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‘A compaixdo pelos animais esta
intimamente ligada a bondade de carater,
e quem é cruel com o0s animais ndo pode
ser um bom homem.”

(Arthur Schopenhauer).



RESUMO

A atencdo a reproducao, aliado a utilizagao de técnicas de reproducao assistida, aplicadas
aos gatos domésticos pode ser incluida como exercendo grande importancia no &mbito do
incremento da criagcdo dessa espeécie. A utilizacdo de biotecnologias da reproducéo para
gatos também é aplicada em criagdes com fins comerciais e em estudos de aplicabilidade
em felideos selvagens. Além disso, tem sido registrado o aumento da procura por animais
de racas diferenciadas, levando os tutores a recorrerem a biotécnicas reprodutivas
objetivando a melhora na fertilidade. Com base nesses aspectos, o objetivo deste trabalho é
realizar uma revisao literaria acerca das técnicas de reprodugao assistida disponiveis para
os felinos no mercado atual, bem como analisar as suas taxas de sucesso, contribuindo para
o aumento do conhecimento sobre o tema em questdo dentro da medicina felina.

Palavras-Chave: fertilidade; ciclo estral; felinos; horménios; pet.



ABSTRACT

Attention to reproduction, combined with the use of assisted reproductive techniques applied
to domestic cats, can be included as exerting significant importance in the context of
enhancing the breeding of this species. The use of reproductive biotechnologies for cats is
also applied in commercial breeding and in studies assessing their applicability in wild
felines. Additionally, there has been a noticeable increase in demand for animals of different
breeds, leading owners to resort to reproductive biotechniques aiming to improve fertility.
Based on these aspects, the objective of this work is to conduct a literature review on the
available assisted reproductive techniques for felines in the current market, as well as to
analyze their success rates, contributing to the advancement of knowledge on this subject
within the field of feline medicine.

Keywords: fertility; estrous cyclie; felines; hormones; pet.



Quadro 1 -
domésticas

LISTA DE QUADROS

Protocolos hormonais para manipulagao do ciclo estral em gatas



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABINPET  Associagdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de
Estimacéo.

BIUI Inseminacao Intrauterina Bilateral
eCG Gonadotrofina Coriénica Equina

FIV Fertilizag&o in vitro

FSH Hormonio Foliculo Estimulante

FSHp Hormdnio Foliculo Estimulante Porcino
GnRH Hormdnio Liberador de Gonadotrofina
hCG Gonadotrofina coriénica humana
hMG Gonadotrofina menopausica humana
IAIU Inseminacao Atrtificial Intrauterina
IAIV Inseminacgéo Artificial Intravaginal
IATC Inseminacéo Atrtificial Transcervical
M Intramuscular

vV Intravenosa

LH Horménio Luteinizante

MG Miligramas

PGF2A Prostaglandina F2 Alfa

SC Subcutaneo

TES Acido sulfénico N-tris-hidroximetil-metil-2- aminometano
TRIS Trishidroximetil-aminometano

UBI Inseminagao do Corpo Uterino

Mg Microgramas

ML Microlitro
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1 INTRODUGAO

Os ancestrais dos gatos domésticos se espalharam do sudoeste da Asia e
Europa ja em 4400 a.C., teoricamente a partir de comunidades agricolas. Ha
aproximadamente de 8.000 anos, populagdes de ratos e camundongos atraidos por
plantagdes e outros subprodutos agricolas produzidos pelas civilizagdes humanas,
provavelmente eram seguidos pelos gatos que, frequentemente se aproximavam
dos assentamentos humanos estabelecendo uma relacdo mutuamente benéfica,
atuando como patrulha de roedores dos humanos (Otoni et. al., 2017). Os resultados
deste estudo sugerem que as populagbes humanas pré-histéricas provavelmente
comegaram a carregar seus gatos ao longo de antigas rotas comerciais terrestres e
maritimas para controlar roedores.

Hoje, os felinos estdo entre os animais de estimagdo mais populares do
mundo, com até 27,1 milhdes de gatos vivendo em lares brasileiros, assim,
ocupando o segundo lugar no ranking de pets, com um aumento no indice de
adogao na ordem de 6% (Censo Pet IPB, 2022).

O aumento na procura de gatos como animais de estimacgao, justifica-se
principalmente em virtude da Pandemia Mundial da COVID-19, onde em razédo do
periodo de quarentena, muitas pessoas buscaram suporte emocional na companhia
de animais de estimagao, desencadeado uma procura maior pelos felinos (Divino,
2020). Esse aumento no numero de gatos como pet, também pode estar baseado na
premissa errbnea de que esses animais sao mais independentes, mais calmos,
quietos e que, portanto, requerem poucos cuidados quando comparados a outros
animais de estimagao (Pinheiro et al., 2015).

Com o aumento da procura pelos felinos, aumentou também a variabilidade
dos setores dentro desse mercado PET, com um expressivo aumento na demanda
por profissionais especializados para atender nas areas de saude, nutrigdo,
reproducgao e outras areas relacionadas aos gatos domésticos (ABINPET, 2020).

Nesse contexto, a atencdo a reproducao, aliado a utilizacdo de técnicas de
reprodugdo assistida, aplicadas aos gatos domésticos pode ser incluida como
exercendo grande importancia no ambito do incremento da criagdo dessa espécie
(Micheletti et al., 2011). A utilizacdo de biotecnologias da reproducao para gatos
também é aplicada em criagdes com fins comerciais e em estudos de aplicabilidade

em felideos selvagens (Silva, 2007). Além disso, tem sido registrado o aumento da
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procura por animais de racas diferenciadas, levando os tutores a recorrerem a
biotécnicas reprodutivas objetivando a melhora na fertilidade (Gurgel et al., 2014).
Com base nesses aspectos, o objetivo deste trabalho é realizar uma reviséao
literaria acerca das técnicas de reproducgao assistida disponiveis para os felinos no
mercado atual, bem como analisar as suas taxas de sucesso, contribuindo para o

aumento do conhecimento sobre o tema em questao dentro da medicina felina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia do ciclo estral na gata

As gatas geralmente atingem a puberdade entre 4 a 12 meses de idade e
normalmente faz-se necessario que ela apresente uma faixa de peso ideal para tal
(Silva, 2020). Ao atingir a puberdade inicia-se o ciclo reprodutivo que apresenta
varias fases (Figura 1) e é regulado por mecanismos endocrinos e neuroenddcrinos
que desencadeiam uma sequéncia de mudancas anatdbmicas e enddcrinas
responsaveis pela preparagao da fémea para a ovulagao (Hafez e Hafez, 2004).

