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RESUMO

Lima Neto, Adolfo, M.S. Universidade Federal de Vicosa, outubro de 2005.
Desenvolvimento in vitro de embrides de gatas domésticas, em meio TCM
199 modificado, frescos e previamente congelados. Orientador: Tarcizio
Anténio Régo de Paula. Conselheiros: Eduardo Paulino da Costa e Claudio
César Fonseca.

Foram utilizados um total de 48 embriées nos estagios de mérula compacta,
blastocisto inicial e blastocisto, nos graus | e Il, obtidos de 14 gatas domésticas
adultas. Dois animais apresentaram manifestagcdo natural do cio e 12 animais
foram induzidos artificialmente a atividade ovariana e ovulacdo. Para tal
receberam uma unica aplicagéo de 150 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG)
e 84h apds, uma unica aplicagcao de 100 Ul de gonadotrofina coribnica humana
(hCG). Todos os animais foram acasalados naturalmente e seis dias apos a
primeira copula, todas as gatas foram submetidas a laparotomia, e por meio da
técnica de lavagem transcornual adaptada, foram coletados os embrides, os quais
foram classificados de acordo com IETS (1998). Vinte e sete foram cultivados em
meio TCM 199 modificado, em estufa de CO,, por 24 horas, sendo entdo
avaliados quanto ao seu estagio de desenvolvimento, qualidade e numero de
blastdmeros, observando-se uma taxa de desenvolvimento até o estagio de

blastocisto expandido grau | de 77,7%, com um numero médio de 161+£15,8

Xi



blastdmeros. Em 21 embrides foi testada a congelabilidade em meio comercial a
base de 10% glicerol associado a 0,1molL”’ de sacarose. Apds o
descongelamento, em banho maria a 37°C, nas mesmas condigdes de cultivo,
observou-se uma taxa de desenvolvimento, até o estagio de blastocisto expandido
grau |, de 38,1% com um numero médio de 139,1+11,8 blastdbmeros. Desta forma,
embora o protocolo de congelamento e descongelamento tenha reduzido em 51%
a taxa de desenvolvimento de embrides felinos, com uma queda (P< 0,01) do
numero de blastdmeros, mostrou-se viavel, com promissor uso in vivo em felinos

domésticos e silvestres.
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ABSTRACT

Lima Neto, Adolfo, M.S. Universidade Federal de Vigosa, October of 2005.
Development in vitro of embryos of domestic cats, in medium modified
TCM 199, fresh and previously frozen. Adviser: Tarcizio Anténio Régo de
Paula. Committee members: Eduardo Paulino da Costa and Claudio César
Fonseca.

In this study a total of 48 embryos were used in the compacts morulae, initial
blastocysts and blastocysts stages in the degrees | and Il, obtained from 14 adult
domestic cats. Two animals presented natural manifestation of the oestrus and 12
animals were artificially induced to ovarian activity and ovulation. They received
one only application of 150 IU of gonadotropins equine corionic (eCG) and 84h
after, one application of 100 IU of gonadotropins human corionic (hCG), and all the
animals were coupled naturally. Six days after the first mating, all cats were
submitted to laparotomy, and through an adapted transcornual technique the
embryos were collected and classified in agreement with IETS (1998). 27 of these
were cultivated in a TCM 199 modified with a controlled CO; atmosphere for 24
hours. The embryos were classified by development stage, quality and
blastomeres number, observing a development index until expanded blastocysts in
degree | of 77.7% with an average of 161+15,8 blastomeres was reached. In 21
embryos the freezing technique was tested in a commercial medium with 10% of

glycerol associated with 0,1molL™" of sucrose. After the unfreezing, in 37°C water
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with the same cultivation conditions, a developmental index of 38.1%, was
observed until the stage of expanded blastocysts in degree |, with average number
of 139.1+11,8 blastomeres. Although the freezing and unfreezing protocols, had
reduced the developmental index of feline embryos by 51% and reduce the

blastomeres number (P<0.01), it was considerate a viable technique in domestic

and wild felines.
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1.0 INTRODUCAO

Os gatos domésticos, ao longo dos séculos, tiveram relacionamento
variavel com o homem, passando de animais venerados e sagrados no antigo
Eqito, até largamente perseguidos, como figuras abominaveis, na Idade Média
européia. Os primeiros gatos domésticos apareceram no Egito, por volta de 1600
Antes de Cristo, e no ambito social estes animais tornaram-se integrantes do
cotidiano das pessoas devido principalmente a sua habilidade em controlar
pragas em navios e ambientes domésticos, e dai entdo a serem criados como
animais de estimacgao (ROBINSON, 1977).

Situada dentro da ordem Carnivora, a familia Felidae é constituida por
quatro subfamilias com 18 géneros e 37 espécies estando todas, com excec¢éo do
Felis catus, ameacadas de extingdo. Oito espécies ocorrem em territério brasileiro:
gato do mato (Leopardus tigrinus), gato maracaja (Leopardus wiedii), gato
palheiro (Oncifelis colocolo), gato mourisco (Herpailurus yagouaroundi), gato
geoffroyi (Oncifelis geoffroyi), jaguatirica (Leopardus pardalis), onga pintada
(Panthera onca) e onga parda (Puma concolor) (NOWAK, 1991).

Por descender de felinos selvagens (Felis catus silvestres) o gato
domeéstico pode ser utilizado como excelente modelo experimental, para viabilizar
pesquisas em reproducéo de felideos selvagens em risco de extingdo (POPE et
al., 1993; POPE, 2000).

Os avangos da degradacao ambiental tém como consequéncia direta a
reducdo e a fragmentagao dos inumeros ecossistemas, o que limita as trocas
genéticas e promovem consanguinidade (WILDT et al.,, 1992; SWANSON, et
al.,1996; BITTENCOURT, 2003). Aliado a isto, a caga ilegal e o trafico de animais
tém levado uma grande diversidade de espécies a sofrerem rapido declinio em

seu numero, com consequente perda da diversidade genética. Neste contexto,



técnicas de reproducgao assistida se transformaram em importantes ferramentas
de otimizacdo do desempenho reprodutivo de espécies silvestres. Dentre estas, a
coleta e avaliacdo de sémen, a indugdo hormonal do estro, o congelamento de
gametas e embrides, a fertilizagdo in vitro e a transferéncia de embrides intra e
inter espécies, sao atualmente as mais preconizadas para a conservagao de
felideos silvestres ameagados de extingdo (GUIMARAES, 2001).

Estas biotecnologias reprodutivas visam principalmente a manutengcao de
variabilidade genética nas populagdes em cativeiro e em vida livre, além da
proliferagcdo destes animais. A criopreservacdo de embrides pode favorecer
praticas para o intercambio de material genético entre instituicbes e mesmo para
populacdes de vida livre, diminuindo os custos com o transporte e o estresse dos
animais envolvidos (SWANSON, et al., 1996; BITTENCOURT, 2003).



