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RESUMO

VILLAVERDE, ANA IZABEL SILVA BALBIN. Comparação entre dois métodos de

inseminação artificial utilizando sêmen congelado em gatos domésticos (Felis

catus). Botucatu, 2007. 97p. Dissertação de mestrado. Universidade Estadual

Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinária e

Zootecnia, Campus de Botucatu.

O objetivo deste estudo foi comparar a eficiência das técnicas de

inseminação artificial intra-vaginal (IAIV) e intra-uterina (IAIU) com sêmen

congelado/descongelado em gatos domésticos através da taxa de prenhez. O

ejaculado de dois gatos adultos foi colhido com vagina artificial e o sêmen

avaliado para motilidade (CASA), morfologia espermática e integridade de

membrana plasmática. Após diluição em meio TRIS/OEP (4% de glicerol), as

amostras foram envasadas em palhetas francesas de 0,25 mL (25 x 106 de

espermatozóides móveis) as quais, após 20 minutos à 5ºC, permaneceram por

15 minutos em vapor de nitrogênio líquido, sendo posteriormente mergulhadas.

Para cada IA, quatro palhetas do mesmo gato foram descongeladas por 12

segundos à 46ºC e centrifugadas a 250xg por 8 minutos. O pellet ressuspendido

em 100 µL do meio foi analisado como descrito anteriormente. Nas gatas, o estro

e a ovulação foram induzidos com 100 UI de eCG e, após 84 horas, 100 UI de

hCG. Após 30 horas da indução da ovulação, as gatas foram inseminadas pelo

método intra-uterino ou intra-vaginal, com o sêmen obtido do gato A ou B (n=8

gatas para cada método de IA). Para a análise estatística os testes de Tukey e

de Wilcoxon foram utilizados para as variáveis de qualidade espermática,

enquanto o teste de Fisher foi usado para comparar os métodos de IA,

estabelecendo diferença significativa quando p<0,05. Embora tenha sido

observada uma queda acentuada de motilidade, integridade de acrossomo e

integridade de membrana plasmática nas amostras seminais descongeladas de

ambos os gatos, um índice de prenhez de 75% foi alcançado quando utilizado o

método de IA intra-uterino, contra 0% com o método intra-vaginal.
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Palavras-chave: gato doméstico, inseminação artificial, sêmen congelado,

fertilidade.
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ABSTRACT

VILLAVERDE, ANA IZABEL SILVA BALBIN. Comparison between two artificial

insemination methods using frozen/thawed semen in domestic cats (Felis catus).

Botucatu, 2007. 97p. Dissertação de mestrado. Universidade Estadual Paulista

“Júlio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia,

Campus de Botucatu.

The aim of this study was to compare the efficiency of the intravaginal and

the intrauterine artificial insemination methods using domestic cat frozen/thawed

semen by determining the pregnancy rate. The sperm was collected from two

tom cats using an artificial vagina and the samples were assessed for motility

(CASA), sperm morphology and plasma membrane integrity. After dilution with

TRIS/OEP (4% of glycerol), the sperm samples were loaded into 0.25 mL straws

(25 x 106 of sperm cells presenting motility) which, after 20 minutes under 5ºC,

were placed in liquid nitrogen vapour for 15 minutes, being afterwards immersed.

For each AI, four straws from the same male were thawed during 12 seconds at

46ºC and centrifuged at 250xg for 8 minutes. The pellet was ressuspended in

100 µL of the extender and analyzed as described above. In the queens, estrus

and ovulation were induced using 100 UI of eCG and, after 84 hours, 100 UI of

hCG. After 30 hours from the ovulation induction, the females were inseminated

by the intrauterine or by the intravaginal methods, using the semen obtained by

male A or B (n=8 females for each AI method). For statistical analysis the Tukey

test and the Wilcoxon test were used for the sperm quality results, while the

Fisher test was used to compare the two AI methods, with p<0.05 taken as

significant. Although a pronounced decrease in motility, acrosome integrity and

plasma membrane integrity were observed for the sperm samples from both cats,

a pregnancy rate of 75% was achieved when using the intrauterine AI method,

against 0% with the intravaginal AI method.

Keywords: domestic cat, artificial insemination, frozen semen, fertility.
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INTRODUÇÃO

Os gatos domésticos (Felis catus), por serem animais de companhia,

não apresentam a finalidade de multiplicação da população como observada

em outras espécies de animais de produção. Atualmente, o controle

populacional de cães e gatos através de métodos anticoncepcionais vem sendo

extensivamente discutido, principalmente, nos grandes centros urbanos.

Apesar desse fato, e devido a diversos fatores como; problemas

comportamentais, físicos, de distância entre os reprodutores ou para um maior

aproveitamento de animais com boa genética racial, as biotécnicas da

reprodução vêm ocupando um papel discreto em gatis comerciais e,

especialmente, de pesquisa; onde os gatos podem servir como modelo

experimental para 36 anormalidades e defeitos metabólicos homólogos a

doenças humanas (MIGAKI, 1982). Não obstante, devido a semelhanças

fisiológicas com os demais membros da família felídea, facilidade de manejo e

maior número de exemplares, o gato doméstico é um importante modelo

experimental para os felinos selvagens ameaçados de extinção, especialmente,

nas pesquisas ligadas às biotécnicas da reprodução.

Das 37 espécies de felídeos, com exceção apenas do gato doméstico,

todas estão ameaçadas de extinção, segundo a Convenção de Tráfico

Internacional de Espécies Ameaçadas (CITES 1973). Como conseqüência da

redução do número de animais e destruição do habitat, os felinos selvagens

ficam sujeitos ao isolamento e, assim, a diminuição da variabilidade genética

que leva a redução da fertilidade, maior susceptibilidade às doenças e

elevação da mortalidade infanto-juvenil (BALLOU, 1992; WILDT et al., 1995).

Os programas de conservação in situ e ex situ para algumas espécies

de mamíferos ameaçadas de extinção podem ser beneficiadas com a utilização

das técnicas de reprodução assistida, tais como; inseminação artificial (IA),

transferência de embrião (TE), fertilização in vitro (FIV), micromanipulação de

gametas/ embriões, sexagem espermática e clonagem. Uma das principais

aplicações da IA na conservação é evitar a depressão genética causada pela

fragmentação de grupos em vida livre, também podendo ser utilizada para

contornar problemas físicos ou comportamentais que inviabilizem o
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acasalamento e para evitar o transporte de animais para fins de acasalamento

(PUKAZHENTHI & WILDT, 2004).

Na tentativa de minimizar o processo de extinção dos felinos selvagens,

foi idealizado um Banco de Recursos Genéticos para o armazenamento de

materiais biológicos, como gametas e embriões congelados, permitindo o

transporte a qualquer distância e armazenamento por tempo indeterminado

deste material (LEIBO & SONGSASEN, 2002). A utilização desse material

armazenado através das biotécnicas da reprodução é importante, uma vez que,

reduz o intervalo entre as gerações e permite que maiores níveis de variação

genética sejam mantidos em populações pequenas (BALLOU, 1992).

Apesar das taxas de prenhez após IA utilizando sêmen fresco terem se

mostrado melhor (HOWARD et al., 1992; TANAKA et al., 2000b; TSUTSUI et

al., 2000ab), o sêmen congelado apresenta maior aplicabilidade para os

programas de conservação de animais selvagens, pois permite a realização de

um banco genético e o transporte do material por longas distâncias. Desta

forma, torna-se essencial o desenvolvimento de técnicas de IA utilizando o

sêmen descongelado visando melhorar sua eficiência, resultando assim em

melhores taxas de prenhez.

Após o processo de congelação, evidencia-se uma queda acentuada na

qualidade do sêmen felino, devido principalmente a danos causados nas

membranas plasmáticas e acrossomais (PUKAZHENTHI et al., 1999; LEIBO &

SONGSASEN, 2002). Quanto a utilização das gonadotrofinas exógenas,

necessária para o processo de IA na maioria dos felinos, são enfrentados

problemas decorrentes de fatores como; hiperestimulação ovariana (HOWARD

et al., 1992; DONOGHUE et al., 1992; SWANSON et al., 1996a; GRAHAM et

al., 2000) e diferenças na sensibilidade a estimulação hormonal entre as

espécies de felinos (SWANSON & BROWN, 2004). Desta forma, o sucesso da

inseminação artificial com sêmen congelado em felinos é um duplo desafio,

pois além da notável queda na fertilidade do sêmen após descongelação, a

indução hormonal ainda do estro e/ou ovulação ainda não está bem

estabelecida.
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OBJETIVO

O objetivo principal deste estudo foi comparar a eficiência de duas

técnicas de inseminação artificial, intra-vaginal e intra-uterina, com sêmen

congelado/descongelado em gatos domésticos, através da taxa de prenhez

obtida em cada método. Também foram avaliadas:

� A eficiência do protocolo de congelação/descongelação do sêmen,

estabelecido para este estudo.

� A resposta ovariana das gatas ao protocolo de indução do estro e

ovulação, utilizando as gonadotrofinas exógenas.
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REVISÃO DE LITERATURA

1. Gata doméstica

1.1. Fisiologia reprodutiva

A gata doméstica é classificada como poliéstrica estacional,

apresentando ciclo estral associado ao fotoperíodo positivo e, apesar da

influência de diferentes latitudes e raças, o período de luz por dia tem um

impacto maior no desencadeamento e duração da atividade ovariana nesta

espécie (DAWSON, 1941; SHILLE et al., 1979; HURNI, 1981; LEVYA &

STABENFELDT, 1983; LEVYA et al., 1989a). Nas gatas, a melatonina está

envolvida na modulação do eixo hipotálamo-hipófise-ovário (LEVYA et al.,

1989ab; GRAHAM et al., 2004), como em outras espécies que apresentam

sazonalidade reprodutiva (PALMER et al., 1982).

O ciclo estral nas gatas apresenta duração média de 2 a 3 semanas,

com uma ampla variação de 5 a 73 dias (JEMMET & EVANS, 1977),

dependendo, especialmente, no desencadeamento da ovulação (PAAPE et al.,

1975). Nas gatas, o ciclo estral pode ser dividido em cinco fases; pro-estro,

estro, interestro, diestro (pseudogestação) e anestro.

A fase de pro-estro, observada apenas em algumas gatas, apresenta

duração de 12 a 72 horas (média de 48 horas). Essa fase está associada ao

aumento das concentrações séricas de estradiol, o qual é secretado pelas

células da granulosa (SHILLE et al., 1979) e responsável por alterações no

comportamento tais como; maior docilidade, vocalização, rolamento do corpo,

fricção da cabeça contra objetos, lordose do posterior e atração do macho sem

permitir o coito (FELDMAN & NELSON, 1996, JOHNSTON et al., 2001).

Após o pro-estro, a gata entra na fase de estro com duração de 2 a 19

dias, não havendo diferença neste período quando ocorre a ovulação (SHILLE

et al., 1979; WILDT et al., 1981; ROOT et al., 1995). Essa fase caracteriza-se

pela receptividade a monta e ocorre durante o pico de secreção do estradiol,

com concentrações séricas de até 70 pg/ mL (SHILLE et al., 1979). Nessa fase,

a gata apresenta acentuação dos sinais comportamentais do pro-estro,
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exibindo lordose, desvio lateral da cauda, atraindo o macho e permitindo o coito

(GOODROWE et al., 1989; FELDMAN & NELSON, 1996; JOHNSTON et al.,

2001).

Quando a ovulação não é desencadeada, a gata passa por uma fase de

interestro, que compreende o período entre um estro e o pro-estro seguinte,

sendo essa exclusiva das espécies de ovulação induzida (FELDMAN &

NELSON, 1996). Essa fase apresenta duração média de 8 a 15 dias e é

caracterizada pela regressão dos folículos pré-ovulatórios (FPOs) e o

surgimento de uma nova onda folicular (SHILLE et al., 1979; GOODROWE et

al., 1989).

Nos casos em que a ovulação é desencadeada, as gatas entram na fase

de diestro, caracterizada pela presença do corpo lúteo (CL). Durante o diestro,

as concentrações séricas de progesterona variam de 1,5 até mais de 20 ng/ mL

(SCHMIDT et al., 1983). Essa fase dura, aproximadamente, 40 dias na fêmea

em pseudogestação e 60 dias na fêmea prenhe, culminando com a luteólise,

quando as concentrações plasmáticas de progesterona ficam abaixo de 1,5 ng/

mL (PAAPE et al., 1975; WILDT et al., 1981; SCHMIDT et al., 1983). Após 7 a

10 dias da luteólise, uma fase de estro pode ocorrer, embora a lactação possa

causar anestro com duração de até 2 a 3 semanas após o parto (WILDT et al.,

1981; SCHMIDT et al., 1983).

A fase de anestro é caracterizada pela ausência de atividade ovariana,

com folículos antrais superficiais de diâmetro médio de até 0,5 mm e

concentrações basais de progesterona e estradiol séricos (FELDMAN &

NELSON, 1996).

Nas gatas domésticas, a ovulação é desencadeada pelo estimulo

mecânico do coito (CUEVA-RÓLON et al., 1994), responsável por induzir a

secreção de GnRH (hormônio liberador de gonadotrofinas), que por sua vez

promove a liberação pulsátil de LH (hormônio luteinizante) e subseqüente

ovulação (ROBINSON & SAWYER, 1987). A ovulação, normalmente, ocorre

entre 29 a 40 horas após a estimulação, com ruptura simultânea de todos os

FPOs (2,5 a 3,5 mm) presentes nos ovários (CONCANNON et al., 1980;

WILDT et al., 1981; SHILLE et al., 1983). A magnitude do pico de LH depende

do número de cópulas, uma vez que apenas metade das fêmeas, após uma

única cópula, mostrou-se capaz de produzir uma quantidade adequada de LH
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para induzir a ovulação (CONCANNON et al., 1980; WILDT et al., 1980). Banks

& Stabenfeldt (1982) observaram que a habilidade da gata para liberar o LH em

resposta ao coito é dependente do tempo de exposição do hipotálamo e/ou

hipófise anterior ao estrógeno.

Apesar das gatas serem classificadas como animais de ovulação

induzida, foi observado que quando mantidas em grupo, as fêmeas podem

ovular mesmo na ausência do coito ou estímulo similar [35% (LAWLER et al.,

1993) e 67% (GUDERMUTH et al., 1997; GRAHAM et al., 2000)]. Esse fato

indica que estímulos visuais ou olfatórios (feromônios) podem estar envolvidos

no desencadeamento da ovulação em gatas domésticas (GUDERMUTH et al.,

1997).

1.2. Indução do estro e ovulação

A manipulação do estro e ovulação nos felinos é importante pois permite

maior aproveitamento de fêmeas em anestro, com ciclos irregulares ou de

difícil detecção do cio natural, como no caso dos felinos selvagens. Os

protocolos de indução também são essenciais para a aplicação de biotécnicas

como; IA, TE, FIV, entre outras. Por exemplo, devido à ausência do coito na

técnica de IA, estímulos mecânicos ou hormonais são necessários para

desencadear a ovulação (SOJKA et al., 1970; PLATZ et al., 1978; HOWARD et

al., 1992; TSUTSUI et al., 2000ab).

Em gatas domésticas, o desenvolvimento folicular pode ser estimulado

através da utilização de hormônios exógenos como o FSH (hormônio folículo

estimulante) (PLATZ et al., 1978; WILDT et al., 1978; DRESSER et al., 1987;

TSUTSUI et al., 1989; POPE et al., 1993; VERSTEGEN et al., 1993) ou eCG

(gonadotrofina coriônica eqüina) (CLINE et al., 1980; GOODROWE et al.,

1988a; HOWARD et al., 1992; SWANSON et al., 1997; POPE et al., 2006) e a

maturação final dos folículos e ovulação podem ser induzidos com a aplicação

de GnRH (CHAKRABORTY et al., 1979; GOODROWE & WILDT, 1987;

SWANSON & GODKE, 1994), hCG (gonadotrofina coriônica humana) (SOJKA

et al., 1970; PLATZ et al., 1978; WILDT et al., 1978; HOWARD et al., 1992;

TANAKA et al., 2000b; TSUTSUI et al., 2000ab) ou LH (POPE et al., 2006).

Existem vários protocolos utilizando esses hormônios em diferentes doses e
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freqüências de aplicação. A indução da ovulação também pode ser realizada

através de estimulação mecânica da vagina com um swab de algodão, uma

haste de vidro (FELDMAN & NELSON, 1996) ou com um macho

vasectomizado (PLATZ et al., 1978).

Doses diárias de 2 mg de FSH, durante cinco a sete dias, demonstraram

resultados satisfatórios de comportamento estral e de desenvolvimento folicular

e alta porcentagem de fertilidade (71,4%) após monta natural (WILDT et al.,

1978). Em contra partida, Tsutsui et al (1989) utilizando doses diárias de FSH

menores (1 mg) obtiveram baixos índices de fertilidade (38,6%) após monta

natural. Dresser et al. (1987) encontraram melhores resultados na resposta

ovariana e recuperação de embrião após a utilização de FSH em doses diárias

de 0,75 a 1 mg por cinco dias e 0,25 mg no sexto dia.