As gatas séo poliéstricas sazonais de dias longos, ou seja, possuem mais de
um ciclo estral em uma estagcdo reprodutiva, com o maior periodo de atividade
reprodutiva em épocas de dias longos, como o verao e primavera (Shille et al.,
1979). Elas possuem o intervalo de ciclo estral irregular, sendo este composto pelas
seguintes fases: proestro, estro, inter-estro, diestro e anestro. A duragdo de cada
periodo pode variar, mas geralmente consiste no proestro durando de 0 a 2 dias,
sendo uma fase muito rapida e as vezes imperceptivel, o estro durando entre 3 a 16
dias, o inter-estro durando de 2 a 19 dias, o diestro gestacional durando cerca de 60
dias, o diestro ndo gestacional durando cerca de 40 dias e o anestro durando cerca
de 1 a 3 meses (Barni, 2012).

O controle enddcrino do ciclo estral na gata é regulado pela producao de
GnRH pelo hipotalamo que, por sua vez, estimula a adenohipéfise a liberar as
gonadotrofinas FSH e LH. O FSH estimula o crescimento folicular, fazendo com que
as células da camada granulosa liberem estradiol (Hafez e Hafez, 2004). Apds o
crescimento do foliculo, a fémea exibe sinais de estro, em razdo das altas
concentragdes de estradiol na corrente sanguinea, entdo, se a gata for estimulada,
ocorre a liberagdo do LH culminando na ovulagdo e posterior formacao do corpo
hemorragico e do corpo luteo (Shille, 1992).

As gatas possuem ovulagdo induzida, assim, necessitam de estimulos em
locais onde possuem receptores de LH, como o seu dorso e a vagina (Silva et al.,
2017). Se a fémea for estimulada e coberta durante o estro, ela libera LH e
consequentemente ovula em cerca de 24 a 30 horas depois (Guedes, 2013).

O proestro, ou fase folicular, € onde ha maior acdo do FSH e estradiol,
nessa fase a gata muda o seu comportamento e passa a atrair o macho, porém

ainda ndo aceita a copula. O estro é a fase do ciclo estral onde a gata aceita a
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cbpula, nesta fase os niveis de estrogeno estdo mais elevados (Martins, 2015), e se
ela nao for estimulada, ndo ird ovular e entrara em fase anovulatéria, que é o
interestro, onde ela ndo exibe comportamento sexual. Essa fase antecede um novo
proestro e estro. No inter-estro, os niveis de estrégeno e progesterona permanecem
baixos (Barni, 2012).

Apds o estimulo que ocasionara a ovulagao, a gata chega a fase de diestro
que é caracterizada pela formagao do corpo luteo (Lima, 2015). A progesterona
liberada pelo corpo luteo nesta fase inibe a secre¢ao de GnRH e consequentemente
LH e FSH. Se a fémea estiver gestante, esses niveis se mantém durante a gestagao
e apos o parto ela entra em anestro lactacional, mas se ela nao for fecundada, ela
vai para a ultima fase do ciclo, que é o anestro ndo gestacional, onde a
concentragao de estrégeno e progesterona permanecem em niveis basais (Moreira,
2001).

2.2 Indugao do estro

A inducdo do estro em gatas domésticas pode ser realizada em varias
situagdes: quando a fémea ndo consegue gerar; quando se quer realizar uma
inseminagao artificial; no tratamento de anestro prolongado primario ou secundario;
quando ha o objetivo de reproducdo fora da estagcdo e também para fins de
sincronizagao da ovulagao para transferéncia de embrides (Kutzler, 2007). Segundo
um estudo de Michel (1993) a indugdo do estro também poderia ser realizada
através da fotoperiodicidade e estimulagao social através de outros felinos, sendo a
estimulagao através da luz mais rapida a induzir o estro do que o estimulo social.
Além dessas maneiras, ha a indugcdo do estro hormonalmente mediada (Paula,
2009).

2.2.1 Métodos de manipulagao do ciclo estral em gatas

A inducéao do estro por meio da fotoestimulagcao pode ser realizada de duas
maneiras: luz natural que pode ser complementada por luz artificial ou por meio de
luz programada, que é feita em uma sala sem janelas e com um sistema de
iluminagao programado (Michel, 1993). A fémea € inserida em uma sala e exposta a
luz durante 14 horas por dia, todos os dias, durante 1 més. O estro podera ser

identificado por meio do comportamento da fémea, e também por meio da citologia
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vaginal para identificar qual o melhor momento para realizar a inseminagéao artificial
ou acasalamento (Lima, 2015).

A inducdo do estro por meio da estimulagdo social pode ser realizada de
duas formas: através de um macho fértii ou de uma fémea durante o estro
(Villaverde, 2005). E feita a exposi¢do da fémea ao macho fértil ou a fémea em estro
com estimulo audiovisual e olfatério. A comunicacdo quimica através dos feromdnios
exerce efeito na atividade reprodutiva do eixo hipotalamico, gerando liberacdo de
GnRH (Silva, 2007).

A indugdo por métodos hormonais € o meio mais utilizado, e consiste na
utilizacdo de protocolos onde utiliza-se gonadotrofinas exdgenas, que atuam
estimulando os ovarios no desenvolvimento de foliculos e consequentemente de
corpos luteos secundarios (Paula, 2009).