2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CICLO ESTRAL DA GATA DOMESTICA

A gata doméstica é classicamente definida como uma espécie poliestral
sazonal nos paises com marcante sazonalidade climatica. Segundo JEMMETT
& EVANS (1977), nestes paises, mais da metade dos animais de ragas de pelo
curto ciclam durante todo o ano e animais de ragas de pelo longo apresentam
um periodo de anestro. Em condigdes de laboratério, com 12 a 14 horas de
luz/dia, o anestro pode ser reduzido ou mesmo eliminado em gatas (POPE,
2000). Nas condi¢des climaticas brasileiras, onde poucos relatos foram
observados, AVILA et al., (2003) descrevem que na Zona da Mata mineira,
gatas mantidas em condi¢gdes de iluminacdo natural, sem haver coépula,
ciclaram durante todo o ano, ndo sendo observada a presenga de anestro. A
duragéo do ciclo estral da gata, quando esta ndo copula, é de 14 a 21 dias
(GOODROWE et al., 1989). Estes animais sao ovuladores reflexos, ou seja, a
ovulagcdo s6 ocorre depois do coito, e este induz a liberagdo do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), que por sua vez leva o aumento sérico do
hormonio luteinizante (LH), culminando com a ovulagado (WILDT et al., 1980;
JOHNSON & GAY, 1981; GOODROWE et al., 1989). Porém a ovulagao pode
ocorrer espontaneamente em algumas gatas (JOHNSTON et al.,, 1996;
JOHNSTON et al., 2001).

Enquanto uma simples copula é suficiente para estimular a liberagcéo de LH
na coelha, outra ovuladora induzida (HILLIARD et al., 1964), a gata usualmente
necessita de multiplas copulas para a ovulagado ocorrer em alta proporgdes
(GOODROWE et al., 1989). Entretanto WILDT et al., (1980); WILDT et al.,
(1981); SCHIMIDT et al., (1983) citam que uma unica cépula seja capaz de

induzir a ovulagdo em algumas gatas.



Outros estimulos que nao a cépula natural, incluindo estimulagao direta da
vagina e a administragcdo de horménios como a gonadotrofina coridbnica humana
(hCG) e o hormoénio liberador de Gonadotrofinas (GnRH), mostraram ser
eficientes em induzir a liberagdo de ovocitos maduros (HAMMER et al., 1970;
SOJKA et al., 1970; BOWEN, 1977; WILDT& SEAGER, 1978; CLINE et al.,
1980; GOODROWE et al., 1989; HOWARD, et al., 1992; POPE et al., 1993;
POPE,2000).

Os estagios do ciclo estral estdo descritos na figura 1 e incluem: pré-estro,
estro, pdés-estro, diestro e anestro (JOHNSTON et al., 2001).

O pro-estro é dificilmente observado na gata doméstica (SHILLE et al.,
1979; CHRISTIANSEN, 1988), sendo que a maioria das gatas entram diretamente
no proximo estagio, o estro (JOHNSTON et al., 2001). Quando o pro-estro ocorre
€ caracterizado pelo ato da gata se esfregar contra qualquer objeto, sem que
ocorra sua aceitacdo pelo macho. A duragao deste estagio € de zero a dois dias
(JOHNSTON et al.,, 2001). A fase do pro-estro esta associada ao rapido
crescimento folicular e abrupto aumento nas concentracbes de estrogeno

circulante.

PRO-ESTRO ~ 0-2 dias
+

ESTRO ~ 2-19 dias

I

POS-ESTRO DIESTRO ) DIESTRQ
8-10dias PSEUDOGESTACAO GESTACAO
~ 40dias ~ 60 dias

N 1 /

ANESTRO ~ 90dias

Figura 1-Inter-relacéo entre possiveis estagios do ciclo estral de gatas domésticas
(JOHNSTON et al., 2001).



O estro é de facil observagao durando em média de 6 dias (SHILLE et al.,
1979; CHRISTIANSEN, 1988; POPE, 2000) sendo caracterizado pela aceitagéo
do macho pela fémea. E neste estagio que ocorre a maxima atividade folicular e
maior secrecao de estrogenos na fémea. As caracteristicas comportamentais
durante o estro s&do: sapateamento e agachamento dos membros, hiperextensao
dos membros pélvicos causando lordose, lateralizacdo da cauda e apresentacao
da vulva para a monta. Muitas fémeas fazem vocalizagao para chamar a atencao
dos machos (JOHNSTON et al., 2001).

Naqueles ciclos que néao ocorre o coito, o préximo estagio € denominado
de pods-estro, caracterizado por um periodo interestral observado em animais que
nao foram induzidos a ovular; sua duracao € de 8 a 10 dias.

Naqueles ciclos onde houve copula segue-se o diestro que € a fase luteal
do ciclo estral, uma vez que os animais foram induzidos a ovular. Em animais que
falharam na concepcao a duracado deste periodo € em torno de 40 dias sendo
denominado de pseudogestacao (VERHAGE et al.,, 1976; GOODROWE et al.,
1989; JOHNSTON et al., 2001). Nas gatas que tiveram sucesso na concepgao a
persisténcia luteal dura por todo periodo gestacional para a manutengao deste.

O Jultimo estagio do ciclo estral € denominado de anestro sendo
determinado pela auséncia “sazonal” da atividade ovariana. Este estagio é bem
caracterizado nos paises com estacbes climaticas bem definidas
(CHAKRABORTY, et al.,1979; JOHNSTON et al., 2001). Ja nos paises ditos de
clima tropical, como no Brasil, esta inatividade sazonal ndo ocorre, ou pelo menos
€ bem menos intensa, interferindo apenas na duragédo dos estagios, visto que no
verdo, os ciclos se intensificam, sendo mais curtos nesta época (AVILA et al.,
2003). A deteccao das diferentes fases do ciclo estral da gata € possivel através
de esfregaco vaginal (SHILLE et al., 1979; CLINE et al., 1980; TONIOLLO et al.,
1995; AVILA et al., 2003).

SHILLE et al., (1979) relacionaram as concentragdes plasmaticas de 17f3-
estradiol com o comportamento estral e cornificagdo do epitélio vaginal,
concluindo que a porcentagem de células totalmente cornificadas aumentou de 5
para 40% do total da populacao de celular e as células parcialmente cornificadas,
com nucleo intacto, diminuiram de 45 para 6%, progressivamente, do primeiro ao
quarto dia da fase folicular; as células ndo cornificadas, geralmente em baixo

percentual durante todo o ciclo (1 a 6%), estavam ausentes nos dias 4 a 7 da fase



folicular e as células parcialmente cornificadas, com nucleos degenerados, nao
mudaram muito durante o ciclo (40 a 50%).

A morfologia externa ovariana durante o periodo ovulatério tem sido
fotograficamente documentada (WILDT et al., 1977; WILDT et al., 1980). Os
foliculos maduros sao identificados como suaves proeminéncias na superficie
ovariana (3 a 5 mm de diametro), em marcante contraste com os avermelhados e
proeminentes corpos hemorragicos pos-ovulatorios. O corpo hemorragico da lugar
ao corpo luteo (CL) que possui cor alaranjada e diametro aproximadamente de
4,5mm, aos 12-16 dias apds a copula (DAWSON & FRIEDGOOD, 1940; WILDT
et al., 1981).

2.2 ENDOCRINOLOGIA DA REPRODUCAO NA GATA DOMESTICA

O comportamento estral ocorre durante o pico de crescimento folicular com
elevacdo do 17B-estradiol no plasma acima de 70 pmol.L”, ocorrendo
simultaneamente a cornificagdo da mucosa vaginal (SHILE et al., 1979). A
flutuacdo nas concentragcbes séricas de 173 estradiol esta relacionada com a
dindmica folicular, sendo causada principalmente pela maturacdo e ruptura do
foliculo (WILDT et al., 1981). Os autores comentam ainda que n&o existe qualquer
relacado direta entre a concentracdo ou duracédo de 17 estradiol circulante com
menor ou maior resposta do LH, porém titulos maiores que 20 pg/ml de 173
estradiol plasmatico estdo relacionados com a receptividade sexual da fémea e

intensa atividade folicular.