A utilização do eCG em dose única (100 UI) nas gatas em anestro,

seguido de uma injeção de hCG (50 UI) após cinco a sete dias, levou a

resultados de ovulação e de prenhez comparáveis à monta natural (CLINE et

al., 1980). O eCG, quando utilizado para o protocolo de IA na dose de 100 UI,

resultou em alta porcentagem de gatas com atividade folicular (53 de 54,

98,1%) (HOWARD et al., 1992)

Takaya (1989), comparando a utilização de FSH e eCG na estimulação

da atividade ovariana, observou maior número de ovulações e melhor taxa de

recuperação embrionária após o uso de eCG. Adicionalmente, o eCG, por

permanecer mais tempo na circulação (120 horas - SWANSON et al., 1997), é

administrado em dose única, ao contrário do FSH que necessita de múltiplas

injeções (meia vida de 48 a 93 minutos - WILDT et al., 1978). Por essa razão, a

utilização do eCG é mais conveniente quando se trabalha com felinos

selvagens, uma vez que diminui o estresse causado pelo manejo excessivo.

O hCG desencadeia a ovulação em gatas após 26 a 29 horas de sua

aplicação (SOJKA et al., 1970; SHILLE et al., 1983). Recentemente, foi

observado que mais de 40% das fêmeas em cio natural apresentaram ovulação

após 15 a 20 horas do hCG (TSUTSUI et al., 2000a), sugerindo tanto a

existência de grande variação entre os tempos de ovulação quanto a

ocorrência de ovulação espontânea, uma vez que essas fêmeas foram

mantidas em colônias (LAWLER et al., 1993; GUDERMUTH et al., 1997).



Revisão de literatura 11

Após utilização de eCG para indução do estro, o hCG deve ser

administrado dentro de 80 a 88 horas, pois a qualidade dos oócitos e as taxas

de clivagem in vitro podem ser comprometidas após intervalos menores ou

maiores (GOODROWE et al., 1988b; DONOGHUE et al., 1992).

Tanaka et al. (2000b), trabalhando com gatas do segundo ao quarto dia

do estro natural, obtiveram 100% de ovulações com 100 UI de hCG em duas

doses com intervalo de 24 horas e de 91,7% com 250 UI de hCG em dose

única. Howard et al. (1992) não encontraram diferenças na porcentagem de

ovulações, no número de CLs detectados no momento da IA, na taxa de

prenhez e nem no número e qualidade de embriões recuperados após seis dias

quando utilizaram 75 ou 100 UI de hCG em dose única. Em adição, a utilização

de 25 µg do GnRH em dose única resultou em 100% de gatas com ovulação de

todos os folículos presentes (CHAKRABORTY et al., 1979).

Apesar das gatas responderem bem aos tratamentos hormonais,

apresentando crescimento folicular, comportamento estral e ovulação, foram

observadas baixas taxas de fertilidade in vitro (GOODROWE et al., 1988b) e in

vivo (TSUTSUI et al., 1989) e um número reduzido de filhotes nascidos por

ninhada (GOODROWE et al., 1988b; HOWARD et al., 1992).

Nas gatas domésticas, após tratamento com eCG e hCG, foram

observados múltiplos folículos ancilários (SWANSON et al., 1996a; GRAHAM

et al., 2000) e CLs acessórios (GOODROWE et al., 1988b; HOWARD et al.,

1992) presentes nos ovários após seis a sete dias da aspiração folicular ou IA.

O desenvolvimento de novos folículos vários dias após a ovulação também foi

observado em protocolos com FSH e hCG (WILDT et al., 1978). Esses folículos

ancilários são responsáveis por alterações hormonais como elevação tardia e

mais prolongada do estrógeno (CHAN et al., 1982; GRAHAM et al., 2000).

Aparentemente, essas alterações hormonais não influenciam a qualidade ou o

estágio de desenvolvimento embrionários, embora os níveis elevados de

estrógeno possam afetar o transporte embrionário através do oviduto

(GRAHAM et al., 2000). Atraso semelhante no transporte embrionário através

do oviduto foi observado por Herron & Sis (1974) após administração exógena

de estradiol em gatas.

Roth et al. (1997) relataram uma produção de embriões de boa

qualidade, com metade dos embriões na fase de blastocisto, em gatas tratadas
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com eCG e monta natural. Adicionalmente, a utilização de soro neutralizante

anti-eCG em gatas, após tratamento com eCG e hCG, não foi efetiva na

prevenção da formação de folículos ancilários e de CLs secundários

(SWANSON et al., 1996a). Mais adiante, uma vez provada a capacidade

foliculogênica e permanência prolongada na circulação (96 horas) (SWANSON

et al., 1997), o hCG foi implicado no desenvolvimento dessas estruturas

ovarianas secundárias. Embora o eCG, quando administrado antes do hCG,

possa estimular um crescimento folicular adicional e potencializar a resposta

dos folículos antrais jovens às atividades foliculogênica e luteotrófica

intrínsecas do hCG (SWANSON et al., 1997).

Atualmente nas gatas domésticas, a inibição da atividade ovariana tem

sido utilizada previamente a aplicação de protocolos de indução do estro com

gonadotrofinas exógenas, visando obter uma resposta mais previsível e

uniforme. Hormônios como os progestágenos (levonorgestrel) (PELICAN et al.,

2000), a melatonina (GRAHAM et al., 2004) e os antagonistas do GnRH

(PELICAN et al., 2000) já foram testados em gatas domésticas. Quando os

progestágenos foram utilizados anteriormente à indução do estro, foram

observados um número maior de embriões após a FIV (PELICAN et al, 2001) e

uma resposta ovariana mais consistente para a técnica de IA, com ovulações

previsíveis (PELICAN et al., 2004).

Gatas estimuladas repetidamente usando eCG e hCG, com intervalos de

45 a 50 dias, apresentaram uma redução no desenvolvimento folicular e na

maturidade dos oócitos recuperados a partir do terceiro tratamento (SWANSON

et al., 1995). Esse achado foi atribuído a uma produção de imunoglobulinas

ligadoras de gonadotrofinas pelo sistema imune (SWANSON et al., 1995). A

mesma alteração na resposta ovariana pode ser observada depois de repetidos

tratamentos com FSH (POPE et al., 2000). Assim, para a redução da resposta

imune, intervalos de no mínimo quatro meses entre os sucessivos tratamentos

são recomendados (SWANSON et al., 1996b). Alternar os tratamentos com

FSH e eCG, embora tenha dado bons resultados (POPE et al., 1994), fêmeas

refratárias ao eCG e tratadas com FSH apresentaram melhora no

desenvolvimento dos folículos ovarianos, mas não na maturidade dos oócitos

(SWANSON et al., 1995).
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1.3. Inseminação artificial

A técnica de IA pode ser benéfica para: 1) indivíduos que falham no

cruzamento devido à incompatibilidade sexual, a dificuldades físicas ou

médicas; 2) aumentar a diversidade genética dentro de uma população e

expandir o pool genético através de cruzamentos com indivíduos selecionados

e; 3) distribuição segura do sêmen entre diferentes localizações geográficas,

sem o risco e custo de transportar os animais.

Em gatos domésticos, a primeira prenhez após IA foi obtida em 1970 por

Sojka et al., que utilizaram sêmen fresco e inseminação artificial intra-vaginal

(IAIV). Após seis anos, Platz et al. reportaram o nascimento de filhotes

utilizando sêmen congelado e IAIV. Em 1992, foi realizada a primeira

inseminação artificial intra-uterina (IAIU) (HOWARD et al., 1992). Até o

momento, existem poucos estudos a respeito da técnica de IA em gatos

domésticos. Um resumo desses trabalhos se encontra no Quadro 1.

Local de
inseminação Sêmen

Dose
inseminante

(106)

Volume
inseminante

(µL)
Estro

Momento
da IA após
hCG (horas)

Taxa de
prenhez

(%)
Referência

Intra-vaginal Fresco
(ejaculado)

1,25 a 50 100 Natural 24 a 41 50 Sojka et al., 1970

Intra-vaginal Fresco
(ejaculado)

5 100 Natural 0 e 24 75 Sojka et al., 1970

Intra-vaginal Fresco
(ejaculado)

80 50 a 100 Natural 15 a 30 77,8 Tanaka et al.,
2000a

Intra-vaginal Congelado
(ejaculado)

50 a 100 100

Natural
ou

Induzido
(FSH)

24 e 48 10,6 Platz et al., 1978

Intra-uterino
Bilateral

Fresco
(ejaculado)

6,6 200 Induzido
(eCG)

25 a 33
(Pré ovulação)

14,3
Howard et al.,

1992

Intra-uterino
Bilateral

Fresco
(ejaculado)

6,6 200 Induzido
(eCG)

31 a 50
(Após ovulação)

50
Howard et al.,

1992

Intra-uterino
Unilateral

Fresco
(ejaculado)

8 30 Natural 15 a 30 80
Tsutsui et al.,

2000a

Intra-uterino
Unilateral

Congelado
(ejaculado)

50 30 Natural 15 a 20 57,1
Tsutsui et al.,

2000b

Intra-uterino
Unilateral

Congelado
(epidídimo)

50 40 Natural 20 27,3
Tsutsui et al.,

2003

Tuba-uterina
Bilateral

Fresco
(ejaculado)

4 10 a 20 Natural 15 a 20 42,9
Tsutsui et al.,

2001

QUADRO 1. Taxas de prenhez em gatas domésticas utilizando as técnicas de inseminação

artificial intra-vaginal, intra-uterina e na tuba uterina com sêmen congelado ou fresco.
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O local de deposição do sêmen na monta natural ou na IA determina as

barreiras anatômicas que os espermatozóides terão que transpor durante o seu

trânsito até o local de fertilização. Nos gatos domésticos, ainda não foi

determinado o exato local de deposição do sêmen após a monta natural.

Devido a características anatômicas como; tamanho do pênis ereto do gato

(comprimento de 21,2 +/- 2,2 mm e largura de 5,1 +/- 0,5 mm), profundidade da

vagina na gata (45 a 50 mm) e lúmen de apenas 1 mm na vagina anterior, a

qual é constituída de tecido não flexível, acredita-se que o sêmen seja

depositado de 15 a 20 mm caudal a cérvix, na vagina posterior (WATSON &

GLOVER, 1993; SWANSON & GODKE, 1994).

Para a técnica de IA, nos gatos domésticos o sêmen pode ser

depositado no fundo de vagina (SOJKA et al., 1970; PLATZ et al., 1978;

TANAKA et al., 2000b), no útero (HOWARD et al., 1992; TSUTSUI et al.,

2000ab; TSUTSUI et al., 2003) ou até mesmo na tuba-uterina (TSUTSUI et al.,

2001). O local de deposição do sêmen tem grande influência sobre o sucesso

na obtenção de prenhezes após a IA, principalmente, quando se trabalha com

sêmen congelado/descongelado, uma vez que o tempo de sobrevivência

destes espermatozóides é, significativamente, menor quando comparado ao

sêmen fresco. A utilização da técnica de IAIU com sêmen descongelado nas

gatas, depositando o espermatozóide próximo ao local de fertilização,

aumentou a taxa de concepção de 10,6% (PLATZ et al., 1978) para 57%

(TSUTSUI et al., 2000b). Outra vantagem da deposição do sêmen diretamente

no útero é a necessidade de uma menor quantidade de espermatozóides

comparada a IAIV (PLATZ et al., 1978; TANAKA et al., 2000b; TSUTSUI et al.,

2000ab).

Durante a realização da IAIV, a sonda de inseminação deve ser

posicionada o mais próximo possível da abertura cervical. Observou-se que o

cateter uretral rígido para gatos, com diâmetro de 1 mm, é fino o suficiente para

ultrapassar a vagina anterior e chegar até a cérvix (CHATDARONG et al.,

2002). Chatdarong et al (2002), através da deposição de meio de contraste no

fundo de vagina, verificaram que o posicionamento da gata em decúbito dorsal

com o posterior elevado em 30º facilita a infusão do contraste da vagina para o

interior do útero.
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Existem várias técnicas de IAIU como a laparotomia (TSUTSUI et al.,

2000ab; TSUTSUI et al., 2003), a laparoscopia (HOWARD et al., 1992) e

também a técnica de cateterização trans-cervical (ZAMBELLI & CUNTO, 2005).

A inseminação artificial trans-cervical, além de não necessitar de cirurgia,

apresenta as mesmas vantagens das demais técnicas de IAIU. Vários modelos

de sondas foram propostos para a técnica trans-cervical (HURLBUT et al.,

1988; SWANSON & GODKE, 1994; CHATDARONG et al., 2001; ZAMBELLI &

CASTAGNETTI, 2001), contudo, devido a variações anatômicas entre as gatas,

o sucesso na passagem da sonda pela cérvix é extremamente variável [70,6%

(HURLBUT et al., 1988), 87,5% (SWANSON & GODKE, 1994), 76,5%

(CHATDARONG et al., 2001) e 50% (ZAMBELLI & CASTAGNETTI, 2001)],

sendo esta uma desvantagem importante na utilização da técnica de

inseminação trans-cervical. Zambelli et al. (2004) também observaram que

existe diferença nas taxas de sucesso na cateterização trans-cervical entre

gatas com estro espontâneo (22%) e gatas com estro induzido durante o

anestro (80%).

Normalmente, a ovulação é desencadeada após 26 a 29 horas de sua

indução com hormônios ou com gatos vasectomizados (SOJKA et al., 1970;

SHILLE et al., 1983). Desta forma, o sêmen do gato deve ter duração de no

mínimo 26 a 29 horas, uma vez que a ovulação é induzida pelo coito e que a

prenhez pode ser originada após uma única cópula. Sojka et al. (1970)

demonstraram que a IA ou a monta natural podem resultar em prenhez quando

realizadas até 49 horas após a indução da ovulação. A cérvix da gata

demonstrou permanecer aberta apenas do meio ao final do estro, com pequena

variação individual (CHATDARONG et al., 2002). Assim, a IA deve ser

realizada durante o meio ou final do estro e dentro de 49 horas após a indução

da ovulação.

Geralmente, é utilizada apenas uma única IA, principalmente quando

esta envolve anestesia e cirurgia. Entretanto, foi demonstrado que a realização

de duas inseminações com 24 horas de intervalo pode aumentar a taxa de

concepção em 50% quando utilizando a IAIV com sêmen fresco (SOJKA et al.,

1970). Tanaka et al. (2000b), trabalhando com sêmen fresco, não observaram

diferença entre as taxas de concepção após IAIV com 15, 20 ou 30 horas da
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aplicação do hCG, apesar do pequeno número de animais utilizados em cada

grupo.

A sedação das gatas é indispensável para a realização da IAIU, uma vez

que esta requer um ato cirúrgico. Já para a IAIV, embora a sedação não seja

essencial, esta facilita o posicionamento da sonda de inseminação e evita a

ocorrência da reação pós-coito, a qual é resultante da estimulação intra-vaginal

induzida pela sonda. Howard et al. (1992) observaram que a anestesia pode

comprometer o processo de ovulação quando a sedação é realizada

previamente ao desencadeamento da mesma, aumentando o número de

folículos não ovulados e, consequentemente, reduzindo a quantidade de CLs

formados. Nesse estudo, a taxa de concepção anteriormente a ovulação foi

menor (14%) quando comparada à taxa obtida com IA após a ovulação (50%)

(HOWARD et al., 1992). Em contrapartida, Tsutsui et al (2000a) utilizando o

mesmo protocolo de anestesia não observaram interferência da sedação sobre

a indução da ovulação e melhores resultados de prenhez foram obtidos após IA

previamente à ovulação. Entretanto, Tsutsui et al. (2000a) utilizaram uma dose

de hCG maior quando comparada a dose usado por Howard et al. (1992) para

induzir a ovulação.

Sojka et al. (1970) observaram que utilizando uma dose inseminante de

5 a 50 x 106 de espermatozóides, taxas de prenhez entre 40 a 67% foram

alcançadas após IUIV com sêmen fresco. Por sua vez, Tanaka et al. (2000b),

utilizando diferentes quantidades de espermatozóides para a IAIV com sêmen

fresco, observaram que o melhor resultado foi obtido com 80 x 106 de

espermatozóides (80%). Para a IAIU com sêmen fresco, a quantidade

necessária de espermatozóides para alcançar um índice de 77,8% de

prenhezes é dez vezes menor quando comparada à IUIV, sendo de apenas 8 x

106 de espermatozóides (TSUTSUI et al., 2000a). Já para o sêmen congelado,

uma quantidade de 50 x 106 de espermatozóides depositados diretamente no

útero resultou em apenas 57% de prenhez (TSUTSUI et al., 2000b).
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2. Gato doméstico

2.1. Fisiologia reprodutiva

Nos gatos domésticos a atividade mitótica nos túbulos seminíferos é

evidenciada quando os testículos atingem um peso entre 400 a 500 mg, com

aproximadamente 20 semanas de idade (SCOTT & SCOTT, 1957). A

puberdade nos machos varia com a condição física, peso e época do ano,

ocorrendo entre 8 a 10 meses de idade ou quando o animal atinge 2,5 Kg

(GOODROWE et al., 1989). A glande do pênis nos gatos adultos e não

castrados apresenta de 100 a 200 papilas cornificadas, detectadas aos 6 a 7

meses de idade, sendo estas andrógeno dependentes (STABENFELDT &

SHILLE, 1977). Gatos mantidos sob iluminação controlada (12 horas de luz por

dia) não demonstram comportamento de sazonalidade (BEAVER, 1977).