Os horménios podem ser utilizados em associagao ou de forma isolada, em
diferentes doses e frequéncias de aplicagdo (Quadro 1). A maioria dos horménios
utilizados sédo as gonadotrofinas, mas o estro também pode ser induzido com o uso
da cabergolina, que diminui a concentragcao plasmatica de prolactina, induzindo a
atividade folicular pela secre¢do de gonadotrofina, aumentando o FSH plasmatico
(Rensis et al., 2006) Porém, o uso da cabergolina tem efeito controverso, com
alguns autores relatando sua ineficacia em gatas, e outros autores relatando seu
efeito positivo da indugao do estro (Gurgel et al., 2014).

Para Villaverde (2005) a viabilidade dos ovdcitos apds a utilizagdo de alguns
protocolos poderia estar relacionada com o intervalo de administracao de horménios,
como eCG e hCG, alterando a sua qualidade e comprometendo a taxa de clivagem
in vitro se o intervalo de administragao for menor que 80 horas ou maior que 88
horas. A autora ainda relata que uma unica administracdo de FSHp néo é suficiente
para induzir atividade de estro, mesmo que haja atividade folicular, sendo entédo
necessarias administracbes seriadas por 5 a 7 dias para obter resultados
satisfatorios de comportamento estral. Essa administracao seriada, no entanto, pode
prejudicar o manejo do felino e aumentar o estresse e além disso, o FSHp também
produz um maior numero de foliculos ndo ovulados de aparéncia cistica em
comparagao ao eCG.

Além dos protocolos ja descritos, Gurgel (2014) relata o uso da cabergolina,
um farmaco dopaminérgico, para indugao do estro em gatas domésticas. Segundo o

autor, o uso da cabergolina para esta finalidade ainda € controverso, mas ja foram
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obtidos resultados positivos com o uso do farmaco, que diminui a concentragao do
horménio prolactina no plasma sanguineo e induz a atividade folicular,
consequentemente gerando estro, em razdo da produgcdo de gonadotrofinas. Os
protocolos hormonais com o uso da cabergolina utilizam a dose de 5 pg/kg/dia, via

oral, durante 13 dias (Viana, 2007).

Quadro 1 - Protocolos hormonais para manipulacdo do ciclo estral em gatas
domeésticas.

Horménio Protocolo Via de administragao
FSHp 2 mg/dia, por 5 dias IM
FSHp 0,5 - 1,5 mg/dia, por 5 dias e 0,25 mg no 6° dia IM
FSHp 5 mg/dia por 4 dias, apds 2 mg/dia por mais 5 dias SC/IM

1,5 mg/dia de FSHp por 5 dias, 0,25 mg de FSHp no
FSHp +hCG 6° dia + 350 - 750 Ul de hCG no 6° dia M
2 mg/dia de FSHp por 5-7 dias + 250 Ul de hCG no
FSHp + hCG altimo dia do FSHp M
FSHp + hCG 2 mg/dia de FSI_—|p por 5 dias + 250 Ul de hCG nos M
dias 2 e/ou 3 do estro
2 mg de FSH no 1° dia e 1 mg/dia até 1° ou 2° dias
FSHp +hCG do estro e 500 Ul de hCG no 1° ou 2° dia do estro M
1 - 6 mg/dia de FSHp por 4 dias em doses
FSHp +hCG decrescentes + 100 Ul de hCG no 5° dia M
H H (o}
FSHp + hCG 2 mg/dia de FSHp por 5 g::s + 250Ul de hCGno 6 M
hMG (15 Ul de FSH e LH) por 5 dias e 34 horas apods
hMG + hCG +100 Ul de hCG M
GnRH Aplicacao unica de 25 pl M
eCG + hCG 150 Ul de eCG + 1QO UI de h_CG ?0 a 84 horas apos IM/IV
primeira aplicagao
. . o

eCG + hCG 50 Ul de eCG/dia por 3 %l;s +150 Ul de hCG no 4 M

6CG + hCG 150 Ul de eCG + 190 ou 2Q0 ul d_e hCEG 72 ou 80 M

horas apds primeira aplicagdo

eCG + hCG 100 Ul de eCG + 75 - 100 UI_de rJCG 80 horas apos M

primeira aplicagcao

Fonte: VILLAVERDE, (2005).
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2.3 Inducéao da ovulagao

Como foi anteriormente relatado, as gatas possuem ovulagdo induzida,
demandando que haja uma estimulagao externa mecanica dos receptores sensoriais
presentes na regido perineal, vulva, vagina, dorso e cérvix para que haja a liberagao
de LH (Silva et al., 2017). Uma das maneiras de realizar a indugdo da ovulacéo seria
por meio do uso do swab vaginal, sendo o animal contido pela pele do pescoco e
dorso e pressionando levemente o corpo em dire¢do ao solo, simulando a agao do
macho durante a monta natural. O swab deve ser introduzido cerca de 1 cm, onde
realiza-se movimentos ritmicos por cerca de 3 a 8 segundos, além disso, a ovulagao
também pode ser estimulada através de um macho vasectomizado (Platz et al.,
1978).

A confirmacdo da copula bem sucedida pode ser dada através do
comportamento natural da fémea em vocalizar e também pela reacédo pds-coito da
fémea, como agressividade, lambedura excessiva da regido vulvar e rolar no chao
(Dias, 2006). A ovulacdo ocorre 48 horas apdés o pico de LH e ela pode ser
confirmada com a dosagem de progesterona, que aumenta em até 24 horas em
valor igual ou superior a 1,5 ng/ml e podem atingir de 60 a 90 ng/ml 15 a 25 dias
apos a ovulagéao (Little, 2012).

Para Silva et al. (2017), a inducao artificial com swab tem uma taxa de
sucesso de 84,8%, enquanto a monta natural tem uma taxa de 100% de sucesso da
ovulacdo. Os autores afirmam ainda que ndo ha diferenca na capacidade do corpo
luteo de produzir progesterona em gatas ovuladas com swab ou em gatas ovuladas
através da monta natural.

A indugcdo da ovulagdo no estro também pode ser feita por meio da
utilizacdo de hormdnios (Villaverde, 2005). A gonadotrofina coribnica humana (hCG)
pode ser usada para induzir a atividade ovulatéria, com os melhores resultados
obtidos quando da administragdo de uma unica aplicagao de hCG na dose de 100 Ul
80 a 84 horas apods aplicacdo da eCG (Santana et al., 2012). Segundo esses
autores, a ovulagao ocorre cerca de 25 a 27 horas apos a administragao da hCG.