As concentragdes séricas de LH permanecem <10ng/ml até que estimulo
suficiente, copulatério ou outro, inicie a sua liberacéo pela hipdfise. Perfil similar é
observado para gatas que ovulam com uma unica cépula (WILDT et al., 1980).
Quando multiplas cépulas ocorrem com intervalos menores que 2 horas, o pico de
LH é alcangado rapidamente e declina a valores basais com 12-24h depois da
copula (CONCANNON et al., 1980; JOHNSON & GAY, 1981; SHILLE et al., 1983;
GLOVER et al., 1985). Cépulas ocorrendo a cada 3h aumentam a duragdo da

liberagao de LH e os valores permanecem elevados por 24h apés a cépula inicial



eventualmente decrescendo a valores basais 38h apds o primeiro coito (WILDT et
al., 1980, 1981; SCHIMIDT et al., 1983). As concentragdes observadas no pico de
LH apds a cépula (50-70 ng/ml) (WILDT et al., 1980, 1981; SCHIMIDT et al., 1983)
sdo 10 a 50% menores que 0s niveis maximos que a hipoéfise é capaz de produzir.
O pico de LH apds a administracdo de GnRH exdgeno chega a 540 ng/ml e 115
ng/ml em fémeas no estro e no anestro, respectivamente (CHAKRABORTY et al.,
1979).

Durante um estro com copula, as concentracbes de progesterona
circulantes permanecem <1ng/ml até ocorrer o pico de LH. PAAPE et al., (1975)
estimaram que a ovulacdo ocorre 48h antes do aumento da progesterona.
Contudo, amostragem de sangue mais frequente tem determinado que o aumento
da progesterona é coincidente com a ovulagédo, ocorrendo no maximo 44-60h
apos o pico de LH (WILDT et al., 1981; SCHIMIDT et al., 1983).

Evidéncias enddcrinas e histologicas indicam que na gata pseudogestante
o CL permanece funcional por 35-44 dias (PAAPE et al., 1975; VERHAGE et al.,
1976; WILDT et al., 1981). O pico de progesterona sérica acontece por volta do
14° dia depois da copula (60-90 ng/ml), este pico € sustentado até o 41° dia e
entdo decresce a valores basais (VERHAGE et al., 1976; WILDT et al., 1981;
JOHNSTON et al., 2001).

Analises enddcrinas sugerem que o CL permanece funcional por toda a
gestacdo da gata, regredindo préximo ou até mesmo no parto (VERHAGE et al.,
1976; SCHIMIDT et al., 1983). O CL esta completamente regredido na fémea nao
lactante em poucos dias pds-parto. A implantacdo dos embrides comeca no dia
13 apds a copula, depois da ruptura da zona pelucida no dia 12 (DRESSER et al.,
1988) e a gestagdo dura em média 66 dias variando de 62 a 71 dias da primeira
copula (TSUTSUI & STABENFELDT, 1993; ROOT et al., 1995; JOHNSTON et al.,
1996; JOHNSTON et al., 2001).

A duracao da fase luteal é definida como o intervalo apds a copula, quando
as concentragdes de progesterona sérica sao >1 ng/ml (SHILLE et al., 1979;
WILDT et al., 1981). A administracdo de prostaglandina F-2a (PGF-2a) durante a
fase luteal ndo causa a regresséo do corpo luteo formado como resultado de uma
cédpula com um macho vasectomizado (SHILLE et al., 1979) ou por administragéo
de hCG (WILDT et al.,, 1979). O corpo luteo de gatas tratadas com PGF2a no

momento do pico de progesterona (dias 11-15) ndo decresce em tamanho, € a



progesterona circulante ndo é afetada ou diminui somente transitoriamente. A
histerectomia na gata n&o causa a regressao do CL e a partir dai concluiu-se que
o utero ndo desempenha papel na lutedlise (SHILLE et al., 1979; WILDT et al.,
1979; WEELER et al.,1994).

A progesterona sérica geralmente tem um pico perto do dia 26 da gestagao
(Dia 1= dia do pico de LH), embora exista consideravel variagdo individual
(SCHIMIDT et al., 1983). Entre gatas, o pico de progesterona tem sido mensurado
de 11 a 60 dias apdés a ovulagdo e em concentragdes de 13,5 a 57,0 ng/ml,
sugerindo que os niveis circulantes desse horménio sdo um pobre critério para
identificacdo da gestacao (SCHIMIDT et al., 1983). Os niveis de progesterona na
gata prenhe sao sustentados por 25-28 dias a mais que na gata pseudogestante,
declinando vagarosamente e alcangando valores basais perto ou no proprio parto
(VERHAGE et al., 1976; SCHIMIDT et al., 1983).

2.3 BIOTECNOLOGIAS APLICADAS A REPRODUCAO DE FELINOS

2.3.1 INSEMINACAO ARTIFICIAL

O sucesso no processo de inseminagao artificial em felideos € dependente
do sitio de deposicdo do sémen no trato genital feminino; taxas baixas de
gestacdo sao observadas com a deposi¢do intravaginal do sémen (PLATZ et al.,
1978). Segundo HOWARD et al., (1992), fémeas anestesiadas apresentam
comprometimento no transporte espermatico. Desta forma foi desenvolvida a
técnica de Inseminacéao intra-uterina (HOWARD et al., 1992), apesar de mesmo
esta apresentar resultados dependentes do momento da anestesia, ou seja, se for
feita no periodo pré-ovulatorio apenas algumas fémeas ovulardo e a taxa de
prenhez € baixa, mas se a intervencgao cirurgica for realizada no periodo pos-
ovulatério, todas as gatas ovulardo a taxa de prenhez se eleva para 50%
(HOWARD et al.,, 1992; DONOGHUE et al.,, 1996). Em procedimentos de
ovulagdo induzida, esta ocorre cerca de 25 a 27 horas apos a inje¢cdo de hCG.

Assim, a anestesia para a inseminacao artificial deve ser feita cerca de 36 horas



apos a aplicagao do hCG, tendo em vista que a viabilidade do ovdcito € de pelo
menos 14 horas in vivo (HOWARD et al., 1992).

2.3.2 INDUCAO DA ATIVIDADE OVARIANA E OVULACAO

A gonadotrofina coriénica equina (eCG) ou o horménio foliculo estimulante
(FSH), podem ser utilizados para a indugcdo de atividade ovariana e a
gonadotrofina coridbnica humana (hCG), pode ser utilizada para inducédo da
ovulagao em felideos (HOWARD et al., 1992; PLATZ, et al.,1978; POPE et al.,
1993; POPE et al.,1998), com resultados semelhantes aos observados na
reprodugao natural (CLINE et al., 1980). Devido sua longa meia vida plasmatica,
de aproximadamente 120 h, uma unica injecdo de eCG estimula a atividade
folicular em felideos, ao contrario do FSH, que deve ser ministrado em varias
séries diarias devido sua curta persisténcia circulatoria (CLINE et al., 1980).

