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Resumo 1

ACKERMANN, C.L. Uso do acetato de deslorelina como contraceptivo em gatos
domésticos. Botucatu, 2012. 121p. Dissertagcao (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho” — UNESP.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do acetato de deslorelina como
contraceptivo em felinos domésticos. Foram utilizados 15 gatos domésticos (10 fémeas
¢ 5 machos). As fémeas foram acompanhadas através de citologias vaginais (CV),
observagao do comportamento sexual a cada 72 horas e dosagem de progesterona
plasmatica a cada 7dias. Quando em interestro/diestro as gatas foram submetidas a
associacdo anestésica e um implante de acetato de deslorelina (Suprelorin® Peptech
Animal Health Pty Limited, Australia; 4,7 mg/animal) foi aplicado, permanecendo por
90 dias depois. Dez dias apo6s a retirada do implante o estro e a ovulacdo foram
induzidos com eCG e Hcg; trés dias apds as fémeas foram submetidas a
ovariosalpingohisterectomia. As tubas uterinas e tutero foram lavados e o liquido
recuperado foi observado para identificagdo e contagem de possiveis odcitos. Os odcitos
foram isolados e corados para avaliagdo da viabilidade, os corpos luteos quantificados e
o calculo da taxa de recuperagao oocitaria foi realizado.. Os ovarios e utero foram
avaliados quanto a histologia. Alteracdes histologicas foram descritas e as
concentragdes plasmaticas de progesterona foram submetidas a teste de normalidade e
posteriormente submetidas ao Teste de Kolmogorov-Smirnov. Os demais resultados
estdo descritos em forma de média e desvio padrao. Os machos foram submetidos a
duas avaliagdes androlégicas (M1 e M2) sempre precedidas de anestesia geral,
imediatamente apos a M2, um implante de acetato de deslorelina (Suprelorin® Peptech
Animal Health Pty Limited, Australia; 4,7 mg/animal) foi aplicado em cada gato. Apos
o inicio do tratamento foram realizadas mais trés avaliagcdes andrologicas (M3, M4 e
MS5) com intervalo de 30 dias. Apds a M5, os implantes foram retirados € uma hemi
orquiectomia realizada. Mais duas avaliagcdes andrologicas (M6 e M7) com intervalo de
30 dias foram realizadas, e em M7 foi retirado o testiculo remanescente. Os testiculos
foram encaminhados para avaliacdo histologica. Os dados foram descritos em forma de
média e desvio padrido. Quatro fémeas apresentaram CV e comportamento

caracteristicos de estro apos a aplicagdo do implante. Apos estimulagdo ovariana inicial,



Resumo 2

todas as fémeas apresentaram CV caracteristica de interestro/diestro durante os 90 dias
de tratamento contraceptivo. Todas as gatas responderam ao protocolo de inducdo e
100% das fémeas ovularam, sendo quantificados em média 13,1+5,5 CL. Foram
recuperados em média 8,145,5 odcitos por gata e a taxa de recuperagdo oocitaria foi
56,76% + 25,42. Todos os oocitos recuperados apresentavam-se viaveis. Nao foram
observados efeitos adversos ou alteragdes histologicas provenientes do tratamento
contraceptivo. Os machos apresentaram plano anestésico e analgesia adequada em todas
as avaliagdes androldgicas Todos os animais ejacularam em M1 e M2. Em M3 foi
observado diminui¢do na média de todos os parametros avaliados. Em M4, tanto a
média dos pardmetros da genitdlia externa quanto dos pardmetros cinéticos avaliados
apresentaram média menor que as obtidas em M3. Em M5 apenas o grau das espiculas
penianas diminuiu e dos parametros seminais, a LIN, a concentragdo espermatica, o
volume seminal e o percentual de espermatozdides integros diminuiram. A
concentragdo de testosterona plasmatica foi 0,16 ng/mL. Os exames histoldgicos
revelaram uma marcada atrofia do epitélio germinativo e diminui¢do do diametro
tubular nos testiculos retirados. Em M6, houve aumento na média de todos os
parametros avaliados na genitalia externa e no s€émen, a concentracdo de testosterona
plasmatica foi 3,50 ng/mL. Em M7 a média do tamanho do pénis e das espiculas
penianas aumentou, porém, do VTE diminuiu. Foi observada uma diminui¢ao na MT,
MP, ALH, bem como do volume seminal, concentragdo e integridade espermatica. A
concentragdo de testosterona plasmatica foi 70,50 ng/mL. Nas avalia¢des histoldgicas
do testiculo remanescente foi observado que a maioria dos tibulos seminiferos estava
revestida por epitélio germinativo completo e o lumen possuia maior quantidade de
espermatozodides. Através destes resultados concluiu-se que o acetato de deslorelina

pode ser utilizado como contraceptivo reversivel em felinos domésticos.

Palavras-chave: acetato de deslorelina, contracepgao reversivel, gato doméstico.
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ABSTRACT

This study aimed evaluates the deslorelin acetate effects as a contraceptive in domestic
felids. Fifteen domestic cats (10 females and 5 males) were used. The females were
evaluated trough vaginal cytology (VC) and sexual behavior every 72 hours, and
progesterone plasmatic concentration every 7 days. When in interestrous/diestrous the
queens were submitted to an anesthetic protocol and receive one deslorelin acetate
implant (Suprelorin® Peptech Animal Health Pty Limited, Australia; 4.7 mg/animal),
remaining in treatment for 90 days. Teen days after the implant removal the estrous and
ovulation were induced with eCG and hCG; three days after, all females were submitted
to surgical castration. The oviduts and uterus were washed and the recovered liquid was
observed for oocytes identification and count. The recovered oocytes were isolated and
stained for viability evaluation, the corpus luteum were quantified and the oocyte
recovery tax was calculated. Histologic evaluation was carried out in the ovary and
uterus. The histologic evaluations were described and progesterone plasmatic
concentration were submitted to Kolmogorov-Smirnov test. The remaining results were
described as mean and standard deviation. Males were submitted to two andrological
evaluations (M1 and M2), always preceded by anesthetic protocol. Immediately after
M2, every cat receives one deslorelin acetate implant (Suprelorin® Peptech Animal
Health Pty Limited, Australia; 4.7 mg/animal). After contraceptive treatment beginning,
three andrological evaluations were conducted (M3, M4, and M5) with 30 days interval.
After M5, the implants were removed and a hemiorquiectomy was performed. Other
two andrological evaluations were performed (M6 and M7) with 30 days interval and at
M7 the remaining testicle were removed. The testicles were submitted to histological
evaluation. Data were described as mean and standard deviation. Four females
presented VC and estrous sexual behavior after implant administration. After initial
ovarian stimulation all females presented interestrous/diestrous VC during the
treatment. All queens responded to the induction protocol and 100% ovulated and
13.1£5.5 CL were counted. In mean 8.1+5.5 oocytes per queen were recovered and
oocyte recovery tax was 56.76+£25.42 all oocytes were viable. Adverse effects and
histological changes from the contraceptive treatment were not observed. All males
presented proper anesthetic and analgesic parameters in all andrological evaluations. All
animals ejaculated at M1 and M2. Avarege decrease was obtained in all evaluated
parameters at M3 and M4, except sperm concentration in M4. At M5 only de penile
spines, LIN, sperm concentration, seminal volume and intact spermatozoa percentage
had values lower than M4. Plasmatic testosterone concentration was 0.16ng/mL.
Histological examinations revealed a marked atrophy of the germinal epithelium and
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decreased tubule diameter in the testicles removed. At M6 it was an increase in the
average of all measured parameters of the external genitalia and semen, the
concentration of plasma testosterone was 3.50 ng/mL. At M7 the average penis size and
penile spines increased however VTE decreased. Plasmatic testosterone concentration
was 70.50 ng/mL. Histological examinations revealed that most of the seminiferous
tubules were completely covered with germinal epithelium and the lumen had higher
sperm count at the remainig testicles. Though these results we concluded that deslorelin
acetate suppresses can be used as a reversible contraceptive in domestic cats.

Key word: deslorelin acetate, reversible contraception, domestic cat.
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1. Introducao

Os felinos pertencem a uma das familias de mamiferos mais apreciadas pelo
homem, seja pela sua beleza ou pela imponéncia dos grandes felinos, como os maiores
predadores terrestres. A distribuicdo geografica natural destes carnivoros ¢ ampla e
estende-se por quase todos os bidtipos do planeta, com exce¢do da Australia e Antartica,
onde apenas o gato doméstico esta presente (SILVA & ADANIA, 2006).

Estes animais receberam maior atengdo nas ultimas décadas devido a
susceptibilidade as mudancas ambientais, perda e fragmentacdo de habitat e a
perseguicao humana (COMIZZOLI et al., 2008). Existem 37 espécies de felinos, quase
todas estdo citadas no Apéndice II da Conveng¢ao Internacional de Comércio de espécies
ameacgadas da Fauna e Flora silvestre (CITES), com excecdo do gato doméstico (Felis
silvestres catus) (CITES, 2010).

A necessidade de praticas contraceptivas em animais selvagens pode parecer
paradoxal: populagdes saudaveis, muitas vezes, requererem manejos reprodutivos
cuidadosos para a manutencao da diversidade genética (AZA, 2008).

Em varias espécies felinas ha a necessidade de contracepg¢do para prevenir
superpopulagdes. Apesar da ovariosalpingohisterectomia (OSH) ou ovariectomia (OV)
serem os métodos de escolha para a maioria dos gatos domésticos, o manejo
reprodutivo de espécies em risco de extingdo requer métodos contraceptivos seguros e
reversiveis (MUNSON, 2006).

O controle populacional de animais nativos e exdticos € justificado pela
degradagcdo ambiental, competicdo e predagdo dos animais de vida livre, potencial
dissemina¢do de patogenos infecciosos € a possibilidade de populagdes proximas de
areas urbanas (COOPER & LARSEN, 2006), além da prevencdo de superpopulagdes de
animais em cativeiro (ASA & PORTON, 1991; BERTSCHINGER et. al., 2008;
SEAGER et. al., 1984). O controle do tamanho populacional constitui-se em um
problema contemporaneo, grande e dificil.

Desta maneira, a contracepcao € crucial tanto para o manejo de felinos, mantidos
em cativeiro ou em vida livre (LOOPER, 2001; BERTSCHINGER et al., 2008), como
para os gatos domésticos.

Os contraceptivos reversiveis disponiveis no mercado, apesar de eficientes, estdo
associados a efeitos colaterais sérios (LOOPER et.al., 2001). Atualmente, experimentos

tém sido conduzidos testando varios agentes contraceptivos, porém ¢ possivel que um
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protocolo ou um farmaco seguro nao seja obtido, visto que o contraceptivo ideal deve ser
seguro, eficaz e reversivel (NETTLES, 1997).

Entre os métodos contraceptivos reversiveis ja utilizados em felinos estdo os
androgenos (ASA & PORTON, 1991), progestagenos (LOOPER et.al., 2001),
melatonina (GIMENEZ et al., 2009) e agonistas do GnRH (MUNSON et. al., 2001).

Os agonistas do GnRH sdo descritos como alternativa ao uso de progestdgenos,
que normalmente sdo associados a efeitos adversos, como crescimento do endométrio e
da glandula maméria (KUTZLER & WOOD, 2006). Desta forma, a utilizacdo dos

agonistas do GnRH surge como opcao nas praticas contraceptivas.
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2. Revisao de literatura

2.1. Contracepcao

Contracep¢do, em seu sentido mais amplo, significa a prevencdo do nascimento
de filhotes, mantendo-se o potencial de fertilizagdo (MUNSON, 2006). Apesar dessa
defini¢do, métodos irreversiveis, como as gonadectomias, também sdo considerados por
alguns autores como métodos contraceptivos (ASA & PORTON, 1999; JOHNSTON et
al., 2001; HOWE, 2006; JEWGENOW et al., 2006).

A contracepcao auxilia no controle da escolha de casais, permitindo a
manutengdo de grupos familiares e sociais, que ocorrem naturalmente em vida livre. As
pesquisas acerca de métodos de controle populacional realizadas em zooldgicos e
aquarios sao diretamente aplicaveis ao manejo de populagdes de vida livre em parques e
reservas ao redor do mundo (AZA, 2008). Em lugares como a Africa, o manejo
populacional ¢ essencial, j4 que espécies como os ledes (Panthera leo) se reproduzem
rapidamente quando ndo manejadas, levando a deplecdo das espécies predadas por eles
(BERTSCHINGER et al., 2008).

M¢étodos para o controle da fertilidade dos felinos estdo disponiveis na literatura.
O centro de pesquisa de programas e base de dados de contracep¢do de animais
selvagens AZA Wildlife Contraception Center Research Program and Database
monitora e indica os métodos mais apropriados de contracep¢do. Porém, ainda ndo existe
um consenso acerca dos protocolos padrdes e todos os farmacos tém sido utilizados em
carater experimental.

Muitos aspectos devem ser considerados para a escolha do método de controle
populacional adequado. A decisdo sobre o melhor protocolo deve ser baseada na razao
do controle, no grau, na urgéncia e duracdo da reducdo populacional requerida, na
dindmica populacional, na estrutura social, no sistema de acasalamento, no
comportamento e endocrinologia reprodutiva da espécie em questio (JEWGENOW et.
al., 2006). Outro ponto a ser observado na escolha ¢ a taxa aceitavel de falha. Multiplas
tecnologias para contracep¢ao sdo necessaria e atualmente poucos produtos demonstram

ser suficientemente promissores para serem utilizados (BOWEN, 2008).
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2.2. Estratégias reprodutivas

A compreensao das estratégias reprodutivas utilizadas pelas diferentes espécies ¢
importante para que sejam encontrados métodos de manejo populacional apropriados.
Existem duas estratégias utilizadas: a estratégia: “r” e a “k” (JEWGENOW et al., 2006).

A estratégia-r ¢é caracterizada pela alta taxa reprodutiva, como no caso dos
felinos. O uso do controle da fertilidade ¢ mais efetivo do que o aumento da mortalidade
em espécies pertencentes a este grupo. Isto se deve ao fato dessas espécies serem
adaptadas a alta mortalidade juvenil, repondo suas perdas pelo aumento da taxa
reprodutiva JEWGENOW et al., 2006).

A estratégia-k ¢ caracterizada por ninhadas pequenas, desenvolvimento juvenil
lento e maior longevidade. Para espécies que se enquadram nesta estratégia, como
elefantes e girafas, efeitos no crescimento populacional pode ser obtido pela reducao da
fertilidade ou aumento da mortalidade (JEWGENOW et al., 2006).

O comportamento reprodutivo ¢ um dos fatores determinantes na escolha do
procedimento contraceptivo. Em espécies poligdmicas, como os felinos, a contracepgao
deve ser focada nas fémeas, pois em machos, s6 ¢ efetiva, caso 95% dos animais sejam
tratados (JEWGENOW et al., 2006). Este fato deve ser considerado em animais de vida
livre, pois individuos mantidos em cativeiro normalmente sdo alojados em pares e
permanecem com a mesma parceira durante longos periodos, além disso, normalmente
0s zooldgicos e criatdrios conservacionistas mantém a mesma propor¢do macho/fémea.

A Instru¢ao Normativa numero 175 do IBAMA ¢ a unica normativa relacionada
ao controle populacional de animais silvestres. Entre varias resolugdes, proibe a
reproducdo de grandes felinos exoticos (Panthera spp.) e regulamenta seu controle
populacional, indicando a vasectomia como método contraceptivo para esses animais
(IBAMA, 2008).

Este fato ¢ importante ja que a necessidade de contracepgao existe quando fémeas
co-habitam com individuos vasectomizados, devido a manuten¢do das caracteristicas
sexuais secundarias, libido e comportamento masculino. Caso as fémeas ciclem
normalmente, provavelmente ocorrera a copula e conseqiiente ovulagdo. A presenca
continua do corpo luteo pode gerar doengas reprodutivas importantes devido a producao
de progesterona (ASA, 1999; MCALOOSE et al., 2007). Desta maneira, as fémeas
felinas devem ser submetidas a algum método contraceptivo que impe¢a a manutencao

do ciclo estral e consequente ovulagdo (MUNSON, 2006).
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Diversos contraceptivos ja foram descritos para felideos, entre os métodos
reversiveis citam-se os androgenos (ASA & PORTON, 1991; ASA, 1999),
progestagenos (ASA & PORTON, 1991; MUNSON et al., 2002), imunocontraceptivos
(MUNSON, 2006) e andlogos do GnRH (MUNSON et al., 2001; BERTSCHINGER et
al., 2001). Efeitos colaterais como carcinomas mamarios (McALOOSE et. al., 2007),
hiperplasia e mineralizagdo endometrial (MUNSON et. al., 2002) tém sido observados
em decorréncia do uso de contraceptivos.

Desta maneira, os contraceptivos ideais devem suprimir a fungdo ovariana sem
efeitos esterdide diretamente nos orgdos reprodutivos (MUNSON et al., 2001). Os
agonistas do GnRH se enquadram nesta defini¢do e tém sido utilizados com eficécia,
seguranga ¢ potencial de reversibilidade, tanto para machos quanto para fémeas

(KUTZLER & WOOD, 2006).

2.3. Horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH) e seus analogos

O GnRH ¢ um horménio decapeptideo, liberado de forma pulsatil e que possui
meia-vida de apenas 2 a 5 minutos. Pertence ao grupo de neuropeptidios descobertos e
isolados inicialmente como fatores de origem hipotalamica. O GnRH influencia a
regulagdo da sintese e liberacdo de gonadotrofinas pela pituitaria, modulando a
gametogénese (SHNEIDER et al., 2006).

Devido a sua alta afinidade para os receptores gonadotréficos, o GnRH ¢ um
contraceptivo em potencial, podendo ser utilizado na inibi¢do da atividade reprodutiva
pela supressao direta do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal tanto em machos quanto
em fémeas (HERBERT & TRIGG, 2005). Existem trés formas de inibi¢cdo da atividade
reprodutiva através do GnRH: imunocontracep¢do (LEVY et al., 2011), antagonistas
(STOUT & COLENBRANDER, 2004) e agonistas (MUNSON et al., 2001).

Desde o isolamento e caracterizagdo do GnRH, mais de 3000 analogos foram
desenvolvidos, entre agonistas e antagonistas. Os analogos do GnRH sdo peptideos
similares a0 GnRH, mas modificados nos sitios de degradagdo enzimatica, aumentando
desta maneira a meia-vida desses compostos (GOBELO, 2007). Todos os andlogos do
GnRH sdo susceptiveis a degradacdo pela peptidase gastrointestinal, sendo requerida
assim a sua administragao por via parenteral (PADULA, 2005).

Os analogos do GnRH foram inicialmente desenvolvidos para o tratamento de

infertilidade, mas paradoxalmente inibiram a reproducao devido a administragao pulsatil
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nao ter sido realizada. Esta descoberta levou a inumeras indicagdes incluindo a
contracepcao e tratamento de varias desordens reprodutivas (FLANAGAN et al., 1997).

A exposi¢ado continua ao GnRH reduz sua secre¢do, pela regulacao dos receptores
de GnRH. Este mecanismo tem sido utilizado para obtencdo de contracepcdo reversivel
(KUTZLER & WOOD, 2006). O tratamento com agonistas do GnRH, inicialmente
induz ao aumento das concentragdes de LH e FSH , que pode durar varios dias, seguido
de um retorno as concentragdes basais. A exposi¢do continua cessa a secre¢ao pulsatil de
LH devido a “down regulation” dos receptores de GnRH nas células gonadotroficas,
levando ao decréscimo na sintese de LH e FSH com conseqiiente supressdo da funcao
reprodutiva (MUNSON et al., 2001; BERTSCHINGER et al., 2001).