Wildt e Seager (1978), testando protocolos de indugéo do estro em gatas,
relataram que fémeas que tiveram estro natural obtiveram uma taxa de sucesso de
ovulagao de 100% utilizando hCG na dose de 500 Ul no primeiro dia do estro, porém
injecdes unicas no primeiro e segundo dia do estro mudaram essa taxa para 96% de

sucesso. Villaverde (2005) declara que a dose de 100 Ul administrada no terceiro dia
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do estro € mais eficiente do que 500 Ul no primeiro e segundo dia. O GnRH na dose
de 25 pg também pode ser utilizado para a indugao da ovulagéo, podendo gerar até
100% de ovulagao dos foliculos (Chakraborty et al., 1979).

O protocolo hormonal com eCG 100 Ul dose unica em gatas em anestro
associado ao hCG 50 Ul apés 5 a 7 dias produziu resultados positivos na indugao do
estro e da ovulagdo, mas injegdes diarias de eCG durante 4 a 5 dias mostraram
resultados negativos, indicando que uma superdosagem pode resultar em
hiperestimulacdo ovariana e produgao de foliculos cisticos com alteracdo do perfil
hormonal (Cline et al., 1980).

O exame citoldgico, seja apos a indugdo do estro, ou apos a indugédo da
ovulagao, é importante para determinar a fase do ciclo em que a fémea se encontra,
permitindo que demais procedimentos de reproducgao assistida sejam realizados da
maneira mais precisa possivel (Costa, et al, 2009). Para a coleta da amostra é
utiizado um swab vaginal e durante o estro, podem ser observadas células

superficiais anucleadas (Figura 2) (Toniollo et al, 1995).

2.4 Inseminacgao artificial (I1A)

A inseminacado artificial pode ser definida como a deposicao de
espermatozoides, apds serem coletados do macho, no interior do trato reprodutivo
da fémea com o objetivo de induzir uma gestacao (Lopes, 2001). Em gatos, a IA é
utilizada, principalmente, com o objetivo de aumentar o numero de animais
geneticamente valiosos, como gatos de ragas puras e, no caso de felinos nao
domésticos, animais em risco de extingao (Tsutsui, 2006). Guedes (2013) declara
gque o momento ideal para realizar uma IA em gatas, € no periodo em que a fémea
aceita o macho.

Em gatas, a deposigdo do sémen pode ser realizada de forma intravaginal,
intrauterina e intrauterina transcervical (Chatdarong, 2007). O sémen pode ser
fresco, refrigerado ou congelado-descongelado (Almeida et al., 2023). Villaverde
(2007) afirma que a IA no corpo uterino com sémen fresco possui uma maior taxa de
concepgao do que I|A intravaginal com sémen fresco, ou IA's com sémen
congelado-descongelado, visto que o0s espermatozdides podem nao possuir
motilidade progressiva suficiente para alcangar o 6vulo se a IA for feita de maneira

intravaginal.
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Em gatas, a inseminacao artificial intravaginal (IAlIV) é a mais realizada na
maioria dos casos, principalmente quando a monta natural ndo pode ocorrer por
algum motivo, como em situagdes de baixa libido em machos ou quando a fémea
nao permite a monta (Campos et al., 2022), visto que é de facil execugcdo e de
maneira geral, pode oferecer bons resultados de acordo com o tipo de sémen
utilizado (Silva et al., 2003). Chatdarong et al. (2002), descreveram que a deposigao
do sémen via intravaginal é feita com uma sonda de inseminagao posicionada no
fundo da vagina, o mais proximo da abertura cervical com a gata posicionada em
decubito dorsal e com sua porgédo posterior elevada 30° graus. A |IAIV possui uma
barreira, a cérvix (Freundl et al., 1988), assim & importante levantar os membros
posteriores do animal durante 5 a 10 minutos apds a IA para tentar conduzir o
sémen ao orificio cervical externo e assim, consequentemente, aumentar as
chances de gestacao (Makloski, 2012).

A deposigdo do sémen dentro do utero (IAlIU) pode ser realizada quando a
via vaginal pode comprometer a eficacia da IA, a exemplo da utilizagdo do sémen
congelado-descongelado (Silva, 1995). Além disso, a IAIU pode gerar melhores
indices de prenhez, visto que sua deposicdo € mais proxima do local de fertilizagao
(Santos, 2012). Ademais, a IAIU é uma alternativa para melhores taxas de sucesso
de IA com sémen de machos oligospérmicos (Johnston et al., 2001), visto que a
deposicdo do sémen diretamente no utero tem uma necessidade menor de
espermatozoides quando comparada a IAIV (Tanaka et al., 2000).

A |AIU pode ser feita cirurgicamente de duas maneiras: por laparoscopia ou
por laparotomia mediana (Tsutsui, 2006), e de forma nao cirurgica, por via
transcervical, sendo necessario apenas a tranquilizacdo ou sedacdo do animal
(Santos, 2012). A IA transcervical apresenta as mesmas vantagens da I|AIU,
contudo, o sucesso da passagem da sonda pela cérvix € diferente entre fémeas com
estro espontédneo (20%) e estro induzido (80%), sendo maior no estro induzido
(Zambelli et al., 2004). A IAIU pode ser bilateral nos cornos uterinos (BIUI) e pode
ser feita no corpo uterino (UBI), sendo obtido um maior tamanho da ninhada e
maiores taxas de prenhez quando utilizadas o método de BIUl do que pelo UBI
(Roshani, 2023).
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2.5 Criopreservacao de sémen
2.5.1 Coleta do ejaculado

A coleta de sémen em felinos pode ser desafiadora devido ao pequeno
volume de ejaculado (Ribeiro et al. 2019). Antes de realizar a coleta, deve-se fazer
um exame fisico geral e especifico minucioso no animal, podendo ser necessaria a
realizacdo de exames complementares, tais quais como hemograma e perfil
bioquimico (Santos et al., 2016).