As inducdes da atividade ovariana e da ovulagdo devem ser iniciadas no
estagio pos-estro, o qual pode ser determinado pela auséncia de comportamento
do estro ou acompanhamento por citologia vaginal. Varios protocolos (variagdes
de intervalo e dosagens) ja foram testados, tendo resultados variados em relagéo
ao numero de embrides obtidos, bem como na qualidade dos mesmos. Os
melhores resultados foram obtidos utilizando 100 Ul hCG apdés 80-84h da
aplicacédo de 150 Ul de eCG (POPE et al., 1998, DONOGHUE et al.,1992;
GOODROWE et al., 1988).

Em procedimentos de transferéncias de embrides, as fémeas receptoras
podem estar naturalmente sincronizadas ao serem acasaladas com gatos
vasectomizados (KRAEMER et al., 1979) ou serem sincronizadas através do uso
de gonadotrofinas exégenas (GOODROWE et al., 1989; POPE et al., 1993; POPE
et al., 1998; POPE, 2000; SANTANA, 2005).

Segundo SWANSON et al., (1995), o uso das gonadotrofinas para indugao
da atividade ovariana em intervalos muito curtos estimula a sintese de

imunoglobulinas que neutralizariam o efeito das gonadotrofinas. Para prevenir isto,



um intervalo de aproximadamente seis meses deve ser observado entre os
tratamentos hormonais (SWANSON et al., 1996).

2.3.3 COLETA E TRANSFERENCIA DE EMBRIOES

Fisiologicamente na gata, cerca de 3 a 7 foliculos se desenvolvem até um
didmetro de 1 a 2 mm durante o pré-estro (CHRISTIANSEN, 1988; GOODROWE
et al., 1989). Depois da copula, os foliculos ativados aumentam em tamanho e, na
ovulagdo, o ovocito é liberado juntamente com as células do cumulus oophorus
(GOODROWE et al., 1989). A ovulagao ocorre de 24 a 50 horas apds o coito
(CHRISTIANSEN, 1988) sendo que a maioria dos embrides sofre sua primeira
clivagem 64h apos o coito, permanecendo na tuba uterina durante as 136h iniciais
apods o primeiro coito. A partir desse periodo os embrides entram no utero como
morula compacta 4,5 a 5 dias apds a ovulagao, ocorrendo deste momento uma
migracao transuterina (SWANSON et al., 1994). Até a implantagdo do mesmo no
13° dia apds a copula (DRESSER et al., 1988). Na figura 2 estdo resumidas a
cronologia dos eventos de ovulagéo, fertilizagdo do ovdcito e desenvolvimento
embrionario em gatas domésticas.

A recuperagcdo de embrides na gata doméstica deve ser feita entre 6 e 9
dias apo6s a copula (KRAEMER et al., 1979). Segundo SWANSON et al., (1996),
esta coleta é feita principalmente por laparotomia, através da canulagdo e
lavagem dos cornos uterinos em separado. SANTANA et al., (2004), descrevem a
técnica de coleta transcornual, indicando esta como menos traumatica e mais
eficaz.

Segundo IETS (1998) os embrides coletados podem ser classificado de
acordo com sua morfologia como:

EXCELENTE ou BOM - (GRAU 1) - Massa embrionaria simétrica e esférica, com
blastdmeros (células) individuais uniformes em tamanho, cor e densidade. As
irregularidades devem ser relativamente menores e ao menos 85% do material
celular deve ser de massa embrionaria viavel e intacta. Este julgamento deve ser

baseado na porcentagem de células embrionarias representadas pelo material
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extravasado no espaco perivitelino. A zona pelucida (ZP) deve ser lisa e nao
apresentar superficie cbncava ou plana.

REGULAR - (GRAU Il) - lrregularidades moderadas na forma da massa
embrionaria ou no tamanho, cor e densidade das células individuais. Ao menos
50% do material celular deve compor a massa embrionaria viavel, intacta.

POBRE - (GRAU Ill) - Irregularidades maiores na forma geral da massa
embrionaria ou no tamanho, cor e densidade das células individuais. Ao menos
25% do material deve formar a massa embrionaria viavel, intacta.

DEGENERADO - (GRAU 1V) - Embrides em degeneragao, ovécitos ou embrides

de uma célula nao viaveis.
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Figura 2- Esquema de ovulagéo, fertilizacdo do ovdcito e desenvolvimento
embrionario em gatas domésticas (modificado de: SWANSON et
al.,1994).

A transferéncia de embrides (TE) € uma biotecnologia que permite a
maximizagdo reprodutiva de animais de domésticos com caracteristicas
fenotipicas e produtivas desejaveis, além da aplicabilidade para espécies
ameacgadas de extingdo. Esta técnica fundamenta-se na correta sincronizagéo do
ciclo em fémeas doadoras e receptoras compativeis (REINCHENBACH et al.,
2002).
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A recuperagcao de embrides e sua transferéncia intra e inter especifica tem
sido alcangcada em felideos (BOWEN et al., 1982; POPE et al., 1993; POPE,
2000). O primeiro sucesso de TE em gatas domésticas ocorreu em 1979, a partir
de 47 embrides coletados de nove gatas e transferidos a fresco para nove gatas
receptoras, resultando em quatro filhotes nascidos de duas gestacbes
(KRAEMER et al., 1979).

DRESSER et al., (1988) obtiveram o primeiro sucesso com a transferéncia
de embrides felinos criopreservados. Em POPE et al.,, (1994) obtiveram trés
filhotes vivos a partir da transferéncia de embrides felinos obtidos por fertilizagao
in vitro e criopreservados.

Na América Latina, o primeiro relato na obtencéo de filhotes felinos vivos
em técnica de transferéncia de embrides foi descrito por SANTANA (2005),
através da inducgao artificial da atividade ovariana e da ovulagdo com o uso de
gonadotrofinas, coleta e transferéncia embrides cirdrgica de por meio de
laparotomia com lavagem transcornual dos cornos uterinos utilizando meio de
lavagem Talp Hepes. O mesmo utilizou 16 gatas domésticas, com a obtencéo de
seis embrides por animal, os quais foram inovulados a fresco em quatro

receptoras, obtendo-se seis filhotes.

2.3.4 CONGELAMENTO DE EMBRIOES

A inseminagao artificial, assim como a transferéncia, e principalmente a
criopreservagao de embrides, tornaram-se técnicas rotineiras em espécies
domésticas, firmando-se como ferramenta auxiliar a outras biotecnologias
reprodutivas. O congelamento de embrides visa manter o metabolismo
embrionario em estado de quiescéncia, tornando possivel a conservagao de
células e tecidos por tempo indeterminado (RODRIGUES, 1992). Esta técnica tem
sido considerada uma alternativa promissora, principalmente na formacao de
bancos de germoplasma de embrides de espécies de interesse comerciais, raras

e em processo extingdo (ALLER et al.,1995).

Os primeiros relatos de congelamento de embrides foram apresentados por
WHITTINGHAM et al., (1972) e WILMUT (1972), que descrevem a viabilidade de
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embrides de camundongos de resistirem ao processo de congelagdo e
descongelacdo. Estes autores empregaram o glicerol como crioprotetor base, em
procedimentos de banhos sucessivos em solugdes de concentragcdes crescentes.
Esta técnica possibilitou o congelamento comercial de embrides de mamiferos,
tornando-se a metodologia mais difundida como técnica convencional LEIBO
(1983) desenvolveu o método “one—step”, no qual os embrides sdo congelados a
partir de uma unica diluigdo crioprotetora de glicerol, sendo associada a sacarose

no momento do descongelamento.

