as non-cultured
controls. At the end of incubation cortices were fixed in 4% paraformaldehyde, processed for histological
analysis and evaluated for follicle morphology, density, size and distribution. Supplementation with
VEGF alone, FGF in any concentration, and the combination of VEGF and 10ng/ml FGF maintained
follicular structure to the same extend observed in fresh non-cultured tissue (fresh, 85.09 + 1.98%; VEGF,
66.12 £ 3.91%; 10 ng/ml FGF, 81.74 £+ 5.01%; 25 ng/ml FGF, 71.44 + 4.16%; 50 ng/ml FGF, 72.89 +
5.03%; VEGEF plus 10 ng/ml FGF, 73.43 + 3.94% of normal follicles). In another hand, cortices cultured
without growth factors or with combination treatments of VEGF with 25 or 50 ng/ml FGF decreased
(p<.05) proportion of morphologically normal follicles (53.13 + 4.23%, 64,45 + 4.88%, 59.88 + 3.27%,
respectively). The density of normal follicles assed in a given cortice (11.42-24.12 follicles/mm?) did not
differed within any treatment group. A marginal, albeit nonsignificant (p> .05) increase in primary
follicles’ diameter was observed in certain VEGF or FGF cultured tissues (fresh, 43.88 mm =+ 2.19 mm;
control, 41.64 mm =+ 3.90 mm; 0.1ng/ml VEGF, 44.84 mm + 3.80 mm;10 ng/ml FGF, 46.04 mm =+ 5.96
mm; 25 ng/ml FGF, 44.95 mm + 4.17 mm). No significant differences were observed on follicular
distribution among treatment groups indicating that VEGF and FGF supplementation had no influence on
follicle activation. Our findings demonstrate that ovarian cortices cultured with VEGF alone, low
concentrations of FGF or the combination of both were capable to maintain better viability rates at the
end of 6 days as well as small tendency to growth. Our next step will be analyzing the influence of those
treatments in long-term cultures.
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Use of different techniques for the isolation of oviductal epithelial cells in domestic cats
Uso de diferentes técnicas para o isolamento de células epiteliais da tuba uterina em gatas domésticas
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Oviduct epithelial cells (OEC) have great importance in the context of in vitro embryo production (IVP)
to improve both in vitro maturation and in vitro culture rates. Nevertheless, in the feline species, there are
still few scientific reports that use OEC. The definition of an efficient technique for the isolation and
subsequent production of more cells with satisfactory viability is essential. Thus, the present study aimed
to compare two techniques, washed (WSH) or scraped (SCR), for the isolation of OEC in domestic cats.
Reproductive tracts (n=12) from female cats, obtained after elective ovariosalpingohisterectomy, in the
city of Niteroi-RJ, were used. Reproductive tracts were kept at 4 °C for up to 3 h until arriving at the
laboratory. Oviducts were isolated from the tract and dissected. Three randomly chosen oviducts were
used for each methodology. These were washed in 70% ethanol and PBS (pH 7.4). For the WSH group, a
24 G-needle was inserted at one end of the oviduct and 3 mL of the culture medium (TCM 199
supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% of the antibiotic and antimycotic solution) was passed
through each tract, directly into the cell culture bottle of 25 cm’. The bottles were kept in incubator at
38.5 °C for 7 d under 5% CO, atmosphere, with exchange of the culture medium occurring every 2 d. For
the SCR group, each oviduct was cut vertically in two parts; they were moistened with 500 puL of culture
medium in a 35 mm dish and had their interior scraped with a 24x24 mm cover slip. After scraping, the
contents of the plate were transferred to a 1.5 mL tube, leaving the cells to decant for 5 min, removing the
supernatant and adding another 1.5 mL of medium, with another decanting for 5 min. The supernatant
was discarded, followed by the addition of 1.5 mL of culture medium and transferring of the contents to a
25 cm’ culture bottle. Cells from this group were cultured in the same way as those from the WSH group.