Possivelmente esta dessensibiliza¢do dos receptores hipofisarios ocorre devido a
aceleracdo da internalizag¢ao e degradagao dos receptores de GnRH, sem que ocorra uma
resposta compensatoria ou devido ao desacoplamento dos receptores de GnRH ao seu
segundo mensageiro intracelular (D’OCCHIO et al., 2000). Teoricamente, outros
receptores hormonais presentes nos o6rgaos reprodutivos podem sofrer dessensibilizagdo
devido ao uso continuo de agonistas do GnRH.

A partir da substituicdo de dois aminoacidos na cadeia original da molécula do
GnRH foram produzidos os chamados superagonistas, que possuem potencia até¢ 200
vezes superior a do GnRH endogeno. Entre os agonistas disponiveis comercialmente
estdo a buserelina, o leuprolide, o azagly-naferalina e o acetato de deslorelina, cujos
nomes comerciais, formulacdo e rota de administragdo, dose e potencia relativa estao
descritas na Tabela 1 (HERBERT & TRIGG, 2005; GOBELLO, 2007).

O azagly-nafarelina e os acetatos de leuprolide e de deslorelina ja foram testados
como contraceptivos em gatos domésticos € em algumas espécies de felinos selvagens
(PELICAN et. al.,, 2004; BERTSCHINGER et. al., 2001; BERTSCHINGER et. al.,
2008; GUIMARAES, 2008; RUBION & DRIANCOURT, 2009). Essas substincias tém
sido utilizadas experimentalmente, visto que sua reversibilidade ainda nao foi
completamente elucidada (MUNSON, 2001; AZA, 2008).

O acetato de deslorelina ¢ um andlogo do GnRH de longa duragao, inicialmente
desenvolvido na Australia, como indutor da ovulagcdo para éguas. Posteriormente, sua
utilizacdo para controle populacional de outras espécies foi estimulada

(BERTSCHINGER et al., 2006).
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Comercialmente este farmaco estd disponivel sob a forma de implantes
subcutaneos de longa duragdo, composto por lipideos e surfactante biologico, liberando
cerca de 20ug/24 horas (CARVALHO et al., 2002). Em caes (WIGHT et al., 2001),
gatos (MUNSON et al., 2001), e em algumas espécies de felinos selvagens como
guepardos (Acinonyx jubatus), ledes (Phantera leo) (BERTSCHINGER et al., 2008),
leopardos (Phantera pardus) e gato do pé preto (Felis nigripes) (BERTSCHINGER et

al., 2001), sua eficacia e seguranca ja foram demonstradas.

TABELA 1: Nomes comerciais, formulagdo, via de administragdo, dose e potencia relativa de

alguns agonistas do GnRH. Botucatu, 2012.

Agonista Nome comercial Potencia Formulacao e rota Duracao (meses)

Azagly- Gonazon” 50-100 Implante / subcutaneo 3

Naferalina

Buserelina Suprefact” 15-30 Implante / subcutaneo 3

Acetato de Suprelorin® 114-150 Implante / subcutaneo 6-12

deslorelina

Leuprolide Lupron Depot® 15 Microesferas/ 1,30u4
intramuscular

Adaptado de GOBELO, 2007 e HERBERT & TRIGG, 2005

O leuprolide tem sido considerado o andlogo do GnRH de escolha para o controle
ovariano em mulheres, devido a sua inibicdo de curta duragcdo do ciclo estral, porém
relatos da utilizagdo desse fairmaco em felinos sdo escassos. Sua apresentagdo ¢ em
forma de solucdo injetavel e sua administracdo por via intramuscular (PELICAN et al.,
2006).

O azagly-nafarelina foi desenvolvido inicialmente para inducdo e sincronizagdo
da ovulagdo em peixes salmonideos e posteriormente para supressao da fun¢ido gonadal
de cadelas por longo prazo, em forma de implante subcutaneo (EMEA, 2006). Apenas
um estudo utilizando este farmaco na contracepcdo de felinos estd disponivel na

literatura (RUBION & DRIANCOURT, 2009).

2.3.1 Eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal em felideos fémeas
A gata doméstica ¢ fotoperiddica positiva, tendo sua atividade sexual iniciada

com o aumento do nimero de horas luz por dia e a inatividade sexual ocorre quando o



Revisdo de literaturaléd

numero de horas luz decresce (POPE, 2000). Nas fémeas de felideos silvestres, a
sazonalidade reprodutiva ¢ também dependente do fotoperiodo (MOREIRA, 2007).
Observa-se que essas fémeas sdo poliéstrica sazonal, em regides abaixo e acima dos
tropicos (JOHNSTON et al., 2001) e poliéstrica continua, em regides proximas a Linha
do Equador (SILVA, 2003).

O comportamento sazonal observado na gata e também em outras espécies
fotoperiodicas esta sob o controle do eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal e modulado
pela glandula pineal produtora de melatonina. Sinais fotoperiddicos sdo recebidos pela
retina e conduzidos até a glandula pineal, levando a secrecdo ritmica de melatonina
(VERSTEGEN, 1998).

A secrecdo desse hormonio € proporcional a duracdo do dia, sendo a maior
secrecao de melatonina associada a auséncia de luz. Com o aumento de luminosidade,
ha uma inibi¢do da secrecdo de melatonina, e liberacdo de GnRH pelo hipotalamo,
induzindo a liberacdo ciclica de hormoénio foliculo estimulante (FSH) ¢ hormonio
luteinizante (LH), determinando o crescimento final dos foliculos (JOHNSTON et al.,
2001).

O FSH ¢ o responsavel pelo inicio do desenvolvimento folicular. Os foliculos
produzem 17B-estradiol, assim, observa-se no proestro o aumento da concentragdo de
17B-estradiol circulante. Quando os foliculos estdo maduros, a secre¢do desse hormonio
aumenta, promovendo as mudangas no comportamento reprodutivo e permitindo a
aceitagao do macho pela fémea (CHATDARONG, 2003).

A gata doméstica ¢ caracterizada como espécie ovuladora induzida ou reflexa. O
estimulo mecanico do coito estimula a secrecdo de GnRH (VEHAGE et al., 1976;
CUEVA-ROLON et. al., 1994), e este hormdnio por sua vez, promove a liberagio
pulsatil de LH e subseqliente ovulacdo (ROBINSON & SAWYER, 1987). Entretanto,
ovulacdes espontaneas podem acontecer dependendo das condi¢cdes de alojamento, da
proximidade de um macho e, possivelmente, da genética (MATTOS, 2002).

De forma semelhante, ovulagdes espontaneas foram documentadas em fémeas de
diversas espécies de felideos selvagens. Geralmente, os aumentos nas concentracdes de
progestagenos, ndo induzidos por copula, sdo mais freqiientes em fémeas alojadas juntas
ou proximas a um macho, ou em respostas individuais especificas a estimulos ainda ndo

identificados de natureza fisica e/ou psico-social (MOREIRA, 2007).
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Se as ovulacdes ocorrerem, as concentragdes de 17p-estradiol decrescem em 2-3
dias e as fémeas entram na fase do diestro, mas se a ovulacdo ndo ocorrer, as
concentragdes séricas de estrogeno s6 declinardo em 5-10 dias (VERSTEGEN, 1998).
Quando a ovulacdo ndo ¢ desencadeada, a gata passa por uma fase de interestro, que
compreende o periodo entre um estro e o proestro seguinte. Esta fase ¢ exclusiva das
espécies de ovulagdo induzida, ja a fase de anestro, € caracterizada pelas concentragoes
basais de progesterona e estradiol séricos (FELDMAN & NELSON, 1996). O interestro
¢ o anestro sao as fases do ciclo ideais para o inicio dos tratamentos contraceptivos, pois

minimizam a dose necessaria para supressao estral (MUNSON, 2006).

2.3.2 Eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal em felideos machos

Assim como nas fémeas, o GnRH, nos machos, também ¢ liberado em pulsos e
atua na hipdfise anterior estimulando a liberacio de FSH e LH pelas células
gonadotroficas. O LH atua de forma indireta, através da secre¢do da testosterona,
enquanto o FSH atua diretamente na espermatogénese (SCHILLO, 2009).

O LH atua nas células de Leydig, regulando a sintese de testosterona que por sua
vez realiza um “feed back’ negativo na liberagao de LH. A testosterona ¢ necessaria para
a espermatogénese e desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios, incluindo
caracteristicas comportamentais como a marcagao territorial (“spraying”), a monta e a
agressividade; e fisicas, como a presenga de espiculos penianos em felideos, e a das
jubas nos ledes (MUNSON, 2006).

O FSH por sua vez ¢ responsavel juntamente com os hormdnios andrégenos pelo
inicio e manuten¢do da espermatogénese, atua nas células de Sertoli induzindo a
liberacdao de inibina, que por sua vez exerce um ‘‘feed back” negativo na liberagdo de
FSH (SCHILLO, 2009). Desta maneira, o GnRH atua como hormdnio modulador da

espermatogénese e das caracteristicas secundérias nos machos.

2.4. Analogos do GnRH na contracep¢ao de felideos fémeas

O primeiro relato do uso de implante de acetato de deslorelina em gatas
domésticas foi feito por Munson et. al. (2001). Em fémeas, quando administrados de
forma exogena, os agonistas do GnRH sobrepdem o pulso enddgeno, inicialmente
provocando a foliculogénese e a ovulagdo, seguida de quiescéncia ovariana. Os autores

utilizaram 6mg/animal e observaram inicialmente a estimulagdo da liberacdo do
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estradiol, com conseqiiente apresentacdo de sinais de comportamento estral. Isso se deve
ao estimulo de liberagdo do FSH e LH. Posteriormente houve decréscimo do estradiol e
as gatas apresentaram quiescéncia ovariana por 14 meses.

Apesar de ser observada a diminui¢do nas concentragdes séricas de estradiol apds
tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina, indicando a supressdao do FSH em
gatas domésticas foi observado em mulheres e vacas que as concentragdes séricas de
FSH ndo diminuiram significativamente, indicando uma possivel secrecao autonoma
deste hormonio (SCHEELE et al., 1996; MARQUES FILHO, 2011).

Toydemier et al. (2008) demonstraram que gatas domésticas que receberam
implantes de 9,5mg de acetato de deslorelina apresentaram supressdo do comportamento
estral e secrecdo de estradiol por 18 meses. Esses resultados demonstraram que
implantes subcutaneos de acetato de deslorelina suprimem efetivamente a atividade
folicular ovariana em gatas domésticas (MUNSON et al., 2001; TOYDEMIR et al.,
2008; TOYDEMIR et al., 2011).

Implantes de acetato de deslorelina, de 3 a 15mg, dependendo do peso corporal,
induzem a contracep¢ao por pelo menos um ano em fémeas de guepardo, leopardo e em
leoas (BERTSCHINGER et al., 2001). Leoas que receberam implantes de 9,4mg tiveram
a sua atividade reprodutiva suprimida por 31 meses, apresentando apos esse periodo uma
retomada do comportamento de estro, porém em apenas uma delas foi demonstrada
ovulagdo apos o tratamento contraceptivo. Este € o Uinico relato de ovulagdao apds o uso
de acetato de deslorelina como contraceptivo para fémeas felinas (GUIMARAES, 2008).

A apresentagdo de comportamento estral, como observada por Munson et al.
(2001) em gatas domésticas, também foi observada apos a aplicacdo do implante em
leoas e guepardos fémea (BERTSCHINGER et al., 2008; GUIMARAES, 2008). Esse
curto periodo de atividade estral ¢ associado ao pico de estradiol induzido pelo
contraceptivo. Conseqiiéncias negativas devido a este fato ndo foram relatadas
(BERTSCHINGER et. al., 2008). A aplicacdo simultdnea, em uma leoa, de
progestagenos, nao foi eficaz em suprimir o comportamento estral (BERTSCHINGER
et. al., 2001).

A diminui¢d@o na agressividade e melhora significativa do aspecto da pelagem de
leoas tratadas com acetato de deslorelina foi descrita por Guimardes (2008). O autor
atribuiu esta melhora ao fato dos animais economizarem energia, visto que durante longo

periodo nao demonstraram comportamento de estro, copulas ou lutas.
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A AZA (2008) recomenda a aplicagao de implantes de 4,7mg para contracepgao
de pelo menos 6 meses e de 9,4mg para 12 meses de contracepgdo, em felinos selvagens.

A utilizagio de implante de azagly-nafarelina (Gonazon® 20mg) em gatas
domésticas foi descrita por Rubion & Driancourt (2009). Apds aplicacdo do
contraceptivo os autores observaram inicialmente indugdo ao estro e ovulacdo, similar a
observada em gatas tratadas com acetato de deslorelina (MUNSON et. al., 2001). Apos o
periodo inicial de estimulacdo ovariana, 100% das gatas apresentaram quiescéncia
ovariana por pelo menos 2,5 anos.

Trés anos apds o inicio do tratamento todos os animais foram eutanaziados e o
utero e os ovarios coletados. Os autores observaram que animais que nao haviam
recebido o tratamento contraceptivo possuiam ovarios maiores ¢ mais pesados que as
fémeas tratadas, 216 = 63 mg versus 140 + 80 mg, respectivamente. O diametro uterino
também apresentou diferenca 1,06 + 0,54 cm (grupo nao tratado) versus 0,48 + 0,24 cm
(grupo tratado). Também foram observadas diferencas entre as fémeas tratadas, visto que
metade delas apresentava atrofia uterina e ovarios pequenos e inativos, enquanto a outra
metade apresentava utero normal e ovarios grandes e com atividade folicular (RUBION
& DRIANCOURT, 2009).

Ainda segundo Rubion & Driancourt (2009), o azagly-naferalina promove uma
contracepcao de longa duracdo segura e eficaz, porém a reversibilidade € progressiva e
assincronica. Mais estudos sao necessarios para definir o tempo exato da recuperagdo da
atividade ovariana das fémeas, bem como a habilidade de manter uma gestagao.

O leuprolide foi utilizado em fémeas de leopardo das neves (Neofelis nebulosa) e
os resultados indicaram inibicdo do ciclo estral e depressdo da esteroidogénese. Como
em felinos existe um efeito dose-dependente, a inibicao estral € reversivel e a maior dose
resulta em fase luteal curta (PELICAN et al., 2004).

Pelican et al. (2006) induziram a ovulagdo em fémeas de leopardos nebulosos
(Neofelis nebulosa) ap6s tratamento com leuprolide (duas inje¢des de 3,75mg cada), com
intervalo de 23 dias entre as aplicagdes. A resposta observada foi inconsistente e os
autores acreditam que o tratamento alterou severamente o ovario, desensibilizando-o ao
tratamento com eCG. Este resultado foi surpreendente, visto que esta espécie em
particular ¢ conhecida por ser hipersensivel a estimula¢cdo das gonadotrofinas.

Esse tipo de resposta inconsistente ndo se restringiu apenas as fémeas felinas

(BERTSCHINGER et al., 2001; MUNSON et al., 2001), sendo observado também em
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cadelas (WRIGTH et. al., 2001; ROMAGNOLI et al., 2009) e em girafas (Giraffa
camelopardalis) (PATTON et al., 2006). Quando utilizado em masurpiais, foi
observado o retorno ao ciclo estral e concepg¢do, com tempo de retorno variando
individualmente (EYMANN et al., 2007).

A realizagdo de estudos que visam avaliar, além do retorno do comportamento
estral, o retorno da atividade ovariana, ovulagdo e o aspecto histologico apods o
tratamento contraceptivo € necessaria para elucidar o real potencial de reversibilidade

dos agonistas do GnRH.

2.5. Analogos do GnRH na contracep¢io de felideos machos

A utilizacdo da contracep¢do masculina ¢ uma alternativa viavel para o controle
populacional de espécies felinas mantidas em cativeiro, representando importante papel
na preservacgao da satude reprodutiva e social das fémeas (HARRENSTIEN et al., 2004).

Estudos em gatos domésticos machos utilizando agonistas do GnRH como
método contraceptivo, sdo escassos. Apenas um trabalho demonstrou eficicia e
seguranca do uso de acetato de deslorelina (Suprelorin® 4,7mg/animal) através da
avaliacdo da concentragdo de testosterona sérica, volume testicular, alteragao na ingestao
de alimentos, peso corporal e comportamento sexual, antes e durante o tratamento
contraceptivo (GOEDRICKE-PESCH et. al. 2010).

Goedricke-Pesch et al. (2010) observaram que a concentracdo plasmatica de
testosterona aumentou 15,5% dois dias apods aplicagdo do acetato de deslorelina.
Posteriormente houve uma reducdo gradativa mantendo concentragdes de 0,Ing/mL por
pelo menos seis meses apos aplicagdo do contraceptivo. Também foi observada uma
reducdo de 73,5% do volume testicular apos 36 semanas do dia da aplicagdo do acetato
de deslorelina; os autores acreditam que este fato pode significar a supressdo da
espermatogénese. Contudo, os estudos em gatos domésticos ainda ndo comprovaram
correlacdo entre o volume testicular e a qualidade seminal (SILVA, 2008).

As espiculas penianas € o comportamento sexual, inclusive a marcagao territorial
através da urina, dos gatos apds aplicacdo de deslorelina ¢ completamente suprimido.
Essas modificacdes sdo similares as observadas em gatos submetidos a castracdo
cirirgica, indicando a eficicia da castracdo hormonal. Quanto as mudangas no peso

corporal e ingestdo alimentar, apesar de um aumento significativo no apetite dos animais,
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nao houve diferenga no peso corporal antes e durante (2,5 e 7,5 meses apds o dia da
aplicacao do implante) o tratamento contraceptivo (GOEDRICKE-PESCH et. al. 2010).

Apesar dos resultados promissores observados pelos autores, a qualidade seminal
nao foi observada durante o estudo e 20 dias ap6s aplicacdo do contraceptivo pelo menos
um dos animais ainda era fértil, visto que esse animal foi capaz de fertilizar uma gata
resultando em gestacdo. Assim, estudos sdo necessarios para definir a partir de quanto
tempo a eficacia do acetato de deslorelina € obtida.

Apesar dos estudos escassos em gatos domésticos, o tratamento contraceptivo
com agonistas do GnRH em felinos silvestres tém sido descritos ha pelo menos dez anos.

Segundo Bertschinger et al., (2001), guepardos tratados com implantes de acetato
de deslorelina, de 6 ou 12 mg, apresentaram concentragdes séricos de testosterona
indetectaveis apds 4 semanas do inicio do tratamento até pelo menos 12 meses. Apesar
disso, os animais ainda apresentavam alta concentragdo espermatica, que persistiu até
pelo menos 12 semanas de tratamento.

Bertschinger et al. (2006) utilizaram implantes de acetato de deslorelina de 4,7,
5,0 e 6,0 mg em 22 guepardos e observaram que quando administrado uma vez ao ano,
na dose de 6,0 mg, esse contraceptivo foi capaz de suprimir efetivamente a funcao
testicular de todos os machos por pelo menos um ano. Nas doses de 4,7 e 5 mg, foi
observada, em seis machos, a presenga de espermatozoides, com motilidade e morfologia
alterada, sendo os animais considerados inférteis. Os autores acreditam que essas células
espermaticas sao produtos remanescentes armazenados no epididimo apds a supressao da
espermatogénese.

A reducdo do volume testicular, entre o primeiro e o segundo ano de tratamento,
também foi observada em guepardos. Como o tamanho testicular pode ser utilizado
como indicador da atividade dos tubulos seminiferos em outras espécies, os autores
sugeriram que esta redugdo testicular estd correlacionada com o declinio da
espermatogénese (BERTSCHINGER et al., 2006; BERTSCHINGER et al., 2008).