Desde entdo, muitos crioprotetores vem sendo empregados em
concentragdes diferentes ou mesmo em combinagcdo de dois ou mais deles, de
acordo com o protocolo de congelamento (IM et al., 1997; YOUNG et al., 1998).
Estas solugdes sao adicionadas em uma ou mais etapas, sendo os embrides
criopreservados com diferentes curvas de resfriamento até o congelamento
podendo, em alguns casos, proceder-se diretamente o congelamento a partir da
temperatura ambiente (LANDIM-ALVARENGA, 1995). Da mesma maneira, no
descongelamento a temperatura de aquecimento tém variado entre 20 a 37°C, em
banho-maria ou ao ar, e a posterior retirada do crioprotetor realizada em um ou
mais passos (LANDIM-ALVARENGA,1995).

Os primeiros trabalhos com congelamento de embrides felinos s&o
descritos por DRESSER et al.,, (1988) a partir de morulas e blastocistos
recuperados de doadoras induzidas artificialmente. Estes embrides foram
resfriados, em taxas controladas, e congelados em meio PBS adicionado a 15%
de soro fetal bovino e glicerol a 10%, produzindo gestacdo em cinco de 11
animais inovulados, com o nascimento de 17 filhotes.

POPE et al.,, (1994) verificaram a viabilidade da criopreservagao de
embrides de gatos produzidos in vitro, com o resfriamento controlado de embrides
nos estagios de duas a quatro células, a uma temperatura de -30°C em meio de
1,4 molL™ de propanodiol e 0,125 molL”" de sacarose. Os mesmos autores
observaram o desenvolvimento pdos criopreservagao obtendo taxas de 73 a 82%

de desenvolvimento in vitro até os estagios de moérula e blastocisto.
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2.3.4.1 MECANISMOS DE CRIOPRESERVACAO E
CRIOINJURIAS

A sensibilidade dos embrides a criopreservacdo varia em funcdo da
espécie e grau de desenvolvimento embrionario. Neste contexto, a taxa de
resfriamento, a concentracdo e associagdo de crioprotetores sdo os fatores
determinantes de sucesso na criopreservagdo (GORDON, 1994).

Os mecanismos de acdo dos crioprotetores, nao estdo totalmente
elucidados. De acordo com MAZUR (1970), ao submeter-se uma suspenséao
celular contendo crioprotetores a temperaturas ao redor de -5°C, tanto as células
como o0 meio circundante permanecem descongelados devido ao abaixamento do
ponto de solidificacdo pelas substancias crioprotetoras. Entre -5 e -15°C
normalmente ocorre a formagao de gelo no meio extracelular, mas as células
continuam descongeladas e super-resfriadas. A agua super-resfriada do interior
da célula tem um potencial quimico maior do que a agua do meio extracelular
parcialmente congelada e, dessa forma, a agua sai da célula para se congelar
externamente. Se a congelagcdo for lenta a célula perde agua com rapidez
adequada, nao sofrendo a formacéao de cristais intracelulares. Por outro lado, se a
célula for resfriada rapidamente, esta ndo perde agua com rapidez suficiente para
manter o equilibrio, provocando a formagéo de cristais intracelulares levando a
lise das membranas.

Segundo LANDIM-ALVARENGA (1995), o gelo intracelular nao resulta da
cristalizacdo espontanea da agua celular, mas sim do contato com o gelo
extracelular, que cresce através dos canais aquosos na membrana; a membrana
€ uma barreira a passagem dos cristais de gelo a temperaturas ao redor de -10°C,
mas deixa de ser barreira em temperaturas menores.

MAZUR (1970) considerou que no processo de congelamento celular ha
estreita relacdo entre velocidade e aparecimento de lesdes celulares. A medida
que a velocidade de congelamento aumenta, ocorre um aumento da
sobrevivéncia embrionaria, até que se atinja uma relagéo ideal, com indice de
sobrevivéncia maximo. As lesbes que ocorrem antes do congelamento total s&o
respostas aos efeitos da concentragdo de solutos, e as que ocorrem apds o

congelamento relacionam-se a formacgao de cristais intracelulares.
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Se a taxa de resfriamento celular for muito lenta produz-se o chamado
efeito solugdo, que caracteriza-se pela formagéo de gelo constituido praticamente
de agua pura, na solugdo que envolve as células, ao iniciar o congelamento. Os
sais contidos na solugao concentram-se cada vez mais, o ponto de congelamento
vai diminuindo e as células, por sua vez, respondem a essa crescente
concentragédo de eletrélitos, cedendo agua ao meio (desidratagc&o), a que leva a
diminuicdo do volume da célula e destruicdo da membrana citoplasmatica (ALLER
et al., 1995).

Por outro lado, se a taxa de resfriamento for muito rapida, isto é, a agua
interna n&o possuir tempo habil para sair da célula, congelar-se-a
intracelularmente levando a formagao desordenada de cristais de gelo, lesando a
célula (ALLER et al., 1995). Se o descongelamento posterior for lento, os cristais
sofrerdo reorganizacgao (recristalizagao migratéria) provocando danos mecanicos

as organelas celulares (ALLER et al., 1995).

2.3.4.2 CRIOPROTETORES

Os crioprotetores, segundo NIEMANN (1991), sdo substancias utilizadas
nos processos de criopreservagao de embrides e devem ser adicionados ao meio
para que haja prote¢cao do embrido durante o congelamento e descongelamento.
Os crioprotetores podem ser divididos em duas categorias: os intracelulares ou
penetrantes e os extracelulares ou n&o penetrantes (NIEMANN, 1991). Na
primeira categoria estdo substancias de baixo peso molecular, como os alcoois
(glicerol, DMSO, etilenoglicol, 1,2 propanodiol, metanol e etanol).

HUBALEK (2003) relata que todos os crioprotetores intracelulares tém acgéo
hidrofilica elevada, devido a presenga de grupos quimicos formados por um
hidrogénio forte, especialmente os formados pelos grupos que contém hidroxila,
amidas, sulféxidos e, em menor intensidade, para os que possuem 0S grupos
carboxila e aminas. Por outro lado, os crioprotetores que nao penetram nas
células formam uma camada viscosa na superficie celular, causando o influxo

parcial da agua e impedindo a formagao de cristais de gelo no interior da célula.
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Os crioprotetores intracelulares possuem a habilidade de reduzir a
concentracdo de eletrélitos extracelulares, prevenindo o “efeito de solugdo”. Os
crioprotetores de baixo peso molecular, como o glicerol, penetram nos
blastdmeros promovendo a saida de agua, minimizando a formacdo de gelo
intracelular e estabilizando as membranas celulares. Este crioprotetor tem sido
amplamente utilizado em grande variedade de células de mamiferos, em
concentragdes que variam de 1.0 a 4.0 molares (ALLER et al., 1995).