Cells in both groups were withdrawn from the culture bottles using trypsin solution on Day 7. Cell
concentration was analyzed by Neubauer chamber and cell viability was detected by 0.4% Trypan Blue in
each group. Five replicates were performed. The distribution of data was considered normal, measured by
the Shapiro-Wilk test and the p<0.01 by the ANOVA test. The concentration of cells obtained from the
SCR group was approximately 26 times greater (9.2 x 10° cells/mL versus 3.5 x 10* cells/mL) than that of
the WSH group (p<0.01). There was no significant difference in the number of dead cells between the
two groups tested (2.7% versus 1.8%). The technique of OECs isolation used in the SCR group proved to
be more effective, since recovered significantly more cells than WSH and cells viability was not
compromised. Therefore, we conclude that SCR may be the elective technique for the isolation of OECs
in cats.

Keywords: cats, uterine tube, cell culture, oviduct epithelial cells.
Palavras-chave: gatos, tuba uterina, cultura de células, células epiteliais do oviduto.
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Perfil lipidico de fémeas felinas ovariohisterectomizadas submetidas a reposicio
estrogénica
Lipid profile of ovariohysterectomized feline females submitted to estrogen replacement
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O estrogeno ¢ o maior regulador da captacdo energética. Em mulheres, a reposi¢do deste hormonio apos a
menopausa pode melhorar significativamente o perfil lipoproteico. Em animais, sua administragdo apds a
castracdo previne o aumento do consumo alimentar e ganho de peso, tanto em machos quanto em fémeas,
bem como as alteragcdes do perfil lipidico e seus efeitos deletérios na fisiologia metabolica. Com o
objetivo de avaliar as alteragdes lipidicas séricas apds a castrac¢do, foram incluidas nesse estudo 12 gatas
saudaveis, adultas, sem racga definida, com idade entre um e oito anos, com peso médio inicial de 2,9 kg.
Os animais foram divididos em trés grupos inteiramente casualizados: o grupo OSH (composto por
animais submetidos a ovariohisterectomia sem reposi¢do estrogénica); o grupo OSH + E, (composto por
animais submetidos a ovariohisterectomia com reposi¢ao estrogénica) e o grupo SHAM (composto por
animais controle, submetidos a celiotomia sem castragdo). Apos a castragdo, 0s animais receberam agua e
alimentagdo ad libitum e foram mantidos em ambiente com temperatura (22-25°C) e luminosidade
controladas (ciclo de 12 horas claro/escuro). Quatro animais do grupo OSH + E, receberam, logo apos a
alimentacdo, valerato de 17- B estradiol por via oral, na dose subfisioldgica de 4pg por animal durante
trés meses. Apos um intersticio de duas semanas, as gatas receberam o mesmo hormonio, entretanto, na
dose fisiologica de 12 ug por animal tmbém durante trés meses. As colheitas de sangue para dosagem
sérica do perfil lipidico (triglicérides e colesterol) foram realizadas em trés tempos: TO (previamente ao
experimento), T1 (apds o primeiro tratamento) ¢ T2 (ap6s o segundo tratamento). Os dados foram
analisados pelo programa estatistico Sigma-plot 11.0. Nao foram identificadas diferenca significativa
entre os grupos, porém foram encontradas diferencas significativas entre os tempos no grupo OSH, tanto
para colesterol (COL) quanto para triglicérides (TG): COL SHAM (T0=110; T1=122,5; T3=117,75); TG
SHAM (T0= 34,25; T1=38,75; T2= 48); COL OSH+E2 (T0= 125,25; T1=122,5; T2=136,5) TG OSH+E2
(T0=32; T1=46,5; T2=38) versus COL OSH (T0=88,5; T1=115,8; T3=118,25) TG OSH (T0=27,65;
T1=43; T3=41,5). O estrogeno inibe a lipogénese, fator determinante no numero de adipocitos, e quando
ausente pode afetar a expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico, contribuindo para
mudancas no apetite e concentragdes de lipidios séricos, o que pode resultar em obesidade. Os resultados
nos niveis de colesterol e triglicérides demonstram que as gatas do grupo OSH + E2 se mantiveram
metabolicamente saudaveis, pois mesmo apos a esterilizagdo, a reposicao estrogénica manteve o perfil
lipidico melhor do que o perfil das gatas do grupo OSH. Pode-se concluir que a terapéutica de reposi¢ao
estrogénica das gatas, apds a castragdo, proporcionou um efeito benéfico sobre o metabolismo lipidico,
contribuindo para a homeostasia metabolica nestes animais.