A supressdo efetiva do comportamento sexual e do desenvolvimento dos
espiculos penianos reflete a eficacia na supressao da sintese da testosterona. Em fungao
dos resultados, o acetato de deslorelina pode ser considerado seguro e vidvel na
supressdo da funcdo sexual de guepardos machos, sendo para esta espécie, a dose 6tima
de 6mg/animal/ano. Como a supressio da fertilidade pode demorar semanas

(BERTSCHINGER et al., 2006), caso as fémeas ndo estejam sob outro tratamento
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contraceptivo, seria indicado a separacao das fémeas e machos até que a supressdao
espermatica esteja completa.

Em um gato do pé preto (Felis nigrepes) que recebeu implante de 3mg de acetato
de deslorelina, a diminui¢do das concentracdes séricas de testosterona foi acompanhada
da diminui¢do do volume testicular e producdo espermatica, além da regressdo das
espiculas penianas, iniciado ja no primeiro més de tratamento e completada apds trés
meses. Este fato indica que o acetato de deslorelina afeta também as caracteristicas
sexuais secunddrias, devido a inatividade temporaria das gonadas. Nesse animal, sete
meses apos o implante do contraceptivo, foi observado o reaparecimento das espiculas,
porém, até o décimo quinto més o reaparecimento nio estava completo, apesar da
producdo espermadtica, tamanho testicular e testosterona sérica terem retornado aos
valores normais (BERTSCHINGER et al., 2001).

Em ledes, apesar de inibir a fertilidade e reduzir a agressividade, o tratamento,
certamente, resultara na perda da juba, visto que esta ¢ uma caracteristica sexual
secundaria, dependente da testosterona. E de interesse dos administradores de
zooldgicos, que os ledes nao percam sua aparéncia majestosa, gerada pela presencga da
juba, e por este motivo evita-se o tratamento com analogos do GnRH
(BERTSCHINGER et al., 2006; MUNSON, 2006; BERTSCHINGER et al., 2008).

Pelo menos 35 guepardos machos foram tratados anualmente por até 10 anos sem
que fossem observados efeitos colaterais (BERTSCHINGER et al., 2008). Os efeitos
colaterais, devido a supressao da testosterona e conseqiiente mudanga nas caracteristicas
sexuais secundarias e no comportamento sexual, podem ser evitados pelo tratamento
com testosterona. A despeito disso, esse tratamento ainda ndo € justificado para espécies
de carnivoros exoticos JEWGENOW et al., 2006), talvez com excegdo apenas dos ledes.

Apesar de serem utilizados como contraceptivos reversiveis em felinos
(GOEDRICKE-PESCH et. al. 2010), o retorno a atividade espermatica e possiveis

alteracdes na histologia testicular ndo foram elucidadas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos do acetato de deslorelina como contraceptivo em felinos

domésticos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a eficacia do acetato de deslorelina em suprimir a atividade reprodutiva
em gatas domésticas;

Avaliar se a retirada do implante de acetato de deslorelina e posterior aplicagdo
de gonadotrofinas exdgenas promovem o retorno a atividade reprodutiva;

Avaliar a taxa de recuperacgao e viabilidade oocitaria ap6s indugao de estro e
ovulagdo em gatas domésticas previamente tratadas com acetato de deslorelina;

Avaliar a estrutura histologica dos orgdos reprodutivos de gatas domésticas,
previamente submetidas ao tratamento com acetato de deslorelina, apds tratamento com
gonadotrofinas exodgenas;

Avaliar a eficacia do acetato de deslorelina em suprimir a espermatogénese em
gatos domésticos;

Avaliar a estrutura histologica testicular e epididimaria de gatos domésticos
submetidos durante 90 dias ao tratamento com acetato de deslorelina;

Avaliar a recuperacao da espermatogénese, 60 dias ap6s termino do tratamento
com acetato de deslorelina, através de coletas de sémen e analise histologica, em gatos

domésticos.
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Capitulo 1:
Uso do acetato de deslorelina na

contracepcao de gatas domésticas.



Capitulo 1: Material e Métodos24

4. Uso do acetato de deslorelina na contracepcio de gatas domésticas

Material e Métodos
As condi¢des experimentais obedeceram as normas éticas de utilizagdo de
animais em experimentos, adotadas pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Paulista.

Animais experimentais

Dez gatas adultas, puberes, sem raga definida, com idade de 1 a 3 anos e peso
médio de 3kg, foram mantidas no gatil experimental do Laboratério de Reprodugdo de
Pequenos Animais e Silvestres (REPAS) da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia da UNESP, Botucatu. Foram mantidas em grupos de cinco animais do
mesmo SeX0, com acesso a uma area coberta € a um solario durante o dia, sobe regime
luminoso de 12 horas luz/dia com o minimo de intensidade de 150 lux, mensurados
através de luximetro. Os animais recebiam ragio comercial (Royal Canin Queen 34,

Descalvado, Brasil) e agua ad libitum.

Quarentena

Todos os animais permaneceram em quarentena por no minimo 30 dias, periodo
em que foram diariamente acompanhados clinicamente, desverminados, recebendo uma
dose de vacina triplice e anti-rabica. Caso necessario, os animais eram submetidos a
terapia antimicrobiana, antiinflamatoria, fluidoterapia e controle de ectoparasitas. Neste
periodo, também foram realizadas ultrassonografias para descarte de animais gestantes
ou com eventuais doencgas reprodutivas.

Durante a quarentena, as fémeas foram acompanhadas para determinagdo das
fases do ciclo estral através de citologias vaginais (CV) a cada trés dias e observacao do
comportamento sexual: os sinais de comportamento observados foram: vocalizagao,
patinacdo de membros posteriores, lordose, lateralizacdo de cauda, tremor e rigidez de
corpo e cauda (SILVA, 2003).

Para a realizagdao das CV as fémeas foram contidas fisicamente e realizada uma
limpeza na regido da vulva com gaze seca; em seguida, uma escova ginecoldgica foi
introduzida cranialmente ao canal vaginal e rotacionada delicadamente (Figura 1). O

material coletado foi transferido para uma lamina histolégica, corado com Pandtico
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(Pandtico rapido LB® Laborclin produtos para laboratorios ltda., Parana, Brasil) e
avaliado em microscopio de luz, utilizando aumento de 200x e/ou 400x. Foram

classificadas 100 células de acordo com os critérios apresentados por Johnston et al.

(2001).
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FIGURA 1: A: Introdugdo da escova citologica para realizacdo da citologia vaginal para
acompanhamento do ciclo estral. B: Lamina de citologia vaginal, com predominio de células

superficiais, caracteristica de fase de estro. Botucatu, 2012.

Acompanhamento e determinacdo da fase do ciclo estral e tratamento
contraceptivo

Foram realizadas coletas de sangue de todas as fémeas uma vez por semana trés
semanas antes do inicio do tratamento contraceptivo at¢ o dia da
ovariosalpingohisterectomia. O sangue foi obtido por pun¢do venosa, centrifugado para
separacdo do plasma, o qual foi transferido para eppendorfs, identificado e armazenado
em freezer (-20°C) até o momento das analises.

Andlises hormonais para determinagdo das concentracdes plasmaticas de
progesterona em duplicata foram realizadas pela técnica de radioimunoensaio (RIE) no
Laboratério de Dosagens Hormonais do Departamento de Reprodugdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP-
campus de Botucatu. A concentracdo plasmatica de progesterona foi realizada através
de kit de fase solida para RIA (Coat-A-Count kit, Diagnostics Products Corporation,
Los Angeles, CA, USA) padronizada para gatos domésticos (SWANSON et al., 1996).
O coeficiente de variagdo intraensaio foi de 6,84% e a sensibilidade foi de 0,0001
ng/mL.

Apbs o periodo de quarentena, o ciclo estral continuou sendo acompanhado em

todos os animais através de citologias vaginais e observacdes comportamentais a cada
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72 horas. Quando consideradas em fase de interestro/diestro (Tabela 2) as gatas foram
submetidas & associagdo anestésica cloridrato de cetamina (Dopalen®, Vetbrands do
Brasil, Paulinia, Brasil; 15 mg/kg; IM) e xilazina (Xilazin®, Syntec do Brasil, Cotia,
Brasil; 1 mg/kg; IM) e um implante de acetato de deslorelina (Suprelorin® Peptech
Animal Health Pty Limited, Australia; 4,7 mg/animal) foi introduzido no tecido

subcutaneo da regido interescapular.

TABELA 2: Porcentagem de células superficiais observadas na citologia vaginal, concentragao
de progesterona plasmatica e fase do ciclo estral de cada fémea no momento da aplicacdo do

implante de acetato de deslorelina. Botucatu, 2012.

Animal Células superficiais (%) Progesterona Fase do ciclo estral

(ng/mL)
Gata A 8 0,08 Interestro
Gata B 53 24,55 Diestro
Gata C 23 26,82 Diestro
Gata D 9 28,39 Diestro
Gata E 13 0,12 Interestro
Gata F 42 0,22 Interestro
Gata G 8 21,70 Diestro
Gata H 12 20,10 Diestro
Gatal 9 0,03 Interestro
Gata J 52 0,00 Interestro

No 90° dia apdés a aplicacio do implante as fémeas foram novamente
anestesiadas, os implantes foram localizados através de palpacao do local de aplicagdo.
Apos a localizacao, foi realizada tricotomia e assepsia local para posterior retirada dos

implantes através de incisdo da pele.

Inducio do estro e ovulacao

Dez dias apos a retirada do implante o estro e a ovulagdo foram induzidos
através do protocolo: gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG) (100 IU; IM) (Novormon®,
Vetrepharm, Canada) e 84 horas ap6s gonadotrofina coriénica humana (hCG) (100 IU;
IM) (Vetecor”, Laboratorios Calier, Spain), ambos aplicados por via intramuscular

(VILLAVERDE, 2007).



Capitulo 1: Material e Métodos27

Recuperacio e viabilidade oocitaria

Trés dias apdés a inducdo da ovulacdo as fémeas foram submetidas a
ovariosalpingohisterectomia (Figura 2). As tubas uterinas e ttero foram lavados com
PBS (DPBS; Nutricell, Sao Paulo, SP, Brasil) a 38° C e o liquido recuperado foi
observado em lupa estereomicroscopica para identificagdo e contagem de possiveis
odcitos. Os oocitos foram isolados e corados com bisbenzimida (Hoechst 33342) e
iodeto de propideo (Sigma-Aldrich) para avaliagdo da viabilidade em microscopio de
fluorescéncia Leica® DM LB - filtro azul 535 ¢ 617 nm e foram considerados viaveis
aqueles que floresceram em azul. Os corpos luteos (CL) foram quantificados e para o
calculo da taxa de recuperacdo oocitaria foi utilizada a férmula: nimero de oo6citos

identificados/namero de CL x 100.

FIGURA 2: Ovariosalpingohisterectomia realizada em uma gata doméstica previamente

submetida a tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina. Botucatu, 2012.

Analise histolégica

Para analise de possiveis alteragdes decorrentes do uso do contraceptivo, os
ovarios e utero foram avaliados macroscopicamente e amostras desses orgdos fixados
em formol a 10%; posteriormente os 6rgdos foram inclusos em parafina e se¢des de
Sum cortadas e coradas por hematoxilina-eosina para a realizagdo de exames
histolégicos, com o auxilio de um microscopio de luz em diferentes aumentos (10x,

20x, 40x e/ou 100x) (BERTSCHINGER et al., 2006).

Analise estatistica

Alteragdes histologicas foram descritas subjetivamente, as concentragdes
plasmaticas basais foram submetidas a teste de normalidade e posteriormente
submetidas ao Teste de Kolmogorov-Smirnov. Os demais resultados estdo descritos em

forma de média e desvio padrao.
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Resultados

No momento da aplicagdo do implante de acetato de deslorelina cinco fémeas
apresentavam-se em interestro e cinco em diestro (Tabela 2).

Nao foram observadas dificuldades na aplicagdo do acetato de deslorelina
(Figura 3) e a sedagdo previa dos animais permitiu um manuseio seguro, minimizando o
desconforto que poderia ser gerado pela agulha utilizada na aplicagdo do implante
(Figura 4). Reacdes locais, como edema e inflamacdo decorrentes da aplicacdo ndo
foram observados, porém uma gata apresentou sinais de piodermatite (Figura 5). Nesta

fémea foi realizada aplicagdo de antibiotico topico durante uma semana. ApoOs este

periodo ndo foram observadas lesdes.

4,7mg) nos animais experimentais. B: Aplicagio do implante de deslorelina (Suprelorin®

4,7mg) nos animais experimentais. Botucatu, 2012.

FIGURA 4: Agulha para aplicagdo subcutinea do implante de deslorelina (Suprelorin® 4,7mg)
(seta preta). Botucatu, 2012

FIGURA 5: Local da aplicacdo do contraceptivo da gata G, com sinais de piodermatite.

Botucatu, 2012
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FIGURA 6: Perfil hormonal de progesterona plasmatica: 3 semanas antes do tratamento (-3 a -
1) e durante o tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina (0 a 14) até¢ o dia da
ovarisalpingohisterectomia (16) de fémeas que estavam em diestro no inicio do tratamento

contraceptivo. Botucatu, 2012.
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FIGURA 7: Perfil hormonal de progesterona plasmatica: 3 semanas antes do tratamento (-3 a -
1) e durante o tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina (0 a 14) até o dia da
ovarisalpingohisterectomia (16) de fémeas que estavam em interestro no inicio do tratamento

contraceptivo. Botucatu, 2012.
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FIGURA 8: Média + erro padrdo da concentragdo plasmatica de progesterona (ng/mL) das 10
fémeas avaliadas, trés semanas (-3, a -1) e durante o tratamento contraceptivo com acetato de

deslorelina (0 a 14) até o dia da ovarisalpingohisterectomia (16). Botucatu, 2012.

Quatro fémeas (A, C, F e G) apresentaram CV (Figura 1B) e comportamento
caracteristicos de estro 3,75 + 2,22 dias apds a aplicagdo do implante de acetato de
deslorelina, durante 3,5 + 3,1 dias.

As fémeas C e G estavam em diestro no momento da aplicacdo do contraceptivo
(26,82 e 21,7ng/ml respectivamente). Apds esse periodo de estro ndo foi observado um
aumento da concentracdo plasmatica de P4 na gata C(Figura 6) decorrente de eventuais
ovulagdes ocorridas nesse estro, indicando a ndo ocorréncia de CL acessorios. A gata G
apresentou um aumento nas concentracdes de P4 plasmatica apos esse periodo. A gata F
ovulou, porém a fémea A mesmo apresentando sinais de estro ndo ovulou.

As gatas B e D que estavam em diestro no momento do tratamento ndo
apresentaram sinais de estro apds a aplicagdo dos implantes. Quatro fémeas (E, F, 1, J)
que apresentavam-se em interestro no momento da aplicacao do contraceptivo (Tabela
2) ovularam apos aplicagdo do acetato de deslorelina (Figura 7).

A fase lutea das fémeas que estavam em diestro no momento do tratamento e das
gatas que ovularam apds o implante durou cerca de 6 semanas. Os perfis hormonais de
todas as fémeas, média da concentragdo de progesterona plasmatica trés semanas (S -3,
-2, -1) antes do inicio do tratamento (S0) até o dia da ovariosalpingohisterectomia (S

16), estao descritas na Figura 8.
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Nenhuma fémea ovulou ou apresentou sinais de estro apds a primeira semana de
tratamento contraceptivo. Apos estimula¢do ovariana inicial gerada pelo tratamento,
todas as fémeas apresentaram CV caracteristica de interestro/diestro durante os 90 dias
de tratamento contraceptivo.

A remogdo dos implantes de acetato de deslorelina ocorreu sem dificuldades de
localizacdo e sem a fragmentacdo (Figura 9). Dificuldades de cicatrizagdo no local de

incisdo também nao foram observadas.

FIGURA 9: A: Retirada de um implante (seta preta) de acetato de deslorelina 90 dias apos
inicio do tratamento. B: Implantes de deslorelina integros, retirados apds 3 meses de tratamento.

Botucatu, 2012.

Todas as gatas responderam positivamente ao protocolo de inducdo de estro e
ovulacdo apresentando CV e comportamento caracteristicos desta fase do ciclo estral e

100% das fémeas ovularam, sendo quantificados em média 13,1+5,5 CL (Figura 10).

FIGURA 10: CL (seta preta) de uma gata tratada previamente com acetato de deslorelina e

apos inducdo do estro € ovulagdo com eCG e hCG. Botucatu, 2012.

A concentragdo plasmatica média de P4 apos ovulacdo espontinea, apds
ovulagdo induzida pelo tratamento contraceptivo e apds ovulagdo induzida pelo
tratamento com gonadotrofinas exogenas estdo descritas na Tabela 3. A média das
concentragdes basais de P4 antes e apos o tratamento contraceptivo estd descrita na

Tabela 4.
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TABELA 3: Média + desvio padrdao da concentra¢do plasmatica de P4 apds ovulagdo espontanea
(antes do tratamento contraceptivo), apés ovulagdo induzida pelo tratamento contraceptivo, apds

ovula¢do induzida pelo tratamento com gonadotrofinas exdgenas. Botucatu, 2012.

Ovulgao Concentracio plasmatica P4ng/mL
Espontinea (pré-tratamento) 9,42 + 8,75

Induzida por acetato de deslorelina 16,75+ 12,84

Induzida por gonadotrofinas exégenas (eCG e hCG) 11,11+ 6,11

TABELA 4: Média + desvio padrao da concentragdo plasmatica basal de P4 antes e depois do

tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina. Botucatu, 2012.

Momento Concentracao plasmatica P4 Valor de p
Antes do tratamento contraceptivo 0,10+ 0,07* 0,0007
Apos tratamento contraceptivo 0,22+0,21°

Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).

Foram recuperados em média 8,1+5,5 odcitos por gata e a taxa de recuperacgao
oocitaria média foi de 56,76% =+ 25,42. Todos os oocitos recuperados foram
considerados vidveis. Apesar de serem mantidas em gatil sem contato direto com
machos, em uma fémea foram recuperados trés embrides (dois de duas células e um de
quatro células), além de dois odcitos (Figura 11).

Nao foram observados efeitos adversos provenientes do tratamento
contraceptivo. Porém uma fémea apresentou aumento da cadeia mamadria esquerda, 20
dias apds o implante (Figura 12). Foi realizada uma citologia por agulha fina na regido e
diagnosticado carcinoma mamario. A mastectomia da cadeia mamaria afetada foi
realizada. Essa fémea foi adotada apos o termino do estudo e estd sendo acompanhada.
Até o momento nao foi observado o surgimento de outras massas tumorais.

No exame histologico foi observada a presenca de foliculos primordiais,
primarios, secundarios, terciarios, CL (Figura 13) e CL hemorrdgicos nos ovarios.
Alguns animais (gatas A, B, F e I) apresentam corpos luteos atrésicos, CL cavitarios
preenchidos por eritrocitos e fibrina (gatas A, G e J), auséncia de foliculos primarios e
secundarios (gata D) ou cistos revestidos por epitélio pavimentoso em regido medular

(gata F) (Figural4).
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Nas secgOes histologicas de utero foi observado endométrio revestido por
epitélio cubico simples (luminal) e colunar simples (glandular), com moderada
quantidade de glandulas retas; algumas glandulas exibiram tortuosidade discreta (gata
E) ou dilatagdo cistica (gatas D, J) (Figura 15); algumas glandulas estavam preenchidas
por neutrdfilos degenerados ou apresentavam neutrofilos intra-epiteliais (gata H). Com
excegdo de trés fémeas (gatas A, D, E), as demais exibiam raros linfocitos
periglandulares ou intraepiteliais. Na lamina propria-submucosa havia hemorragia
(Figura 16) em graus variados sendo que em uma fémea (gata J) essa hemorragia
estendia-se até a transi¢do com o miométrio; também foram observados neutroéfilos e
eosinofilos (gatas E e H) e neutréfilos em marginagdo (gatas A ¢ E). O miométrio ¢
perimétrio ndo apresentavam alteracdes.