Os crioprotetores extracelulares ou ndao penetrantes incluem os agucares
tais como galactose, glicose, trealose, manitol, sorbitol e sacarose. Isoladamente
apresentam efeito estabilizador sobre as membranas, porém, ndo apresentam
efeito crioprotetor eficaz (CROWE et al., 1983). Sua principal utilizagdo é em
associacado aos crioprotetores intracelulares uma vez que, por possuir alto peso
molecular, permanecem no meio extracelular promovendo um periodo inicial de
saida de agua, com posterior ingresso dos crioprotetores intracelulares (ALLER et
al., 1995; FRIEDLER et al., 1988). A adigao de agucares como sacarose, dextrose
e trealose aumentam a sobrevivéncia in vitro de blastocistos apds a vitrificacdo
(SAITO et al., 1994).

Os crioprotetores sdo usualmente diluidos em solugao salina tamponada
(Phosphate Buffered Saline - PBS) acrescida de 0,4% de albumina sérica bovina
(BSA) ou 10% de soro fetal bovino (SFB). No entanto, tem sido relatada também
a diluicdo em meios como TCM-199 (Medium culture tissule -199) (HAMANO et
al.,, 1992; OTOI et al., 1993; PALASZ & MAPLETOFT, 1996; PAPIS et al., 1999),
H-CZB (MARTINO et al., 1996), TCM-199/Hepes (VAJTA et al., 1998), acrescidos
ainda de diferentes concentragdes de antibidticos (OTOI et al., 1995; OTOI et al.,
1998).

De acordo com SCHNEIDER & MAZUR (1984), quando o embrido é
exposto a um crioprotetor que penetra na célula, como o glicerol, ele inicialmente
se retrai devido a perda de agua causada pela hiperosmolaridade inicial do meio
extracelular, uma vez que o embrido € muito mais permeavel a saida da agua do
que a entrada do crioprotetor. Esta retracao ira continuar até que o efluxo de agua
seja balanceado com o influxo do crioprotetor, sendo que o indice de entrada do
crioprotetor ird depender do seu coeficiente de permeabilidade e da temperatura

da solugao. O equilibrio é atingido quando o embrido retorna ao seu volume inicial.
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Para LEIBO (1983), o intervalo de tempo em que ocorre o retorno ao
volume inicial esta relacionado com: a espécie do embrido em questéo, o estagio
de desenvolvimento, a relagao superficie/volume, as caracteristicas intrinsecas do
crioprotetor e a temperatura a qual o embrido é exposto.

Apesar dos efeitos benéficos do crioprotetor, ndo existe uma técnica de
criopreservagao celular que permita 100% de sobrevivéncia apds a
criopreservagao. Deve-se levar em consideracido que os proprios crioprotetores
apresentam efeito téxico, limitando a concentragdo em que podem ser utilizados
(FAHY, 1986). Alguns crioprotetores, em altas concentragdes, podem alterar em
demasia a polaridade do meio lesando as membranas (ARNOLD et al., 1983). A
acao téxica dos crioprotetores pode ainda se dar sobre a organizagdo dos
filamentos de actina que, juntamente com o processo de criopreservagao, pode
desnaturar criticamente as fungbes das organelas e a citoarquitetura do embrido
(DOBRINSKY, 2002).

Assim apos o descongelamento deve-se remover o crioprotetor do interior
da célula, preferencialmente de forma lenta, através de banhos em solucdes de
concentragdes decrescentes, uma vez que a re-entrada brusca de agua no meio
intracelular também leva a lise das membranas (LANDIM-ALVARENGA, 1995).

2.3.4.3 METODOS DE CRIOPRESERVACAO

Uma vez coletados, embrides de boa qualidade (grau | e Il) podem ser
mantidos em meio de cultivo, a temperatura ambiente, por periodos de 6 até 12
horas ou mantidos em geladeira, a temperatura de 2°C a 8°C até 12 horas, sem
que haja perdas significativas da vitalidade embrionaria. Apos este periodo os
embrides comegam a entrar num processo lento de degeneragdo e devem ser
transferidos rapidamente para as receptoras (REICHENBACH et al., 2002).
Embrides de qualidade inferior (grau Ill) sdo bem mais sensiveis e quanto maior o
tempo de permanéncia nestas condigcbes, menores serdo, a viabilidade
embrionaria e a taxa de gestacado (REICHENBACH et al., 2002).
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A criopreservacédo de embrides por técnicas de congelamento apresentam
uma variada série de protocolos e as mais frequentes envolvem a utilizacdo de
um unico crioprotetor intracelular, como glicerol, etilenoglicol ou propanodiol, ou a
associacao destes a crioprotetores extracelulares como a sacarose, trealose ou
galactose (DOBRINSKY, 2002).

Os métodos de congelamento consideram principalmente a concentragao
do crioprotetor, a taxa de exposicdo das células ao mesmo e a velocidade de
resfriamento (SHAW et al., 2000). O uso dos crioprotetores nas concentragdes e
periodos preconizados € uma tentativa de manutengao do equilibrio entre danos
osmoticos e toxicos, utilizando diferentes concentragbes de crioprotetores e
controlando a formagdo de gelo através da congelagdo do meio extracelular e
desidratacdo do embrido (SHAW et al., 2000).

A velocidade de resfriamento é também denominada curva de resfriamento,
e envolve uma série de procedimentos objetivando a reducdo gradual da
temperatura do embrido, previamente adicionado em meio crioprotetor, até seu
armazenamento em nitrogénio liquido. WHITTINGHAN (1980) descreve uma
metodologia para resfriamento e congelamento de embrides, a qual tornou-se
padrdao para os procedimentos na conservagao de embrides mamiferos. Esta
curva padrdo define, apds o equilibrio do embrido ao meio crioprotetor em
temperatura ambiente, um resfriamento inicial de -2°C por minuto, até -7 °C, o
“seeding” que consiste na indugdo da solidificagdo do meio e um resfriamento
final de -0,3 a -0,5 °C por minuto até -32°C, com posterior imersdo em nitrogénio

liquido.

A antecipagdo do congelamento do meio contendo os embrides, ao longo
da curva de congelamento, € denominada “seeding”. Este congelamento é
induzido pelo contato do invélucro com um instrumento previamente imerso em
nitrogénio liquido (WILLADSEN et al., 1974), e & extremamente necessario para
que a formagao dos cristais de gelo no espago extracelular induza a uma lenta
retirada de agua do meio intracelular, permitindo assim as condigdes adequadas
para o congelamento espontaneo do embrido (LEIBO & MAZUR, 1978; PALASZ
& MAPLETOFT, 1996).

Para o monitoramento da curva de resfriamento pode-se utilizar alguns

artificios mecanicos, como o uso direto do botijao de nitrogénio liquido, fazendo
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um resfriamento através de aproximacao controlada dos embrides a lamina de
nitrogénio. Esta curva pode ainda ser feita com o uso de equipamento proprio
programavel, pois varios tipos de aparelhos sdo completamente automatizados e
capazes de obter padrdes controlados de criopreservagao com ou sem nitrogénio
liquido (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Além dos procedimentos classicos para o congelamento de embrides,
recentemente novas metodologias vém sendo descritas. A vitrificagdo se destaca
como técnica promissora, sendo um procedimento simples, menos oneroso e que
requer menos tempo, do que os métodos de congelagdo convencionais
(DOBRINSKY, 2002; KULESHOVA & LOPATA, 2002). A Vvitrificagdo &
considerada um meétodo rapido de congelamento, sendo definida como a
solidificacdo de um liquido pela extrema elevacdo da viscosidade durante o
processo de resfriamento (FAHY, 1986). DOBRINSKY (2002) e KULESHOVA &
LOPATA (2002) afirmam que este processo provoca a solidificacdo das células,
evitando completamente a formagao de cristais de gelo intra ou extracelular. E um
protocolo baseado na desidratacdo do embrido através da sua breve exposicao a
solugdes com altas concentragdes de crioprotetores, seguida da imersao direta
em nitrogénio liquido. Estas altas concentragdes de crioprotetores e a rapida
curva de congelamento leva a solidificagdo sem que ocorra cristalizagdo
(MARTINO et al., 1996). Para a vitrificacdo sdo necessarias altas concentragdes
de crioprotetores, o que pode aumentar o risco de danos osmoticos e téxicos,
porém, a alta velocidade de resfriamento e aquecimento resulta em rapida
passagem através da temperatura perigosa, ao redor de 0°C, o que minimiza os
danos causados pelo resfriamento que prejudicam, predominantemente,
estruturas ricas em lipideos (VAJTA, 1997).