Palavras-chave: lipidograma, gatas, castracdo, estrogenioterapia.
Keywords: lipidogram, queen, castration, estrogen therapy.
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Aferiacio do volume testicular de felinos por paquimetro digital e por ultrassonografia: ha
diferenca?
Measurement of testicular volume of felines by digital caliper and by ultrasonography: is there a
difference?
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A determinacgdo do volume testicular ¢ importante, partindo do pressuposto de que o tamanho do testiculo
influencia na quantidade de espermatozoides produzidos, além de auxiliar na avaliacdo de disfungdes
testiculares, epididimites e orquites. O objetivo deste estudo foi comparar o volume testicular aferido in
vivo por meio de aparelho ultrassonografico e paquimetro digital em felinos domésticos, afim de
determinar se ha diferengas entre os métodos. Foram utilizados 16 gatos, machos, adultos, os quais apds a
sedacdo, com associacdo de dexmedetomidina (10 pg/kg IM) e cetamina (12 mgkg IM), foram
posicionados em decubito ventro-dorsal. Apos realizada a tricotomia da bolsa testicular, foram aferidos o
comprimento, largura e altura de ambos os testiculos com paquimetro digital (293883, Kobalt, Nova
Iorque, EUA) e, apos, foi aplicado gel de ultrassom e realizado analise ultrassonografica em modo B de
ambos os testiculos, com aparelho ultrassonografico estacionario (DC7, Mindray, Shenzen, China) e
probe linear de 7 Mhz, e realizadas mensuragdes de comprimento, altura e largura de ambos os testiculos,
utilizando como base a linha mediastinal. Para o céalculo do volume foi utilizada a férmula para objetos
elipsoides: volume = comprimento x largura x altura x 0,52. Foi realizada a comparacéo entre a avaliagdo
pelo método do paquimetro digital e ultrassonografico pelo teste-t, bem como entre os lados dos
testiculos, apds aplicados os pressupostos de homogeneidade e normalidade pelo software Sigmaplot
12.0. A média de volume aferida pelo paquimetro digital foi 1,03 cm® enquanto pelo ultrassom foi 0,98
cm?®. Ndo houve diferenca entre estes dois métodos (p = 0,522), bem como nao houve diferenga entre o
volume dos lados esquerdo e direito (p = 0,577 ao ultrassom e p = 0,915 ao paquimetro). Embora a média
obtida pelo paquimetro tenha sido 0,05 cm® maior que a obtida pelo ultrassom, a presenca da pele e do
tecido conjuntivo da bolsa testicular ndo foi suficiente para que houvesse diferenga estatistica. Conclui-se,
portanto, que ambos os métodos de ultrassonografia e de mensuracdo fisica com paquimetro digital sdo
adequados para afericdo do volume testicular em felinos domésticos.

Palavras-chave: biometria, ultrassonografia testicular, gato, testiculo, bolsa testicular.
Keywords: biometry, testicular ultrasound, cat, testis, scrotum.
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Ha diferenca entre as regides da artéria testicular aferidas pela ultrassonografia Doppler
em gatos?
Is there a difference between the regions of the testicular artery measured by Doppler ultrasonography in
cats?
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Dentre as principais causas de infertilidade do macho estd a isquemia testicular, sendo que a irrigagdo
deste 6rgdo ¢ realizada pela artéria testicular. Diferentes métodos ja foram descritos para a avaliagdo da
hemodinamica dos testiculos, como a utiliza¢do de microesferas radioativas. Porém, métodos modernos
tém sido descritos em diferentes espécies, entre eles a ultrassonografia Doppler tém se mostrado a melhor
alternativa devido a sua aplicabilidade a campo. Embora a avaliagdo ultrassonografica Doppler testicular
ja seja realidade em humanos ha décadas, apenas nos Gltimos anos tornou-se realidade em animais, sendo
que ha apenas um unico artigo na literatura referindo os valores Dopplervelocimétricos em felinos
domésticos, em apenas uma regido da artéria (De Brito et al. 2015, Reprod Domest Anim, 50:730-734).