As concentrações séricas de testosterona no gato adulto intacto variam

entre o não detectado (0,07 nmol/L) até 81,5 nmol/L (JOHNSTON et al., 1996).

A secreção de testosterona nessa espécie é pulsátil, sem ritmo diurno

(JONHSTONE et al., 1984; TSUTSUI et al., 1990). Resultados conflitantes

sugerem a presença (JOHNSTONE et al., 1984) ou ausência (KIRKPATRICK,

1985; TSUTSUI et al., 1990) de um efeito sazonal nas concentrações

circulantes de testosterona no gato.

2.2. Colheita e características do sêmen

O sêmen nos felinos pode ser colhido através de métodos como; vagina

artificial, eletroejaculação, lavagem da vagina pós-coito, cistocentese após

ejaculação e recuperação de espermatozóides epididimais após orquiectomia

ou post-mortem (JOHNSTON et al., 2001).

A colheita utilizando o eletroejaculador é o método de eleição para os

felinos selvagens e para a maioria dos gatos domésticos, uma vez que o

animal deve ser anestesiado e não há necessidade de treinamento prévio

(HOWARD, 1993). O aparelho de eletroejaculação, utilizado para os gatos

domésticos, consiste em um aplicador de corrente elétrica alternada (70 Hz)

com controle de voltagem (1 a 12 V) e probe (1 cm de diâmetro por 13 cm de

comprimento) contendo três eletrodos (1,5 mm por 5 cm) de cobre no terço

proximal (PLATZ & SEAGER, 1978). O protocolo de estímulos elétricos
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proposto por Howard et al. (1990) é o mais utilizado atualmente para os gatos

domésticos (Tabela 1).

1ª Série 2ª Série 3ª Série

Número de estímulos 10 10 10 10 10 10 10 10
Intensidade (V) 2 3 4 3 4 5 4 5

Em 1986, Dooley & Pineda trabalhando com colheitas semanais e quatro

eletroejaculações por colheita, verificaram que a osmolalidade, o volume e a

quantidade de espermatozóides num ejaculado são afetados pelo gato e pela

voltagem utilizada, com maior quantidade de espermatozóides em voltagens

mais altas (4 a 8 V), e que o pH varia entre os animais e semana de colheita. A

contaminação por urina pode ocorrer quando altas voltagens (acima de 8 V)

são aplicadas ou quando a probe e eletrodos estão posicionados cranialmente

ao local ideal (HOWARD, 1993). Essa contaminação causa rápida e irreversível

perda de motilidade dos espermatozóides (GOODROWE et al., 1989).

Para a utilização da vagina artificial na colheita de sêmen de gatos, é

necessário um período de treinamento (2 a 3 semanas), o qual apenas 60 a

70% dos animais respondem (SOJKA et al., 1970). Outra desvantagem dessa

técnica é a necessidade, na maioria dos casos, de uma fêmea no cio para a

realização da colheita. Esse método de colheita apresenta grande

aplicabilidade em animais pertencentes a colônias de pesquisa, quando são

necessárias várias colheitas.

Ejaculados colhidos pelo método de eletroejaculação apresentam

volume e pH maiores quando comparados com ejaculados colhidos através de

uma vagina artificial (PLATZ et al., 1978; DOOLEY & PINEDA, 1986),

provavelmente, devido a grande estimulação das glândulas sexuais acessórias

(PLATZ & SEAGER, 1978), principalmente da próstata, cujo fluido é alcalino

(7,8 +/- 0,6) (JOHNSTON et al., 1988). Platz et al. (1978) encontraram um

efeito significativo do método de colheita sobre a motilidade espermática, com

TABELA 1. Número de estímulos e intensidade (V) em cada série de

eletroejaculação.
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menores valores obtidos quando utilizaram a eletroejaculação, entretanto,

Dooley & Pineda (1986) não observaram este efeito.

Colheitas realizadas em dias alternados demonstraram não alterar a

qualidade e quantidade dos espermatozóides ejaculados em gatos domésticos

(SOJKA et al., 1970; TANAKA et al., 2000a). Em contrapartida, colheitas diárias

causaram uma redução de mais de 50% no número de espermatozóides após

o quarto dia de colheita (SOJKA et al., 1970). Quando se realizam duas

colheitas consecutivas, com intervalos de 5 a 10 minutos, observa-se que o

segundo ejaculado apresenta menor número de espermatozóides quando

comparado ao primeiro, mesmo quando a colheita é realizada a cada três dias

(TANAKA et al., 2000a).

As anormalidades espermáticas mais freqüentes em amostras seminais

de gatos domésticos são; macrocefalia, microcefalia, formas duplas, cauda

fortemente enrolada ou dobrada, peça intermediária dobrada, gota

citoplasmática proximal ou distal e cabeça isolada (JOHNSTON et al., 2001).

Axnèr et al. (1999) observaram que, nos espermatozóides dos gatos, as

anormalidades de cabeça, acrossomo e peça intermediária se originam nos

testículos, enquanto que as anormalidades de cauda são originadas nos

epidídimos ou quando o espermatozóide entra em contato com o fluído

seminal.

Alguns gatos domésticos e muitas espécies de felídeos selvagens

apresentam altas proporções de espermatozóides anormais em seus

ejaculados, sendo classificados como teratospérmicos quando mais de 60%

dos espermatozóides são anormais ou normospérmicos quando esta

porcentagem é menor que 40% (HOWARD et al., 1990, WILDT, 1994). Howard

et al. (1990), comparando estas duas populações, demonstraram que os níveis

de testosterona sérica são 33% menores nos gatos teratospérmicos. Os

animais teratospérmicos também apresentam características como; 1) maior

susceptibilidade da membrana plasmática aos danos induzidos pela

refrigeração, 2) maior sensibilidade ao estresse osmótico, 3) menor

estabilidade do DNA, 4) menor capacidade de fertilização após a injeção

espermática intra-citoplasmática e 5) maior período para capacitação

espermática e reação acrossomal in vitro (PUKAZHENTHI et al., 2001).
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Em gatos domésticos, foi observado que amostras de sêmen com alta

proporção de anormalidades apresentam valores de motilidade menores

(STACHECKI et al., 1993). Estudos realizados em humanos e animais têm

correlacionado a motilidade e a morfologia à capacidade de fertilização

(KRUGER et al., 1988; DONNELLY et al., 1998; FARRELL et al., 1998;

LARSEN et al., 2000). Correlação entre a porcentagem de formas anormais e o

sucesso na fertilização in vitro também foi encontrada em gatos (HOWARD et

al., 1990).

2.3. Criopreservação do sêmen

Quando exposto às temperaturas de 37º ou 23ºC, o sêmen do gato in

natura mantém sua motilidade por 60 a 140 minutos, respectivamente,

podendo este período ser prolongado quando se utiliza um meio diluidor

(GOODROWE et al., 1989). Assim, para a preservação do sêmen por longos

períodos podem ser utilizados os métodos de refrigeração ou congelação. A

refrigeração, que consiste na manutenção do sêmen entre 4 a 5ºC, permite

uma estocagem a curto prazo: overnight (GOODROWE & HAY, 1993), por 24

horas (GLOVER & WATSON, 1985; POPE et al., 1989, POPE et al., 1991b),

por 72 horas (TITTARELI et al., 2006; VILLAVERDE et al., 2006), ou algumas

vezes por mais de 5 a 7 dias (GLOVER & WATSON, 1985; HARRIS et al.,

2001). Por sua vez, o método de congelação em nitrogênio líquido, por permitir

o armazenamento por tempo indeterminado, apresenta grande potencial para a

conservação, possibilitando a criação de um banco de recursos genéticos para

os animais selvagens.

Nos felinos, as primeiras tentativas para prolongar a viabilidade

espermática foram realizadas no sêmen de gato doméstico (PLATZ et al.,

1978). Desde então, vários protocolos para a congelação do sêmen têm sido

utilizados para os espermatozóides do ejaculado (WOOD et al., 1993;

STACHECKI et al., 1995; TSUTSUI et al., 2000b; ZAMBELLI et al., 2002;

BARAN et al., 2004) ou do epidídimo (HAY & GOODROWE, 1993,

LENGWINAT & BLOTTNER, 1994; STACHECKI et al., 1994; NELSON et al.,

1999; SCHÄFER & HOLZMANN, 2000; LUVONI et al., 2002; TSUTSUI et al.,

2003; AXNÈR et al., 2004; KASHIWAZAKI et al., 2005) dos gatos domésticos.
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O conhecimento da resposta das células espermáticas felinas às várias

condições estressantes da criopreservação é necessário para a formulação de

protocolos de congelação mais apropriados. Adicionalmente, determinar força

de centrifugação, taxas de refrigeração e de congelação, concentrações de

crioprotetores, tipos de diluentes e técnicas de armazenamento que sejam mais

apropriados para o sêmen dos felinos, também é importante para o sucesso na

preservação dessas células.

Durante o processo de criopreservação a célula espermática é exposta a

inúmeros fatores estressantes como; choque térmico durante o resfriamento do

sêmen, formação de cristais de gelo intracelulares, choque osmótico durante a

congelação e descongelação e estresse ligado à adição e à ação do

crioprotetor (WATSON, 2000). Os danos causados às células pelo choque

térmico, observados como uma perda irreversível da motilidade após

descongelação, incluem lesões nas membranas e alterações na função

metabólica, provavelmente, ocasionados por mudanças no arranjo dos

constituintes das membranas do espermatozóide (PARKS, 1997). Os efeitos do

choque térmico em funções celulares, como na perda da permeabilidade

seletiva da membrana plasmática, podem ser observados através de

colorações intracelulares com corantes não permeáveis à membrana

plasmática intacta (MEDEIROS et al., 2002). Na análise ultraestrutural, o

choque térmico é manifestado mais claramente por uma ruptura das

membranas acrossomais (MEDEIROS et al., 2002).

A ocorrência do choque térmico pode ser prevenida pelo controle da

taxa de refrigeração e adição de componentes protetores ao diluente, como

gema de ovo ou leite (PARKS, 1997). O mecanismo de proteção da gema de

ovo parece estar relacionado aos fosfolipídeos e lipoproteínas de baixa

densidade (LBD) em sua composição, enquanto que o mecanismo do leite

desnatado parece residir na fração protéica (PARKS, 1997). Os fosfolipídeos

da gema de ovo são capazes de reduzir as injúrias do resfriamento sobre o

espermatozóide, sem alterar a composição intrínseca da membrana e/ou

propriedades fisiológicas (PARKS, 1997). Os mecanismos exatos pelos quais

os componentes da gema de ovo e do leite protegem as membranas não estão

bem esclarecidos.
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Glover & Watson (1987), avaliando os efeitos de diferentes

concentrações da gema de ovo (2 a 20%) e da fração de LBD da gema de ovo

(2 a 20%), observaram que a proteção dada pela maior concentração de LBD

(20%) não foi maior quando comparada à menor concentração da gema de ovo

(2%) e que, após longa estocagem do sêmen à 5ºC, não houve melhora da

motilidade e viabilidade dos espermatozóides com o uso desses compostos.

Entretanto, estudos posteriores relataram melhores resultados de motilidade,

vigor e viabilidade em amostras de sêmen estocadas à 5ºC por vários dias

quando na presença de gema de ovo (PUKAZHENTHI et al., 1999; HARRIS et

al., 2001).

Nos gatos domésticos, taxas mais lentas de refrigeração (0,2 a 0,5ºC/

min) têm sido propostas para minimizar os danos causados às membranas

plasmáticas e acrossomais (POPE et al., 1989; PUKAZHENTHI et al., 1999).

Zambelli et al. (2002), após testarem cinco taxas para congelação, observaram

que a menor taxa utilizada (3,85ºC/ min) proporcionou os melhores resultados

de motilidade e porcentagem de acrossomos normais. Pope et al. (1991b),

usando uma taxa de congelação de 10ºC/ min, obtiveram resultados de

motilidade e porcentagem de acrossomos normais semelhantes à taxa de 9ºC/

min testada por Zambelli et al. (2002).

O primeiro protocolo para a congelação do sêmen do gato preconizava a

utilização de pellets (PLATZ et al., 1978). Opiniões sobre o melhor método para

congelação do sêmen felino são discordantes. Após comparação entre

palhetas e pellets, Pope et al. (1991b) encontraram melhores resultados

quando utilizaram as palhetas, enquanto Wood et al. (1993) não encontraram

diferença entre os dois métodos. Vale ressaltar que estes dois trabalhos

utilizaram métodos diferentes de congelação. Apesar das divergências

existentes, as palhetas têm sido utilizadas extensivamente em protocolos de

congelação para o sêmen de gatos devido, provavelmente, a sua maior

praticidade.

As células espermáticas dos felinos são muito sensíveis às diferenças

de osmolalidade, sendo as soluções hipotônicas mais prejudiciais, com inchaço

e ruptura da membrana plasmática, quando comparadas às soluções

hipertônicas, que causam encolhimento das células (PUKAZHENTHI et al.,

2000; PUKAZHENTHI et al., 2002). Os espermatozóides provenientes de
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machos teratospérmicos são mais vulneráveis ao estresse hipotônico, sendo a

motilidade espermática mais sensível às alterações de osmolalidade quando

comparada à integridade da membrana plasmática (PUKAZHENTHI et al.,

2000; PUKAZHENTHI et al., 2002). A osmolalidade do sêmen do gato varia

entre 290 a 320 mOsm/ Kg, portanto melhores resultados de motilidade

espermática são obtidas quando se utiliza meio diluidor com osmolalidade

nesta faixa (292 a 325 mOsm/ Kg) (GLOVER & WATSON, 1985).

McLaughling & Hamner (1974) demonstraram que a presença do plasma

seminal afeta negativamente a habilidade de fertilização do espermatozóide do

gato doméstico, uma vez que a centrifugação em baixa velocidade (250 xg) e

remoção do plasma seminal prolongou o tempo de sobrevivência dos

espermatozóides. Em contrapartida, Harris et al. (2001), após remoção do

plasma seminal, não observaram melhora na motilidade, viabilidade e,

tampouco, no status acrossomal no sêmen do gato doméstico.

A adição dos agentes crioprotetores ao meio diluidor é essencial para a

sobrevivência das células espermáticas, uma vez que minimiza os efeitos do

processo de congelação/descongelação por promover alterações das

propriedades físicas da solução (HOLTZ, 2000b). Contudo, essas substâncias

podem causar danos às células (PARKS & GRAHAM, 1992; WATSON, 1995).

Os agentes crioprotetores podem penetrar ou não a membrana plasmática,

dependendo de seu peso molecular (HOLTZ, 2000b).

O glicerol, um crioprotetor penetrante, é o mais utilizado no meio diluidor

para a congelação do sêmen de gatos domésticos podendo ser encontrado em

diferentes concentrações; 3% (HAY & GOODROWE, 1993; KASHIWAZAKI et

al., 2005), 4% (PLATZ et al., 1978; NELSON et al., 1999; ZAMBELLI et al.,

2002; BARAN et al., 2004), 5% (POPE et al., 1991b; AXNÈR et al., 2002) ou

7% (TSUTSUI et al., 2000b; TSUTSUI et al., 2003; TEBET et al., 2006). O

DMSO (dimetilsulfóxido), um crioprotetor também penetrante, utilizado na

concentração de 4%, resultou em valores de motilidade espermática e de taxa

de FIV semelhantes quando comparado ao glicerol a 4% para a congelação do

sêmen de gato (NELSON et al., 1999).

Os efeitos colaterais do glicerol são dependentes da tolerância espécie-

específica do espermatozóide ao crioprotetor. As células espermáticas de

algumas espécies, como os camundongos, não toleram o glicerol, enquanto
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outras, como os marsupiais, necessitam de aproximadamente 20% de glicerol

no diluente para que este exerça alguma função protetora durante a

congelação (HOLTZ, 2000a). Para os gatos domésticos, TEBET et al. (2006),

utilizando taxas rápidas de congelação e 7% de glicerol, obtiveram média de

motilidade espermática de 62%, semelhante à média encontrada por Zambelli

et al. (2002) utilizando 4% de glicerol e taxas de congelação mais lentas.

Quando taxas de 3 ou 4% de glicerol foram comparadas, diferenças na

motilidade espermática e na porcentagem de células morfologicamente

normais não foram encontradas (BARAN et al., 2004). Adicionalmente, Nelson

et al. (1999) observaram que concentrações acima de 8% de glicerol ou DMSO

tiveram efeito nocivo às células espermáticas dos gatos domésticos.

Os catabólicos produzidos pelo metabolismo espermático acarretam em

uma drástica redução do pH pelo acúmulo de ácidos láticos no meio

extracelular, podendo este ambiente causar a morte dos espermatozóides

(HOLTZ, 2000b). Desta forma, torna-se importante a adição de tampões ao

meio diluidor para a manutenção do balanço iônico e do pH (HOLTZ, 2000b).