Em todas as fémeas, as sec¢des histologicas de oviduto (Figura 17) estavam
revestidas por epitélio pseudo-estratificado colunar intermitentemente ciliado; em duas
fémeas (gatas E ¢ H) houve marcada palidez citoplasmatica. Na lamina propria-
submucosa havia raros linfocitos e plasmdcitos, raros focos hemorragicos (gata E),
edema marcado (gatas A e H), raros neutrofilos (gata H) e neutrofilos em marginacao

(gatas B, C, E, 1, J). As camadas muscular e serosa ndo apresentavam alteracoes.

FIGURA 11: A: Odbcitos (seta branca), embrides de duas células (seta preta) e embrido de
quarto células (seta azul) recuperados de uma gata previamente tratada com acetato de
deslorelina, apos indugdo de estro e ovulagdo com e¢CG e hCG. B: Odcito viavel corado

bisbenzimida (Hoechst 33342) e Iodeto de Propideo (Sigma-Aldrich). Botucatu, 2012.
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FIGURA 13: Corpo luteo maduro, apds indugdo de estro e ovulagdo com gonadotrofinas
exogenas em gata doméstica previamente tratadas com acetato de deslorelina (aumento de

100x). Botucatu, 2012.

FIGURA 14: Foliculo de Graaf (odcito — seta preta) apds indugdo de estro e ovulacdo com
gonadotrofinas exdgenas em gata doméstica previamente tratada com acetato de deslorelina

(aumento de 50x). Botucatu, 2012.
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FIGURA 15: Presenca de glandula endometrial cistica (seta preta) em tuba uterina apds
indugdo de estro e ovulagdo com gonadotrofinas exdgenas na gata J, previamente tratada com

acetato de deslorelina (aumento de 100x). Botucatu, 2012.

FIGURA 16: Presenca de hemorragia entre as glandulas endometriais em tuba uterina apos
indugdo de estro e ovulagdo com gonadotrofinas exdgenas em gata doméstica previamente

tratada com acetato de deslorelina (aumento de 200x). Botucatu, 2012.

FIGURA 17: Aspecto histoloégico do oviduto apds indugdo de estro e ovulacdo com
gonadotrofinas exdgenas na gata B, previamente tratada com acetato de deslorelina (aumento de

50x). Botucatu, 2012.
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Discussao

No presente trabalho o acetato de deslorelina suprimiu eficientemente o ciclo
estral de gatas domésticas e apds 90 dias de tratamento contraceptivo foi observado o
retorno induzido da atividade ovariana através da inducdo do estro e ovulacgao,
permitindo a recuperacdo de odcitos viaveis.

No momento da aplicagdo do contraceptivo, 50% das fémeas estavam em
diestro. As gatas domésticas sdo ovuladoras induzidas, ou seja, necessitam do estimulo
mecanico do coito, ou similar ao coito para que a ovulacdo ocorra (VEHAGE et al.,
1976; CUEVA-ROLON et. al., 1994). Porém, existem relatos na literatura de gatas que
ovulam espontaneamente. Autores relatam taxas de ovulacdo espontanea de até 35%
(LAWLER et al., 1993), aumentando em fémeas jovens € que vivem em grupos
(GUDERMUTH et al., 1997).

Ackermann et al., (2010), relataram que a estimulagao vaginal através da escova
citolégica no momento da citologia pode ser um fator que predisponha a ovulacio
espontanea. Provavelmente a estimulagdo gerada durante os exames de citologia vaginal
a cada trés dias realizados em nosso trabalho, bem como o estimulo social foram os
responsaveis pela alta taxa de ovulagdo espontanea.

Apds a aplicagdo dos implantes as gatas ndo exibiram sinais de dor ou
desconforto, apesar de reagdes locais como edema e inflamagao ja terem sido relatados
por 3 a 5 dias apds aplicagdao de implantes de agonistas do GnRH em gatas doméstica
(HEBERT & TRIG, 2005; TOYDEMIR et al., 2011). A piodermatite observada em
unica gata parece estar relacionada a tricotomia e assepsia local e ndo a aplica¢do do
contraceptivo, lesdes similares também foram descritas por Toydemir et al. (2011).

Os implantes foram facilmente palpaveis apds 90 dias de tratamento € a remogao
foi realizada com facilidade, sem dor ou desconforto. A remog¢do de implantes de
agonistas de GnRH sem dificuldades ja foi descrita anteriormente em cadelas (RUBION
et al., 2006; PELICAN et al., 2008; WALTER et al., 2011).

Diversos sitios de aplicacdo dos implantes tém sido descrito em diferentes
espécies. Fontaine et al. (2011) aplicou implantes de deslorelina na regido pos-umbilical
de cadelas, considerando mais facil a localizagdo e remocdo quando comparada a
mucosa vestibular. Tanto na regido interescapular quanto na po6s-umbilical, ndo foram

observadas diferencas na dificuldade de aplicagdo, localizagdo e remog¢ao, bem como de
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liberacdo do agonista de GnRH (KUTZLER et al.,, 2009). Desta maneira a regiao
interescapular também pode ser utilizada como sitio de aplicacdo de implantes, pela
facilidade de introducgdo e remocao.

A estimulagdo ovariana observada logo apds o inicio do tratamento
contraceptivo ja era esperado e foi descrito por diversos autores que utilizaram
agonistas do GnRH como tratamento contraceptivo em felinas domésticas e selvagens
(MUNSON et al., 2001; BERTSCHINGER et al., 2008; TOYDEMIR et al., 2008;
ACKERMANN et al., 2011).

Munson et al. (2001) observou estro em 100% das fémeas apds tratamento com
acetato de deslorelina. J4 em nosso trabalho CV e comportamento caracteristico de estro
foram observados em apenas 40% das fémeas, durante um periodo de 3,5 + 3,1 dias.
Achado similar foi observado por Pelican et al. (2006), cujos leopardos nebulosos
fémea apresentaram estro com duragao média de 5,2 dias apos aplicagdao de agonista do
GnRH (Leuprolide).

A duracao do estro observado em nosso estudo, ap6s o tratamento contraceptivo,
¢ normal para a espécie. Gatas ndo submetidas a tratamentos hormonais podem
apresentar comportamento e CV de estro por 4,4 &+ 1,6 dias apos copula e durante 7,4 +
4,4 dias caso ndo ocorra o coito (ROOT et al., 1995). Nao foram observados estros
persistentes em gatas domésticas apds o tratamento com acetato de deslorelina, porém
em cadelas, estros persistentes associados a cistos foliculares ja foram descritos (ARLT
etal., 2011).

Das quatro fémeas que ovularam (E, F, I, J) apds tratamento contraceptivo, trés
ndo demonstraram sinais de estro. Apesar de altas concentracdes plasmaticas de E2 nem
todas as fémeas em estro demonstram sinais caracteristicos de cio, explicando assim a
auséncia de sinais de estro em algumas fémeas que ovularam apds o tratamento
contraceptivo (GRAHAM et al., 2000).

Como as fémeas foram mantidas em gaiolas sem contato direto com machos nio
foi observado o comportamento de aceitacdo da monta. Bertschinger et al., (2001),
observaram comportamento estral em leoas e guepardos fémeas um a dois dias apds
aplicagdo de implantes de acetato de deslorelina, porém sem copulas. Guimaraes (2008)
obteve resultado similar e acredita que o fato das fémeas nao aceitarem a copula se deve
as concentracdes de estradiol serem insuficientes para desencadear a receptividade, mas

serem suficientes para desencadear a proceptividade.
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Em cadelas em anestro, foi observada uma taxa de 100% de ovulagdo apds
aplicacao de implantes de deslorelina (FONTAINE et al., 2011). Estudos objetivando a
prevencao do estro logo apds o tratamento com agonistas do GnRH ja foram realizados
em cadelas utilizando associa¢do de um antagonista do GnRH (aciclina 330 mg/kg) no
momento do tratamento com o analogo (acetato de deslorelina 10mg/animal), ainda
assim 75% dos animais tratados ovularam (VALIENTE et al., 2009).

A aplicagdo de agonistas do GnRH durante o diestro tem sido indicada em
cadelas a fim de evitar a estimula¢do inicial gerada pelo tratamento contraceptivo
(WRIGHT et al.,, 2001). A aplicacdo simultinea, em uma leoa, de progestigenos
também ndo suprimiu o comportamento estral inicial (BERTSCHINGER et al., 2001).
Em nosso estudo apenas uma fémea que recebeu o implante durante o diestro
apresentou CV e comportamento caracteristicos de estro. Segundo Windle (1939), gatas
em diestro, podem apresentar comportamento de estro e aceitagao da monta.

Em um estudo mais recente, Toydemir et al. (2011) associaram acetato de
megestrol ao acetato de deslorelina na tentativa de prevenir o estro em gatas domésticas.
Apesar de ndo terem sido observados comportamento de estro e de monta nas fémeas
que receberam esta associagdo, todas as fémeas apresentaram aumento nas
concentragdes séricas de estrogeno.

Como ainda ndo existem protocolos eficazes para inibicdo da estimulagdo
ovariana inicial gerada pelo tratamento contraceptivo, ¢ recomendavel manter as fémeas
pelo menos 20 dias sem contato direto com machos da mesma espécie.

Em nosso estudo quatro das cinco fémeas que estavam em diestro no momento
da aplicacdo do contraceptivo apresentaram diminui¢do da concentragdo plasmatica de
P4 apds o inicio do tratamento, porém, o tempo de duragdo da fase luteal nessas gatas
foi normal para a espécie. Segundo Paape et al. (1975) a pseudogestacdo em gatas pode
durar de 30 a 73 dias.

Graham et al. (2000), observou que gatas que foram submetidas a protocolo de
inducdo de estro e ovulagdo apresentam fase lutea prolongada quando comparada a fase
Iatea de estro natural: 40,4 = 0,8 versus 33,4 £+ 1,3 dias. Esses mesmos autores relataram
que a concentragdo de progesterona foi similar em fases luteas de gatas em estro natural
ou induzido, indicando que os CLs sdo funcionalmente comparaveis.

Nao foi possivel comparar a concentragdo plasmatica de P4 entre as fémeas que

ovularam espontaneamente antes do tratamento com acetato de deslorelina, entre as que
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ovularam apds o tratamento com acetato de deslorelina e entre as que ovularam apds
tratamento com eCG e hCG, visto que ndo foram coletadas amostras durante todo o
periodo luteal.

Nao foram observadas falhas na fase luteal nas fémeas que ovularam induzidas
pelo tratamento com acetato de deslorelina. Em cadelas falhas luteais apds o uso deste
agonista do GnRH tém sido descritas e sdo responsaveis por abortos no terco final da
gestacdo nestas espécies. Porém como ainda nio foram relatadas gestagdes em felinos
apOs o uso de contraceptivos a base de agonistas do GnRH e gatas pseudogestantes
possuem fase lutea naturalmente mais curta que fémeas gestantes, ndo se sabe se isto
ocorre em gatas.

Em cadelas tratadas com acetato de deslorelina foi observada diminui¢do da
concentragdo sérica de progesterona apos a metade da fase luteal, € mesmo apos
aplicacdo de hCG nao foi observada a manutengao do CL, sugerindo que os abortos
relatados apds o uso de acetato de deslorelina podem ter sido induzidos por uma falha
luteal gerada pela utilizacdo deste agonista (WRIGHT et al., 2001).

Fontaine et al. (2011) evitaram falhas luteais em cadelas gestantes que
receberam tratamento com acetato de deslorelina através da suplementacdo com
progestagenos, permitindo a manutencdo da gestacdo até o momento do parto. Os
autores sugerem que fémeas gestantes que apresentam concentragdo plasmatica de
progesterona inferior a 10ng/mL sejam submetidas a suplementagao.

O controle dos CLs nas diversas espécies ainda gera muitas diividas. Sabe-se que
o LH nao ¢ o hormonio primério envolvido na manutengdo do CL em gatas domésticas
e que provavelmente a prolactina seja a responsavel (PELICAN et al., 2008). Assim,
estudos que avaliem as gestacoes apds tratamento com agonistas do GnRH sdo
importante para observacdo dessas possiveis falhas luteais e até mesmo para melhor
compreensdo da fisiologia do CL nessa espécie.

Apesar da diferenca estatistica observada entre as concentragdes plasmaticas
basais de P4 antes e depois do tratamento contraceptivo, os valores obtidos sdo
similares ao descrito por Verhage et al. (1976), que observaram em gatas em interestro
concentragdo plasmatica variando entre 0,19 e 0,85ng/mL.

A supressao reprodutiva foi observada em todas as fémeas apds 20 dias do
tratamento contraceptivo, indicando que o acetato de deslorelina suprime eficazmente a

atividade ovariana e pode ser utilizado como contraceptivo em gatas domésticas. Este
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resultado foi similar ao obtido por Munson et al. (2001), Toydemier et al. (2008) e
Ackermann et al. (2011).

A utilizagdo de gonadotrofinas exdgenas como indutores de estro e ovulagdo em
gatas domésticas e selvagens tem sido descrita com sucesso (PELICAN et al., 2000).
Goodrowe et al. (1986) observaram que gatas domésticas submetidas a indu¢@o do estro
e ovulagdo possuiam em média 9,4 + 0,9 CL. Esses mesmos autores relatam que fémeas
que ovularam ap6s copula em estro natural possuiam em média 5,3 + 0,5 CL.

Em nosso estudo a ovulagdo ocorreu em todas as fémeas apds a retirada do
contraceptivo e subsequente tratamento com gonadotrofinas exodgenas. O protocolo de
indugdo utilizado gerou uma super-ovulagdo nas gatas tratadas, e a média de CL
quantificados foi maior do que a ja descrita na literatura para super-ovulagdes em gatas
domésticas (GOODROWE et al.; 1986).

O aumento no numero de ovulagdes observado em nossos animais pode ter
ocorrido devido a supressio da atividade ciclica antes da estimulacdo por
gonadotrofinas exogenas. Este mecanismo tem melhorado o sucesso na reproducgao
assistida em diversas espécies, inclusive em gatos domésticos. Acredita-se que um
ovario quiescente estimulado por gonadotrofinas exdgenas tem maior probabilidade de
responder a um tratamento de indu¢do de ovulacdo com ntimero previsivel de ovulagdes
(PELICAN et al., 2006).

Apesar de estudos relatarem a utilizagdo de agonistas do GnRH como
contraceptivo reversivel, poucos demonstram claramente a reversibilidade destes
agonistas. Munson et al. (2001) descreveram o retorno da atividade reprodutiva em
gatas domésticas como irregular.

Pelican et al. (2006), utilizou, em leopardos nebulosos fémea (Neofelis
nebulosus), o acetato de leuprolide, um agonista do GnRH com potencia menor que o
acetato de deslorelina e observaram que apenas uma das sete fémeas responderam
positivamente ao tratamento de indugdo da ovulagdo. Os autores acreditam que ocorreu
uma importante dessensibilizacdo ovariana, provavelmente nos receptores de FSH das
células da granulosa, visto que a espécie em questdo € particularmente hipersensivel ao
tratamento com gonadotrofinas exdgenas.

Ackermann et al. (2011), utilizaram acetato de deslorelina em duas gatas
domésticas durante 60 dias e apos este periodo os implantes foram retirados e o retorno

espontaneo do estro foi observado apds 42dias. Os autores acreditam que o retorno da
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atividade reprodutiva de forma espontanea pode ter sido dose-dependente. No mesmo
experimento outras duas fémeas também foram submetidas ao tratamento contraceptivo
e tiveram seu estro ¢ ovulacao induzidos ¢ o numero de CL contados. O numero de CLs
quantificados foi semelhante aos obtidos em nosso experimento indicando que apesar
do periodo de tratamento mais longo (90 dias) ndo foi observada dessensibilizagdo
ovariana ao tratamento com gonadotrofinas exdgenas.

Em nosso estudo todos os oocitos foram recuperados das tubas uterinas. Graham
et al. (2000) acreditam que a estimulacdo de gonadotrofinas exdgenas pode resultar em
ambiente enddécrino materno anormal e consequentemente retardar o transporte
embrionario ao utero. Isto ndo pode ser confirmado visto que os oo6citos foram
recuperados trés dias apos inducdo da ovulagdo e a recuperacdo uterina s6 pode ser feita
a partir do 5° dia apds ovulagao (SWANSON et al., 1994).

A taxa de recuperacdo oocitaria foi similar a taxa de recuperagdo embrionaria
apos uso de gonadotrofinas exodgenas descrita por Graham et al. (2000) (52,5%) e
Goodrowe et al. (1986) (57,02%), indicando que o tratamento ndo altera a taxa de
recuperagdo. Pelican et al. (2006) obteve apds o tratamento contraceptivo com agonista
do GnRH uma taxa de 42,9% de ovulagao, similar ao observado em nosso trabalho.

Apesar dos animais experimentais permanecerem durante todo o periodo de
tratamento em um gatil sem contato direto com machos, recuperagdo embrionaria foi
observado em uma gata. Acreditamos que isso ocorreu devido a ativa¢do oocitaria
espontanea. Este fendomeno foi descrito por Grabiec et al. (2007) e Rascado et al.
(2010), com taxas de partenogénese variando de 2 a 35,5%.

Este ¢ o primeiro relato de recuperacdo oocitdria e embrionaria apos tratamento
contraceptivo com acetato de deslorelina em gatas domésticas. Mais estudos devem ser
conduzidos a fim de elucidar se a duracao do tratamento interfere ou nao na viabilidade
e na taxa de recuperacdo oocitaria, bem como no potencial de desenvolvimento
embrionario destes o0citos.

Nenhum efeito colateral foi atribuido ao uso do acetato de deslorelina como
contraceptivo em gatas domésticas (MUNSON et al., 2001; TOYDEMIER et al., 2008;
RUBION & DRIANCOURT, 2009). Leoas tratadas repetidamente por 10 anos com
acetato de deslorelina também nao apresentaram efeitos no comportamento social, na

saude e peso corporal (BERTSCHINGER et al., 2001).



Capitulo 1: Discussdo 42

Tumores mamarios em fémeas felinas t€ém sido descritos apds uso prolongado
de contraceptivos a base de progestagenos (MCALOOSE et al., 2007). Os agonistas do
GnRH ndo possuem agdo similar aos progestdgenos e ndo parece haver relagdo com o
surgimento da massa tumoral observada em uma gata apos o tratamento com acetato de
deslorelina. Um aspecto importante a ser considerado ¢ a falta de histérico da maioria
das fémeas, assim, possivelmente tratamentos anteriores que influenciam o
aparecimento de massas tumorais, podem ter sido realizados.

Toydemir et al. (2011) descreveram os ovarios e utero de fémeas tratadas com
acetato de deslorelina por 18,5 meses. No ovario destas fémeas nao foram observados
CLs ou foliculos maduros, confirmando a auséncia de atividade ovariana. Os autores
descreveram os ovarios como sendo similar ao de fémeas jovens, com presenga de
foliculos primarios e primordias. Diferentemente do que observamos em nosso trabalho,
apesar de que o retorno da atividade ovariana foi induzido através do uso de
gonadotrofinas exdgenas.

A histologia dos ovarios foi similar a descrita em fémeas em fase luteal
(CHATDARONG et al., 2005; MONTEIRO et al., 2005). A presenga de cistos
foliculares observada em algumas gatas ja foi descrita anteriormente apds o uso de
gonadotrofinas para indu¢do da ovulagdo (GOODROWE & WILDT, 1987).