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi identificar os valores Doppler aferidos em duas regides da
artéria testicular e verificar se ha diferenga entre elas. Foram utilizados 23 gatos machos, adultos, em
idade reprodutiva. Os animais foram sedados com 10 pg/kg dexmedetomidina (Dexdomitor®, Zoetis, Sao
Paulo, Brasil) associado a 10 mg/kg de cetamina (Quetamina®, Vetnil, Sdo Paulo, Brasil) intramuscular e
foi realizada tricotomia na bolsa testicular. Apds 10 minutos, foram posicionados em decubito ventro-
dorsal, o gel ultrassonografico foi aplicado e a varredura da artéria foi realizada nas regides
supratesticular distal e marginal descritas por Trautwein et al. 2019, Reprod Domest Anim, doi:
10.1111/rda.13410). Foram aferidas a velocidade de pico sistolico (PVS), velocidade diastolica final
(VDF), indice de pulsatilidade (IP) e indice de resistividade (IR). As regides foram comparadas por meio
do teste t pareado no software Sigmaplot 12.0. Houve diferenca entre as regides (p < 0,001) em todas as
variaveis (VPS, VDF, RI e PI). Isso corrobora com estudos conduzidos em outras espécies, na qual esta
diferenca ¢ evidenciada. Todavia, a regido supratesticular distal apresentou menor velocidade (media:
VPS 7,0 cm/s; VDF 4,16 cm/s; P1 0,52 ¢ RI 0,40) do que a regido marginal (media: VPS 10,9; VDF 7,2;
PI 0,40 e RI 0,33). Isso pode ser explicado devido a maior retilinearidade da regido supratesticular, visto
que em areas curvadas, como a regido marginal, podem apresentar maior velocidade sanguinea, mesmo
com menor resistividade do vaso. Os valores encontrados para a regido supratesticular corroboram com
aqueles descritos em literatura (De Brito et al. 2015, Reprod Domest Anim, 50:730-734), mesmo com os
animais deste trabalho tendo sido sedados. Conclui-se, portanto, que houve diferenca entre a Doppler
velocimetria das regides supratesticular distal e marginal da artéria testicular de felinos.

Palavras-chave: Doppler velocimetria, pico de velocidade sistolica, testiculo, felinos, escroto.
Keywords: Doppler velocimetry, systolic peak velocity, testis, felines, scrotum.
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Comparison of two different semen collection techniques after orchiectomy in cats
Comparagao de duas diferentes técnicas de coleta de sémen pos-orquiectomia em gatos
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Domestic cats are used in research as an experimental model for wild felids, which are mostly threatened
or in danger of extinction. The retrieval of epididymal sperm is a valuable tool for obtaining genetic
material after unexpected death of an animal or after orchiectomy. Thus, the aim of this study was to
compare and evaluate two different techniques of sperm collection from the cauda epididymis. Testes
were acquired after routine orchiectomy and transported in saline solution at 4°C. Two techniques were
used in each cat: slicing (SL) and squeezing (SQ), being one in each side. A pool of at least two cats was
performed in each replicate, and three replicates were performed. In SL, transverse cuts were made in the
epididymis in a 35 mm Petri dish, containing 200 pL of Tris medium (3.025% Tris + 1.7% Citric acid +
1.25% Glucose + 1% antibiotic and antimycotic solution) at 35°C. In SQ, the cauda epididymis was
compressed with a glass slide in a 35 mm Petri dish containing 200 puL of Tris, and it was also kept at
35 °C. In both techniques, after 10 min for sperm transmigration, epididymides were washed with 200 pL
of Tris, and each liquid was recovered and transferred to 1 mL tube for evaluation of sperm motility (% of
moving spermatozoa) and vigor (1-5). Sperm concentration was estimated by the Neubauer chamber, in
the dilution of 1:20 in milliQ water. Hypoosmotic test was performed by incubating 10 puL of semen with
90 uL of distilled water for 30 min at 35°C. For vitality assessment, a sperm sample of 5 pLL was added
with 15 pL trypan blue 0.2%, smeared onto a glass slide, and air dried. A hundred spermatozoa were
analyzed in hypoosmotic and vitality tests. All evaluations were performed under contrast phase
microscope (400x), except hypoosmotic and vitality tests, assessed at 1000x. Data are descriptively
reported as mean + standard deviation. The seminal parameters for SL and SQ were, respectively: total
motility (81.7 =£7.6% and 61.7 + 10.4%), vigor (4.7 £ 0.6 and 4.3 = 0.6), concentration (12.5+ 7.2 and
5.4+2.9x10"/mL), hypoosmotic test (76.0 = 10.8% and 59.7 +3.5%) and vitality (67.0+9.6% and
49.3 £ 6.4%). In general, the slicing technique resulted in increase of 24% in total motility, 7.2% in vigor,
57.2% in concentration, 21.5% at hypoosmotic test; and 26.4% in vitality, when compared to SQ. In
conclusion, the slicing technique was superior since they resulted in numerically increase in all
parameters evaluated.