Substâncias com poder tampão, como o citrato de sódio, TRIS

(trishidroximetilaminometano) ou TES (ácido N-trishidroximetil-metil-2-

aminometano-sulfônico) têm sido utilizados com sucesso em diluidores para a

preservação de gametas felinos (POPE et al., 1991b; HAY & GOODROWE et

al., 1993; TSUTSUI et al., 2000b; HARRIS et al., 2001; ZAMBELLI et al., 2002;

TEBET et al., 2006).

Acredita-se que os detergentes a base de SDS (lauril sulfato de sódio),

como Equex STM Paste® e Orvus ES Paste® (OEP), dissolvam as

lipoproteínas da gema de ovo, aumentando o potencial de penetração das

mesmas na membrana plasmática e, por conseqüência, aumentando a sua

ação protetora (HOLTZ, 2000a). Esses detergentes também são conhecidos

por apresentar um efeito tóxico às membranas espermáticas (ARRIOLA &

FOOTE, 1987). A adição de Equex STM Paste® ao meio diluidor, utilizado para

a criopreservação do sêmen de gato proveniente do epidídimo, aumentou a

porcentagem de acrossomos intactos após a descongelação, embora tenha

reduzido a longevidade dessas células quando incubadas in vitro (AXNÈR et

al., 2004). A suplementação com 1% de OEP no meio diluidor, embora em um

número pequeno de animais, mostrou melhorar a qualidade dos
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espermatozóides epididimais do gato após descongelação (TSUTSUI et al.,

2003).

A peroxidação dos lipídios, observada nos processos de refrigeração e

congelação, pode induzir danos diretos ou mudanças na estrutura e fluidez das

membranas espermáticas, causando rápida e irreversível perda da motilidade

(HOLTZ, 2000b). Para diminuir o acúmulo de espécimes oxigênio reativas

durante a estocagem, Luvoni et al. (2002) testaram o efeito da taurina, um β-

amino ácido contendo sulfa e presente em altas concentrações no

espermatozóide, plasma seminal e fluído epididimal de gatos domésticos

(BUFF et al., 2001), no diluente usado para a congelação do espermatozóide

de gatos. Com a adição da taurina foi observado um efeito benéfico na

motilidade espermática após descongelação, embora o mesmo efeito positivo

não tenha sido encontrado na porcentagem de acrossomos intactos (LUVONI

et al., 2002).

Estimulantes da motilidade como a cafeína, a pentoxifilina e a 2´-

deoxiadenosina mostraram ser eficientes em aumentar a motilidade dos

espermatozóides do ejaculado ou do epidídimo de gatos após a

descongelação. Esse efeito dose dependente observado sobre a motilidade

produziu um movimento hiperativado sem causar, contudo, efeito deletério à

longevidade dessas células espermáticas (STACHECKI et al., 1994;

STACHECKI et al., 1995).

Nos gatos domésticos, a descongelação das palhetas é realizada,

normalmente, por imersão em banho-maria à 37ºC por 30 segundos (TSUTSUI

et al., 2000b; ZAMBELLI et al., 2002; TSUTSUI et al., 2003; BARAN et al.,

2004). Nelson et al. (1999) compararam três métodos diferentes para a

descongelação do espermatozóide epididimal do gato doméstico: 1) 25ºC

(temperatura ambiente), 2) 36ºC por 2 minutos e 3) 50ºC por 10 segundos, e

observaram melhores resultados de motilidade quando utilizaram o último

protocolo.
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MATERIAL E MÉTODOS

1. Local

O experimento foi realizado no Laboratório de Reprodução de Pequenos

Animais e Silvestres (REPAS) e no Centro de Diagnóstico e Biotecnologia em

Reprodução Animal (CERAN), ambos pertencentes ao Departamento de

Reprodução Animal e Radiologia Veterinária (DRARV) da Faculdade de

Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu.

2. Animais

Todos os animais do experimento foram mantidos no gatil do laboratório

REPAS em jaulas (1,4 m de comprimento x 0,78 m de profundidade x 0,55 m

de altura) (Figura 1) e acesso à área externa durante o dia (Figura 2). Os

animais foram expostos a mais de 12 horas de luz natural por dia e

alimentados com ração seca e água ad libitum. Os machos e as fêmeas

permaneceram em gatis separados, de forma que a visualização entre os

animais não era possível e apenas contatos auditivo e olfatório estavam

presentes.

FIGURA 1. Dependências do gatil para os

animais do experimento.

FIGURA 2. Pátio de acesso durante o dia

para os animais do experimento.
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2.1. Machos

Foram utilizados dois gatos adultos (1,5 e 6 anos de idade) previamente

selecionados após repetidas colheitas e análise de sêmen. Esses machos

apresentaram em média motilidade espermática superior a 80% e vigor 4,5 e

foram classificados como normospérmicos (menos que 40% de alterações da

morfologia espermáticas) após análise de lâminas coradas com Fast Green/

Rosa Bengala (POPE et al., 1991a).

2.2. Fêmeas

Foram utilizadas 19 gatas com idade entre 1,5 a 4 (2,6 +/- 0,7) anos e

peso entre 2,5 a 4,3 (3,0 +/- 0,6) Kg e de propriedade particular. Com exceção

da gata 9, a qual não tinha histórico reprodutivo, as demais gatas

apresentavam histórico de maternidade dentro de um período de dois a seis

meses anteriormente ao experimento. Apenas as gatas 26 e 27 tinham relato

de administração de anticoncepcional há cinco meses. Nenhuma das gatas

havia sido submetida a protocolos de indução de estro e ovulação previamente

ao experimento. A gata 16 foi utilizada duas vezes com intervalo de quatro

meses entre as induções de estro e inseminada pelos dois métodos; intra-

uterino e intra-vaginal.

3. Colheita de sêmen

As amostras de sêmen dos gatos foram colhidas utilizando-se uma

vagina artificial, a qual foi confeccionada a partir de tetinas de borracha

cortadas e adaptadas a tubos plásticos tipo Eppendorf® de 1,5 mL (SOJKA et

al., 1970) (Figura 3) e mantidas à 38º C até o momento da colheita. Para a

colheita de sêmen, foram utilizados manequins animados (Figura 4) ou

inanimados (Figura 5). Após o gato montar no manequim e expor o pênis, a

vagina artificial era encaixada no pênis e retirada após a ejaculação. Cada gato

foi colhido duas vezes consecutivas, com intervalos de 5 a 10 minutos,

utilizando-se tubos diferentes para cada ejaculado. As colheitas foram

realizadas com intervalos de no mínimo dois dias.
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FIGURA 3.

FIGURA 4. Colheita de sêmen com

manequim animado.

FIGURA 5. Colheita de sêmen com manequim

inanimado.

Modelo de vagina artificial utilizada

para a colheita de sêmen.
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Logo após cada colheita, 50 µL de meio TRIS/OEP (Tabela 2) eram

adicionados ao sêmen in natura.

Quantidade
Componentes

TRIS/OEP TRIS/OEP/GLICEROL

TRIS 2,4 g 2,4 g

Ácido cítrico 1,4 g 1,4 g

Glicose 0,8 g 0,8 g

Sulfato de amicacina 0,02 g 0,02 g

Gema de ovo 20 mL 20 mL

OEP (Orvus ES Paste) 1 mL 1 mL

Glicerol - 8 mL

Água destilada e deionizada para completar 100 mL para completar 100 mL

4. Avaliação do sêmen após colheita

Após colheita e diluição em meio TRIS/OEP, as duas amostras colhidas

do mesmo gato foram unidas e o volume de sêmen ajustado para 140 a 200 µL

totais, dependendo da quantidade ejaculada. Esse volume foi considerado o

volume inicial de trabalho (Vi). Uma alíquota de 5 µL de sêmen foi diluída

novamente em um tubo separado com o meio TRIS/OEP, visando obter uma

concentração final entre 50 a 100 x 106 espermatozóides/ mL para as

avaliações de movimento espermático e integridade de membrana

espermática.

Todas as amostras de sêmen permaneceram à 37ºC durante o período

de análise.

4.1. Movimento espermático

A avaliação do movimento espermático foi realizada pelo método de

CASA (análise computadorizada do movimento espermático), utilizando o

Composição dos diluentes TRIS/OEP e TRIS/OEP/GLICEROL utilizados para

diluição e congelação do sêmen, Botucatu, 2007.

TABELA 2.

Meio TRIS/OEP osmolaridade de 310 mOsm/ L

Meios TRIS/OEP E TRIS/OEP/GLICEROL pH aproximadamente de 6,7
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sistema HTR–IVOS-10 (Hamilton Thorn Research – Animal Version 12,0 L,

EUA), previamente ajustado para o sêmen de gato (Anexo 1). As variáveis

analisadas pelo sistema se encontram no Quadro 2.

MT (%) - motilidade total

MP (%) - motilidade progressiva

VCL (µm/s) - velocidade espermática ao longo da trajetória real

VAP (µm/s) - velocidade espermática ao longo de uma trajetória média

VSL (µm/s) - velocidade espermática ao longo de uma linha reta

LIN (%) – linearidade, dada pela fórmula VSL/VCL

STR (%) - índice retilíneo, dado pela fórmula VSL/VAP

ALH (µm) - deslocamento lateral da cabeça

BCF (Hz) - freqüência de batimento flagelar

R (%) – rápidos, apresentando VAP > 70 µm/s

Para a avaliação, uma gota de sêmen foi colocada em câmera de Makler

(HTMA) aquecida e analisada à temperatura de 38ºC. Para cada amostra de

sêmen, duas a três gotas foram avaliadas e a média dos três melhores campos

foi anotada.

4.2. Concentração espermática

Para a concentração espermática, 2 µL de sêmen foram adicionados a

98 µL de água destilada (diluição 1:50). Uma alíquota de 10 µL foi depositada

em cada lado de uma câmera de Neubauer espelhada. Utilizando microscópio

de luz com contraste de fase e aumento de 40x, procedeu-se a contagem do

número de espermatozóides em cinco quadrantes de cada lado da câmera. O

cálculo da concentração espermática foi realizado através da fórmula expressa

abaixo.

QUADRO 2. Variáveis do movimento espermático analisadas pelo método de CASA.
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C = concentração de espermatozóides por mL

N = média do número total de células espermáticas contadas em cada lado da

câmera de Neubauer

4.3. Integridade da membrana plasmática

Para a avaliação da integridade de membrana plasmática, foi utilizada a

combinação de duas sondas fluorescentes: Iodeto de Propídio (P-4170,

SIGMA) e Diacetato de 6-Carboxifluoresceína (C-0662, SIGMA), de acordo

com a técnica descrita por Harrison & Vickers (1990). A preparação das

soluções se encontra na Tabela 3.

SOLUÇÃO ESTOQUE SOLUÇÃO
TRABALHO

Descrição Composição Quantidade Quantidade

Diacetato de
6-carboxifluoresceína

9,2 mg1. Solução estoque
de fluoresceína

DMSO 20 mL

20 µL

Iodeto de propídio 10 mg2. Solução estoque
de iodeto de
propídio Solução fisiológica 20 mL

10 µL

Formalina a 40% 1%3. Solução de
formaldeído

Solução fisiológica 80%
10 µL

Citrato de sódio 3 g4. Citrato de sódio
3%

Água destilada 100 mL
0,96 mL

C = N x 2,5 x 106

Composição das soluções estoque e de trabalho das sondas fluorescentes

utilizadas para a avaliação da integridade de membrana plasmática, Botucatu,

2007.

TABELA 3.
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Uma amostra de 10 µL de sêmen foi adicionada a 40 µL da solução de

trabalho. Após 10 minutos de incubação, uma gota do material foi depositada

entre lâmina e lamínula e analisada em microscópio de epifluorescência

(NIKON – Episcopic Fluorescence Attchment “EFA” HalogenLamp Set)

utilizando objetiva de 40x. Foram contadas 100 células e essas classificadas

como:

4.4. Espermiograma

A avaliação da morfologia espermática foi realizada utilizando-se

lâminas coradas com Rosa Bengala/ Fast Green [1% Rosa Bengala (SIGMA),

1% Fast Green FCF (SIGMA) e 40% de etanol em uma solução tampão de

fosfato dissódico 0,2 M e ácido cítrico 0,1 M], como descrito por Pope et al.

(1991a). Uma alíquota de 2 µL foi adicionada a 45 µL de citrato de sódio a

2,9% e a essa mistura foram acrescentados 50 µL do corante Rosa Bengala/

Fast Green. Após 70 segundos à temperatura ambiente, foram realizados

esfregaços em lâmina, utilizando de 5 a 10 µL, e secos em temperatura de

37ºC.

Para cada amostra de sêmen, foram avaliadas 200 células espermáticas

utilizando microscópio de luz em aumento de 1000x e a classificação das

anormalidades foi realizada de acordo com Mies Filho (1987) (Anexo 2). Os

resultados foram expressos em porcentagem.

O acrossomo foi classificado como intacto, quando a região apical da

cabeça do espermatozóide foi corada em azul escuro arroxeado, ou lesado,

quando esta região se apresentava com coloração rosa claro ou com

anormalidades como; irregularidades de contorno ou coloração heterogênea.

� Células com membrana íntegra: células emitindo fluorescência

de cor verde.

� Células com membrana lesada: células emitindo fluorescência

de cor vermelha ou de cores verde e vermelha.
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5. Congelação do sêmen

Após a avaliação do sêmen, apenas as amostras apresentando

motilidade total maior que 80% e motilidade progressiva superior a 60% foram

utilizadas. Para a congelação do sêmen, a fórmula abaixo foi usada para se

determinar o volume de meio TRIS/OEP que deveria ser adicionado à amostra

de sêmen, com a finalidade de obter-se uma concentração final de 25 x 106 de

espermatozóides móveis por palheta francesa com capacidade de 250 µL.

Va = volume de meio TRIS/OEP que deve ser adicionado à amostra de sêmen

em µL.

E = concentração de espermatozóides por mL divido por 106.

Vi = volume inicial de sêmen em µL.

MT = porcentagem de motilidade total.

Logo após a adição do meio TRIS/OEP, foi gotejado lentamente o meio

TRIS/OEP/GLICEROL (Tabela 2) com volume igual ao volume final da mistura

de meio TRIS/OEP e sêmen (ver fórmula abaixo) resultando em uma

concentração final de 4% de glicerol.

Vf = volume final de meio TRIS/OEP/GLICEROL a ser acrescentado à amostra

em µL.

Vi = volume inicial da amostra em µL.

Va = volume de meio TRIS/OEP adicionado à amostra em µL.

Va = (E x Vi x MT x 5 x 10-5) - Vi

Vf = Vi + Va
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A amostra de sêmen, após adição do meio TRIS/OEP/GLICEROL, foi

homogeneizada lentamente com auxílio de uma pipeta automática e envasada

em palhetas francesas de 250 µL. As palhetas foram lacradas e permaneceram

por 20 minutos em refrigerador (Minitüb®) programado à 5ºC. Na seqüência, as

palhetas foram transferidas para uma caixa de isopor (comprimento de 40 cm x

largura de 30 cm x altura de 34 cm) e permaneceram por 15 minutos em vapor

de nitrogênio líquido a 6 cm de uma coluna líquida de 3 cm de nitrogênio

líquido. Após este período, as amostras foram imersas no nitrogênio líquido e

devidamente armazenadas em botijão criogênico.

6. Descongelação do sêmen

As amostras de sêmen foram descongeladas mergulhando as palhetas

em banho-maria à 46ºC por 12 segundos. Para cada inseminação foram

descongeladas quatro palhetas do mesmo gato. Após descongelação do

sêmen, o conteúdo das palhetas foi colocado em um tubo de plástico tipo

Eppendorf® aquecido à 37ºC. A amostra foi homogeneizada e uma alíquota

(40 µL) foi retirada para avaliação da motilidade espermática.

O tubo de plástico contendo a amostra foi centrifugado a 250 xg durante

8 minutos e parte do sobrenadante foi retirado, deixando-se o pellet formado e

aproximadamente 100 µL de meio. O pellet foi gentilmente ressuspendido com

o auxílio de uma pipeta automática. Alíquotas foram retiradas para a avaliação

de motilidade (2 µL), integridade de membrana (2 µL) e espermiograma (2 µL).

As avaliações foram realizadas como descrito anteriormente.

O tubo plástico contendo a amostra permaneceu aquecido à 37ºC e

protegido da luz até o momento da inseminação, dentro de no máximo 10

minutos.

6.1. Cálculo da quantidade de espermatozóides por inseminação

Uma alíquota de 50 µL do sobrenadante retirado da amostra foi

adicionada à 50 µL de água destilada (diluição 1:2) para a determinação da

concentração. Após, foram calculadas a quantidade total de espermatozóides

no sobrenadante e a porcentagem de perda (Ps) pelo processo de

centrifugação, visando determinar a quantidade real de sêmen utilizado em
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cada inseminação. Também foram descontados 6 a 8% da quantidade de

sêmen pós-centrifugação, correspondentes a quantidade retirada para análise.