A coleta pode ser realizada utilizando estimulagéo elétrica, vagina artificial
(Tsutsui, 2006) ou por método farmacologico, com cateterizagdo uretral (Freitas e
Machado, 2021). Pode-se coletar espermatozoides também por meio de lavagem da
vagina da fémea apods o coito e ainda da cauda do epididimo apds a orquiectomia ou
pdés-mortem (Martins e Justino, 2015).

Almeida et al. (2023) afirmam que o método de eleicdo para a coleta de
sémen é a eletroestimulagéo (Figura 3). Para realizar a coleta é necessario o uso de
equipamentos especificos como o eletroejaculador, e contengdo quimica com
anestesia geral e ter o cuidado para ndao contaminar a amostra com urina ou obter
uma amostra muito diluida (Ribeiro et al. 2019).

Para a utilizacdo do eletroejaculador, deve-se realizar a limpeza da ampola
retal e, em seguida, fazer a lubrificacdo e introdugcdo da sonda no reto do animal,
posicionando os eletrodos ventralmente (Ribeiro et al. 2019). O pénis deve ser
exposto manualmente com auxilio de gaze, limpo com solugéo fisioldgica e secado,
para entdo posicionar o tubo modelo eppendorf estéril sobre o pénis (Ribeiro et al.
2019).

O protocolo de estimulos elétricos mais utilizado em gatos é o de trés séries
de estimulos de 2 a 6 volts, com descanso de 5 minutos entre cada série (Martins e
Justino, 2015). Voltagens mais elevadas podem causar contaminagdo da amostra
por urina, visto que pode promover relaxamento muscular vesical, além de gerar
desconforto e/ou sensibilidade muscular (Ribeiro et al. 2019). Além disso, a
contaminagao por urina também pode ocorrer quando a probe e eletrodos sao
posicionados mais cranialmente ao local ideal (Assumpcéo, 2017).

Para coletas por meio da vagina artificial, uma fémea em estro deve ser
utilizada para estimulo do macho (Chatdarong, 2007), porém é feita somente em
animais previamente treinados (Assumpg¢ao, 2017) em periodo de treinamento de 2

a 3 semanas, que normalmente s6 apresenta sucesso de 60 - 70% dos casos (Silva,
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2008). Esse método de coleta é facilmente empregado em fungdo do seu baixo
custo, por permitir sua realizagao diaria ou em intervalos curtos (Ribeiro et al. 2019).
Essa coleta de forma seriada nao altera a qualidade seminal se for realizada em até
10 dias de coletas diarias, apds isso a qualidade pode ser afetada (Tanaka et al.,
2000).

Na coleta pela vagina artificial (Figura 4), o macho monta a fémea em estro
e a vagina artificial € acoplada no pénis do macho, sendo apoiada pelo dedo polegar
e o dedo indicador estimula a ejaculagao (Paz, 2020). Além da fémea em estro,
pode ser utilizada uma fémea castrada que aceite monta ou manequins de pellcia
(Silva, 2008).

Na coleta farmacoldgica com cateterizagao uretral (Figura 5) é utilizada uma
sonda uretral (Tom cat®) do tamanho adequado para o animal, que é inserida na
uretra apds sedagao prévia com 130 - 140 pg/kg de medetomidina aplicada via
intramuscular (Freitas e Machado, 2021). Essa forma de coleta dispensa o
eletroejaculador e evita a perda da qualidade espermatica (Paz, 2020), porém, é
necessaria que haja sedagao do macho com a medetomidina que n&o causa ere¢ao
ou ejaculagdo, mas promove liberacdo dos espermatozdides na uretra (Paz e
Kuczmarski, 2021). A desvantagem desse método € que n&o ocorre a eliminagao
completa de sémen, diminuindo assim o volume obtido (Silva, 2008), além disso,
como sdo necessarias altas doses do farmaco para obter o efeito desejado, podem
ocorrer efeitos colaterais, principalmente no sistema cardiovascular (Paz e
Kuczmarski, 2021). Outros protocolos farmacoldogicos para a coleta podem ser
realizados com dexmedetomidina 0,003 - 0,008 mg/kg e cetamina 5 mg/kg, via IM.
(Iglesias et al., 2020).

Por sua vez, a recuperacdo de espermatozodides da cauda do epididimo é
um meétodo util para animais que vieram a 6bito ou que possuem alguma patologia
que impossibilite o papel reprodutivo. Esse método de coleta atua como uma
alternativa na preservacdo de material genético do animal em questao (Barbosa et
al. 2019).

2.5.2 Avaliagao do ejaculado
ApoOs a coleta, pode ser realizada a avaliagao do ejaculado, que consiste em
avaliar o volume deste, além da concentragdo, morfologia, vigor e motilidade dos

espermatozoides (Freitas e Machado, 2021). Um gato normospérmico possui um
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sémen de aparéncia branco leitosa com aspecto homogéneo (Zambelli e Cunto,
2006). Geralmente, nos gatos, ejaculados provenientes de coleta por vagina artificial
possuem um volume menor, porém com uma maior concentracdo de
espermatozoides por mL de ejaculado, quando comparado com amostras
provenientes de eletroejaculagao, visto que esse método estimula diretamente as
glandulas acessorias, 0 que gera um maior volume de plasma seminal (Martins,
2006).

A avaliagdo microscopica € feita em duas etapas, com os espermatozoides
vivos e com os espermatozoides mortos. A primeira avalia a motilidade e o vigor dos
espermatozoides e a segunda para avaliar a morfologia e a concentragao
espermatica (Jakobsen, 2021). Segundo Martins (2006), a motilidade média dos
gatos normospérmicos varia entre 50 a 95% e o vigor varia entre 3 a 5. A motilidade
consiste em informar a quantidade de espermatozoides que estdo em movimento
progressivo e é avaliada de 0 a 100% e o vigor informa a velocidade e forga em que
essa mesma ceélula espermatica se movimenta, sendo avaliado em uma escala de 0
a 5 (Jakobsen, 2021).