Keywords: cauda epididymis, felines, sperm collection.
Palavras-chave: cauda do epididimo, felinos, coleta espermatica.
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Recuperacio de sémen felino da cauda do epididimo- Qual a técnica mais eficaz?
Feline semen recovery from the tail of the epididymis - What is the most effective technique?
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O aperfeigoamento das técnicas de coleta de s€émen proveniente do epididimo de felinos ¢ uma importante
ferramenta a ser explorada, sendo estas aplicadas principalmente em casos de dbitos ou castragdes, a fim
de se obter sémen com qualidade satisfatoria para posterior criopreservagdo, contribuindo assim para a
manutengdo da diversidade genética. No sentido de avaliar a eficacia das metodologias de coleta foram
testadas duas técnicas: flushing retrogado (RET) e flutuagdo (FLUT), sob aprovacdo do comité de ética
(CEUA) da UNIFENAS-Alfenas, numero 27A/2017. Para isto, 05 complexos testiculo-epididimo (CTE)
de 5 gatos SRDs foram coletados, apds orquiectomia eletiva. Os CTEs foram obtidos e mantidos em caixa
térmica por duas horas, acondicionados em frascos contendo solugdo fisiologica 0,9% a 37°C. Apds esse
periodo, foi realizada a dissec¢do para a separagdo da porgdo referente a cauda do epididimo e parte
cranial do ducto deferente de cada CTE. Para FLUT, a porgao referente ao CTE direito foi colocada em
placa de petri previamente aquecida, contendo 2 ml de solugdo fisiologica 0,9% a 37°C e cortes
longitudinais seriados foram realizados utilizando lamina de bisturi. Este contetido permaneceu em
repouso por 10 minutos, em estufa a 37°C. Para RET foi realizada a lavagem do limen da porgao
referente ao CTE esquerdo utilizando agulha 0,45x13 ¢ 2 ml de solugdo fisioldgica 0,9% a 37°C ¢ este
meio resultante permaneceu acondicionado em tubo plastico por 10 minutos em estufa a 37°C. Apos a
realizacdo de ambas as técnicas, foi feita a avaliagdo dos pardmetros seminais microscoOpicos
(concentragdo espermatica, vigor, motilidade, integridade de membrana e morfologia espermatica) e os
resultados foram analisados em comparagdes feitas pelo intervalo de confianca da mediana com 95% de
certeza. Foram obtidas as concentracdes de 7,8.10° espermatozoides/ml e 2.10° espermatozoides/ml, nas
técnicas de FLUT e RET respectivamente, sendo que estas ndo diferiram entre si. O sémen obtido por
FLUT apresentou vigor superior (3) ao obtido pela técnica de RET (1). Nao houve variagdo entre os
demais parametros analisados (motilidade= 57% FLUT e 32% RET, integridade de membrana= 61%
FLUT e 43% RET e porcentagem de defeitos totais= 14% FLUT e 19% RET). Conclui-se através desta
que apesar das técnicas diferirem somente em relagdo ao vigor espermatico, a técnica FLUT foi a que se
mostrou eficaz na obteng¢ao de sémen com qualidade aceitavel de acordo com os parametros ja descritos
na literatura.