Ps = porcentagem de espermatozóides perdidos no sobrenadante.

Vs = volume do sobrenadante retirado em µL.

Ns = média do número total de células espermáticas contadas em cada lado da

câmera de Neubauer da amostra do sobrenadante.

EM = número total de espermatozóides móveis por inseminação.

Vs = volume do sobrenadante retirado em µL.

Ps = porcentagem de espermatozóides perdidos no sobrenadante.

MTD = motilidade espermática total pós-descongelação.

6.2. Avaliação da integridade de membrana plasmática, integridade do

acrossomo e função mitocondrial.

Para essas avaliações foram utilizadas em associação três sondas

fluorescentes, sendo elas; Iodeto de Propídio (IP), FITC-PSA (glutinina de

Pisum sativum conjugada a isotiocianato de fluoresceína) e JC-1 (Iodeto de

5,5’,6,6’-tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) como descrito

por Celeghini (2005). A preparação das soluções de trabalho para cada sonda

fluorescente se encontra no Anexo 3.

Foram realizadas três avaliações para cada gato, com duas palhetas de

partidas diferentes em cada avaliação. Após descongelação, o conteúdo das

Ps = 0,25 x Vs x Ns

3Vs + 300

EM = 3Vs + 300 x (100 – Ps) x 98 x MTD

25( )
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duas palhetas foi colocado em um tubo plástico de 1,5 mL tipo Eppendorf®

aquecido à 37ºC. A amostra foi centrifugada a 250 xg durante 8 minutos e o

sobrenadante retirado, deixando apenas o pellet e 100 µL de sobrenadante. O

pellet foi ressuspendido e uma alíquota de 10 µL de sêmen foi adicionada à 40

µL de meio Ham´s F10 (N-6013, SIGMA) aquecido à 37ºC. A essa mistura

foram adicionadas as soluções de trabalho, sendo; 0,8 µL de Iodeto de

Propídio, 2 µL de JC-1 e, após 8 a 10 minutos de incubação à 37ºC, 30 µL de

FITC-PSA.

Uma gota da amostra foi depositada entre lâmina e lamínula,

previamente aquecidas a 37ºC, e analisada em microscópio de

epifluorescência (NIKON – Episcopic Fluorescence Attchment “EFA”

HalogenLamp Set) utilizando objetiva de 100x. Para cada amostra foram

confeccionadas duas lâminas e, em cada uma, 100 células foram contadas e

classificadas conforme o Quadro 3.

IP FITC-PSA JC-1
CÉLULAS ESPERMÁTICAS

Núcleo Acrossomo Peça
intermediária

Membrana plasmática intacta com acrossomo intacto e
alto potencial de membrana mitocondrial - - vermelho

Membrana plasmática intacta com acrossomo intacto e
baixo potencial de membrana mitocondrial - - verde

Membrana plasmática intacta com acrossomo lesado e
alto potencial de membrana mitocondrial - verde vermelho

Membrana plasmática intacta com acrossomo lesado e
baixo potencial de membrana mitocondrial - verde verde

Membrana plasmática lesada com acrossomo intacto e
alto potencial de membrana mitocondrial vermelho - vermelho

Membrana plasmática lesada com acrossomo intacto e
baixo potencial de membrana mitocondrial vermelho - verde

Membrana plasmática lesada com acrossomo lesado e
alto potencial de membrana mitocondrial vermelho verde vermelho

Membrana plasmática lesada com acrossomo lesado e
baixo potencial de membrana mitocondrial vermelho verde verde

QUADRO 3. Classificação das células espermáticas de acordo com a ausência ou com a cor de

fluorescência emitida pelas sondas em regiões do espermatozóide.
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7. Preparação das fêmeas para inseminação artificial

Após período de adaptação ao gatil, aproximadamente 20 dias, as

fêmeas foram avaliadas através dos exames de citologia vaginal, ultra-

sonografia e observação do comportamento frente ao macho, visando

determinar o momento adequado para a indução do crescimento folicular.

7.1. Observação do comportamento

Para a observação do comportamento estral, a fêmea foi colocada junto

ao macho, separados apenas por grades. Sinais de rolamento, vocalização e

lordose (JOHNSTON et al., 2001) foram interpretados como característicos do

pro-estro e estro. Apesar da importância da observação do comportamento,

estes achados apenas complementaram o resultado da citologia vaginal, uma

vez que gatas em estro citológico nem sempre apresentam sinais

comportamentais característicos de estro.

Devido ao comportamento arisco de algumas fêmeas, a visualização do

comportamento frente ao macho foi excluída, evitando assim o estresse

causado por esse manejo.

7.2. Citologia vaginal

Para o exame de citologia vaginal, as fêmeas foram contidas fisicamente

e uma escova ginecológica foi introduzida o mais cranial possível no canal

vaginal e girada delicadamente. O material coletado foi transferido para uma

lâmina de vidro, corado com Panótico (Hematocor®) e avaliado em microscópio

de luz utilizando aumentos de 200x ou 400x. Foram classificadas 100 células

de acordo com os critérios apresentados por Johnston et al. (2001), e as

fêmeas apresentando mais de 60% de células superficiais foram consideradas

em estro (SHILLE et al., 1979) (Figura 6).

7.3. Ultra-sonografia

O exame ultra-sonográfico foi utilizado com o objetivo de determinar se

as fêmeas estavam prenhes anteriormente ao experimento. Após a realizada

de palpação abdominal, as fêmeas foram submetidas ao exame com ultra-som

(Scanner 200, Piemedical) trans-abdominal utilizando probe setorial de 7,5

MHz para a visualização de vesículas embrionárias.
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8. Indução do crescimento folicular e ovulação

Após realização dos exames, as fêmeas que não estavam prenhes e

nem na fase de estro foram submetidas ao protocolo de indução do

crescimento folicular com uma aplicação única de 100 UI de eCG

(gonadotrofina coriônica eqüina – Novormon® 5000UI, Vetrepharm) por via IM

(intra-muscular). Após 82 a 84 horas da aplicação do eCG, 100 UI de hCG

(gonadotrofina coriônica humana – Vetecor® 5000UI, Calier) foram

administradas por via IM.

9. Procedimento de inseminação artificial

As fêmeas foram inseminadas utilizando-se o método intra-vaginal ou o

método intra-uterino, determinados aleatoriamente para cada gata, após 30

horas da indução da ovulação. Para os dois métodos de inseminação, as

fêmeas foram submetidas à anestesia, após jejum alimentar de 12 horas e

hídrico de 2 horas, com uma aplicação de 15 mg/ Kg de cloridrato de

quetamina (Dopalen® 10%, Vetbrands) e 1 mg/ Kg de cloridrato de xilazina

(Xilazin® 2%, Syntec) por via IM e manutenção com halotano (Tanohalo®,

Cristália).

Lâminas de citologia vaginal coradas com Panótipo (aumento de

400x) mostrando uma gata fora da fase de estro à esquerda e

uma gata na fase de estro à direita.

FIGURA 6.
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9.1. Método intra-vaginal

Após anestesia, foi realizado o exame de citologia vaginal, como descrito

anteriormente, e apenas as fêmeas apresentando mais de 60% de células

superficiais foram inseminadas. Para este método de IA, foram utilizadas no

total 8 gatas, sendo 4 fêmeas inseminadas com amostras de sêmen do gato A

e 4 fêmeas com amostras de sêmen do gato B.

Para a inseminação, as gatas foram colocadas em decúbito dorsal e

com o posterior elevado. Uma sonda uretral para gatos rígida (Provar®), com

1,3 mm de diâmetro, foi introduzida no canal vaginal de 30 a 40 mm e, com o

auxílio de uma pipeta automática, 100 µL de sêmen foi depositado lentamente

na vagina (Figura 7). As gatas, após inseminação, permaneceram com o

posterior elevado durante 20 minutos, evitando-se o refluxo de sêmen.

9.2. Método intra-uterino

Para este método de IA, foram utilizadas no total 10 gatas, sendo 5

fêmeas inseminadas com amostras de sêmen do gato A e 5 fêmeas com

amostras de sêmen do gato B.

A inseminação pelo método intra-uterino foi realizada através de

laparotomia pela linha alba. Após exposição de parte do corno uterino, um

catéter intravenoso de 22G (Angiocarth®, BD) foi introduzido até o lúmen do

FIGURA 7. Inseminação artificial pelo método intra-vaginal

utilizando uma sonda uretral para gatos.
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útero e, na seqüência, apenas a parte de plástico do catéter foi deslizada para

o interior do lúmen no sentido cranial, desta forma, chegando próximo ao final

do corno uterino. Metade da amostra de sêmen (30 a 50 µL) foi colocada no

canhão do catéter (Figura 8) e, com o auxílio de uma seringa de 1 mL contendo

ar e massagem no corno uterino no sentido cranial, o sêmen foi depositado

lentamente no interior do lúmen uterino (Figura 9). O mesmo procedimento de

inseminação foi realizado em ambos os cornos uterinos. Após cirurgia, foram

administrados 0,2 mg/ Kg de meloxicam e 30.000 UI/ Kg de pentabiótico,

ambos por via SC.

0

FIGURA 8. Inseminação artificial intra-uterina. Deposição

do sêmen no canhão do catéter.

FIGURA 9. Inseminação artificial intra-uterina. Deposição

do sêmen no lúmen uterino.
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10. Diagnóstico e acompanhamento da gestação

Após 18 a 21 dias da inseminação artificial, foi realizado o diagnóstico de

gestação através de exame ultra-sonográfico como descrito anteriormente. Foi

acompanhada a gestação de apenas uma das gatas prenhes até o parto e

desmame dos filhotes. As demais gatas foram submetidas a ovário-salpingo-

histerectomia (OSH), após jejum alimentar e hídrico, utilizando anestesia com

15 mg/ Kg de cloridrato de quetamina (Dopalen®, 10%, Vetbrands), 1 mg/ Kg

de cloridrato de xilazina (Xilazin® 2%, Syntec), 0,2 mg/ Kg de sulfato de

morfina (Dimorf® 1%, Cristália) por via IM e manutenção com halotano

(Tanohalo®, Cristália). Após cirurgia, foram administrados 0,2 mg/ Kg de

meloxicam e 30.000 UI/ Kg de pentabiótico, ambos por via SC.

11. Avaliação da resposta ovariana ao tratamento hormonal

Após 18 a 21 dias da IA, os ovários das fêmeas submetidas à OSH

(n=14) foram avaliados quanto ao número de CLs e de folículos, anotando-se a

quantidade de folículos acima de 2,0 mm de diâmetro.

12. Dosagem sérica de progesterona

Foram coletadas amostras de sangue por venopunção da jugular no

momento da IA e no dia da OSH, com 18 a 21 dias após a IA, em todas as

gatas, com exceção apenas da gata 16, da qual o sangue não foi coletado

durante a gestação. Após coleta do sangue, a amostra foi centrifugada e o soro

reparado e estocado à -80ºC para posterior dosagem da progesterona.

A dosagem sérica de progesterona foi realizada utilizando kits

comerciais em fase sólida (Coat A – Count Diagnostics Products Corporation,

Los Angeles, Califórnia, USA) e leitura por sistema de radioimunoensaio

[Packard Cobra II Auto Gamma (GMI Inc. – Minnesota - USA)], seguindo as

instruções do fabricante. A dosagem foi realizada no Laboratório de

Endocrinologia do Departamento de Reprodução Animal e Radiologia

Veterinária, FMVZ, Unesp, Campus de Botucatu. O processamento de todas as

amostras foi realizado em um único ensaio, sendo o coeficiente de variação

intra-ensaio de 4,04%.
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13. Análise estatística

Para a comparação entre as características espermáticas observadas

antes e após o processo de congelação/descongelação para as amostras dos

dois gatos (A e B) e também para a comparação entre os valores obtidos para

os gatos A e B em cada momento (antes e após congelação/descongelação)

foram utilizados o teste paramétrico de comparações múltiplas de Tukey para

as variáveis de IMP, MP, VAP, VCL, VSL, LIN, STR, BCF, ALH, R, defeitos

totais, defeitos maiores, defeitos menores, defeitos de peça intermediária,

defeitos maiores de cauda, defeitos maiores de cabeça, defeitos menores de

cabeça e defeitos de inserção e o teste não paramétrico de Wilcoxon para as

variáveis de MT, defeitos de acrossomo, defeitos menores de cauda, gota

citoplasmática proximal e distal, uma vez que estas últimas não atenderam as

pressuposições necessárias para a execução da análise de variância, como

normalidade e igualdade de variância (VIEIRA, 2004; BUSSAB & MORETTIN,

2006).

Os resultados obtidos para a integridade de membrana plasmática pelo

Iodeto de Propídio junto ao Diacetato de Carboxifluoresceína ou ao PSA e JC-

1, e os resultados de integridade de acrossomo dados pelo método descrito por

Pope et al. (1991a) ou pelo PSA foram comparados utilizando-se o teste F da

ANOVA. A comparação entre os resultados positivo de prenhez obtidos

para cada método de IA (intra-vaginal e intra-uterino) foi realizada utilizando-se

o teste exato de Fisher (VIEIRA, 2004).

Para todos os testes realizados foi considerado o nível de significância

p<0,05.
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RESULTADOS

1. Qualidade do sêmen antes e após o processo de congelação/

descongelação

As médias obtidas para cada característica espermática nos momentos

antes e após o processo de congelação/descongelação para os dois gatos se

encontram na Tabela 4.

Para ambos os gatos, comparando-se o momento antes da congelação

e após a descongelação, foram encontrados uma redução (p<0,05) dos valores

de integridade de membrana plasmática, motilidade total, motilidade

progressiva, VAP, VSL, VCL, LIN, R, porcentagem de acrossomos normais,

defeitos menores e gota citoplasmática distal e um aumento (p<0,05) dos

valores de ALH, defeitos maiores, defeitos totais, defeitos maiores de cauda e

defeitos de peça intermediária.

Somente para o gato A ocorreram uma redução (p<0,05) dos valores de

defeitos menores de cabeça e defeitos menores de cauda e um aumento

(p<0,05) do valor de BCF quando se comparou os momentos antes e depois da

congelação/descongelação. Já para o gato B, uma redução (p<0,05) dos

valores de BCF, STR e gota citoplasmática proximal foi observada após a

descongelação.

Comparando os gatos anteriormente à congelação (p<0,05), valores

maiores de VAP, VSL, LIN, porcentagem de acrossomos normais, defeitos

maiores de cabeça, defeitos de peça intermediária, defeitos de inserção,

defeitos menores de cauda e valor menor de gota citoplasmática distal foram

observados para o gato A. Após a descongelação, foram obtidos para o gato A

valores maiores de BCF, LIN, defeitos de cabeça e defeitos de inserção e

valores menores de ALH, defeitos maiores, defeitos totais, defeitos de peça

intermediária, defeitos menores de cabeça, defeitos menores de cauda e gota

citoplasmática distal quando comparado ao gato B (p<0,05).



Resultados 46

Gato A B

Momento Antes Depois Antes Depois

IMP (%) 89,0 ± 1,9 Aa 45,0 ± 2,7 Ab 88,5 ± 2,1 Aa 44,8 ± 4,7 Ab

MT (%) 88,3 ± 1,7 Aa 53,4 ± 4,5 Ab 88,7 ± 1,9 Aa 52,3 ± 9,1 Ab

MP (%) 66,8 ± 2,9 Aa 33,8 ± 5,6 Ab 66,2 ± 2,5 Aa 32,0 ± 5,8 Ab

VAP (µm/s) 140,2 ± 3,1 Aa 96,9 ± 4,5 Ab 128,6 ± 5,3 Ba 96,3 ± 3,6 Ab

VSL (µm/s) 123,2 ± 3,2 Aa 85,3 ± 5,0 Ab 114,1 ± 3,7 Ba 81,6 ± 2,8 Ab

VCL (µm/s) 171,7 ± 2,8 Aa 145,4 ± 3,9 Ab 166,2 ± 4,5 Aa 148,9 ± 5,6 Ab

ALH (µm) 4,3 ± 0,1Aa 4,9 ± 0,1Ab 4,5 ± 0,2Aa 5,5 ± 0,3Bb

BCF (Hz) 33,5 ± 1,5 Aa 36,2 ± 1,4 Ab 33,6 ± 1,0 Aa 31,5 ± 1,0 Bb

STR (%) 87,5 ± 0,8 Aa 86,0 ± 1,7 Aa 86,7 ± 0,9 Aa 83,1 ± 1,1 Ab

LIN (%) 71,8 ± 1,3 Aa 58,5 ± 2,1 Ab 68,7 ± 2,3 Ba 54,8 ± 1,0 Bb

R (%) 84,3 ± 2,9 Aa 41,3 ± 5,4 Ab 84,8 ± 2,5 Aa 41,9 ± 7,8 Ab

Def maiores (%) 12,1 ± 1,8 Aa 59,4 ± 2,1 Ab 9,8 ± 1,9 Aa 63,7 ± 2,4 Bb

Def menores (%) 3,7 ± 1,6 Aa 0,6 ± 0,6 Ab 4,6 ± 2,2 Aa 0,8 ± 0,8 Ab

Def totais (%) 15,8 ± 2,9 Aa 60,0 ± 1,7 Ab 14,5 ± 3,4 Aa 64,5 ± 2,3 Bb

AN (%) 97,4 ± 0,6 Aa 57,5 ± 5,6 Ab 94,1 ± 2,1 Ba 52,3 ± 6,4 Ab

Def maiores cab (%) 0,9 ± 0,3 Aa 1,1 ± 0,6 Aa 0,3 ± 0,3 Ba 0,6 ± 0,6 Ba

Gota cito proximal (%) 0,1 ± 0,1 Aa 0,1 ± 0,2 Aa 0,6 ± 0,2 Ba 0,0 Ab

Def PI (%) 3,0 ± 1,0 Aa 4,7 ± 1,3 Ab 1,9 ± 0,9 Ba 5,3 ± 0,9 Bb

Def maiores cauda (%) 4,9 ± 1,6 Aa 25,1 ± 4,4 Ab 2,3 ± 1,8 Ba 25,4 ± 7,6 Ab

Def menores cab (%) 1,1 ± 0,3 Aa 0,3 ± 0,3 Ab 1,0 ± 0,4 Aa 0,9 ± 0,5 Ba

Def Inserção (%) 0,7 ± 0,3 Aa 0,8 ± 0,5 Aa 0,4 ± 0,3 Ba 0,3 ± 0,4 Ba

Def menores cauda (%) 1,5 ± 1,0 Aa 0,0 Ab 0,5 ± 0,4 Ba 0,6 ± 0,7 Ba

Gota cito distal (%) 0,9 ± 1,3 Aa 0,1 ± 0,2 Ab 3,2 ± 2,1 Ba 0,4 ± 0,3 Bb

TABELA 4. Médias (± desvio padrão) obtidas para as características espermáticas antes e

após o processo de congelação/descongelação para os gatos A e B, Botucatu,

2007.