A histologia uterina de gatas domésticas em diferentes fases do ciclo estral e
apés tratamento com progestigenos e agonistas do GnRH ja foi descrita
(CHATDARONG et al., 2005; MONTEIRO et al., 2005; TOYDEMIER et al., 2011).
Toydemier et al. (2011) caracterizaram o Utero de gatas domésticas apds tratamento
com acetato de deslorelina como atroficos e com diminui¢do no nimero de glandulas
endometriais. Em nosso estudo, as caracteristicas histologicas relacionadas a presenca
de glandulas endometriais esta de acordo com o descrito para a espécie durante a fase
folicular e luteal, essa diferenca de resultados pode ter ocorrido pelo tempo de
tratamento contraceptivo curto ou devido a estimulagdo das gonadotrofinas exogenas
utilizadas para inducao do estro e ovulagao.

Em duas fémeas foi observada a presenca de glandulas endometriais cisticas.
Este achado foi descrito em fémeas multiparas (MONTEIRO et al., 2005), tratadas
previamente com progestagenos (CHATDARONG et al.,, 2005) e com acetato de
deslorelina (TOYDEMIER et al., 2011). Isoladamente, formagdes glandulares cisticas

ndo parecem ter significado clinico, porém, quando em grande nimero caracterizam a
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existéncia de hiperplasia endometrial cistica que ¢ um fator predisponente da piometra
(OLIVEIRA, 2007).

Foi observada presenga de hemorragia na lamina propria em todos os uteros e
em alguns ovidutos (gatas C, E e I). Esse achado nao foi descrito em nenhuma das fases
do ciclo estral, nem ap6s o tratamento contraceptivo com progestdgenos e agonistas do
GnRH. Acreditamos que isso possa ter ocorrido devido a estimulagdo excessiva e
consequente aumento da concentragdo de estrogeno gerada pela indugdo do estro pelas
gonadotrofinas exdgenas, visto que em cadelas hemorragia na lamina propria ¢ comum

a fase de estro devido ao aumento das concentragdes estrogénicas.
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5. Uso do acetato de deslorelina na contracepcio de gatos domésticos

Material e Métodos
As condi¢des experimentais obedeceram as normas éticas de utilizagdo de
animais em experimentos, adotadas pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Paulista.

Animais experimentais

Cinco gatos adultos (A, B, C, D e E), ptberes, sem raca definida, com idade de
2 a 3 anos e peso médio de 4kg, foram mantidos em gaiolas individuais no gatil
experimental do Laboratério de Reproducdo de Pequenos Animais e Silvestres
(REPAS) da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP, Botucatu
(Figura 18), com acesso a uma area coberta e a um soldrio durante o dia, sobe regime

luminoso de 12 horas luz/dia com o minimo de intensidade de 150 lux. Os animais

recebiam raco comercial (Royal Canin Queen 34") e agua ad libitum.
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FIGURA 18: Gatil experimental do Laboratério de Reproducdo de Pequenos Animais e
Silvestres (REPAS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Botucatu.
Botucatu, 2012.

Quarentena

Todos os animais permaneceram em quarentena por no minimo 60 dias, periodo
em que foram diariamente acompanhados clinicamente, desverminados, recebendo uma
dose de vacina triplice e anti-rabica. Caso necessario, os animais eram submetidos a

terapia antimicrobiana, antiinflamatoria, fluidoterapia e controle de ectoparasitas.
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Apo6s o periodo de quarentena estabelecido, foram realizadas duas avaliacdes

androldgicas, com intervalo de um més entre elas.

Exame androlégico

Para realizagdo dos exames andrologicos os animais foram inicialmente
submetidos a jejum alimentar e hidrico por 12 horas. Posteriormente, os animais foram
anestesiados através da associagdo anestésica cloridrato de tiletamina e zolazepam (15
mg/Kg - Zoletil®, Brasil) associado a cloridrato de tramadol (2 mg/Kg - Sylador®,
Sanofi Synthelabo Ltda®, Brasil) via IM, e posterior manuten¢cdo com anestesia
inalatoria utilizando isoflurano (Isofurane™ Critélia, Brasil) diluido em oxigénio.

Quando em plano anestésico satisfatorio, a genitalia externa (testiculos, prepucio
e pénis) foi limpa e seca, e entdo foi procedida afericdo do volume testicular com
paquimetro (comprimento x largura x altura em cm) (Figura 19A). A férmula utilizada
para obten¢io do volume testicular (cm’) foi a descrita por Wildt (1983):
VT=CxL’x0,524.

O pénis foi exposto para verificacdo do aspecto, tamanho (aferi¢do através de
paquimetro) e presenga ou auséncia de espiculas penianas, sendo classificadas em grau
de 0 (auséncia) a 3 (tamanho de aproximadamente 0,75mm) (Figura 19B) (MORALIS et
al., 2002).

FIGURA 19: A: Afericdo do volume testicular, através de paquimetro, durante avaliagdo
andrologica. B: Verificacdo do aspecto e grau de espiculas durante avaliagdo androlégica.

Botucatu, 2012.

Para a coleta de sémen dos animais a eletroejaculacdo (EEJ) foi o método de
coleta escolhido. Para tanto, foi utilizado um eletrogjaculador portatil (Eletrojet® -

Electrovet®, Brasil), acoplado a uma sonda trans-retal (13 x 1 cm). A sonda,
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previamente lubrificada com gel inocuo a base de um polimero carboxivinilico, foi
introduzida cerca de 5 a 7 cm no reto dos animais com os eletrodos voltados para o
assoalho da ampola retal. Foram aplicados 80 estimulos elétricos divididos em 3 séries
(Quadro 1). O ejaculado de cada série de estimulos foi coletado em tubos plasticos de
1,5 mL (WILDT et. al., 1983).

Apo6s cada série de estimulos elétricos o sémen obtido foi mantido em banho-
maria a 38° C para formar um pool espermatico ao final da cada coleta. Apos formagao
do pool, o volume seminal foi aferido através de pipetas graduadas e posteriormente o
movimento espermatico foi avaliado pelo método de CASA (Computer Assisted Semen
Analysis), utilizando o sistema HTR-IVOS-10 (Hamilton Thorn Research — Animal
Version 12,0 L, EUA), previamente ajustado para o sémen de gato (Anexo 1). As

variaveis analisadas pelo sistema estdo descritas no Quadro 2.

QUADRO 1: Protocolo de estimulos elétricos aplicados para a coleta de sémen dos animais

experimentais. Botucatu, 2012.

Série Estimulos elétricos

1° série 2(10x), 3(10x), 4(10x)V

Intervalo 5 minutos -

2° série 3(10x), 4(10x), 5(10x)V

Intervalo 5 minutos -

3% série 5(10x),6(10x)V

QUADRO 2: As variaveis analisadas pelo sistema HTR-IVOS-10. Botucatu, 2012.

Variavel Sigla
Motilidade total (%) MT
Motilidade progressiva (%) MP
Velocidade espermatica ao longo da trajetéria real (um/s) VCL

Velocidade espermatica ao longo de uma trajetoria média (um/s) | VAP

Velocidade espermatica ao longo de uma linha reta (um/s) VSL
Linearidade (%) LIN
Indice retilineo (%) STR
Deslocamento lateral da cabeca (um) ALH

Freqiiéncia de batimento flagelar (Hz) BCF
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Para avaliagdo uma gota de s€émen foi colocada em camera de Makler (HTMA)
aquecida e analisada a temperatura de 38°C. Para cada amostra de sémen, duas gotas
foram avaliadas e a média dos trés melhores campos foi anotada.

Para a concentragdo espermatica 2pL de sémen foi adicionado a solugdo salina
formolizada (9%) (dilui¢dao 1:20). Apds diluicdo, uma aliquota de 10 pL foi depositada
em cada lado de uma camera de Neubauer espelhada. Utilizando microscopio de luz e
aumento do 40x, foi realizada a contagem do nimero de espermatozdides em cinco
quadrantes de cada lado da camera. O célculo da concentragdo espermatica foi realizado
através da formula: C = N x 2,5 x 10°. Sendo C a concentragio de espermatozoides por
mL e N a média do nimero total de células espermaticas contadas em cada lado da
camera de Neubauer.

Para a avaliacdo da integridade de membrana plasmatica, foi utilizada uma
combinacdo de duas sondas fluorescentes: lodeto de Propidio (P-4170, SIGMA) e
Diacetato de 6-Carboxiflouresceina (C-0662, SIGMA), de acordo com a técnica descrita
por Harrison & Vickers (1990).

Uma amostra de 10uL de sémen foi adicionada a 40uL da solugao de trabalho
(Anexo 1). Apds 10 minutos de incubacdo, uma gota do material foi depositada entre a
lamina e laminula e analisada em microscépio de epifluorescéncia (NIKON — Episcopic
Fluorescence Attchmente “EFA” HalodenLamp Set) utilizando objetiva de 40x. Foram
contadas e classificadas 100 células, sendo classificadas como células com membrana
integra aquelas emitindo fluorescéncia de cor verde e células com membrana lesada
aquelas emitindo fluorescéncia de cor vermelha ou cores vermelha e verde.

A avaliacdo da morfologia espermatica uma aliquota de 5 pL foi adicionada a 45
puL de citrato de sodio a 2,9% e a essa mistura S0uL. do corante Rosa Bengala/Fast
Green foi adicionado. Apos 70 segundos a temperatura ambiente, foram realizados
esfregagos em lamina, utilizando de 5 a 10 pL, e secos em temperatura de 37°C (POPE
et al., 1991). Para cada amostra de sémen, 200 células espermaticas foram avaliadas
utilizando microscopio de luz em aumento de 1000x e a classificagdo das anormalidades
foi realizada de acordo com Mies Filho (1987).

O acrossoma foi classificado como intacto, quando a regido apical da cabega do
espermatozodide foi corada em azul escuro arroxeado, ou lesado, quando esta regido se
apresentou com colora¢do rosa claro ou com anormalidade como irregularidades de

contorno ou coloracgao heterogénea.
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Analises hormonais

Coletas de sangue de todos os machos foram realizadas uma vez por més,
momentos antes da coleta de sémen. O sangue foi obtido por pun¢do venosa,
centrifugado para separagdo do plasma, o qual foi transferido para eppendorfs,
identificado e armazenado em freezer (-20°C) até o momento das analises.

Foram realizadas andlises hormonais para determinacdo das concentragdes
plasmaticas de testosterona em duplicata pela técnica de radioimunoensaio (RIE) no
Laboratério de Dosagens Hormonais do Departamento de Reprodugdao Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP-
campus de Botucatu. A concentragdo plasmatica de testosterona foi realizada através de
kit de fase solida para RIA (Coat-A-Count kit, Diagnostics Products Corporation, Los
Angeles, CA, USA) (LEVY et al., 2004).

Também foram coletadas amostras fecais uma vez por semana de cada animal.
Essas amostras foram acondicionadas em freezer (-18°C) e posteriormente foram
liofilizados. Apos liofilizagdo, as amostras foram submetidas a extragdo dos metabolitos
fecais de testosterona, segundo a metodologia descrita por Graham et al. (2000).

Os liquidos extraidos foram transferidos para microtubos de polipropileno
devidamente identificados e armazenados em freezer a -22°C, para serem
posteriormente dosados quanto aos metabolitos fecais. Para esta etapa, as amostras
foram diluidas em tampao gelatina (Anexo 1) com pH 7,0, na proporg¢ao 1/10.

A dosagem de metabolitos fecais de testosterona foi realizada utilizando kits
comerciais em fase soélida (Coat A — Count Diagnostics Products Corporation, Los
Angeles, California, USA) e leitura por sistema de radioimunoensaio [Packard Cobra II
Auto Gamma (GMI Inc. — Minnesota — USA)], previamente validado para a espécie
(BROWN et al., 1996). Os resultados foram transformados de ng/mL para ng/grama de
fezes. O coeficiente de variacdo intraensaio foi de 6,57% e a sensibilidade foi de 0,47
ng/mL.

Tratamento contraceptivo

Apos as duas avaliagdes androldgicas realizadas, os machos foram submetidos
ao tratamento contraceptivo a base de acetato de deslorelina (Suprelorin® Peptech
Animal Health Pty Limited, Austrdlia; 4,7 mg/animal) do mesmo modo descrito no

Capitulo 1.
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Ap6s o 1nicio do tratamento trés avaliagdes andrologicas foram realizadas como
descritas anteriormente. Estas avaliagdes foram realizadas com intervalo de 30 dias
entre elas. Durante este periodo os machos continuaram sendo monitorados através de
dosagem de testosterona fecal e plasmatica, uma vez por semana € uma vez por meés
respectivamente.

Para melhor compreensdo as avaliagcdes androldgicas foram identificadas através

de letra e nimero (Quadro 3).

QUADRO 3: Avaliacdes andrologicas realizadas durante o periodo experimental e suas siglas.

Momento Avaliacido androlégica

30 dias antes do tratamento contraceptivo M1
Imediatamente antes do inicio do tratamento contraceptivo M2
30 dias apds inicio do tratamento contraceptivo M3
60 dias ap0s inicio do tratamento contraceptivo M4
90 dias ap0s inicio do tratamento contraceptivo M5
(imediatamente antes da retirada do implante)

120 apos inicio do tratamento contraceptivo M6
150 dias apds inicio do tratamento contraceptivo M7

Exame histopatologico

Ap6s 90 dias do inicio do tratamento contraceptivo, imediatamente apos a
quinta avaliacdo androldgica (MS5), o implante foi retirado e todos os gatos foram
submetidos a orquiectomia unilateral; o testiculo retirado foi processado para exame
histologico.

Nos sessenta dias subsequentes a orquiectomia unilateral os machos continuaram
sendo monitorados como descrito anteriormente, realizando-se duas avaliagdes
androldgicas com intervalo de 30 dias entre elas. Apos este periodo, imediatamente
apoOs a ultima avaliagdo androlégica, o testiculo remanescente foi retirado e também

encaminhado ao exame histopatolédgico.

Analise estatistica
Os dados obtidos nas avaliagcdes androldgicas foram descritos em forma de
média e desvio padrdo. Os resultados referentes a histologia testicular foram descritos

subjetivamente.
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Resultados

Durante todas as avaliagdes androldgicas realizadas, os animais apresentaram
plano anestésico e analgesia adequados para submissdo a eletroejaculagdo. A média e
desvio padrdo dos resultados obtidos nas sete avaliagdes andrologicas estdo descritas

nas tabelas 5,6 e 7.

TABELA 5: Média e desvio padrao do tamanho do pénis, grau de espiculas, volume testicular
direito (VTD), volume testicular esquerdo (VTE) e volume testicular total (VTT) observados

nos animais A, B, C, D e E, obtidos nas avalia¢cdes andrologicas (M) 1 a 7. Botucatu, 2012.

Avaliacio Tamanho do Espiculas  VTD (ecm®) VTE (em®)  VTT (em?)
androlégica pénis (cm) 0a3

M1 1,54+0,1 2,4+0,37 0,96+£0,26  0,76+0,26 1,73+£0,56
M2 1,5+0,15 2,8+0,22 1,03+0,22 1,08+0,2 2,11+0,48
M3 1,46+0,08 1,5+0,44 1,0+£0,18 0,9+0,12 1,90+0,29
M 4 1,42+0,07 0,8+0,4 0,8+0,93 0,54+0,11 1,35+0,19
M5 1,66+0,18 0,6+0,48 0,82+0,15 0,85+0,31 1,67+0,51
M6 1,66+0,27 1,4+0,8 - 1,13+0,45 -
M7 1,7+0,14 2,6+0,48 - 0,94+0,32 -

TABELA 6: Média e desvio padrdo dos parametros seminais relativos a cinética espermatica
observados nos animais A, B, C, D e¢ E, obtidos nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7.

Botucatu, 2012.

Parametro MT (%) MP (%) VSL (um/s)  VCL (um/s) ALH LIN (%)

seminal (pum)
M1 17,2427,93  15,84¢25,19  56,38+71,13  77,98+102,47 2,28+3,20 30,2+37,37
M2 68,4+1543  50,4+11,67 119,78£24,96 172,2429,57  4,7+£0,9 69,4+5,11
M3 43,4+£24,06  30,6+16,98 131,7¢18,2  205,7+44,09 5,98+1,61  64,8+8,99

M4 20,25+20,32  11,5+14,11  64,25+39,45  88,35+51,72  4,243,49  51,25430,0
M5 27,25+24,03 18,25+17,71  71,02+48,41 128,02+80,66 4,5+2,61 42,25+24,57
M6 64,60+24,58 45,66+20,49 109,76+£21,52 180,13+24,5 5,63+1,16 62,66+8,57
M7 17,33+9,39 15+10,7 143,56+45,88 211,23+£35,69 5,53+0,66 66,66+12,47
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TABELA 7: Média e desvio padrio da concentragdo espermatica, porcentagem de

espermatozoides com morfologia normal (EN), porcentagem de espermatozoides integros (IE) e

volume seminal observados nos animais A, B, C, D ¢ E, obtidos nas avaliacdes androldgicas

(M) 1 a 7. Botucatu, 2012.

Avaliacao Concentracao EN (%) IE (%) Volume
androlégica  (sptz/mL) x 10° (uL)

M1 60+52,5 69,5£19,5 68+0 11,2+12,18
M2 206+207,01 7449,29 61,8+20,81 22,4+12,11
M3 90+68,11 71+£13,47 54+11,43 14,4+14,88
M4 456,66+263,98 38+26,69 48,33+14,70  31,8+35,09
M5 10,66+10,33 67+5,09 1,5+1,5 9,6+11,34
M6 452+615,87 54,33+20,23 76+6,97 19+6,19
M7 1,33+1,24 67,33+9,84 600 14+8,09
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FIGURA 20: Concentra¢do de testosterona plasmatica dos gatos A, B, C, D ¢ E, obtidos

durante as avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7. Botucatu, 2012.
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FIGURA 21: Média da concentragdo de testosterona plasmatica e metabolitos fecais de

testosterona dos gatos A, B, C, D e E, obtidos nas avaliacdes androldgicas (M) 1 a 7. Botucatu,

2012.
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FIGURA 22: Média da concentracdo de metabolitos fecais de testosterona dos gatos A, B, C, D

¢ E, obtidos antes do tratamento (D -30 a D-2) até o final do periodo experimental (D3 a D154).

Botucatu, 2012.

A média dos volumes testiculares, bem como grau de espiculas penianas foram

maiores numericamente no M2 quando comparadas a M1 (Tabela 5). A concentragao
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média de testosterona plasmatica foi de 120,19 e 81,79 ng/mL nas avaliagdes
androlégicas 1 e 2, respectivamente (Figura 20).

Todos os gatos ejacularam com presenga de células espermaticas no M1 e M2,
indicando presen¢a de espermatogénese nesses animais. Houve um aumento na média
de todos os parametros seminais relativos a cinética espermatica no M2. Também foi
observado aumento da média do volume seminal, concentracdo espermatica e
porcentagem de espermatozoides normais.

Nao foram observadas dificuldades na aplicacdo do acetato de deslorelina e a
sedacdo previa dos animais permitiu um manuseio seguro, minimizando o desconforto
que poderia ser gerado pela agulha utilizada na aplicagdo do implante. Reagdes locais,
como edema e inflamag¢ao decorrentes da aplicagdao nao foram observados.

No M3 foi observado diminui¢do na média de todos os parametros avaliados na
genitalia externa. As concentragdes de testosterona plasmatica estavam indetectaveis em
todos os gatos, sendo considerados 0,0 ng/mL. Apesar de todos os animais terem
ejaculado nesta avaliacdo androldgica, houve uma diminui¢do na média da MT, MP,
LIN, volume seminal, concentragdo espermatica, espermatozoides normais e integros.