A avaliacdo da morfologia espermatica permite observar a quantidade de
células com defeitos maiores, menores e totais. Os principais defeitos observados
nas células podem ser microcefalia, macrocefalia, formas duplas, cauda enrolada ou
dobrada, peca intermediaria dobrada, gota citoplasmatica proximal ou distal e
cabeca isolada (Arruda et al, 2015). Esses defeitos morfologicos podem
comprometer a capacidade do espermatozoéide migrar através do trato reprodutivo

da fémea, diminuindo assim, as taxas de fertilizagao (Martins, 2006).

2.5.3 Diluigao do ejaculado

A diluicdo do ejaculado, consiste na utilizagdo de um meio cujo objetivo é
fornecer substrato para o metabolismo do espermatozéide, promovendo adequados
niveis de pressao osmotica e concentracao de eletrolitos. Além disso, visa proteger
a célula espermatica dos efeitos da criopreservagado, como a formacao de cristais
intracelulares de gelo (Araujo et al., 2016).

Os diluidores mais utilizados na criopreservagcdo do sémen felino sdo o TES
e o TRIS, que podem ser utilizados de forma isolada com a adicdo de agucares
(glicose, frutose) ou podem ser utilizados de forma associada (Macente, 2014), que

também apresentam bons resultados (Barbosa et al. 2019). Barbosa et al (2019)
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esclarecem que também podem ser utilizados diluidores como Tyrode 's modificado
(sperm-TALP), que pode aumentar a motilidade espermatica, e diluidores naturais,
como a agua de céco em pod (ACP) e gema de ovo.

Além de crioprotetores, outras substancias também podem ser adicionadas
a célula espermatica, como tampdes, principalmente o citrato de sddio, que tem a
funcao de neutralizar o pH do diluente e do sémen (Tebet, 2004).

Nao existe um consenso sobre o melhor diluidor para a criopreservagao do
sémen felino, assim novos meios diluidores estdo sendo testados como o MP-50 e o
Botu-crio®, que foi elaborado para a espécie equina, mas que vem apresentando
bons resultados na espécie felina, principalmente na porcentagem de integridade da

membrana celular apds a descongelagao (Macente, 2014).

2.5.4 Criopreservagao espermatica

Os principais métodos de criopreservacao de sémen sao refrigeragdo entre
4- 5°C e congelamento a -196°C em nitrogénio liquido por um minuto ou 30
segundos, a depender da palheta utilizada (Martins, 2018). Durante esse processo
de criopreservacao a célula espermatica pode ser exposta a danos como a formacgao
de cristais de gelo intracelulares e/ou choque osmético e choque térmico durante a
congelagcao e descongelagdo. Esses eventos podem causar danos na membrana
celular e alteragcbes no padrao de motilidade, diminuindo as taxas de fertilizagao
(Barros, 2013). Guedes (2013) afirma que em inseminagdes intravaginais, a eficacia
€ diminuida em fungdo de uma menor motilidade das células espermaticas, sendo
mais eficaz uma |A intrauterina quando for utiizado o sémen
congelado-descongelado. Em alguns casos, a viabilidade espermatica
pos-descongelacao permite apenas a fertilizagao in vitro (Guimaraes et al., 2018).

A técnica de refrigeragdo, com temperaturas entre 4 - 5° C ou 15 e 20° C
promove menor danos as células espermaticas (Kievitsbosch, 2011) e fornece bons
resultados tanto com sémen ejaculado quanto com os espermatozoides coletados
direto do epididimo (Martins, 2006).

A refrigeragdo ocorre apos a colheita, avaliagdo, centrifugacédo e diluigéo.
Essa refrigeragcdo deve ocorrer em uma determinada curva de temperatura.
Kievitsbosch (2011) relata que taxas de refrigeracdo lentas ndo superiores a

-0,05°C/min, entre 19 e 8°C diminuem os danos morfoldgicos em espermatozoides.
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O periodo de armazenamento do sémen resfriado € de aproximadamente 24
a 48 horas a 4 - 5°C, sendo superior ao sémen fresco que deve ser mantido em
temperatura em torno de 30° C e utilizado no menor tempo possivel (Corandin,
2011), além disso, nas primeiras 24 horas, se 0 armazenamento ndo for realizado de
forma correta, podem ocorrer danos como diminuicdo da motilidade e vigor
espermatico e aumento de células com defeitos morfolégicos, ja o periodo de
armazenamento do sémen congelado a -196°C é indefinido em diversas espécies,

incluindo os felinos (Castro et al., 2017).

2.6 Transferéncia de embrides (TE)

A transferéncia de embrides € uma técnica que permite uma reprodugéo
com caracteristicas fenotipicas e produtivas desejaveis a espécie (Neto, 2005) e que
€ realizada apos a fertilizagao da fémea, que na maioria das espécies, incluindo as
gatas domésticas, ocorre no oviduto (Gonzalez, 2002). O desenvolvimento pré-natal
se inicia com a fertilizagao e vai até o nascimento, entre essas fases, esta o periodo
embrionario, que nos felinos, vai desde a implantacao até o 28° dia da gestacgao, e
apos isso, se inicia o periodo fetal (Abreu et al, 2011). Em felinos, geralmente, os
embrides sofrem a sua primeira clivagem, isto &, divisbes mitoéticas rapidas que dao
origem aos blastdmeros, 64 horas apds a monta ou IA (Neto, 2005). Os embrides
permanecem na trompa uterina dos felinos até 136 horas apds a fertilizagao,
entrando no utero no estagio de morulas compactas (Figura 6) ou blastocistos
iniciais a partir do 5° ou 6° pés-fertilizacdo. A implantacdo do embrido inicia apos 13

dias da monta ou IA (Santana, 2012).

2.6.1 Recuperacao e classificagdao de embrides em gatas

Para a realizacdo da transferéncia de embrides € necessaria uma
sincronizagao do ciclo das gatas doadoras e receptoras tornando-as compativeis
(Reichenbach et al., 2002). Apo6s a indugao do estro e da ovulagao, ocorre a monta
natural ou a inseminacéo artificial (Fonsesa et al., 2007).