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A ovariohisterectomia (OSH) é um dos procedimentos mais realizados no tratamento dos distarbios
reprodutivos na espécie felina, sendo indicado, também, para o controle populacional como método de
contracepcdo e, na prevencdo de patologias futuras do sistema reprodutor. Este trabalho teve o intuito de
relatar quantitativamente a realiza¢do de ovariohisterectomias eletivas e terapéuticas em gatas no setor de
Cirurgia de Pequenos Animais do Hospital Veterinario Universitario Dr. Ivon Macedo Tabosa da
Universidade Federal de Campina Grande/Campus de Patos-PB, entre os anos de 2006 a 2016,
destacando as principais patologias que necessitam da ovariohisterectomia para fins terapéuticos, a faixa
etaria e as racas de maior ocorréncia das principais destas. No periodo estudado foram realizados 2890
procedimentos de ovariohisterectomia, sendo 53,8% em gatas. Destas, 60% foram eletivas ¢ 40%
terapéuticas, como tratamento de diversas patologias envolvidas, a exemplo de prolapso uterino,
hiperplasia mamaria, retengdo placentaria, retencdo fetal, cistos ovarianos, fetos mumificados, distocias
obstétricas e piometra, sendo estas duas tltimas as que mais se destacaram. As distocias obstétricas foram
a causa de 338 ovariohisterectomias terap€uticas, tendo, estes animais, uma média de 2,6 anos, dos quais
95% eram SRD e os outros 5% de outras ragas como Siamés, Persa e Angora. A piometra apresentou-se
como segunda causa mais recorrente, com 151 casos, em animais com uma média de 3,6 anos, dos quais
94% destes animais eram SRD e 6% da raca Siamés. Houve, entre os anos analisados, um aumento
significativo no nimero de cirurgias de OSH realizadas, podendo ser entendido como um ponto positivo
de conscientizag¢do da populacdo para com os beneficios trazidos pelas mesmas.
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Protocolo anestésico para realizacio de ultrassonografia Doppler da artéria testicular de
gatos domésticos: Resultados preliminares
Anesthetic protocol to perform Doppler ultrasonography of the testicular artery of domestic cats
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A artéria testicular é responsavel pela irrigacdo sanguinea nos testiculos e quaisquer interrupgdes
nutritivas podem afetar a espermatogénese. A ultrassonografia Doppler tem se mostrado um dos
principais métodos para afericdo da hemodindmica da artéria testicular nos animais e humanos.Na
maioria das espécies ndo é necessaria a sedacdo do paciente, visto que basta manté-los em uma posigao
confortavel para que ndo se movimentem durante 10 a 15 minutospara aferi¢do de todas as regides da
artéria. Porém, em felinos esta avaliagdo sem contencdo quimica se torna dificultosa, visto que a
avaliagdo Doppler requer que o vaso seja mantido imével durante 20 a 30 segundos para uma correta
afericdo, principalmente devido a baixa velocidade sanguinea da regido. O objetivo deste trabalho foi
verificar a usabilidade demenor dose dexmedetomidina para a realizagdo do exame, especialmente devido a
possibilidade de utilizagdo como modelo experimental para felideos selvagens. Dois gatos machos adultos,
foram anestesiados com a dose preconizada de 20 pg/kg de dexmedetomidina (Dexdomitor® 0,5 mg/ml,
Zoetis, Sao Paulo, Brasil) associada a 12 mg/kg de cetamina (Quetamina® 100mg/ml, Vetnil, Sdo Paulo,
Brasil) intramuscular. Apos 10 minutos foi iniciada a avaliagdo ultrassonografica em modo Doppler da
artéria testicular nas regides supratesticular distal e marginal. Observou-se vasoconstricdo periférica
intensa, levando em média 17 minutos para que o operador realizasse a avaliagdo Dopplervelocimétrica
nas duas regidoes. Apos, optou-se por diminuir a dose para 10 pg/kg de dexmedetomidina (Dexdomitor®
0,5 mg/ml, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) associada a 12 mg/kg de cetamina (Quetamina® 100mg/ml, Vetnil,