Ainda dentro dos métodos de vitrificagao existe a chamada OPS (Open
Pulled Straw), desenvolvida por VAJTA et al., (1997), e considerada como método
ultra-rapido de congelamento para embrides. Nesta técnica, a taxa de
resfriamento é de 20000°C/min, o que a difere da vitrificagdo rapida, onde as
taxas sao de apenas 2000°C /min (KULESHOVA & LOPATA, 2002). A OPS
diferencia-se ainda por apresentar reducdo do volume das solugdes, contato
direto entre a solucido e o material resfriado e diminuicdo da espessura da parede
da palheta. A OPS oferece menos vulnerabilidade, com reducdo dos danos

causados pelo frio, devido a velocidade de resfriamento, porém aumenta o risco
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de contaminagao, pois 0 meio fica em contato direto com o nitrogénio liquido
(VAJTA et al., 1998).

Embora existam, varios métodos para a criopreservacido embrides, em se
tratando de embrides felinos, para estes, séo utilizados métodos de congelamento
convencionais (método three-step) os mesmos utilizados para embrides de
bovinos (DESSER et al., 1988).
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3.0 DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES DE GATAS DOMESTICAS,
EM MEIO TCM 199 MODIFICADO, FRESCOS E PREVIAMENTE
CONGELADOS COM GLICEROL, ASSOCIADO A SACAROSE. USO
POTENCIAL DA TECNICA EM FELINOS SILVESTRES.

3.1 RESUMO

Foram utilizados um total de 48 embrides nos estagios de moérula compacta,
blastocisto inicial e blastocisto, nos graus | e Il, obtidos de 14 gatas domésticas
adultas. Dois animais apresentaram manifestacdo natural do cio e 12 animais
foram induzidos artificialmente a atividade ovariana e ovulagdo. Para tal
receberam uma unica aplicacdo de 150 Ul de gonadotrofina coribnica equina
(eCG) e 84h apds, uma unica aplicagcdo de 100 Ul de gonadotrofina coridnica
humana (hCG). Todos os animais foram acasalados naturalmente e seis dias
apos a primeira copula, todas as gatas foram submetidas a laparotomia, e por
meio da técnica de lavagem transcornual adaptada, foram coletados os embrides,
os quais foram classificados de acordo com IETS (1998). Vinte e sete foram
cultivados em meio TCM 199 modificado, em estufa de CO,, por 24 horas, sendo
entdo avaliados quanto ao seu estagio de desenvolvimento, qualidade e numero
de blastdmeros, observando-se uma taxa de desenvolvimento até o estagio de
blastocisto expandido grau | de 77,7%, com um numero médio de 161+£15,8
blastdmeros. Em 21 embrides foi testada a congelabilidade em meio comercial a
base de 10% glicerol associado a 0,imolL”" de sacarose. Apds o
descongelamento, em banho maria a 37°C, nas mesmas condigdes de cultivo,
observou-se uma taxa de desenvolvimento, até o estagio de blastocisto
expandido grau |, de 38,1% com um numero médio de 139,1 £11,8 blastdmeros.
Desta forma, embora o protocolo de congelamento e descongelamento tenha
reduzido em 51% a taxa de desenvolvimento de embrides felinos, com uma
queda (P< 0,01) do numero de blastdmeros, mostrou-se viavel, com promissor

uso in vivo em felinos domeésticos e silvestres.

Palavras-chave: Gonadotrofinas coribnicas, congelamento, embrido, gata

Doméstica.
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3.2 DEVELOPMENT IN VITRO OF EMBRYOS OF DOMESTIC CATS, IN
MEDIUM TCM 199 MODIFIED, FRESH AND PREVIOUSLY FROZEN WITH
GLYCEROL, ASSOCIATE WITH SUCROSE. POTENTIAL USE OF THE
TECHNIQUE IN WILD FELINES.

3.3 ABSTRACT

In this study a total of 48 embryos were used in the compacts morulae,
initial blastocysts and blastocysts stages in the degrees | and Il, obtained from 14
adult domestic cats. Two animals presented natural manifestation of the oestrus
and 12 animals were artificially induced to ovarian activity and ovulation. They
received one only application of 150 IU of gonadotropins equine corionic (eCG)
and 84h after, one application of 100 IU of gonadotropins human corionic (hCG),
and all the animals were coupled naturally. Six days after the first mating, all cats
were submitted to laparotomy, and through an adapted transcornual technique the
embryos were collected and classified in agreement with IETS (1998). 27 of these
were cultivated in a TCM 199 modified with a controlled CO, atmosphere for 24
hours. The embryos were classified by development stage, quality and
blastomeres number, observing a development index until expanded blastocysts in
degree | of 77.7% with an average of 161+£15,8 blastomeres was reached. In 21
embryos the freezing technique was tested in a commercial medium with 10% of
glycerol associated with 0,1molL™" of sucrose. After the unfreezing, in 37°C water
with the same -cultivation conditions, a developmental index of 38.1%, was
observed until the stage of expanded blastocysts in degree |, with average number
of 139.1£11,8 blastomeres. Although the freezing and unfreezing protocols, had
reduced the developmental index of feline embryos by 51% and reduce the
blastomeres number (P<0.01), it was considerate a viable technique in domestic

and wild felines.

Word-key: gonadotropins Corionic, freezing, embryo, domestic cat.
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3.4 INTRODUCAO

Os gatos e caes domésticos vém ha muito sendo criados como animais de
companhia e sua reproducdo nao tem sido sujeita a planejamento em larga
escala, como em animais de produgao (FARSTAD, 2000). A maioria das criagdes
limitam-se a pequenos criatorios e s6 recentemente tecnologias de reprodugao
assistida vém crescendo, principalmente no cado, no ambito comercial Ja para o
gato as iniciativas econémicas de procedimentos em biotecnologias reprodutivas
sdo escassas (FARSTAD, 2000). Porém, as tecnologias in vitro desenvolvidas em
felinos apresentam-se muito mais avangcadas do que aquelas voltadas para
caninos, dado o interesse de instituicbes de pesquisa no uso do gato doméstico
como modelo experimental para espécies ameagadas (LONG et al., 2003).