A técnica mais utilizada para realizacdo da coleta ou recuperacdo dos
embrides é atraveés de cirurgia e deve ser realizada entre 6 e 9 dias apds a monta ou
IA. O procedimento principal é a laparotomia, através da canulagao e lavagem dos
cornos uterinos separadamente, sendo a coleta transcornual a menos traumatica e

mais eficaz (Swanson et al., 1996).
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Santana (2005) descreve que quando a recuperagao é realizada por meio de
lavagem uterina transcornual, é necessario expor simultaneamente as extremidades
tubaricas de cada corno uterino, fazendo a estabilizacdo dos mesmos utilizando
pingas hemostaticas no ligamento proprio do ovario. Posteriormente, realiza-se a
cateterizagdo dos cornos com catéter venoso calibre 18 G acoplado a uma seringa
preenchida com o meio de coleta (Talp Hepes) e outra seringa vazia, formando um
circuito, onde é produzido um fluxo continuo através da injegdo do meio de coleta e
a aspiragao simultanea do material injetado pela seringa vazia, possibilitando a
infusdo do meio de coleta nos cornos uterinos e recuperagao dos embrides. O
lavado uterino é depositado em uma placa de petri estéril onde é realizada a
avaliacado microscopica e classificagdo dos embrides recuperados (Junior et al.,
2008).

Os embribes coletados podem ser classificados em 4 graus, sendo o grau |
(Figura 7) excelente ou bom, sendo o embrido simétrico e esférico, sem
irregularidades e pelo menos 85% do embrido viavel e intacto. O grau Il é definido
como regular, possuindo irregularidades moderadas, porém com no minimo 50% do
embrido viavel e intacto. O grau lll é definido como pobre, onde ha irregularidades
maiores e 25% do material intacto e viavel. J& o grau IV é definido como
degenerado, onde o embrido nao é viavel (Filho et al., 2013). Apenas os embrides
classificados como grau I, Il ou Illl podem ser utilizados para realizacdo da

transferéncia (Pazzim, 2021).

2.6.2 Criopreservacgao e vitrificagcao de embrioes.

A criopreservacgao visa manter o embrido em estado de baixa atividade
metabdlica. A desidratagao celular ocasionada pelo processo de criopreservagao ou
vitrificacdo auxilia na manutengdo da viabilidade embrionaria por tempo
indeterminado (Dode et al., 2013). Pope (2019) alega que o embrido criopreservado
tem um maior desenvolvimento dos blastocistos, enquanto os embrides frescos
possuem um menor desenvolvimento tanto in vitro quanto in vivo.

Para nao haver danos celulares ao embrido, faz-se necessaria a utilizacao
de crioprotetores (Pope, 2019), de acordo com o protocolo de congelamento
utilizado (Moya-Araujo et al., 2010).

Os crioprotetores podem ser divididos em dois tipos, de acordo com a

capacidade de atravessar a membrana celular: intracelulares/penetrantes e
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extracelulares/ndo penetrantes. Os primeiros possuem um baixo peso molecular, a
exemplo: glicerol, DMSO, etanol e metanol, e atuam reduzindo a concentragao de
eletrdlitos extracelulares, minimizando a formacdo de gelo intracelular e
estabilizando as membranas das células. A sua concentragao pode variare 1.0 a 4.0
molares (Aller et al., 1995). J& os segundos crioprotetores incluem os agucares
como a glicose, sorbitol e manitol, eles podem apresentar um bom efeito
estabilizador mas, sozinhos, ndo séo crioprotetores eficazes para o congelamento,
sendo entdo melhores utilizados em associacdo aos crioprotetores intracelulares
(Monte, 2013).

Em gatos, os embrides podem ser criopreservados com diferentes curvas de
resfriamento até atingirem o congelamento, que pode ser lento ou classico, sendo o
segundo o mais utilizado (Dode et al., 2013). Whittingham (1980) relata que a curva
padrdo é feita com um resfriamento inicial de -2°C por minuto até -7°C com um
resfriamento final de -0,3°C a -0,5°C por minuto até -32°C, e depois realizar a
imersao em nitrogénio liquido.

Um outro meio de criopreservagao embrionaria é a vitrificagdo, que consiste
em um congelamento rapido através da elevacdo da viscosidade durante o
resfriamento (Dode et al., 2013), e é vista como um procedimento menos oneroso e
mais simples. Ela é feita baseada na desidratagdo do embrido através de altas
concentracdes de crioprotetores que antecede a imersao no nitrogénio liquido. A
juncdo da alta concentragdo de crioprotetores e a rapida curva de congelamento
resulta na solidificagdo sem gerar a cristalizagao celular (Moya-Araujo et al., 2010).
Um dos beneficios dessa técnica € a minimizagcdo dos danos causados pelo
resfriamento, porém um dos maleficios € o maior risco de dano osmoético e toxico em

fung&o dos crioprotetores em altas concentracdes (Monte, 2013).

2.7 Fertilizagao in vitro (FIV)

A fertilizacdo in vitro pode ser aplicada para melhoria da técnica, no
tratamento da infertilidade e aumento das populagdes de certas espécies de felideos
silvestres ou certas ragas de gatos domésticos (Martins e Lopes, 2008). A eficacia
da fertilizagao in vitro depende bastante da qualidade dos odcitos, da sua maturagao
e selecao (Kochan et al, 2020). A manipulagao do ciclo estral € uma fase importante
a fim de estimular e sincronizar a atividade ovariana nas doadoras e nas receptoras
do embrido (Villaverde, 2005).
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Os ovarios podem ser armazenados e transportados em solugdes salinas
que contém antibidticos e solugéo fisioldgica 0,9% a 38°C, sendo armazenados de 1
a 6 horas antes da remocao dos odcitos (Magalhaes, 2013). Meios comerciais de
uso humano também podem ser utilizados (Kochan et al, 2020). Os odcitos podem
ser recuperados por laparotomia ou laparoscopia, através da técnica de fatiamento
em placas contendo meio de cultivo tamponado, aspiracdo dos foliculos, ou
disseccéo folicular sob lupa com agulha (Oliveira et al., 2014).