Sao Paulo, Brasil) intramuscular. Essa redugao resultou uma melhor visualizagdo da regido supratesticular
distal, permitindo sua avaliagdo em outros 23 animais, inclusive diminuindo o tempo total de exame para
11 minutos. E interessante salientar que um dos animais pesava 4,6 kg, foi sedado com a dose maior do
medicamento e apresentou velocidade média de pico sistdlico (PSV) na regido supratesticular distal de
6,84 cm/s, enquanto outro animalde 4 kgsedado com a dose inferior apresentou velocidade maior, com
média de 10,86 cm/s.Estes resultados podem evidenciar a alteragdo hemodindmica importante causada
em vasos periféricos pelas doses maiores de dexmedetomidina, devido & agdo exercida no endotélio
vascular promovida pelos receptores a2 pds-sinapticos, em especial na artéria testicular de felinos que
possui baixa resistividade e velocidade de fluxoquando comparada com outras espécies.Conclui-se, que
a dose de 10 pg/kg de dexmedetomidina, associada a 12 mg/kg de cetamina, apresentou menores
alteracdes vasculares em testiculos de felinos quando comparada com a dose de 20 pg/kg,permitindo
melhor realizagdo do exame ultrassonografico Doppler da artéria testicular.
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Estudo comparativo entre quatro técnicas de colheita de células vaginais para exame
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A andlise citologica vaginal apresenta aplicagdes praticas na espécie felina, como o auxilio no diagnoéstico
de distirbios hormonais e enfermidades do aparelho genital feminino, assim como na avalia¢cdo ¢ no
acompanhamento das fases do ciclo estral. Foi colhido material vaginal de 12 gatas sem raga definida,
saudaveis, com idades entre 12 meses e oito anos e peso médio de 3,5 kg. Imediatamente apds a
ovariohisterectomia, com as fémeas ainda anestesiadas, foi realizada limpeza da vulva das gatas com gaze
umedecida em solucdo fisioldgica estéril previamente a colheita do material. As doze fémeas foram
divididas ao acaso em quatro grupos com tré€s individuos, e em cada grupo foi utilizado um material
diferente para realizar a colheita das células vaginais, sendo G1: uma escova pequena com cerdas de
nylon (escova interdental fina- GUM®), G2: escova cervical utilizada em humanos (endobrush-
INLAB®), G3: pipeta Pasteur (graduada-3ml) e G4: swab de algodao estéril (ABSORVE®). Apos a
colheita os materiais foram depositados em lamina de microscopia para obtengdo dos esfregagos, que em
seguida foram corados com corante panotico rapido. O material obtido nas colheitas encontrou-se bem
preservado e em quantidade adequada para a avaliagdo citologica. Todos os esfregagos foram analisados,
no aumento de 100X, com relagdo a quantidade de células obtidas a partir da colheita, ao longo de toda a
lamina, por um tnico examinador e de modo cego. A classificagdo com relagdo a quantidade de células
do esfregaco foi feita de forma subjetiva, estabelecendo escores de 0 a 4 (0 auséncia de células, 1
pouquissimas células, 2 poucas, 3 moderadas, 4 alto numero de células) usando procedimentos
previamente descritos. Para a comparagdo dos métodos de colheita, foi realizada analise estatistica
descritiva pelo programa Sigma Plot 12.0. Observou-se que a média do escore de celularidade dos
esfregacos colhido com a escova cervical (G2 = 1,73) foi maior em relagdo aos outros grupos: pipeta
Pasteur (G3 = 1,13), escova interdental (G1= 1,07) e swab (G4 = 0,53). Apesar do swab ser atualmente o
método mais utilizado no exame colpocitoldégico em gatas, este estudo apresenta outras opgdes
interessantes, sendo que a escova cervical empregada na ginecologia humana mostrou-se como método
mais eficiente na colheita das amostras, proporcionando uma maior densidade celular, seguida da pipeta
de Pasteur, que apresentou-se vantajosa por ser menos invasiva ao animal, além do baixo custo e
facilidade de execucao.
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