No M4, tanto a média dos parametros da genitalia externa quanto dos parametros
cinéticos avaliados apresentaram média menor que as obtidas em M3. Dos parametros
seminais apenas a concentra¢gdo seminal apresentou aumento na média. As
concentracdes de testosterona plasmatica estavam indetectaveis em todos os gatos,
sendo considerados 0,0 ng/mL.

Noventa dias ap6s inicio do tratamento com acetato de deslorelina (M5) dos
parametros avaliados na genitalia externa, apenas a média do grau das espiculas
penianas diminuiu, em relacdo as médias observadas anteriormente. Dos parametros
seminais, a LIN, a concentragdo espermatica, o volume seminal e¢ o percentual de
espermatozdides integros diminuiram. Apenas em um gato (C) as concentragdes de
testosterona plasmatica foram detectéveis, 0,806 ng/mL e a média foi de 0,16 ng/mL.

A remogdo dos implantes de acetato de deslorelina ocorreu sem dificuldades de
localizacdo e sem a fragmentacdo dos implantes. Dificuldades de cicatrizagdo no local
de incisdo também ndo foram observadas. A castragdo unilateral dos gatos também foi
realizada sem que complicacdes fossem observadas.

Os exames histologicos revelaram uma marcada atrofia do epitélio germinativo e

diminui¢do do didmetro tubular nos testiculos retirados. A maioria dos tubulos estava
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revestida apenas por uma a duas camadas de espermatogonias e/ou espermatocitos
primarios, por vezes apresentando cé€lulas necroticas (Figura 23). O limen de alguns
tubulos apresentava espermadtides ao invés de espermatozdides. Apesar disso, raros
tubulos ainda continham epitélio germinativo completo (Figura 24). Foram observados
raros linfocitos intersticiais (gato C). No limen, raras por¢des do ducto epididimario
continham espermatozdéides em sua luz (Figura 25). As cé€lulas de Leydig estavam mais
facilmente identificaveis.

Trinta dias apos a retirada dos implantes (M6), foi observado um aumento na
média de todos os pardmetros avaliados na genitalia externa e no s€émen, apesar desse
aumento, em dois gatos (B ¢ C) nd3o havia presenca de células espermaticas no
ejaculado. Nesta avaliagdo androldgica apenas dois gatos possuiam concentracdes de
testosterona plasmatica detectaveis, 16,27 ng/mL (gato A) e 1,274 ng/mL (gato E),
gerando uma média de 3,50 ng/mL.

Na sétima avaliagdo androlégica a média do tamanho do pénis e das espiculas
penianas aumentou, porém a média do VTE diminuiu. Foi observada uma diminuicdo
na média dos parametros de cinética: MT, MP, ALH, bem como do volume seminal,
concentracdo e integridade espermatica. Nesta avaliacdo os gatos B e C continuavam
sem células espermaticas em seus ejaculados. Todos os gatos possuiam concentragdes
de testosterona plasmatica detectaveis, perfazendo uma média de 70,50 ng/mL.

A porcentagem das alteragdes dos espermatozoides e os valores obtidos em cada
avaliacdo andrologica estdo descritos no Anexo 2 (Tabelas 8 a 18).

Nas avaliagdes histologicas do testiculo remanescente de cada gato foi
observado que a maioria dos tubulos seminiferos estava revestida por epitélio
germinativo completo (Figura 26) e o limen possuia maior quantidade de
espermatozodides. O limen do ducto epididimario apresentava espermatozoides em
maior propor¢do quando comparado com o epididimo retirado durante o tratamento

contraceptivo (Figura 27).
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FIGURA 23: Tubulo seminifero atréfico, com células necroticas (seta preta) no gato C, 90 dias
apos inicio do tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina (aumento 400x). Botucatu,

2012.

FIGURA 24: Tubulos seminiferos atroficos (seta preta) e com espermatogénese (seta azul) no
gato E, 90 dias apos inicio do tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina (aumento

100x). Botucatu, 2012.

FIGURA 25: Epididimo com contetido no lumen, gato C, 90 dias apés inicio do tratamento

contraceptivo com acetato de deslorelina (aumento 400x). Botucatu, 2012.
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FIGURA 26: Tubulo seminifero com espermatogénese completa no gato A, 60 dias apos

termino do tratamento com acetato de deslorelina (aumento 400x). Botucatu, 2012.

¥k,

FIGURA 27: Lumen epididimario repleto de conteudo espermatico (seta preta) no gato E, 60

dias apos termino do tratamento com acetato de deslorelina (aumento 100x). Botucatu, 2012.
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Discussao

O primeiro relato do uso do acetato de deslorelina em felinos selvagens foi
descrito ha mais de 10 anos (BERTSCHINGER et al., 2001), porém apenas um trabalho
relata o uso deste contraceptivo em machos de gatos domésticos, mas sem que tenha
sido avaliada a influéncia do contraceptivo na qualidade seminal (GOERICKE-PESCH
et al., 2010a). Nosso trabalho teve como principal objetivo avaliar a supressdo e
posterior retorno da espermatogénese ap6os o uso deste agonista.

A eletroejaculagdo ¢ considerada o método de eleigdo para a obten¢do de s€émen
de felinos devido a possibilidade de coleta seminal de animais agressivos, que nao
respondem bem ao treinamento por vagina artificial ou que possuem problemas de
libido (MORATO & BARNABE, 1998). Apesar de ser considerado um procedimento
simples, rapido e pratico (MORAES et al., 2002) faz-se necessario o uso de anestesia
geral para que o procedimento seja realizado.

Analgesia inadequada (CHATDARONG et al, 2006), bem como a
contaminag¢do do ejaculado por urina sdo problemas frequentemente descritos durante a
realizacao deste procedimento. No presente trabalho ndao foram observados sinais de dor
ou desconforto nos animais, indicando que o protocolo anestésico utilizado ¢ eficaz e
seguro. O uso da anestesia inalatdria associada ao uso de um opidide ¢ o principal
responsavel por este resultado.

Silva et al., 2011 compararam a seguranca ¢ analgesia de quatro protocolos
anestésicos para EEJ em gatos domésticos, inclusive o  protocolo
tiletamina/zolazepam/tramadol, em doses similares as utilizadas em nosso trabalho,
porém sem a manutencdo com isoflurano. Os autores observaram que dos protocolos
testados apenas o que associava a anestesia inalatéria com inducdo anestésica com
cetamina, diazepam e manutencdo com isoflurano foi capaz de eliminar a dor de forma
efetiva, promovendo melhor analgesia, seguranga ao procedimento anestésico e a
equipe e rapida recuperacao, para EEJ em gatos domésticos.

Zambelli et al., (2007) comparou o uso de cetamina e medetomidina
isoladamente, como protocolo anestésico para coleta de gatos por EEJ. O uso de
medetomidina para EEJ em gatos domésticos apresentou em trés dos 24 animais

contengdo farmacologica inadequada, impedindo a realiza¢do do procedimento.
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Contaminagdes por urina no ejaculado também nao foram observadas em nosso
trabalho, apesar de nao ter-se realizado o esvaziamento da bexiga urindria antes das
EEJ. Segundo Howard (1993) o uso de anestésicos inalatérios pode relaxar a
musculatura ao redor da bexiga, facilitando a contamina¢@o por urina. Porém existem
relatos de presenca de urina em ejaculados de felinos submetidos a EEJ ap6s protocolo
anestésico dissociativo, cetamina e xilazina (SILVA et. al., 2008) e tiletamina e
zolazepam (QUEIROZ et. al., 2004).

Acreditamos que o posicionamento da probe no assoalho retal também pode
estar envolvido com as eventuais contaminagdes ja relatadas (TEBET, 2004;
ZAMBELLI et al., 2007; SILVA et al., 2008).

Diversos protocolos anestésicos ja foram utilizados com sucesso, mas a obtengao
de ejaculados com células espermaticas varia de acordo com o protocolo anestésico
utilizado. Silva et al., (2008), relataram obtencao de 88,10% de ejaculado com presenca
de espermatozdides quando utilizaram a associacao anestésica
cetamina/diazepam/isoflurano. Pires et al., (2010), utilizaram propofol e anestesia
epidural com lidocaina como protocolo anestésico para coleta de sémen por EEJ sem
que fossem observadas alteracdes seminais, porém 2 dos 14 animais submetidos ao
protocolo ndo ejacularam.

Em nosso estudo 100% dos animais ejacularam com presenga de células
espermaticas nas duas EEJ realizadas antes do inicio do tratamento contraceptivo. Este ¢
o primeiro relato de 100% de obtencdo de células espermaticas através deste método de
coleta em gatos domésticos.

A qualidade seminal também parece estar relacionada com o protocolo
anestésico utilizado. Em humanos foi observado que a utilizacdo de isoflurano
aumentou a motilidade total do sémen (WANG et al., 2008). Em sémen epididimario de
gatos apds a castracdo com barbiturico foi observada diminui¢do da motilidade total
quando comparado com isoflurano associado a medetomidina, porém os autores relatam
que outros parametros seminais ndo foram afetados. O resultado sugere que a anestesia
afeta a motilidade do s€men fresco, sem afetar os pardmetros relativos a integridade da
membrana (JIMENEZ et al., 2011).

Zambelli et al. (2007) avaliaram o uso da medetomidina ¢ da cetamina

isoladamente como protocolo anestésico para EEJ em gatos domésticos, sem que
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fossem observadas diferengas significativas na qualidade seminal entre os protocolos
(ZAMBELLLI, 2007).

Na primeira avaliagdo androldgica (M1) realizada em nosso experimento todos
0os gatos apresentaram presenca de espiculas penianas, volume testicular e
concentragdes plasmaticas de testosterona dentro da normalidade para a espécie
(SILVA, 2008; GOERICKE-PESCH et al., 2010a).

Ainda na primeira avaliacdo foi observado que a MT, MP e VSL apresentou
valor menor que o ja descrito para a espécie (STACHECKI et al., 1993; FILLIERS et
al., 2010). E importante ressaltar que a motilidade espermatica em trés gatos (B, C e E)
foi de 0%. Essa auséncia de motilidade na primeira avaliacdo pode ter ocorrido devido
ao status reprodutivo destes animais, visto que os mesmos permaneceram durante todo
o periodo de quarentena sem que fossem realizadas coletas de sémen. Assim, estes
espermatozdides podem ser remanescentes da ultima onda de espermatica
(BERTSCHINGER et al., 20006).

A avaliagdo da genitdlia externa em M2 revelou aumento na média dos VT e
espiculas penianas. As coletas seminais se iniciaram concomitantemente com o verao e
apesar dos gatos possuirem producdao espermatica o ano todo, autores relatam
modifica¢des sazonais ao longo do ano, havendo discreto aumento do VT durante este
periodo (BLOTTNER & JEWGENOW, 2007).

Apesar da mé& qualidade seminal observada durante M1, em M2 todos os
ejaculados obtidos possuiam motilidade e todos os parametros avaliados no sémen
estavam dentro da normalidade para a espécie (STACHECKI et al., 1993; AXNER &
LINDE FORSBERG, 2007; FILLIERS et al., 2010).

Assim como nas fémeas (MUNSON et al., 2001), apos aplicagdo de um agonista
do GnRH, ocorre uma estimulacdo de sintese e liberagdo de LH e FSH e posteriormente
h& a down-regulation dos receptores de GnRH na pituitdria (BERTSCHINGER et al.,
2001; JUNAIDI et al., 2008; GOERISCKE-PESCH et al., 2010).

Caes que receberam implantes de 6 mg de deslorelina apresentaram aumento na
concentragdo sérica de LH apds 20 minutos, com concentracdo maxima 40 minutos
apos aplicacdo do contraceptivo, posteriormente as concentragdes diminuiram até o
valor pré-implante, cinco horas apo6s. A testosterona sérica também aumentou
apresentando um pico uma hora ap6s o tratamento (JUNAIDI et al., 2003). Em nosso

estudo ndo foi possivel a coleta de sangue para dosagem de testosterona seriada, porém
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¢ possivel observar o aumento abrupto da concentragdo de metabolitos de testosterona
na coleta realizada 2 dias apds a aplicagdao do contraceptivo.

Apos fase aguda de estimulacdo e liberagdo de testosterona ha uma supressao
deste hormonio. Relata-se que esta supressdo ocorre de 17 a 25 dias em caes (TRIGG et
al., 2001; JUNAIDI et al.,2007) e 20 dias em gatos domésticos (GOERICKE-PESCH et
al., 2010a). Em guepardos machos tratados com acetato de deslorelina a testosterona
plasmatica estava indetectavel 4 semanas apos o inicio do tratamento contraceptivo,
permanecendo assim por pelo menos 12 meses (BERTSCHINGER et al., 2001).

Durante as avaliagdes androldgicas realizadas apds o tratamento, a média de
testosterona plasmatica estava indetectavel ou menos que Ing/mL, porém a média de
testosterona fecal apresentou em alguns momentos durante o tratamento valores
proximos ao observado antes da aplicagao do contraceptivo.

Diversos autores tém descrito a utilizagdo de fezes como substrato para analise
de perfis hormonais em diferentes espécies e ambos os sexos (BILLITTI et al., 1998;
HIRSCHENHAUSER et al., 2000; ADACHI et al., 2010). Brown et al. (1996) validou
esse método de analise para gatos domésticos com sucesso, indicando que a excrecao de
91% dos metabolitos de testosterona ocorre entre 22 a 61 horas apos liberacdo. Em
nosso trabalho o desafio com GnRH produziu uma resposta consistente e indicativa da
validade da técnica, assim como observado por outros autores (HIRSCHENHAUSER et
al., 2000; KOTRSCHAL et al., 2000).

Sabe-se que apesar de ambas as técnicas fornecerem resultados reais e de haver
paralelismo nas respostas obtidas entre a concentragdo plasmatica e fecal, pode ndo ser
observado correlagdo entre elas (JOSEPH et al., 1998; HIRSCHENHAUSER et al.,
2000). Como a testosterona possui um forte ciclo circadiano a comparacdo dessas
técnicas so poderia ser realizada caso amostras de sangue fossem coletadas em diversos
momentos durante o dia (PELLETIER, et al., 2003; JEWGENOW et al., 2006).

Ainda assim, as andlises fecais conferem uma amostra mais representativa, visto
que ¢ um pool do status testicular durante um periodo de horas e nao de um Unico
momento como nas analises plasmaticas e séricas (BROWN et al., 1996), além de ser
um método ndo invasivo, evitando a influéncia do estresse. Apesar dessas vantagens, 0s
resultados obtidos através deste extrato devem ser interpretados com cautela

(PELLETIER, et al., 2003).
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Acreditamos que as concentracdes de testosterona plasmatica estavam
indetectaveis no dia das avaliagdes, mas que durante o tratamento pode ter ocorrido
liberagcdo de testosterona, gerando o resultado observado através das mensuracdes nas
fezes. E importante ressaltar que a concentragio de testosterona plasmatica pode
diminuir em gatos expostos a qualquer tipo de procedimento manipulatério que gere
stress (CARTER et al., 1984). Além disso, os metabdlitos fecais dos hormonios
possuem estrutura similar e metabolitos como os do cortisol podem ter sido
identificados como sendo metabolitos de testosterona.

Nas trés avaliacdes andrologicas realizadas apds o inicio do tratamento
contraceptivo foi observada diminui¢do gradativa tanto do grau das espiculas penianas
quanto do VT. Apesar da diminuicdo da média de espiculas penianas observada em
nosso trabalho, em apenas dois animais (B e C) foi observado desaparecimento das
espiculas penianas.

A presenga de espiculas penianas estd diretamente relacionada com a presenca
de testosterona e ¢ considerado um bom indicador da eficiéncia do tratamento
(BERTCHINGER et al., 2006). Porém, nao existem relatos de quanto tempo ¢€
necessario para que ocorra o desaparecimento das espiculas apds a supressao da
testosterona. Goericke-Pesch et al. (2010a), observaram o desaparecimento total das
espiculas penianas em 10 gatos ap6s 9,4 semanas do inicio do tratamento contraceptivo
com acetato de deslorelina.

Guepardos tratados com acetato de deslorelina por pelo menos 1 ano possuiam
presenca de espiculas avaliada como pobre ou moderada (BERTSCHINGER et al.,
2006). Em um gato do pé preto (Felis nigripes), foi observada regressdao das espiculas
penianas no primeiro més apds aplicacdo do acetato de deslorelina, com regressao total
3 meses apos inicio do tratamento. Neste mesmo animal o reaparecimento das espiculas
se iniciou 7 meses apods inicio do tratamento e ndo se completou até pelo menos 8 meses
depois, apesar da producdo espermatica e concentragdo de testosterona terem se
restabelecido.

Houve uma diminui¢do da média do VTT em 9,96%, 36% e 20%, em relagao a
M2, nas avaliagdes reprodutivas M3, M4 e M5, respectivamente. Goericke-Pesch et al.
(2010a), observaram a diminui¢do do VT em 25%, 4 semanas e 60%, 12 semanas apos
inicio do tratamento com acetato de deslorelina em gatos domésticos. Resultados

similares foram relatados em outras espécies como em guepardos, cdes € porcos
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(BERTSCHINGER et al., 2006; BERTSCHINGER et al., 2008; GOERICKE-PESCH et
al. 2010b).

Apesar de em outras espécies autores considerarem o VT diretamente
relacionado com a qualidade seminal (KAUFFOLD et al., 2010; GOERICKE-PESCH
et al. 2010ab), em gatos domésticos ainda ndo comprovaram correlagdo entre o volume
testicular e a qualidade seminal (SILVA, 2008).

Assim como observado na genitdlia externa, os parametros seminais tiveram
diminui¢ao em M3 e M4, com posterior aumento em M5, com excecdo da concentragao
espermatica e volume seminal, que aumentaram em M4 e da LIN que diminuiu em MS5.
Nas trés avalia¢des, as médias obtidas estavam com valores fora da normalidade para a
espécie, com excecdo da concentragdo seminal em M4 e da porcentagem de
espermatozodides normais em M3 e MS5.

Em M4 a motilidade seminal foi de 0% nos gatos B ¢ E. Em M5 também nao foi
observada motilidade seminal no gato B e no gato E ndo havia presenca de células
espermaticas. No gato C a motilidade espermatica tanto em M4 quanto em M5 estava
inferior a 10%, indicando que nestes trés animais houve a supressio da
espermatogénese. Acreditamos que as células espermaticas obtidas nestas avaliagdes
sdo produtos remanescentes da ultima onda espermatica.

A redu¢do na motilidade seminal apds tratamento com acetato de deslorelina foi
descrita em caes. Nessa espécie foi relatado um aumento do percentual de alteracdes
espermaticas, gotas citoplasmaticas e alteragdes de cauda, porém ndo foram observadas
alteragdes primarias (Anexo 2 Tabela 11) (JUNAIDI et al., 2009). Em nosso estudo
também houve aumento na porcentagem de espermatozoides com morfologia alterada,
os defeitos de cauda foram os mais observados. Os defeitos de acrossoma também
aumentaram apos o tratamento contraceptivo (Anexo 2, Tabela 12) .

Apds inicio do tratamento contraceptivo, o gato A s6 apresentou parametros fora
da normalidade nas avaliagdes M3 e M5 e o gato D nas avaliagdes M3 e M4. Mesmo
com a concentracdo de testosterona plasmatica indetectdvel e volume testicular
diminuido ao longo do periodo de tratamento, a presenca de espiculas penianas e a
concentragdo de testosterona pelas fezes indicam que a espermatogénese nesses gatos
podem nao ter sido totalmente suprimida.