A laparotomia necessita de um ambiente cirdrgico bem equipado e equipe
treinada. A coleta de odcitos post mortem é feita realizando a aspiracao do fluido
folicular com seringa e agulha ou através de uma escarificagdo ovariana que atinja o
cortex ovariano, caso os o0ocitos recuperados estejam imaturos, estes devem ser
maturados in vitro (Swanson et al., 2006).

O complexo cumulus-odcitos (COC) € composto pelo odécito e as células do
cumulus, também chamadas de células da corona radiata, que estdo circundando o
oocito. A principal fungdo das células do cumulus é a fusdo do odcito e do
espermatozoide (Filho et al., 2013). O COC tem aparéncia escura e pode ser
classificado em 3 graus: O grau | € quando o odcito apresenta-se uniforme e muito
pigmentado, com duas ou mais camadas de células do cumulus bem aderidas; O
oocito grau Il possui apenas duas camadas ou menos de células do cumulus bem
aderidas. Ja, quando classificado como grau lll, o oécito é granulado e nao uniforme,
ha menos pigmento e as células da corona radiata estdo esparsas (Martins e Lopes,
2008). Alguns autores ainda adicionam um quarto grau, representado por odcitos
degenerados com defeitos morfoldgicos, zona pelucida danificada, formato
distorcido ou citoplasma fragmentado (Oliveira et al., 2014).

Os COCs selecionados para FIV deverao ser aqueles de grau | a lll (Filho et
al., 2013) e, para essa biotécnica, os principais meios de maturagao in vitro
utilizados necessitam de gonadotrofinas como FSH e LH, fontes de energia como
piruvato, fonte proteica, agentes antioxidantes como a cisteina e antibidticos. Os
principais meios utilizados o TCM 199 (Tissue culture medium) e MEM (Minimum
essential medium). A maturagdo pode durar de 30 a 36 horas, com 40 a 70% dos
odcitos alcangando a maturagao em até 24 horas de cultivo (Magalhaes, 2013).

Para realizacdo da FIV ¢é necessario fazer a descongelacdo dos
espermatozoides que estdo congelados e apés a fertilizagdo o zigoto deve ser

transferido para um meio pré-equilibrado sob éleo mineral e cultivado por até 8 dias,
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sendo metade do meio de cultura trocado por um fresco a cada 2 dias (Kochan et al,
2020).

2.8 Clonagem e transgenia

A clonagem é uma técnica realizada por meio de transferéncia nuclear cuja
finalidade € produzir um organismo com caracteristicas fisicas e bioldgicas
semelhantes ao de outro ser vivo ja existente com material genético advindo de
qualquer célula somatica de um individuo, que é adicionado a um odcito nao
fecundado, cujo nucleo fora retirado, sendo formado um zigoto a partir de um nucleo
doador para um citoplasma receptor por meio da fusdo das membranas plasmaticas
por eletrofusdo, ndo sendo necessario de gametas (Rispoli, et al, 2014).

Shin et al., (2002) realizaram o primeiro relato de clonagem em gato
domeéstico utilizando a técnica de transplante nuclear. A metodologia consistiu na
utilizacdo de nucleos de outro tipo celular para transferéncia, obtidos por cultura
primaria de ceélulas do cumulus coletadas de uma gata adulta. Em um dudnico
experimento, trés embrides clonados derivados de células cumulus e dois embrides
clonados derivados de células de fibroblastos foram transferidos para uma gata
receptora. A gestacgao foi confirmada por ultrassonografia apds 22 dias de gestagéo
e o filhote nasceu por cesariana, 66 dias apos a transferéncia do embriao.

Na reproducédo felina, a clonagem pode ser uma boa estratégia para
conservagao do material genético de espécies ameagadas de extingdo, quando se
trata de felideos selvagens (Mattos, 2001).

Porém, apesar da técnica de clonagem ter sido realizada em diversos
laboratérios, sua taxa de sucesso é baixa, que pode ser devido a erros no cultivo
dos embrides, na fase de pré-implantagcdo, no meio de cultivo entre outras coisas
(Silva, 2017). A partir do primeiro animal clonado, a ovelha Dolly, iniciaram-se varias
tentativas de clonagem, que resultaram em abortos, envelhecimento precoce ou
nascimento de filhotes com malformagdes, animais com doencgas cardiacas ou
respiratorias e anomalias placentarias (Assungao e Arns, 2021).

Por sua vez, os animais transgénicos sdo produzidos através da introdugao
de acido desoxirribonucleico (DNA) exégeno em embrides pré-implantacionais, que
€ expresso em todos os tecidos do individuo resultante. A razdo para criagdo de
individuos transgénicos pode ser para obtengdo de novos conhecimentos ou

melhorar as caracteristicas genéticas de um animal, porém, ha muitas questdes a
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serem debatidas acerca do tema, principalmente em fung¢ao da bioética e bem estar
animal (Wheeler, et al, 2002).

Apesar da clonagem apresentar significativos avangos na veterinaria, ainda
se mostram necessarios a realizagdo de estudos complementares que comprovem
a eficacia da técnica desde a extragdo do material genético, até a vida adulta de um

animal clonado (Trecenti e Zappa, 2013).
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

Em fungdo de um aumento crescente nos niveis de interesse por felinos
domésticos, surge cada vez mais a necessidade de se criar produtos e/ou técnicas
especializadas para a espécie. As biotecnologias reprodutivas em gatos domésticos
tém sido debatidas e aplicadas cada vez mais entre a espécie, sob a justificativa de
aprimoramento dessas técnicas de reproducao assistida, melhorar caracteristicas
genéticas desejaveis nesses animais, resolver problemas reprodutivos e até mesmo
aperfeicoar técnicas bioreprodutivas em felideos silvestres e selvagens como
estratégia de conservacgao.

Apesar disso, nenhum protocolo dentre todas as técnicas existentes de
reproducgao assistida garante eficacia, havendo a necessidade de realizagao de mais
estudos acerca do tema, a fim de se obter melhorias dos procedimentos e das suas
taxas de sucesso visto que a medicina felina tem ganhado cada vez mais espaco
dentre a medicina veterinaria, e tem-se visto muitas subareas da veterinaria

direcionadas apenas para os gatos domésticos.
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