IMP (integridade de membrana plasmática); MT (motilidade total); MP (motilidade progressiva); VAP (velocidade espermática ao

longo de uma trajetória média); VSL (velocidade ao longo de uma linha reta); VCL (velocidade espermática ao longo da trajetória

real); ALH (deslocamento lateral da cabeça); BCF (freqüência de batimento flagelar); STR (índice retilíneo); LIN (linearidade); R

(rápidos); Def maiores (defeitos maiores); Def menores (defeitos menores); Def totais (defeitos totais); AN (acrossomos normais);

Def maiores cab (defeitos maiores de cabeça); Gota cito proximal (gota citoplasmática proximal); Def PI (defeitos de peça

intermediária); Def maiores cauda (defeitos maiores de cauda); Def menores cab (defeitos menores de cabeça); Def inserção

(defeitos de inserção); Def menores cauda (defeitos menores de cauda) e Gota cito distal (gota citoplasmática distal).

Letras maiúsculas iguais representam semelhança entre os gatos dentro do mesmo momento (p<0,05).

Letras minúsculas iguais representam semelhança entre os momentos para o mesmo gato (p<0,05).
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Os valores de integridade de membrana presentes na Tabela 4 são

referentes aos resultados obtidos com a técnica descrita por Harrison & Vickers

(1990), utilizando Iodeto de Propídio e Diacetato de 6-Carboxifluoresceína

(Figura 9). Os resultados obtidos com a coloração usando as sondas

fluorescentes IP, FITC-PSA e JC-1 (Figura 11), descrita por Celeghini (2005),

se encontram na Tabela 5.

Somente os espermatozóides com membrana íntegra apresentaram alto

potencial de membrana mitocondrial. Apenas o gato A apresentou uma

pequena porcentagem (2,7 ± 0,6) de espermatozóides com lesão de membrana

acrossomal com membrana plasmática íntegra, chamada de reação

acrossomal verdadeira.

Para a porcentagem de membrana plasmática íntegra, não foi observada

diferença (p<0,05) entre os dois métodos de coloração com sondas

fluorescentes utilizados (IP com Diacetato de Carboxifluoresceína ou IP com

PSA e JC-1). Já para a avaliação da porcentagem de acrossomos íntegros, o

método de Pope et al. (1991a) obteve maior quantidade (p<0,05) de

acrossomos classificados como lesados quando comparado à porcentagem de

espermatozóides classificados como lesados pelo método com PSA.

Gato IMP MAL RAV APM

A 43,0 ± 2,6 35,3 ± 2,3 2,7 ± 0,6 18,0 ± 6,1

B 39,7 ± 0,6 39,0 ± 4,6 0,0 15,7 ± 3,5

Média 41,3 ± 2,5 37,2 ± 3,8 1,3 ± 1,5 16,8 ± 4,6

TABELA 5. Médias (± desvio padrão) das porcentagens de IMP, MAL, RAV e APM obtidas

após descongelação do sêmen para os gatos A e B utilizando a técnica descrita

por Celeghini (2005), Botucatu, 2007.

IMP (integridade de membrana plasmática); MAL (membrana acrossomal íntegra); RAV (reação acrossomal verdadeira,

representado pela porcentagem de espermatozóides com membrana plasmática íntegra e membrana acrossomal lesada) e APM (alto

potencial de membrana mitocondrial).
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FIGURA 10. Espermatozóides de gato doméstico corados com Iodeto de Propídio e

Diacetato de Carboxifluoresceína. Setas brancas indicam

espermatozóides com membrana plasmática intacta, em verde. Seta

vermelha indica espermatozóide com membrana plasmática lesada,

região da cabeça em vermelho.

FIGURA 11. Espermatozóides de gato doméstico corados com IP, FITC-PSA e JC-1.

Seta azul indica lesão da membrana acrossomal, região acrossomal em

verde. Seta vermelha indica lesão de membrana plasmática, região da

cabeça em vermelho. Seta amarela indica alto potencial de membrana

mitocondrial, pontos alaranjados ao longo da peça intermediária. Seta

branca indica baixo potencial de membrana mitocondrial, peça

intermediária em verde.
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2. Resposta ovariana a indução do estro e ovulação

No total 19 fêmeas foram submetidas à indução do estro, sendo que a

gata 16 foi utilizada duas vezes com intervalo de 4 meses, totalizando 20

induções de estro. Fêmeas diagnosticadas prenhes antes da indução do estro

ou apresentando alteração no estado de saúde foram descartadas do projeto.

Após 112 a 115 horas da aplicação do eCG, durante a laparotomia para a

técnica de IAIU, foi observado que duas gatas (gatas 4 e 21) apresentavam

apenas folículos menores que 2 mm de diâmetro em ambos os ovários e

citologia vaginal não característica de estro. Para a técnica de IAIV, todas as

gatas no momento da IA (112 a 115 horas após administração do eCG)

apresentavam citologia vaginal característica de estro e foram consideradas em

cio. A gata 21 foi descartada por apresentar alterações no estado de saúde,

observado após indução do estro. Desta forma, das 19 induções de estro

válidas apenas uma não foi bem sucedida, resultando em um índice de 94,7%.

Todas as gatas submetidas à técnica de IAIU apresentaram corpos

hemorrágicos em ambos os ovários no momento da laparotomia para a IA, ou

seja, todas foram inseminadas após a ovulação. Os valores de progesterona

sérica no momento da IA ficaram abaixo de 1,5 ng/ mL, ou seja, as gatas

quando induzidas com eCG se encontravam, provavelmente, na fase de

interestro ou anestro. Todas as dosagens de progesterona sérica após 18 a 21

dias da IA resultaram em valores superiores a 1,5 ng/ mL, confirmando

ovulação em 100% das fêmeas após administração do hCG. Os resultados da

dosagem de progesterona se encontram no Anexo 4.

As gatas 9 e 27, ambas utilizadas para a técnica de IAIU (gata 9

inseminada com gato B e gata 27 com o gato A), foram diagnosticadas com

piometra após 18 a 20 dias da IA e submetidas à OSH e ao tratamento clínico

específico para o caso. As gatas 9 e 27 apresentaram 28 e 26 CLs em ambos

os ovários, respectivamente, e nenhum cisto folicular. Essas gatas foram

descartadas do experimento e as inseminações repetidas em outras fêmeas.

O número de CLs e folículos entre 2 a 5 mm e superiores a 5 mm de

diâmetro encontrados nos ovários das gatas após 18 a 20 dias (n=14) da IA

estão na Tabela 6 (Figura 12).
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Folículos de 2 a Folículos acima de Número total de
Gata CL

5 mm de diâmetro 5 mm de diâmetro folículos

13 22 1 3 4
15 20 7 0 7
30 19 0 0 0
3 20 5 2 7
8 22 0 0 0
28 27 0 0 0
29 19 2 1 3

11 37 1 2 3

12 32 4 1 4

14 18 0 0 0

19 35 3 0 3

24 33 3 0 3
25 14 1 0 1
26 15 4 0 4

Média 23,8 ± 7,6 2,2 ± 2,2 0,6 ± 1,0 2,8 ± 2,4

TABELA 6. Quantidade de corpos lúteos (CL) e folículos ovarianos entre 2 a 5 mm e

superiores a 5 mm de diâmetro, Botucatu, 2007.

FIGURA 12. Ovários de gata doméstica após 18 a 21 dias da IA, sendo: A) ovário

contendo vários CLs (seta) em sua superfície; B) ovário apresentando

apenas folículos de até 2 mm de diâmetro (seta); C) ovários apresentando

CLs (seta branca), folículos de até 5 mm de diâmetro (seta azul) e folículos

maiores que 5 mm (seta preta).

A CB
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3. Resultados da inseminação artificial

Os resultados de prenhez e o número de vesículas embrionárias

observados com 18 a 21 dias após a realização das IA (Figura 13), assim

como, a dose inseminante e as características das amostras de sêmen

utilizadas em cada inseminação se encontram na Tabela 7.

Método Gato Gata R V
Sptz
total
(106)

Sptz
móveis

(106)

MT
(%)

MP
(%)

IMP
(%)

AN
(%)

PN
(%)

13 + 4 72,0 33,1 46 26 48 61,5 40

15 + 3 75,4 42,2 56 36 44 64 40

16 + 2 68,2 35,5 52 37 49 61 41
A

30 + 1 78,7 42,5 54 32 46 60,5 41

8 + 1 74,0 45,9 62 38 48 54,5 39

28 + 1 70,9 25,5 36 22 45 62,5 36

3 - 0 77,8 42,8 55 32 52 58 35

IU

B

29 - 0 75,1 36,0 48 29 42 45,5 34,5

11 - 0 71,6 35,1 49 28 46 46,5 37,5

12 - 0 79,2 42,0 53 30 42 57,5 40,5

14 - 0 71,0 42,6 60 40 42 53 42,5
A

16 - 0 75,8 43,2 57 41 43 56 37,5

19 - 0 68,9 42,0 61 39 38 43 35,5

24 - 0 78,2 41,4 53 31 43 52 36

25 - 0 73,9 43,6 59 37 49 53 31

IV

B

26 - 0 73,8 32,5 44 28 41 49,5 37

Média 2,0
(± 1,3)

74,0
(± 3,4)

39,1
(± 5,5)

52,8
(± 6,9)

32,9
(± 5,6)

44,9
(± 3,7)

54,9
(± 6,4)

37,8
(± 3,0)

TABELA 7. Resultado de prenhez para cada fêmea utilizada nos métodos de IAIU ou IAIV e

número de vesículas embrionárias observadas com 18 a 21 dias após IA, dose

inseminante e características das amostras seminais em cada inseminação,

Botucatu, 2007.

R (resultado de prenhez após 18 a 21 dias da IA); V (número de vesículas observadas após 18 a 21 dias da IA); Sptz totais (número

total de espermatozóides na dose inseminante); Sptz móveis (número total de espermatozóides móveis na dose inseminante); MT

(motilidade total); MP (motilidade progressiva); IMP (porcentagem de espermatozóides com membrana plasmática íntegra); AN

(porcentagem de acrossomos normais) e PN (porcentagem de espermatozóides morfologicamente normais).
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Para o gato A foi obtido 100% de prenhez com o método de IAIU e de

0% com o método de IAIV. Já para o gato B, uma taxa de prenhez de 50% foi

obtida com o método de IAIU e de 0% após IAIV. No total, para os dois

machos, foram observadas taxas de 75% de fêmeas prenhes após a IAIU e de

0% após o método de IAIV.

O teste exato de Fisher, quando aplicado as variáveis método e

resultado de IA, produz um nível descritivo (valor p) de aproximadamente

0,007, fornecendo evidência de que as duas variáveis são associadas. Um

intervalo de confiança para a razão de chances tem limites (2,11; infinito),

possibilitando concluir que a chance de resultado positivo para o método IAIU é

no mínimo 2,11 vezes superior à chance de resultado positivo para o método

IAIV, com 95% de confiança.

A gata 16 pariu dois filhotes saudáveis, um macho e uma fêmea, após

65 dias da IAIU.

FIGURA 13. Imagem ultra-sonográfica do útero de gata

domestica gestante com visualização das

vesículas embrionárias após 18 dias da IA.
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DISCUSSÃO

Para a congelação das células espermáticas dos gatos domésticos

existem diversos protocolos, os quais apresentam diferenças na constituição do

diluente, tempo de refrigeração, momento de glicerolização, taxa de

refrigeração e congelação, temperatura de descongelação, entre outras. Da

mesma forma, os métodos de avaliação das células espermáticas também

diferem entre os estudos, sendo assim, é difícil uma comparação fidedigna dos

resultados obtidos após descongelação do sêmen entre os diversos

pesquisadores.

Pukazhenthi et al. (1999) observaram maior perda da integridade do

acrossomo após utilização de taxas rápidas de refrigeração (4ºC/ min ou 14ºC/

min) e menor perda com uma taxa de refrigeração mais lenta (0,5ºC/ min).

Apesar disso, Zambelli et al. (2002) utilizando diluente com glicerol e uma taxa

de refrigeração de 12ºC/ min, previamente a congelação, não encontraram

perda na motilidade espermática e nem na integridade do acrossomo após o

período de equilíbrio. Assim, pode-se especular que os efeitos deletérios das

taxas de refrigeração mais rápidas podem ser minimizados pela adição do

glicerol ao diluente. No presente estudo, a glicerolização foi realizada

previamente a refrigeração com taxa de 10ºC/ min, contudo as amostras de

sêmen não foram avaliadas após o tempo de equilíbrio para se determinar os

efeitos da refrigeração sobre as células espermáticas, somente após

descongelação.

Após refrigeração com glicerol a uma taxa de 0,2ºC/ min, Tebet et al.

(2006) observaram 28,3% de acrossomos lesados e 51% de espermatozóides

com membrana plasmática íntegra nas amostras após descongelação, sendo

estes valores superiores quando comparados aos encontrados no presente

trabalho (45,1% e 44,9%, respectivamente). Contudo, através da técnica de

microscopia eletrônica, Tebet et al. (2006) notaram que a maioria das células

espermáticas avaliadas apresentava lesões acrossomais.
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Segundo Zambelli et al. (2002), taxas de congelação mais lentas (3,85º

C/ min) são importantes para a preservação da motilidade e da integridade do

acrossomo nos espermatozóides dos gatos domésticos. Neste estudo,

utilizando-se uma taxa média de 14ºC/ min para a congelação obteve-se uma

porcentagem de motilidade espermática semelhante e uma porcentagem de

acrossomos intactos inferior aos valores observados por Zambelli et al. (2002)

(52,9% vs 49,7% e 54,9% vs 66%, respectivamente) utilizando taxa de 9ºC/

min. Wood et al. (1993), com uma taxa de congelação rápida (40ºC/ min),

encontraram uma perda de 72% da integridade acrossomal, corroborando com

as dados obtidos por Zambelli et al. (2002) quando também utilizaram taxas

rápidas de congelação (36 ou 43ºC/ min). É importante frisar que, apesar de

Zambelli et al. (2002) terem encontrado melhores resultados de motilidade e

integridade de acrossomo utilizando a taxa de 3,85ºC/ min, a avaliação da

integridade de membrana plasmática seria recomendável, uma vez que,

embora altos índices de integridade de acrossomo sejam observados, uma

queda acentuada da integridade da membrana plasmática após a

descongelação pode ocorrer (TEBET et al., 2006).