Segundo Brown et al. (1996), o status androgénico nem sempre corresponde a

espermatogénese, porém a diminui¢do da testosterona influencia o volume, a motilidade
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e a maturidade seminal, visto que este hormonio € responsavel pela secrecao prostatica
e influencia diretamente a espermatogénese (JUNAIDI et al., 2003).

Bertschinger et al. (2006), observaram a presenca de células espermaticas em
guepardos tratados ha mais de 1 ano com acetato de deslorelina. Os autores acreditam
que estas células sdo remanescentes da ultima onda espermatica e ficaram armazenadas
no epididimo. Como os animais que apresentavam sinais secundarios de atividade
androgénica foram novamente implantados foi realizada nova aplicacdo do
contraceptivo sem que fosse observada presenga de espermatozdides nos ejaculados 1
ano depois.

Em nosso trabalho, essas células espermaticas também poderiam ser
remanescentes da ultima onda espermatica, visto que ela demora em média 46,8 dias em
gatos domésticos (FRANCA & GODINHO, 2003) e ndo existem relatos indicando o
tempo e numero de coletas necessarias para que o epididimo seja esvaziado
completamente de células de uma mesma onda espermatica. Além disso, as
caracteristicas histoldgicas observadas 90 dias apds o inicio do tratamento contraceptivo
indicam que pode ter ocorrido uma supressao parcial da espermatogénese.

Nao existem relatos da histologia testicular de gatos domésticos apds o
tratamento com agonistas do GnRH. Porém, nossos resultados quanto a atrofia dos
tubulos e quantidade de espermatozoides no epididimo foram similares ao ja descrito
para caes. Junaidi et al. (2008) observaram, em caes apos 41 dias de tratamento com
acetato de deslorelina, 70% de tibulos seminiferos atréficos, porém nao observaram a
presenca de células espermaticas.

Relata-se ainda que poucos espermatozdides foram observados no epididimo,
além de ter sido visto atrofia das células de Leydig, ao contrario do observado em
nossos resultados, onde essas células foram facilmente observadas, podendo inclusive
serem confundidas com células hipertrofiadas.

Resultados similares aos de cdes foram descritos em porcos castrados apos 5
meses de tratamento com acetato e deslorelina (KAUFFOLD et al., 2010) e em gatos
tratados com antagonistas do GnRH, os autores observaram atrofia tubular com
vacuolizacdo das células de Sertoli (LEVY et al., 2004).

Apesar da maioria dos tubulos seminiferos apresentar-se atroficos e com
presenca de espermatides com aparéncia necrotica, em outros tibulos, no mesmo

animal, todas as células da linhagem espermatica podiam ser observadas, indicando
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presenca de espermatogénese. Levy et al. (2004) observaram resultados similares apos
aplicacao de um antagonista do GnRH.

Existem duas possibilidades para a ocorréncia destes resultados; a primeira ¢ que
o tempo de tratamento ndo foi longo o suficiente para que todas as alteragdes seminais e
histologicas fossem observadas, visto que nem todos os animais responderam da mesma
maneira ao tratamento. A outra possibilidade ¢ que estes animais nao tiveram sua
espermatogénese afetada pelo tratamento, sendo considerados nao responsivos.

Provavelmente caracteristicas genéticas sdo responsaveis pela existéncia de
animais ndo-responsivos, visto que em alguns casos a repeticao do tratamento pode nao
alterar esta resposta (HEBERT & TRIGG, 2005). Essas possiveis respostas refratarias
ainda ndo foram elucidadas.

Apesar dos agonistas do GnRH causarem supressao da atividade reprodutiva em
muitas espécies com sucesso, em masurpiais (HERBERT et al., 2004) e antilopes
(PENFOLD et al., 2002) essa resposta ndo ocorre, € 0s animais mantém as
concentracdes séricas de LH e testosterona similares aos animais ndo tratados. Em
touros apesar da supressao na espermatogénese o LH e a testosterona nao foram
suprimidos (D’OCCHIO et al., 2000). Kauffold et al. (2010) e Bertschinger et al. (2006)
sugerem que uma dose maior do contraceptivo deve ser administrada a fim de evitar
essas respostas individuais.

Atualmente a literatura disponivel que relata o uso de agonistas do GnRH em
felinos nao fornece dados a respeito do tempo de retorno da espermatogénese. Em caes
previamente tratados com azagly-naferalina foi observado aumento do volume testicular
e prostatico seis semanas apds o término do tratamento contraceptivo, apesar das
concentracdes de testosterona so atingirem os valores pré-tratamento apos 7 semanas
(LUDWIG et al., 2009).

Em nosso trabalho, trinta dias apds castragao unilateral e retirada dos implantes
de acetato de deslorelina houve aumento na média do grau de espiculas penianas, todos
0os animais possuiam pelo menos grau 1 durante a avaliagdo, e do VT do testiculo
remanescente, atingindo valor maior que o obtido em M1 e M2, antes do inicio do
tratamento contraceptivo.

Esse aumento do VT observado pode estar relacionado ao retorno da atividade

espermatica devido ao término do tratamento contraceptivo associada a uma hiperplasia
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compensatodria devido a retirada do outro testiculo. Esse tipo de resposta compensatoria
ja foi descrita em eqliinos (HOAGLAND, et al., 1986).

Houve um aumento das concentra¢des plasmaticas de testosterona nos gatos A e
D. Enquanto as concentragdes de metabolitos da testosterona apresentaram média
similar a observada ao longo do tratamento contraceptivo.

Os parametros seminais obtidos em M6 estavam dentro da normalidade para a
espécie, com exce¢do da MP e porcentagem de espermatozdides normais. A média de
espermatozoides com defeitos de cauda foi similar a observada nas avaliagdes durante o
tratamento contraceptivo. E importante ressaltar que no sémen dos gatos B e C, nio
havia presenga de células espermaticas no momento desta avaliagao.

Em M7 a média das espiculas penianas aumentou, chegando a um valor préximo
ao obtido em M2. O volume testicular diminuiu numericamente, porém ainda estava
proximo ao obtido em M2. As concentragdes de testosterona plasmatica retornaram a
valores similares ao pré-tratamento e apesar do aumento das concentracdes de
metabolitos fecais terem aumentado em relagdo a M6, os valores ficaram mais baixos
do que os obtidos antes do tratamento.

Surpreendentemente a média dos parametros seminais avaliados diminuiu, com
excecdo da porcentagem de espermatozoides normais VSL, VCL e LIN. A motilidade
total apresentou menor valor em relagdo a todas as outras coletas. Todos os gatos
apresentaram  individualmente resultado semelhante e ndo foram obtidos
espermatozdides novamente nos gatos B e C.

E importante ressaltar que apesar da importancia das caracteristicas espermaticas
para a fertilidade ainda ndo existem estudos que correlacionem os parametros avaliados
no CASA com a fertilidade in vitro e in vivo em gatos (VILLAVERDE, 2007).

O retorno a atividade reprodutiva apds a retirada do implante ndo pdde ser
observada através da coleta de sémen até¢ 60 dias apdés o fim do tratamento
contraceptivo.

Inaba et al. (1996) observaram o retorno da espermatogénese 20 semanas depois
do tratamento com leuprolide. Porém Ludwig et al. (2009), observaram em caes tratados
com azagly-naferalina o retorno dos pardmetros seminais a normalidade apenas 29 a 30
semanas apds a retirada do implante. Um animal tornou-se oligospérmico e outro
azoospérmico, devido obstruciao no ducto eferente, indicando que o tratamento pode de

alguma maneira nao ser totalmente reversivel em alguns animais.
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Assim, os resultados obtidos em nossa ultima avaliagdo podem ser resultantes do
tratamento contraceptivo ou devido a alteracdes causadas pela orquiectomia unilateral e
que ndo puderam ser observadas em M6 devido ao tempo do ciclo da espermatogénese.

As andlises histologicas realizadas apos 60 dias da retirada do implante sdo de
testiculos com atividade espermatogénica normal, indicando que a atrofia observada
apds o tratamento contraceptivo foi revertida e que os animais recuperaram sua

espermatogénese.
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Conclusoes
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6. Conclusoes

O acetato de deslorelina suprime a atividade reprodutiva em felinos domésticos;
Em gatas domésticas a atividade reprodutiva ¢ suprimida apds o uso de acetato
de deslorelina durando pelo menos 3 meses;

O retorno da atividade reprodutiva em gatas domésticas tratadas com acetato de
deslorelina pode ser induzido através da retirada do implante e uso de
gonadotrofinas exdgenas

A recuperagdo de odcitos viaveis ¢ possivel apos indugdo de estro e ovulagdo em
gatas previamente tratadas com acetato de deslorelina;

O uso de gonadotrofinas exdgenas em gatas domésticas previamente tratadas
com acetato de deslorelina ndo altera a estrutura histologica dos orgaos
reprodutivos;

O acetato de deslorelina suprime a espermatogénese em gatos domésticos,
porém, variacdes individuais existem e doses maiores podem ser necessarias
para que essa supressao 0ocorra;

A estrutura histoldgica testicular de gatos submetidos ao tratamento com acetato
de deslorelina apresenta marcada atrofia dos tibulos seminiferos, porém alguns
tubulos podem apresentar toda a linhagem de espermatogénese. E observada
diminui¢do do conteudo seminal no epididimo;

A recuperagdo da espermatogénese apos o termino do tratamento contraceptivo
pode ser observado através da avaliacao da histologia testicular, porém nao pode

ser observada através da coleta de sémen.
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8. ANEXOS 1

QUADRO 4: Valores do setup estabelecido para a avaliagdo do sémen do

gato doméstico no sistema HTR-IVOS-10. Botucatu, 2012.

Variavel Valor
Frames por segundo 60 Hz
Numero de frames 50
Contraste minimo 30
Minimo tamanho celular 3 pixel
Default Tamanho celular 5 pixel
Intensidade celular | 100
Células progressivas | VAP 70 um/s
STR 80%
Células lentas VAP — Cutoff 30 um/s
VSL m — Cutoff 20 um/s
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QUADRO 5: Composicdo das solugdes estoque e de trabalho das sondas fluorescentes

utilizadas para a avaliacdo da integridade de membrana plasmatica. Botucatu, 2012.

Solucio de estoque Solucio de
trabalho
Descricao Composicao Quantidade | Quantidade
1. Solucio estoque de | Diacetato de 9,2 mg 20 uL
fluoresceina 6-
carboxifluoresceina
DMSO 20 mL
2. Solucio estoque de iodeto de | Iodeto de propidio 10 mg 10 uL
propideo Solucio fisiologica 20 mL
3. Soluc¢do de formaldeido Formalina a 40% 1% 10 uL
Solucio fisioldgica 80%
4. Citrato de sédio 3% Citrato de sodio 3g 0,96 mL
Agua destilada 100 mL
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QUADRO 6: Composi¢ao do tampdo gelatina utilizado na dilui¢do para dosagem de

metabdlitos fecais de testosterona. Botucatu, 2012.

Composto Quantidade
NaPO4 138 ¢
NaCl 9,0¢g

Azida Soédica | 1,0 g
Agua destilada | 1000 mL
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TABELA 8: Média e desvio padrio da porcentagem (%) de alteragdes espermaticas,

observadas nos animais A, B, C, D ¢ E, nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7. Botucatu, 2012.

Avaliacao Cauda Peca Cabeca Gota Insercao
intermediaria citoplasmatica abaxial
da cabeca
M1 16£21,16 5,33+4,04 243,46 0 0
M2 1649,3 0 3,442,88 0,8+1,09 1+1,73
M3 21,33+14,57 4+1 3,66+5,5 1,33+1,15 0,66+1,15
M4 46,5+23,67 6,5+4,35 5,5+4,79 0,25+0,5 0,25+0,5
M5 21, 66+6,65 2,33+£2,51 4,33+4,93 4+6,92 0
M6 24,66+16,77 7,66+6,5 9+7,54 4,3345,13 0
M7 28+10,58 0,33+0,57 242 2+3,46 0,33+0,57

TABELA 9: Média e desvio padrdao da porcentagem (%) de acrossoma espermaticos normais e

anormais (ausente, destacado, vesiculado e edemaciado) observadas nos animais A, B, C, D ¢

E, nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7. Botucatu, 2012.

Avaliacio Normal Ausente Destacado Vesiculado Edema
M1 99,66 + 0,57 0 0 0 0,33+0,57
M2 90+13,91 8,4+15,51 0,2+0,44 1,6+£3,57 0,2+0,44
M3 79,33+13,57 14,33£13,57 3+1,73 0 0
M4 88,66+19,46 13+£14,73 0,33+0,57 0 0
M5 96+6,92 4+6,92 0 0 0
Mo 91,66+4,72 8,33+4,72 0 0 0
M7 99,5+0,7 0,5+0,7 0 0 0
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TABELA 10: Tamanho do pénis, grau de espiculas, volume testicular direito (VTD) e volume

testicular esquerdo (VTE) do Animal A, obtidos nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7.

Botucatu, 2012.

Avaliacdo andrologica Pénis (cm) Espiculas (0-3)

VTID (em’) VTE (cm?)

M1

M2

M3

M4

M5

M6

1,5
1,4
1,6
1,4
1,8

1,7

1,9

2

2,5

0,73

0,83

1,01

0,95

1,07

0,35

0,83

0,78

0,52

1,41

1,32

0,89

TABELA 11: Tamanho do pénis, grau de espiculas, volume testicular direito (VTD) e volume

testicular esquerdo (VTE) do Animal B, obtidos nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7.

Botucatu, 2012.

Avaliacdio andrologica Pénis (cm) Espiculas (0-3) VTD (cm’)  VTE (em’)
M1 1,4 2,5 0,82 0,82
M2 1,3 3 0,78 0,88
M3 1,4 1 0,82 0,88
M4 1,5 1 0,88 0,73
M5 1,7 0 0,88 0,88
M6 1,3 1 0,55
M7 1,5 3 0,67




Anexo 2 90

TABELA 12: Tamanho do pénis, grau de espiculas, volume testicular direito (VTD) e volume

testicular esquerdo (VTE) do Animal C, obtidos nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7.

Botucatu, 2012.

Avaliagio andrologica Pénis (cm) Espiculas (0-3) VTD (cm®) VTE (cm’)
M1 1,5 2 0,73 0,59
M2 3 1,49 1,28 1,28
M3 1,4 1,5 0,88 1,01
M4 1,3 0 0,73 0,63
M5 1,3 0 0,59 0,63
M6 1,4 0 1,15
M7 1,7 2 0,95

TABELA 13: Tamanho do pénis, grau de espiculas, volume testicular direito (VTD) e volume

testicular esquerdo (VTE) do Animal D, obtidos nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7.

Botucatu, 2012.

Avaliacdo androlégica Pénis (cm) Espiculas (0-3) VTD (cm’) VTE (cm’)
M1 1,7 3 1,41 1,01
M2 1,5 3 1,07 1,01
M3 1,4 2 1,35 1,07
M 4 1,5 1 0,73 0,4
M5 1,8 1 0,83 0,83
M6 1,9 2 1,87
M7 1,8 3 0,73
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TABELA 14: Tamanho do pénis, grau de espiculas, volume testicular direito (VTD) e volume

testicular esquerdo (VTE) do Animal E, obtidos nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7.

Botucatu, 2012.

Avaliaciio androlégica Pénis (cm) Espiculas (0-3)  VTD (cm’) VTE (cm’)

M1 1,6 2,5 1,15 1,05
M2 1,5 2,5 1,01 1,41
M3 1,5 1 0,97 0,77
M 4 1,4 1 0,73 0,46
M5 1,7 1 0,73 0,5

Mo 2 2 0,78
M7 1,6 2 1,5
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TABELA 15: Pardmetros seminais relativos a cinética espermatica, volume seminal,
concentragdo espermatica ¢ porcentagem de espermatozoides normais (EN) e integros (IE) do

Animal A obtidos nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7. Botucatu, 2012.

Pariametros seminais M1 M2 M3 M4 MS M6 M7
MT (%) 72 71 66 28 60 89 17
MP (%) 65 40 54 10 43 67 13
VAP(pm/s) 119,6 84,6 126,2 69,7 1274 1259 1793
VSL(pm/s) 1139 754 119,7 64,4 1194 111,9 160,3
VCL(pm/s) 136,2 129 149,7 104,2 190,3 151,7 232
ALH (pm) 32 45 35 33 55 4 4,6
BCF (Hz) 32,2 36,6 303 354 32,1 284 24
STR (%) 95 88 94 90 92 87 85
LIN (%) 84 59 79 61 61 73 70
RAP (%) 68 48 59 11 46 84 17
MEP(%) 4 24 6 17 14 6 0
SCA(%) 22 26 21 25 9 11 0
STAT (%) 6 3 13 47 31 0 83
Volume (nL) 3525 44 100 32 22 6
Concentragio (sptz/mL) x 10° 112,5 610 190 750 25 1500 3
EN (%) 89 80 81 26 69 81 80
IE (%) 68 71 40 66 77 60
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TABELA 16: Pardmetros seminais relativos a cinética espermdtica, volume seminal,
concentragdo espermatica ¢ porcentagem de espermatozoides normais (EN) e integros (IE) do

Animal B obtidos nas avalia¢cdes andrologicas (M) 1 a 7. Botucatu, 2012.

Pariametros seminais M1 M2 M3 M4 MS M6 M7

MT (%) 0 80 6 0 0 Semsptz Sem sptz

MP (%) 0 58 4 0 0 - -

VAP(pm/s) 0 158,7 1246 O 0 - -

VSL(pm/s) 0 1392 1126 O 0 - -

VCL(pm/s) 0 201 170,5 O 0 - -

ALH (pm) 0 5,1 5,5 0 0 - -

BCF (Hz) 0 314 343 0 0 - -

STR (%) 0 86 91 0 0 - -

LIN (%) 0 68 62 0 0 - -

RAP (%) 0 73 4 0 0 - -

MEP(%) 0 7 2 0 0 - -

SCA(%) 0 19 10 0 0 - -

STAT (%) 0 1 84 0 0 - -

Volume (uL) 5 20 8 10 2 8 16
Concentragio (sptz/mL) x 10° - 80 10 110 - - -
EN (%) - 73 8 13 - _ ;

IE (%) - 52 - 30 - - -
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TABELA 17: Parametros seminais relativos a cinética espermdtica, volume seminal,
concentragdo espermatica ¢ porcentagem de espermatozoides normais (EN) e integros (IE) do

Animal C obtidos nas avalia¢Ges andrologicas (M) 1 a 7. Botucatu, 2012.

Pariametros seminais M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

MT (%) 14 41 36 3 9 sem sptz sem sptz

MP (%) 14 33 30 1 3 - -

VAP(pm/s) 190,9 1664 176,6 107,8 60,9 - -

VSL(pm/s) 168 1548 1655 101 529 - -

VCL(pm/s) 253,77 216,1 2558 127,6 118,5 - -

ALH (pm) 8,2 6,4 6,5 9,7 6,3 - -

BCF (Hz) 35,6 30,9 47,5 273 403 - -

STR (%) 88 93 93 87 87 - -

LIN (%) 67 73 65 69 53 - -

RAP (%) 14 34 32 1 3 - -

MEP(%) 0 6 4 2 6 - -

SCA(%) 7 26 0 51 6 - -

STAT (%) 79 33 64 46 84 - -

Volume (nL) 4 18 8 2 6 17 26
Concentragio (sptz/mL) x 10° 7,5 20 50 - 6 - -
EN (%) 50 65 48 40 60 - -

IE (%) Sem 22 - 9 0 - -
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TABELA 18: Parametros seminais relativos a cinética espermdtica, volume seminal,

concentragdo espermatica ¢ porcentagem de espermatozoides normais (EN) e integros (IE) do

Animal D obtidos nas avalia¢des andrologicas (M) 1 a 7. Botucatu, 2012.