A presença do plasma seminal, embora implicada na redução da

longevidade das células espermáticas dos gatos (McLAUGHLING & HAMNER,

1974), não mostrou interferência nos resultados após o processo de

refrigeração por tempo prolongado (HARRIS et al., 2001). Não existe nenhum

estudo em gatos que avalie a ação do plasma seminal no processo de

congelação, na longevidade do sêmen descongelado e na IA. Embora a

maioria dos trabalhos realize a retirada do plasma seminal previamente a

congelação, esse procedimento não foi possível no presente estudo. Por ser

necessária uma centrifugação previa a IA, para reduzir o volume de

inseminação, e pelo sêmen do gato ser muito sensível ao procedimento de

centrifugação, optou-se por realizar apenas uma centrifugação após a

descongelação do sêmen. Tsutsui et al. (2000b) também utilizaram a

centrifugação apenas após descongelação do sêmen pelo mesmo motivo e

observaram menor motilidade (30%) e maior viabilidade (51,9%) quando

comparados com nossos resultados (52,8% e 44,9%, respectivamente),

embora métodos diferentes de avaliação da motilidade e da integridade da

membrana plasmática tenham sido utilizados.
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Axnèr et al. (2004) demonstraram que a adição do Equex STM, um

detergente a base de SDS, ao diluente de congelação para espermatozóides

epididimais de gato, apesar de aumentar a integridade do acrossomo (de

19,9% para 34,6% após a congelação/descongelação), levou há uma redução

da longevidade espermática in vitro após a descongelação. Em contrapartida,

para o sêmen de cães, Peña et al. (2004) observaram que a adição do Equex

STM Paste ao diluente promoveu, após descongelação, melhor conservação

da integridade da membrana plasmática e do acrossomo e maior motilidade

após 7 horas de incubação quando comparado ao controle, sem a adição do

SDS. Apesar do possível efeito deletério à longevidade das células

espermática, o OEP, um detergente também à base de SDS e utilizado neste

trabalho para a congelação do sêmen, não influenciou na capacidade de

fertilização das células espermáticas, embora possa ser, em parte,

responsabilizado pelo baixo resultado de fertilidade após a IAIV por talvez

contribuir com a redução da longevidade dessas células.

Após a descongelação, além da grande quantidade de lesão acrossomal

contribuindo para o aumento na porcentagem de espermatozóides com

defeitos maiores, também se observou um aumento na quantidade de defeitos

maiores de cauda (cauda fortemente dobrada ou enrolada) e de defeitos na

peça intermediária. Ao contrário do observado neste trabalho, Axnèr et al.

(2004) não verificaram diferenças na morfologia espermática antes e após a

congelação/descongelação, contudo, estes autores consideraram apenas os

espermatozóides que apresentavam acrossomos e membrana plasmática

íntegros.

O aumento na porcentagem de caudas dobradas ou enroladas,

observado neste estudo após a descongelação, pode ser conseqüência das

alterações induzidas pelo processo de congelação/descongelação (WATSON,

1995) ou por alterações na osmolalidade, uma vez que as células espermáticas

dos felinos são muito sensíveis às diferenças osmóticas (PUKAZHENTHI et al.,

2000). Ainda, existe a possibilidade dos defeitos de cauda terem sido causados

pelo método de coloração utilizado neste trabalho, pois a amostra de sêmen

após a descongelação, contendo alta osmolalidade, foi diluída diretamente em

um meio tampão de citrato de sódio a 2,9%, de baixa osmolalidade (290

mOsm/ Kg). Desta forma, para a avaliação da morfologia do sêmen
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descongelado, talvez a utilização de preparações úmidas seja mais apropriada,

usando as técnicas de coloração apenas para visualização do acrossomo.

A respeito da motilidade espermática, nós observamos uma queda nas

porcentagens dessa variável após a descongelação para as amostras de

ambos os gatos. Essa diminuição na porcentagem de espermatozóides móveis

pode ser devido às mudanças na osmolalidade, no transporte ativo e na

permeabilidade da membrana plasmática na região da cauda, combinadas a

uma alteração na disponibilidade de energia e/ou danos nos elementos do

axonema (Watson, 1995).

O método de avaliação da motilidade espermática pelo sistema de

CASA tem se mostrado valioso para o diagnóstico de infertilidade em clínicas

de reprodução humana, realizando uma análise objetiva (VERSTEGEN et al.,

2002). Milligan et al. (1980) observaram que, baseando-se nas medidas de

velocidade espermática, homens férteis e inférteis podem ser diferenciados.

Em bovinos, a combinação da porcentagem de motilidade e velocidade

apresentou alta correlação com a fertilidade (FARRELL et al., 1998).

Embora algumas características espermáticas sejam importantes para a

fertilidade dos espermatozóides, ainda não está claro quais características do

movimento espermático, avaliados pelo CASA, são de valor clínico para

predizer a fertilidade (MILLIGAN et al., 1980; MANN, 1989). Uma correlação

positiva entre o número total de espermatozóides móveis inseminados, VCL e

fecundidade foi observada (GERRIS & KHAN, 1987; BYRD et al., 1990). Os

valores de VCL também foram correlacionados com o sucesso na FIV (HOLT

et al., 1994). Os valores de ALH dos espermatozóides selecionados pela

técnica de swim-up correlacionaram-se positivamente com as taxas de

fertilidade (LIU et al., 1991; SUKCHAROEN et al., 1995; JEULIN et al., 1996).

O BCF não mostrou ter efeito sobre as taxas de FIV em alguns estudos

(DONNELY et al., 1998; DONNELY et al., 2000), contudo em outros uma

correlação positiva foi encontrada (SUKCHAROEN et al., 1995;

SUKCHAROEN et al., 1998). Devido ao fato da LIN ser a proporção de VSL por

VCL, e sendo esta correlacionada negativamente com a taxa de FIV, a amostra

de sêmen infértil pode tender a apresentar uma proporção alta de VSL para

VCL (VERSTEGEN et al., 2002).
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Para os gatos domésticos, não há nenhum estudo correlacionando os

valores obtidos pela análise de CASA e a fertilidade in vitro ou in vivo. Neste

estudo, os dois gatos utilizados obtiveram valores similares em quase todas as

variáveis analisadas pelo CASA após a descongelação, com exceção dos

valores de BCF, LIN e ALH, sendo os dois primeiros maiores para o gato A e o

último maior para o gato B. O gato A apresentou melhor fertilidade após IAIU,

com 100% de prenhez, comparado ao gato B, com apenas 50% de prenhez,

contudo, devido ao baixo número de gatas inseminadas pelo método intra-

uterino para cada gato (n=4) e às semelhanças entre as amostras dos gatos

após descongelação, fica difícil correlacionar a fertilidade in vivo com os

valores obtidos pela análise do CASA.

Diferente do encontrado neste trabalho, Stachecki et al. (1994),

trabalhando com sêmen do epidídimo, encontraram uma redução nos valores

de ALH após a descongelação. Os valores de ALH se relacionam ao

movimento de hiperativação, característico dos espermatozóides que passam

pelo processo de capacitação ou por alterações parecidas a capacitação

induzidas, por exemplo, pelos procedimentos de refrigeração e

congelação/descongelação (GREEN & FISHEL, 1999). Desta forma, o aumento

nos valores de ALH após a descongelação, observado neste estudo, pode

estar relacionado à hiperativação dos espermatozóides induzida pelo processo

de congelação/descongelação.

A integridade da membrana plasmática, além de ser importante para a

sobrevivência dos espermatozóides no trato reprodutivo da fêmea, é também

fundamental para a manutenção da capacidade fertilizante das células

espermáticas (PARKS & GRAHAM, 1992). A desestabilização das membranas

espermáticas pela criopreservação pode levar a uma reação acrossomal

prematura, reduzindo a longevidade dos espermatozóides e sua capacidade de

fecundação. Adicionalmente, a ocorrência de uma falsa reação acrossomal é

também descrita para o sêmen descongelado, quando as alterações

acrossomais estão associadas a lesões irreversíveis das membranas

(BEDFORD, 1970; MEIZEL, 1978). Atualmente, as sondas fluorescentes vêm

ocupando um papel importante na avaliação das membranas espermáticas,

auxiliando na análise in vitro dessas células.
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A coloração utilizando as três sondas fluorescentes; IP, JC-1 e PSA

permite avaliar a integridade das membranas plasmática e acrossomal e o

potencial mitocondrial ao mesmo tempo. Infelizmente, devido ao número

pequeno de amostras de sêmen avaliadas para cada gato (n=3), não foi

possível realizar a comparação dos resultados obtidos entre os dois machos

utilizados neste trabalho.

O IP possui afinidade ao DNA, corando em vermelho o núcleo das

células que apresentam membrana plasmática lesada, e por ser um corante

estável é utilizado com êxito na microscopia de epifluorescência e na citometria

de fluxo (GARNER et al., 1986; GARNER et al., 1988; HARRISON & VICKERS,

1990; MAXWELL et al., 1997).

O PSA, uma aglutinina derivada da ervilha (Pisum sativum), possui

especificidade às glicoproteínas e se liga especificamente ao açúcar �-

manosidase, encontrado no conteúdo acrossomal (CROSS et al., 1986), não

penetrando em membranas acrossomais intactas. Para a visualização do

acrossomo espermático em microscopia de epifluorescência, o PSA é

conjugado a fluoresceínas como o isotiocionato de fluoresceína (FITC)

(FARLIN et al., 1992), desta forma marcando com sucesso o acrossomo

espermático em verde amarelado quando as membranas acrossomais estão

lesadas (CROSS et al., 1986; GRAHAM et al., 1990; FARLIN et al., 1992;

CASEY et al., 1993).

Para os bovinos, comparando-se o PSA ao amarelo de naftol/ eritrosina

B foram observados 6% a mais de acrossomos danificados identificados pela

coloração com o PSA (GRAHAM et al., 1990). Adicionalmente, Farlin et al

(1992) encontraram correlação entre a porcentagem de espermatozóides de

eqüinos ligados ao PSA e a proporção de espermatozóides com acrossomo

danificado nas amostras. Em gatos, o PNA, também uma aglutinina, tem sido

utilizado com sucesso na detecção de lesões acrossomais (PUKAZHENTHI et

al., 1999; PUKAZHENTHI et al., 2001; AXNÈR et al., 2004).

Após comparação entre os resultados obtidos neste estudo com a

coloração de PSA e com a técnica descrita por Pope et al. (1991a), foi

observada maior porcentagem de acrossomos danificados utilizando o segundo

método. Apesar da técnica utilizando o PSA oferecer boa visualização do

acrossomo danificado, da mesma forma que na técnica de Pope et al. (1991a),
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a leitura é subjetiva, podendo levar a variações entre os examinadores. Para a

validação de uma técnica de detecção da lesão acrossomal, o mais indicado é

correlacioná-la a microscopia eletrônica (CROSS & MEIZEL, 1989).

A sonda fluorescente JC-1 é utilizada para identificar diferenças no

potencial das membranas mitocondriais, alterando sua cor do verde ao laranja

ou vermelho de acordo com o aumento do potencial (REERS et al., 1991;

COSSARIZZA et al., 1993). A fluorescência verde do JC-1 ocorre devido à

formação de monômeros, apresentando excitação e emissão máxima de 510 a

527 nm, respectivamente, enquanto a fluorescência vermelha é devido à

formação de J-agregados, com excitação e emissão máxima de 485 a 585 nm,

respectivamente (HAUGLAND, 2001 apud CELEGHINI, 2005).

Correlação entre motilidade e espermatozóides com alto potencial de

mitocôndria, corados com JC-1, foi encontrada apenas antes da congelação do

sêmen em bovinos (THOMAS et al., 1998). Nessa espécie, também foi

observado que o glicerol pode diminuir o potencial da membrana mitocondrial

devido à redução de J-agregados nos espermatozóides corados por JC-1

(GARNER et al., 1999). Garner et al. (1997) declararam que o JC-1 não

permite boa distinção entre espermatozóides com baixa ou alta funcionalidade

mitocondrial. Já para os gatos domésticos, não existe relato anterior de

utilização dessa sonda fluorescente na avaliação do sêmen. Neste estudo, foi

observada uma pequena porcentagem de mitocôndrias com alto potencial de

mitocôndria para ambos os animais avaliados (18,0 e 15,7%) após a

descongelação, ficando bem abaixo dos valores encontrados para a motilidade

total (53,4 e 52,3%) e motilidade progressiva (33,8 e 32,0%). Em nosso

laboratório, testes preliminares utilizando o JC-1, realizados com sêmen fresco,

demonstraram grande quantidade de espermatozóides apresentando alto

potencial de mitocôndria.

No presente estudo, o sucesso na indução do crescimento folicular nos

ovários, observado durante a laparotomia ou através do exame de citologia

vaginal no momento da IA, foi de 94,7% (18 de 19) após a administração de

100 UI de eCG. Esse valor é próximo a taxa encontrada por Howard et al

(1992), que obtiveram 98,1% (53 de 54) de fêmeas com crescimento folicular

após a mesma dose de eCG.
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Adicionalmente, obtivemos uma taxa de 100% de fêmeas que

responderam à indução da ovulação após administração de 100 UI de hCG,

sendo similar a taxa encontrada por Howard et al. (1992) com a mesma dose

de hCG e estro induzido através do eCG. Entretanto, Tsutsui et al. (2000ab),

utilizando fêmeas em estro natural e duas aplicações de 100 UI de hCG com

intervalo de 24 horas, obtiveram taxas de ovulação ligeiramente menores

(95.5% e 82,4%) Com base nesses resultados, é importante observar que

quantidades pequenas de hCG (100 UI) são suficientes para obter-se sucesso

na indução da ovulação e, desta forma, reduzir os efeitos colaterais da terapia

com as gonadotrofinas exógenas (GOODROWE et al., 1988b; GRAHAM et al.,

2000).

Após 6 a 7 dias da IA, foram encontrados em média de 27,2 ± 5,6

(ROTH et al., 1997) e 18,9 ± 3,3 (HOWARD et al., 1992) CLs quando as

induções do estro e da ovulação foram realizadas com eCG e hCG. Esses

valores estão próximos ao observado neste trabalho após 18 a 21 dias da IA,

23,8 ± 7,6 CLs. Howard et al. (1992) e Goodrowe et al. (1988a) observaram um

aumento na quantidade de CLs quando compararam os números obtidos antes

e após 6 a 7 dias da IA ou aspiração folicular. Esse achado pode ser resultado

da ovulação de folículos provenientes de uma segunda onda folicular

desencadeada pela utilização das gonadotrofinas exógenas. No presente

estudo, o número de folículos ou CLs não foram anotados no momento da IA,

assim não podemos concluir se houve ou não um aumento no número de CLs.

É importante ressaltar que é comum o achado de folículos acima de 2

mm de diâmetro em gatas submetidas aos protocolos com eCG e hCG após 6

dias da IA [5,3 ± 1,6 (HOWARD et al., 1992); 8,7 ± 1,5 (ROTH et al., 1997)].

Esses folículos podem ser originados de uma segunda onda folicular

estimulada pelas gonadotrofinas exógenas, chamados de folículos ancilários

(SWANSON et al., 1996a) ou serem resultado de folículos que falharam no

processo de ovulação e formaram cistos (WILDT et al., 1978). Neste trabalho

encontrou-se um total de 2,8 ± 2,4 folículos acima de 2 mm de diâmetro sendo:

2,2 ± 2,2 entre 2 a 5 mm de diâmetro e 0,6 ± 1,0 acima de 5 mm. Esses valores

embora menores quando comparados a outros trabalhos (HOWARD et al.

1992; ROTH et al. 1997), foram obtidos após 18 a 21 da IA, ou seja, em

momento diferente quando comparado aos demais trabalhos, com 6 dias da IA.
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Desta forma, os folículos menores que 5 mm, classificados como folículos pré-

ovulatórios, podem ser resultado do crescimento folicular fisiológico que ocorre

em gatas prenhes ou em pseudo-gestação (VERHAGE et al., 1976; WILDT et

al., 1981). Já os folículos acima de 5 mm de diâmetro, considerados de

aparência cística, podem ser folículos da primeira ou segunda onda folicular as

quais foram induzidas pelas gonadotrofinas exógenas, que falharam no

processo de ovulação e não regrediram.

Durante a IA foi observada a presença de corpos hemorrágicos em

todas as gatas submetidas ao procedimento de IAIU e com dosagem de

progesterona abaixo de 1,5 ng/ mL no momento da IA, indicando que estas

fêmeas haviam ovulado num período anterior a 30-31 horas da aplicação do

hCG, estando de acordo com trabalhos anteriores (SOJKA et al., 1970; SHILLE

et al., 1983). Howard et al. (1992) observaram a ocorrência de ovulações a

partir de 31 horas após a indução com hCG. Por sua vez, Tsutsui et al. (2000a)

verificaram ovulações num período a partir de 15 horas após a indução com

hCG em fêmeas com estro natural, sugerindo grande variação individual.

Em seu trabalho, Howard et al. (1992) além de observarem uma

interferência importante da anestesia sobre o processo de ovulação também

notaram que, quando a IA foi realizada previamente a ovulação, o índice de

prenhez foi menor (14,3%) comparado ao obtido com a IA após a ovulação

(50%), utilizando sêmen fresco e IAIU. Por outro lado, Tsutsui et al. (2000a),

também utilizando sêmen fresco e IAIU, observaram maior índice de prenhez

quando a IA foi realizada antes da ovulação. Em outro trabalho com IAIU e

sêmen descongelado, Tsutsui et al. (2000b) obtiveram menores taxas de

ovulação (82,4%) e de prenhez (57,1%) quando comparadas com as taxas de

ovulação (100%) e de prenhez (75%) encontradas em nosso trabalho, com IA

após ovulação, embora tenhamos usado uma dose inseminante maior. Com

base nesses achados, é importante observar que em alguns casos uma

interferência da anestesia sobre o processo de ovulação pode realmente

ocorrer, e que quando se trabalha com sêmen descongelado talvez seja melhor

a realização da IA logo após a ovulação, uma vez que estas células

espermáticas apresentam menor longevidade.

Após 20 dias da IAIU, foram diagnosticados dois casos de piometra em

duas gatas inseminadas, sendo uma com o gato A e outra com o gato B. O
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cultivo do conteúdo uterino revelou a presença de Escherichia coli �-hemolítica,

sendo que essa bactéria não foi isolada quando realizado o cultivo das

amostras de sêmen descongelado dos gatos utilizados. Todo o material usado

para o procedimento da IAIU era estéril e aberto apenas no momento do uso,

sendo o catéter de inseminação descartado logo após utilização. As gatas não

apresentaram alterações visíveis no útero durante o procedimento de IAIU e

apenas uma delas tinha histórico de aplicação de anticoncepcional há cinco

meses atrás. A dosagem de progesterona após 20 dias da IA foi de 13,9 ng/

mL para a gata 9 e de 8,0 ng/ mL para a gata 27, estando estes valores dentro

dos resultados encontrados para as demais gatas utilizadas neste trabalho.

Uma explicação plausível para o fato seria que estas gatas já apresentavam

algum grau de hiperplasia cística do endométrio, que pode ter sido agravada

pelo uso das gonadotrofinas exógenas, e com a abertura da cérvix durante o

estro uma contaminação ascendente pode ter ocorrido, uma vez que a

Escherichia coli é freqüentemente isolada da vagina de gatas saudáveis

(CLEMETSON & WARD, 1990). Apesar de não se conhecer a real participação

das gonadotrofinas exógenas nesse processo, faz-se necessário o uso

criterioso dessa terapia em animais de alto valor genético.

Para a IAIU foi observado que uma dose inseminante de 8 x 106 de

espermatozóides móveis é suficiente para se obter um índice de 77,8% de

prenhez com o sêmen fresco (TSUTSUI et al., 2000a). Já para o sêmen

descongelado, Tsutsui et al. (2000b) obtiveram uma taxa de 57,1% utilizando

em média 12,5 x 106 de espermatozóides móveis e inseminação unilateral. Em

nosso trabalho, utilizando em média 39,1 ± 5,5 x 106 de espermatozóides

móveis, divididos entre os dois cornos uterinos, obtivemos uma taxa de 75% de

prenhez. Embora seja difícil a comparação entre os dois estudos devido a

diferenças de metodologia entre ambos [momento da IA, dose de hCG, tipo de

estro (natural ou induzido)], podemos notar que a dose inseminante de

aproximadamente 40 x 106 de espermatozóides móveis foi mais apropriada,

uma vez que proporcionou melhor taxa de prenhez. Contudo, além da

diferença entre as doses de inseminação, outro fator que pode ter contribuído

para melhorar o índice de prenhez foi a realização da IA nos dois cornos

uterinos. Tsutsui et al. (2000b) ao trabalhar com sêmen descongelado notaram

que, quando depositados somente em um corno uterino, os espermatozóides
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não têm a capacidade de colonizar o corno uterino adjacente e,

consequentemente, fecundar os oócitos contra-laterais.

No método de IAIV a utilização de uma dose inseminante de 80 x 106 de

espermatozóides móveis proporcionou um índice de 80% de prenhez com o

sêmen fresco (TANAKA et al., 2000b). Em contrapartida, usando também

sêmen fresco, Sojka et al. (1970) obtiveram uma taxa de prenhez de 75%

utilizando apenas 5 x 106 de espermatozóides móveis em duas inseminações

com intervalo de 24 horas. Já para o sêmen descongelado, uma taxa de 10,6%

de prenhez foi obtida após duas inseminações, com intervalo de 24 horas,

usando de 50 a 100 x 106 de espermatozóides móveis, sendo que em 83% das

prenhezes foram utilizados apenas 50 x 106 de espermatozóides móveis por

inseminação. No presente estudo, utilizando uma dose inseminante de

aproximadamente 40 x 106 de espermatozóides móveis por via intra-vaginal,

não obtivemos nenhuma prenhez. Quando Tanaka et al. (2000b) utilizaram

dose inseminante semelhante, porém com sêmen fresco, obtiveram uma taxa

de 33,3% de prenhez.

Existem vários fatores que podem ter contribuído para esse baixo

sucesso após a IAIV com sêmen descongelado como; menor longevidade das

células descongeladas, barreira da cérvix aos espermatozóides anormais e

com baixa motilidade e interferência da anestesia sobre o transporte

espermático.

Com relação ao local de inseminação no fundo vaginal, utilizamos uma

sonda de aproximadamente 1,3 mm de diâmetro, a qual foi introduzida de 30 a

40 mm no interior da vagina. Nos trabalhos desenvolvidos por Sojka et al.

(1970) e Platz et al. (1978), não fica claro o local de posicionamento da sonda

de inseminação no interior da vagina. Já Tanaka et al. (2000b), utilizando uma

sonda de 1,5 mm de diâmetro, também conseguiram posicioná-la de 30 a 40

mm no interior da vagina, com a diferença de que estes utilizaram um extensor

de 2 mm de diâmetro para o istmo da vagina, o que, segundo os autores,

evitou o refluxo do sêmen. Mesmo utilizando volume de sêmen semelhante à

Tanaka et al. (2000b) (100µL), nós observamos um refluxo pequeno em alguns

casos. Vale ressaltar que, enquanto a inseminação entre 30 a 40 mm no

interior da vagina apresenta resultado positivo com sêmen fresco, o mesmo

não ocorreu com o sêmen descongelado. Desta forma, pode-se postular que o
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local de inseminação no interior da vagina não é o único fator que contribui

para o baixo sucesso de prenhez utilizando sêmen descongelado na IAIV.

Em tigresas anestesiadas para o procedimento de IAIV, observou-se

uma queda no transporte dos espermatozóides no interior do útero, sugerindo

que a anestesia pode reduzir a motilidade uterina e comprometer a habilidade

do espermatozóide em atingir o local de fertilização (WILDT et al., 1987).

Embora existam indícios de que não haja interferência da anestesia no

transporte espermático pelo trato reprodutivo da gata (TANAKA et al., 2000b),

não existe nenhum estudo determinando a real influência da anestesia. No

entanto, deve-se levar em consideração que a anestesia é muito importante

para o procedimento IAIV, uma vez que permite melhor posicionamento da

sonda de inseminação, sendo também indispensável quando se pensa na

utilização dessa técnica de inseminação em felinos selvagens.

Em animais como os coelhos, a fase rápida do transporte espermático é

considerada um processo passivo, causada por contrações vaginais e uterinas

que podem ser bloqueadas por antagonistas adrenergéticos (OVERSTREET &

TOM, 1982). Em gatas domésticas, observou-se que, após 30 minutos da

monta natural, 1,3 % dos espermatozóides já se encontravam na tuba uterina

(CHATDARONG et al., 2004). Embora se conheça pouco a respeito do

processo de transporte espermático nas gatas, talvez a monta natural, da

mesma forma que é importante para desencadear a reação pós-coito, possa

também ter um papel importante na estimulação da contratilidade do trato

reprodutivo, auxiliando no transporte rápido dos espermatozóides.

Corroborando com esse fato, podemos destacar que os índices de fertilidade

são maiores após a monta natural (87,5% - SWANSON et al., 1994) quando

comparada à IAIV, mesmo utilizando sêmen fresco com alta concentração

(TANAKA et al., 2000b). Desta forma, embora a anestesia possa influenciar a

motilidade do trato reprodutivo da gata, possivelmente, a ausência do estímulo

do coito no processo de IA seja um dos responsáveis pela redução do

transporte espermático até a tuba uterina, e conseqüente atraso no processo

de fertilização, o qual é mais prejudicial ao sêmen descongelado devido a sua

menor longevidade.

Não obstante, quando o sêmen é depositado no fundo de vagina, existe

mais uma barreira a ser transposta, a cérvix, que assim como suas secreções,
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tem um importante papel de filtração, prevenindo que espermatozóides

morfologicamente anormais possam chegar ao local de fertilização (FREUNDL

et al., 1988). Após a monta natural, foi observado que aproximadamente 70%

do sêmen permanece retido na vagina das gatas domésticas (CHATDARONG

et al., 2004). Deve-se atentar ao fato de que o sêmen descongelado, quando

comparado às amostras previamente a congelação, apresenta grande perda de

sua qualidade, com alterações nos padrões de movimento, como queda na

motilidade (total e progressiva) e na velocidade (VSL, VAP e VCL). Foi

observado que baixos valores de ALH podem afetar negativamente a

habilidade do espermatozóide humano em penetrar o muco cervical e de se

fundir a zona pelúcida (JEULIN et al., 1986). Uma correlação positiva entre a

porcentagem de espermatozóides morfologicamente anormais e uma redução

na motilidade total, VCL, VSL e ALH foi encontrada para os gatos domésticos

(STACHECKI et al., 1993). Esse é um fato importante, pois sabe-se que os

felinos teratospérmicos apresentam redução nas taxas de fertilização in vitro e

in vivo (HOWARD et al., 1991; WILDT et al., 1992).

Desta forma, devido ao fato dos espermatozóides morfologicamente

anormais terem sua capacidade de migração pelo trato da fêmea

comprometido e de muitos felinos ejacularem relativamente baixas

concentrações de espermatozóides e relativamente alta quantidade de formas

anormais com função espermática comprometida (WILDT et al., 1983;

HOWARD et al., 1984; HOWARD et al., 1990; HOWARD et al., 1991), transpor

a barreira cervical, sem dúvida, coloca uma quantidade maior de

espermatozóides próximos ao local de inseminação, aumentando a chance de

sucesso na fecundação.

A taxa de fecundação dos oócitos (número de embriões/ número de

CLs) após IAIU com sêmen descongelado se mostrou inferior (47,6%)

(TSUTSUI et al., 2000b) quando comparada à taxa com sêmen fresco (80%)

(TSUTSUI et al., 2000a), proporcionando também uma menor quantidade de

fetos [1,67 ± 1,2 (TSUTSUI et al., 2000b) versus 2,9 ± 1,4 (TSUTSUI et al.,

2000a)] em fêmeas com estro natural. Em nosso trabalho, obtivemos um índice

de 2,0 ± 1,3 embriões por fêmeas, que apesar de ligeiramente superior ao

índice de Tsutsui et al. (2000b), foi inferior ao número obtido com sêmen fresco

(TSUTSUI et al., 2000a). Adicionalmente, o número de fetos por fêmea em
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nosso trabalho se assemelha ao encontrado por Platz et al. (1978) (2,0 ± 1,1),

que trabalharam com fêmeas em estro natural e IAIV com 100 a 200 x 106 de

espermatozóides totais descongelados, e também ao índice de Howard et al.

(1992) (1,8 ± 0,3), que utilizaram IAIU com sêmen fresco e estro induzido com

eCG.

É importante destacar que o uso das gonadotrofinas exógenas na

indução do estro além de levar a uma hiperestimulação ovariana

(GOODROWE et al., 1988b; HOWARD et al., 1992; SWANSON et al., 1996a;

GRAHAM et al., 2000) e conseqüente alteração nos perfis hormonais (CHAN et

al., 1982; GOODROWE et al., 1988a; ROTH et al., 1997; GRAHAM et al.,

2000), também causa uma redução na qualidade dos embriões e atraso no

desenvolvimento embrionário, de forma que, aproximadamente, apenas

metade dos embriões fertilizados sobrevive aos primeiros estágios do

desenvolvimento (HOWARD et al. 1992; ROTH et al., 1997). Assim, o uso do

eCG para a indução do estro foi implicado como a causa do baixo sucesso de

prenhez e reduzido tamanho da ninhada após IA (HOWARD et al., 1992).

Apesar disso, nossos índices de prenhez e de filhotes por ninhada foram

ligeiramente melhores que os encontrados por Tsutsui et al. (2000b) que

utilizaram gatas em estro natural. Contudo, vale ressaltar que nosso índice de

filhotes por ovulação foi bem menor ao encontrado por Tsutsui et al. (2000b).

Neste estudo foi observado o nascimento de dois filhotes saudáveis

após 65 dias da IAIU, ficando dentro do período considerado fisiológico para

uma gestação, de 62 a 71 dias (média de 66 a 67 dias) (ROOT et al., 1995).

Existe uma grande variação no período de gestação de gatas submetidas à

IAIU ou à IAIV, com sêmen fresco ou descongelado, entre 62 a 72 dias após IA

(SOJKA et al., 1970; PLATZ et al., 1978; HOWARD et al., 1992; TANAKA et al.,

2000b; TSUTSUI et al., 2000ab). Acredita-se que maiores períodos de

gestação estão relacionados ao uso das gonadotrofinas exógenas para induzir

o estro, no entanto, Platz et al., 1978 reportaram o nascimento de filhotes

viáveis após 71 dias da IA usando estro natural e gato vasectomizado para

induzir a ovulação. Adicionalmente, Tanaka et al, (2000b), utilizando gatas em

estro natural, também observaram gestações com até 70 dias de duração.
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CONCLUSÃO

Em gatos domésticos, o método de inseminação artificial com deposição

do sêmen congelado/descongelado no interior do útero resultou em melhor

taxa de prenhez quando comparado ao método de inseminação artificial com

deposição do sêmen congelado/descongelado no fundo da vagina.
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ANEXO 1

Variável Valor

Frames por segundo 60 Hz

Número de frames 50

Contraste mínimo 30

Mínimo tamanho celular 3 pixel

Tamanho celular 5 pixel
Default

Intensidade celular 100

VAP 70 µm/s
Células progressivas

STR 80%

VAP – Cutoff 30 µm/s
Células lentas

VSL m – Cutoff 20 µm/s

Valores do setup estabelecido para a avaliação do sêmen do

gato doméstico no sistema HTR–IVOS-10, Botucatu, 2007.

QUADRO 4.
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ANEXO 2

Defeitos maiores
Acrossomo Defeitos de acrossomo

Subdesenvolvida

Isolada patológica

Estreita na base

Piriforme

Pequena anormal

Contorno anormal

Defeitos de cabeça

Gota citoplamática proximal Gota citoplasmática proximal

Formas teratológicas Formas teratológicas

Peça intermediária (fraturada, defribrilação

ruturada, dobrada, edema, aplasia)
Defeitos de peça intermediária

Fortemente dobrada ou enrolada

Dobrada com gota Defeitos de cauda

Enrolada na cabeça

Formas duplas Formas duplas

Defeitos menores
Delgada

Gigante, curta, larga, peq. normal Defeitos de cauda

Isolada normal

Retro e abaxial, oblíquo Defeitos de inserção

Dobrada ou enrolada Defeitos de cauda

Gota citoplamática distal Gota citoplasmática distal

Apresentação das diferentes alterações na morfologia

espermática avaliadas dentro de cada categoria (defeitos maiores

ou menores) na coluna à esquerda e classificação utilizada para a

realização da análise dos resultados na coluna à direita.

QUADRO 5.
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ANEXO 3

Preparo das soluções de estoque e de trabalho das sondas

fluorescentes IP, PSA e JC-1.

FITC-PSA (L-0770, SIGMA)

DILUIÇÃO 1 - SOLUÇÃO DE AZIDA DE Na
AZIDA DE Na 200 mg

PBS 20 mL

DLUIÇÃO 2 - SOLUÇÃO TRABALHO (100 µg/ mL)
SOLUÇÃO DE AZIDA Na 20 mL

FITC-PSA 2 mg
Estocar na geladeira

Iodeto de Propídio (P-4170, SIGMA)

SOLUÇÃO TRABALHO (500 µg/ mL)
IODETO DE PROPÍDIO 5 mg

PBS 10 mL
Estocar no freezer

JC-1 (T3168, Molecular Probes)

DILUIÇÃO 1 - SOLUÇÃO ESTOQUE (7650 µm)
JC-1 5 mg

DMSO 1 mL

DILUIÇÃO 2 - SOLUÇÃO TRABALHO (76,5 µM)
SOLUÇÃO ESTOQUE 50 µL

DMSO 4950 µL
Estocar no freezer
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ANEXO 4

Gata Momento Dosagem de progesterona
(ng/ mL)

1 0,05693
2 21,2735

4 1 0,1021

1 0,2738
8

2 > 40
1 0,1706

9
2 13,8845
1 0,4212

11
2 37,9470
1 0,2748

12
2 13,8365
1 0,9452

13
2 16,4345
1 0,1488

14
2 22,1470
1 0,2476

15
2 18,9495

16* 1 0,2287
1 1,2885

16**
2 11,3700
1 0,3100

19
2 23,0100
1 1,7061

24
2 > 40
1 0,1631

25
2 18,2145
1 0,3512

26
2 13,9140
1 0,6426

27
2 8,0073
1 0,0693

28
2 > 40
1 0,1221

29
2 13,8515
1 0,1169

30
2 27,6175

Valores de progesterona sérica (ng/ mL) obtidos de gatas domésticas

durante (Momento 1) ou após 18 a 21 do procedimento de inseminação

artificial (Momento 2), Botucatu, 2007.

* Quando a gata 16 foi utilizada para a IAIU
** Quando a gata 16 foi utilizada para a IAIV

Tabela 8.
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