Pariametros seminais M1 M2 M3 M4 MS M6 M7
MT (%) 0 60 73 50 40 74 29
MP (%) 0 52 42 35 27 52 29
VAP(pm/s) 0 112,7 156,2 96,6 1264 147,5 196,7
VSL(pm/s) 0 107,1 129,5 91,6 111,8 135 1895
VCL(pm/s) 0 147,7 257,8 121,6 203,3 211,5 240,7
ALH (pm) 0 3,6 8,5 3.8 6,2 6,3 59
BCF (Hz) 0 37,1 332 355 428 34 29,7
STR (%) 0 94 80 94 86 89 96
LIN (%) 0 73 51 75 55 63 80
RAP (%) 0 53 62 36 32 59 29
MEP(%) 0 7 11 13 9 15 0
SCA(%) 0 20 24 17 26 19 8
STAT (%) 0 20 3 33 34 8 63
Volume (nL) 2 4 8 22 2 22 18
Concentragio (sptz/mL) x 10° - 20 150 510 1 290 1
EN (%) - 62 - 75 72 50 56
IE (%) - 79 54 49 - 84 -




Anexo 2 96

TABELA 19: Pardmetros seminais relativos a cinética espermdtica, volume seminal,
concentragdo espermatica ¢ porcentagem de espermatozoides normais (EN) e integros (IE) do

Animal E obtidos nas avaliagdes andrologicas (M) 1 a 7. Botucatu, 2012.

Pariametros seminais M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
MT (%) 0 90 36 0 semsptz 31 6
MP (%) 0 69 23 0 - 18 3
VAP(pm/s) 0 136,9 1493 0 - 949 97,1
VSL(pm/s) 0 1224 131,2 0 - 82,4 80,9
VCL(pm/s) 0 167,2 194,7 0 - 177,2 161
ALH (pm) 0 3,9 5.9 0 - 6,6 6,1
BCF (Hz) 0 31,1 29 0 - 39,2 26,3
STR (%) 0 88 86 0 - 87 77
LIN (%) 0 74 67 0 - 52 50
RAP (%) 0 65 56 0 - 67 58
MEP(%) 0 34 7,3 0 - 39 3,6
SCA(%) 0 85 30 0 - 22 3
STAT (%) 0 5 5 0 - 10 3
Volume (uL) 0 9 19 0 - 25 2
Concentragio (sptz/mL) x 10° 0 1 46 0 - 44 92
EN (%) 10 45 4 25 6 26 4
IE (%) - 300 50 <1 - 18 -
- 90 - - - 32 66
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Reversibilidade da atividade ovariana apés uso de acetato de deslorelina como

contraceptivo em gatas domésticas

Ovarian activity reversibility after the use of deslorelin acetate as contraceptive in

domestic queens
Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reversibilidade da atividade ovarian de gatas domésticas
apoOs tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina. Dez gatas adultas e ptberes foram
utilizadas. O ciclo estral foi avaliado a cada 72 horas em todas as fémeas através de citologias
vaginais (CV) e observagdo comportamental. Quando as fémeas apresentaram CV caracteristica
de interestro/diestro um implante de acetato de deslorelina (Suprelorin®, 4,7mg/animal) foi
introduzido no tecido subcutaneo da regido interescapular. Apds a aplicacdo dos implantes as CV
foram realizadas a cada 48 horas e no dia 90 os implantes foram removidos. Dez dias apos
remocao dos implantes, o estro e a ovulagdo foram induzidos e trés dias apds o tratamento
hormonal as fémeas foram submetidas a ovariosalpingohisterectomia (OSH). Os ovidutos foram
lavados e o liquido obtido foi observado para a identificacdo e contagem de possiveis oocitos. Os
oocitos foram isolados e avaliados quanto a viabilidade. Os corpos luteos (CL) foram
quantificados e a taxa de recuperacdo oocitaria foi calculada. Para mensuracdo da concentracio
de progesterona plasmatica todas as fémeas foram submetidas a coletas de sangue trés semanas
antes do inicio do tratamento contraceptivo até o dia da OSH, uma vez por semana. Os resultados
foram expressos em média e desvio padriao. Apds aplicagdo do acetate de deslorelina quarto
fémeas demonstraram CV e comportamento caracteristicos de estro durante 3,5 & 3,1 dias. Apos
inicio do tratamento contraceptivo 40% das fémeas ovularam e a fase luteal durou cerca de 6
semanas. Apos 20 dias do Inicio do tratamento contraceptivo nenhuma fémea demonstrou sinais
de estro. Apds a estimulagdo ovariana inicial, todas as fémeas apresentaram CV ¢
comportamento de anestro durante os 90 dias de tratamento. A remogdo dos implantes ocorreu
sem dificuldades. Todas as fémeas responderam positivamente ao tratamento de inducdo do estro
¢ ovulacdo. Foram contados 13,1+£5,5 CL and 8,1+5,5 oocitos em cada gata. A taxa de
recuperagdo oocitaria média foi de 56,76% + 25,42 e todos os odcitos estavam viaveis. Através
destes resultados nos concluimos que o acetato de deslorelina pode ser utilizado como
contraceptivo reversivel em gatas domésticas, visto que foi possivel a indugdo do estro e

ovulagdo, nesta espécie.
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Introducio

O hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) ¢ um decapeptideo pertence ao
grupo de neuropeptideos descobertos e isolados inicialmente como fatores de origem
hipotaldmica. O GnRH influencia a reproducao pela regulagao da sintese e liberacdo de
gonadotrofinas pela pituitdria, que por sua vez modulam a esteroidogénese e
gametogénese [1].

A exposi¢ao continua ao GnRH reduz sua secrecado, pela regulacdo dos receptores
de GnRH. Este mecanismo tem sido utilizado para obtengdo de contracepgdo reversivel
[2]. Em fémeas, quando administrados exogenamente, os agonistas do GnRH
sobrepdem o pulso enddgeno, inicialmente provocando a foliculogénese e a ovulacao,
seguida de quiescéncia ovariana [3]. A utilizagdo de andlogos do GnRH como
contraceptivos para fémeas de felideos ja foram descritas: acetato de leuprolide [4,5] ,
acetato de deslorelina [3] e Azagly-naferalina [6].

Munson et al. [3] fez o primeiro relato do uso de implante de acetato de
deslorelina em gatas domésticas neste estudo as fémeas permaneceram em anestro por
até 14 meses.Os autores consideraram o retorno ao ciclo estral assincronico. Ackermann
et al. [7] observaram o retorno ao ciclo estral 42 dias apds a retirada do implante, em
gatas tratadas durante 60 dias com acetato de deslorelina.

Pelican et al., [5] (2006) induziram a ovulagdo em fémeas de leopardo nebuloso
(Neofelis nebulosa) apds tratamento com leuprolide e apenas uma das sete fémeas
responderam ao tratamento, ovulando e desenvolvendo, posteriormente, uma fase luteal
normal. Apds lutedlise, essas fémeas apresentaram quiescéncia ovariana. Os autores
consideraram esta resposta inconsistente. Segundo os autores, o tratamento alterou
severamente o ovario e desensibilizando-o ao tratamento de eCG. Nesta espécie, o
resultado encontrado ¢ surpreendente, visto que esta espécie em particular ¢ conhecida
por ser hipersensivel a estimulagdo das gonadotrofinas.

Esse tipo de resposta inconsistente ndo se restringe apenas as fémeas felinas [3,
8]. Resultados similares foram observados em outras espécies como cadelas [9, 10] e
em girafas (Giraffa camelopardalis) [11]. Quando utilizado em masurpiais (7richosurus
vulpecula), foi observado o retorno ao ciclo estral e concep¢ao, com tempo de retorno
variando individualmente [12].

Ackermann et al. [7] relataram a primeira inducdo de estro e ovulacao em gatas

domésticas apds 60 dias de tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina. Os
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autores demonstraram que nessas fémeas ndo ocorreu dessensibilizacdo ovariana, apesar
da eficacia do tratamento contraceptivo. Desta maneira se faz necessaria a realizacdo de
mais estudos que visem avaliar o retorno da atividade ovariana e ovulagdo apds
tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a reversibilidade da atividade ovariana

apods tratamento contraceptivo com acetato de deslorelina em gatas domésticas.

Material and Métodos
Animais

Dez gatas adultas e puberes foram mantidas na FMVZ UNESP campus de
Botucatu em um gatil experimental sobe regime luminoso de 12 horas luz/dia com o
minimo de intensidade de 150 lux. Os animais recebiam ra¢ao comercial (Royal Canin

Queen 34%) e agua ad libitum.

Acompanhamento e determinacio da fase do ciclo estral e tratamento
contraceptivo

O ciclo estral foi avaliado através de citologias vaginais (CV) e observagdes
comportamentais a cada 72 horas. Para CV, as fémeas foram contidas fisicamente, a
vulva foi limpa com gaze seca e apds limpeza uma escova citoldgica foi introduzida
cranialmente ao canal vaginal e rotacionada delicadamente. O material coletado foi
transferido para uma lamina histologica, corado com pandtico répido (Panotico répido
LB® Laborclin produtos para laboratorios Itda, Parand, Brazil) e avaliado em
microscopio de luz (aumento de 200x ou 400x). Cem células foram contadas e

classificadas de acordo com critério descrito por Johnston et al. [13].

Tratamento contraceptivo

Quando consideradas em fase de interestro/diestro (< 70% de células superficiais
e concentragdo de P4 plasmatica < Ing/mL) (Tabela 2) as gatas foram submetidas a
associagcdo anestésica Cetamina (Dopalen®, Vetbrands do Brasil, Paulinia, Brazil; 15
mg/kg; IM) e xilazina (Xilazin®, Syntec do Brasil, Cotia, Brazil; 1 mg/kg; IM) e um
implante de acetato de deslorelina (Suprelorin® Peptech Animal Health Pty Limited,

Australia; 4,7 mg/animal) foi introduzido no tecido subcutineo da regido interescapular.
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Ap6s aplicagdo do implante foram realizadas CV a cada 48 horas. No 90° dia
apos a aplicacdo do implante as fémeas foram novamente anestesiadas, os implantes
foram localizados através de palpagdo do local de aplicagdo. Apds a localizagdo, foi
realizada tricotomia local e assepsia local para posterior retirada dos implantes através

de incisdo da pele.

Inducio do estro e ovulacao

Dez dias apos a retirada do implante o estro e a ovulagdo foram induzidos
através do protocolo eCG (100 IU; IM) (Novormon®, Vetrepharm, Canada) e 84 horas
apos hCG (100 IU; IM) (Vetecor™, Laboratorios Calier, Spain), ambos aplicados por via

intramuscular [14].

Recuperacio e viabilidade oocitaria

Trés dias apds a indugdo da ovulagdo as fémeas foram submetidas a
ovariosalpingohisterectomia. As tubas uterinas foram lavadas com PBS (DPBS;
Nutricell, Sao Paulo, SP, Brazil) a 38° C e o liquido recuperado foi observado em lupa
estereomicroscopica para identificagdo e contagem de possiveis oocitos. Os o0dcitos
foram isolados e corados com bisbenzimida (Hoechst 33342) e iodeto de propideo
(Sigma-Aldrich) para avaliacdo da viabilidade em microscopio de fluorescéncia Leica®™
DM LB - filtro azul 535 e 617 nm e foram considerados viaveis aqueles que floresceram
em azul. Os corpos luteos (CL) foram quantificados e para o célculo da taxa de

recuperacdo oocitaria foi utilizada a férmula: nimero de odcitos identificados/niimero

de CL x 100.

Coleta de sangue e analises hormonais

Foram realizadas coletas de sangue de todas as fémeas uma vez por semana trés
semanas antes do inicio do tratamento contraceptivo at¢é o dia da
ovariosalpingohisterectomia. O sangue foi obtido por pun¢do venosa, centrifugado para
separacao do plasma, o qual foi transferido para eppendorfs, identificado e armazenado
em freezer (-20°C) até o momento das analises.

Analises hormonais para determinagdo da concentracdo de progesterona
plasmatica em duplicata foram realizadas pela técnica de radioimunoensaio (RIE) no

Laboratério de Dosagens Hormonais do Departamento de Reprodugdo Animal e
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Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP-
campus de Botucatu. A concentracao plasmatica de progesterona foi realizada através
de kit de fase solida para RIA (Coat-A-Count kit, Diagnostics Products Corporation,
Los Angeles, CA, USA) padronizada para gatos domésticos [15]. O coeficiente de

variagdo intraensaio foi de 6,84% e a sensibilidade foi de 0,0001 ng/mL.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média e desvio padrao.

Resultados

Tratamento contraceptivo

No momento da aplicacdo do implante de acetato de deslorelina 5 fémeas
estavam em interestro e 5 estavam em diestro.

Nao foram observadas dificuldades na aplicacdo do acetato de deslorelina e a
sedagdo previa dos animais permitiu um manuseio seguro, minimizando o desconforto
que poderia ser gerado pela agulha utilizada na aplicagdo do implante. Reagdes locais,
como edema e inflamagao decorrentes da aplicacdo nao foram observados, porém uma
gata apresentou sinais de piodermatite. Nesta fémea foi realizada aplicacdo de

antibidtico topico durante uma semana. Apds este periodo ndo foram observadas lesodes.
18 -
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FIGURA 1: Média + erro padrdo da concentragdo plasmatica de progesterona (ng/mL) das 10
fémeas avaliadas, trés semanas (-3, a -1) e durante o tratamento contraceptivo com acetato de

deslorelina (0 a 14) até o dia da ovarisalpingohisterectomia (16). Botucatu, 2012.
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Quatro fémeas (A, C, F e G) apresentaram CV (Figura 2) e comportamento
caracteristicos de estro 3,75 + 2,22 dias apds a aplicagao do implante de acetato de
deslorelina, durante em média 3,5 + 3,1 dias.

As fémeas C e G estavam em diestro no momento da aplicacdo do contraceptivo
(26,82 e 21,7ng/ml respectivamente). Durante o periodo de estro ndo foi observado um
aumento da concentracao plasmatica de P4 decorrente de eventuais ovulagdes ocorridas
nesse estro, indicando a ndo ocorréncia de CL acessorios. A gata F ovulou, porém a
fémea A mesmo apresentando sinais de estro ndo ovulou.

As gatas B e D que estavam em diestro no momento do tratamento nao
apresentaram sinais de estro apos a aplicagdo dos implantes. Quatro fémeas (E, F, I, J)
que apresentavam-se em interestro no momento da aplicacdo de contraceptivo ovularam
apos aplicagao do acetato de deslorelina.

A fase lutea das fémeas que estavam em diestro no momento da implantagdo e
das gatas que ovularam apos o implante durou cerca de 6 semanas. Os perfis hormonais
de todas as fémeas, média da concentragdo de progesterona plasmatica trés semanas (S -
3, -2, -1) antes do inicio do tratamento (S0) até o dia da ovariosalpingohisterectomia (S
16), estao descritas na Figura 1.

Nenhuma fémea ovulou ou apresentou sinais de estro ap6s a primeira semana de
tratamento contraceptivo. Apds estimulagdo ovariana inicial gerada pelo tratamento,
todas as fémeas apresentaram CV caracteristica interestro/diestro durante os 90 dias de

tratamento contraceptivo.

Remoc¢ao dos implantes e inducio do estro e ovulaciao

A remocgdo dos implantes de acetato de deslorelina ocorreu sem dificuldades de
localizagdo e sem a fragmentagdo dos implantes. Dificuldades de cicatrizagao no local
de incisdo também ndo foram observadas.

Todas as gatas responderam positivamente ao protocolo de indugdo de estro e
ovulagdo apresentando CV e comportamento caracteristicos desta fase do ciclo estral e

100% das fémeas ovularam, sendo contados em média 13,1+5,5 CL.

Recuperacio e viabilidade oocitaria
Foram recuperados em média 8,1+5,5 odcitos por gata e a taxa de recuperagao

oocitaria média foi de 56,76% =+ 25,42. Todos os oo6citos recuperados foram



v b W N R

O 00 N O

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

Trabalho cientifico 104

considerados vidveis. Apesar de serem mantidas em gatil sem contato direto com
machos, em uma fémea foram recuperados trés embrides (dois de duas células e um de
quatro células), além de dois odcitos (Figura 2).

Nao foram observados efeitos adversos provenientes do tratamento

contraceptivo.

FIGURA 2: A: Obcitos (seta branca), embrides de duas células (seta preta) e embrido de quarto
células (seta azul) recuperados de uma gata previamente tratada com acetato de deslorelina,
apos indugdo de estro e ovulagdo com eCG e hCG. B: Odcito viavel corado bisbenzimida

(Hoechst 33342) e lodeto de Propideo (Sigma-Aldrich). Botucatu, 2012.

Discussao

Nesse estudo o acetate de deslorelina suprimiu o ciclo estral de gatas domésticas
eficientemente e a atividade ovariana foi revertida apos 90 dias de tratamento através da
indugdo do estro e ovulacao permitindo a recuperacao de oocitos vidveis.

A estimulagdo ovariana inicial era esperada e ja foi descrita em diferentes
espécies de felinos por varios autores [3, 8, 16]. Munson et al. [3] observou estro
resultante da estimulagdo inicial do tratamento com agonistas do GnRH em 100% das
gatas domésticas. Em nosso estudo apenas 4 fémeas apresentaram sinais de estro e
destas apenas 1 ovulou. Paradoxalmente 3 fémeas que ndo demonstraram sinais de estro
também ovularam.

Duas fémeas que receberam o implante durante o diestro apresentaram CV e
comportamento caracteristico de estro. Esse crescimento follicular durante a fase lutea
pode ocorrer e gatas domésticas [17].

Apesar de falhas luteais terem sido relatas em cadelas apos tratamento com
acetato de deslorelina [18], ndo foram observadas falhas luteais em nossos animais

experimentais apos o uso do agonista do GnRH. Porém, mais estudos sdo necessarios
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para elucida se falhas luteais durante a gestagdo podem ocorrer em gatas domésticas
previamente submetidas a este tratamento contraceptivo.

Todas as fémeas permaneceram em quiescéncia reprodutiva apds a estimulagao
ovariana inicial. Este resultado ¢ similar ao observado por outros autores [3, 16].

Ackermann et al. [7] ap6s induzirem estro e ovulacdo em gatas domésticas
tratadas por 60 dias com acetato de deslorelina, obtiveram média de CL similar ao
obtido em nosso trabalho, indicando que apesar do maior periodo de exposi¢do ao
tratamento contraceptivo nao ocorreu dessensibilizagdao ovariana.

Diferente do resultado obtido por Pelican et al. [5] apds uso de acetato de
luprolide, um agonista do GnRH com potencia menor que o acetato de deslorelina, em
leopardos nebulosos. Nesse estudo foi observada importante dessensibilizagdo ovariana
ao uso de gonadotrofinas exogenas.

A recuperagdo embriondria foi observada em uma fémea, apesar de nao haver
contato direto com machos. Acreditamos que isso ocorreu devido a ativagdo oocitaria
espontanea. Esse fenomeno ja foi descrito por Grabiec et al. [19] e Rascado et al. [20],
com taxas variando de 2 a 35,5%.

Esse ¢ o primeiro relato de recuperacao e viabilidade oocitaria apos tratamento
contraceptivo com acetato de deslorelina em gatas domésticas. Mais estudos sdo
necessarios para que seja elucidado se a duracdo do tratamento pode interferir na
viabilidade e taxa de recuperagdo oocitaria bem avaliar o potencial embriogénico desses

odcitos.

Conclusao
O acetato de deslorelina pode ser utilizado como contraceptivo reversivel em
gatas domésticas, visto que foi possivel induzir o estro e a ovulagdo com sucesso nessa

espécie apos tratamento contraceptivo.
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