A crescente degradagdo ambiental, provocada pela agdo humana, tem
como principal consequéncia a redugcdo e fragmentacdo de inumeros
ecossistemas, levando grande diversidade de espécies a um rapido declinio
populacional (GUIMARAES, 2002). Segundo os critérios de TEWES & EVERETT
(1986), TEWES & SCHMIDLY (1987) MACE & LANDE (1991) e IUCN (1995)
todas as espécies de felideos silvestres brasileiras apresentam-se na condi¢cao de
ameacgadas de extingdo. Neste contexto, técnicas de reproducéo assistida, véem
se firmando como importantes ferramentas de otimizacdo do desempenho
reprodutivo de espécies silvestres, visando a manutencdo da variabilidade
genética nas populagbes em cativeiro e em vida livre (GUIMARAES, 2002).

O gato doméstico tem sido usado intensamente como modelo experimental
para o desenvolvimento de técnicas de reproducdo assistida incluindo: indugao
artificial da atividade ovariana e ovulagao (GREULICH, 1934; WILDT & SEAGER
1978; ROTH et al.,, 1997; TSUTSUI et al., 1989), cultura de embrides
(JEWGENOW & GORITZ, 1995; POPE et al., 1998; MURAKAMI et al., 2002;
GOMEZ et al., 2003), transferéncia de embrides (PLATZ et al., 1978;
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GOODROWE et al., 1988; WOOD et al., 1995; POPE, 2000; TSUTSUI et al.,
2000; KITIYANANT et al., 2003; SANTANA, 2005) e criopreservagao de embrides
(BALLOU, 1992; LEIBO & SONGSASEN, 2002).

A criopreservacao de embrides vem sendo apontada como uma alternativa
para o estoque de material genético e a diversificacdo entre populagbes cativas e
mesmo de vida livre, iniciando um conceito do “zoolégico congelado” (DRESSER
et al., 1988). A produgao de filhotes de espécies ameacgadas, através do uso de
embrides criopreservados, devera ser limitada a menos que a viabilidade depois
da criopreservacdo possa ser demonstrada (GOMEZ et al., 2003). Neste sentido o
uso do gato domeéstico como modelo experimental no presente trabalho objetivou
a avaliagdo in vitro da competéncia desenvolvimental de embrides dessa espécie,
em meio TCM 199 modificado, obtidos por inducao artificial da atividade ovariana
e ovulacéo, a fresco e apds o congelamento com o glicerol associado a sacarose

como crioprotetores.

3.5 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados no presente experimento trés gatos da raga siamesa
adultos e 14 gatas domésticas adultas sem raga definida. Todos os animais foram
provenientes do gatil experimental do setor de Morfologia DVT-UFV. As fémeas
foram mantidas em coldnia em uma area de 24 m? sendo 12 m? de solario. Os
machos foram mantidos em recintos individuais com aproximadamente 3 m? ,
sendo 1 m? de solario. A todos os animais foram oferecidas racdo comercial e
agua ad libitum. Os animais foram monitorados através de registros das
manifestagcbes comportamentais do ciclo estral.

Para coleta dos embrides, 12 gatas foram artificialmente induzidas a
atividade ovariana e a ovulacdo. Para tal, no periodo de pds-estro, as fémeas
doadoras receberam a aplicagdo de 150 Ul de gonadotrofina coribnica equina
(eCG) Novormon © Syntex, por via intramuscular, em dose Unica, sendo esta
denominada hora 0 do dia 1. No dia 4, 84h apds a aplicacdo de eCG para inducéo
da atividade ovariana, foram aplicadas 100 Ul de gonadotrofina coribnica humana

(hCG) Vetecor © Calier, para induzir estes animais a ovulagdo. Todos os animais

33



estimulados apresentaram sinais comportamentais do estro, semelhante aqueles
observados no estro natural. Imediatamente apds a aplicacdo de hCG as
doadoras foram acasaladas alternadamente, com pelo menos dois machos, por
um periodo minimo de duas horas, para garantir um maior numero de copulas.
Outras duas fémeas, que apresentavam historico de estimulacao prévia pelo eCG
e hCG, demonstrarem manifestagao natural do cio e foram também acasaladas e
utilizadas.

Para lavagem uterina e manutengdo, congelamento e descongelamento
embrionarios utilizou-se meio base tamponado (pH 7,2 a 7,4), de formulagéo
comercial (Embriocare ®), conforme mostrado tabela 1.

No dia 10, ou seja, seis dias apds a primeira copula, todas as gatas foram
submetidas a uma intervengao cirurgica, sob anestesia geral com o uso da
associacdo cloridrato de ketamina (10mg/kg) (Dopalen © Vetbrands) e cloridrato
de xilazina (1mg/kg) (Calmiun © Agener Unido), e através da técnica de lavagem
uterina transcornual adaptada, foi efetuada a coleta dos embrides. Para isto,
apoés a laparotomia, os cornos uterinos foram expostos e estabilizados por meio
de pinga hemostatica no ligamento proprio do ovario. Uma pinga cirurgica
atraumatica, revestida em sua extremidade por uma gaze estéril, foi posicionada
na extremidade caudal do corpo do utero, cranial a cérvix. Um cateter venoso
(18G) foi introduzido na extremidade tubaria de cada corno uterino € um fluxo com
meio de lavagem comercial tamponado pH 7,2 a 7,4 (Embriocare ®) (Tabela 1),
previamente aquecido, foi estabelecido entre seringas de 5 mL acopladas aos
cateteres, sendo realizada média trés lavagens, utilizando 15 mL em média de
solugéo de lavagem por gata. O lavado obtido de cada animal foi transferido para
placas de petri estéreis e observado ao microscopio estereoscopico para
contagem e qualificagdo dos embrides obtidos.

Durante o procedimento cirurgico foram também anotados os corpos
hemorragicos e foliculos anovulatérios em cada ovario. A taxa de recuperagao
embrionaria foi calculada através da proporgéo entre corpos Iuteos encontrados e
0 numero de embrides recuperados.

Uma vez coletados, os embrides foram transferidos para placas individuais
contendo meio comercial de manutencéo (Embriocare ©) (Tabela 1) e avaliados

morfologicamente, segundo a classificacao do IETS (1998).
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Tabela 1- Substancias contidas no meio base comercial Embriocare © para

lavagem uterina e manutencédo, congelamento e descongelamento

embrionario.

MEIOS MANUTENCAO LAVAGEM CONGELAMENTO DESCONGELAMENTO
SUBSTANCIAS

GENTAMICINA 0,02mg 0,02mg 0,02mg 0,02mg
ANFOTERICINA 0,25mg 0,25mg 0,25mg 0,25mg
BSA 4mg - 4mg 4mg
SACAROSE - - 114mg 342 mg
GLICEROL - - 10% 6,0; 3,0 e 0%

FONTE: EMBRIOCARE ®

Foram utilizados no presente experimento um total de 48 embrides, obtidos
nos estagios de mérula compacta, blastocisto inicial e blastocisto, nos graus | e Il.
De cada doadora os embrides recuperados eram divididos para cultivo a fresco e
cultivo apdés congelamento e descongelamento. Em 27 destes embrides foi
testada a viabilidade de cultivo a fresco. Para isto, imediatamente apds a coleta,
estes embrides foram levados para cultivo em estufa de atmosfera controlada
com 5% de CO,, 95% de umidade e temperatura de 39°C, pelo periodo de 24
horas, em meio de cultivo celular TCM 199 modificado (COSTA, 1997),
suplementado com SVC (soro de vaca no cio) (Tabela 2).

Em 21 embrides foi testada a viabilidade de desenvolvimento em cultivo
apos congelamento com meio comercial a base de 10% glicerol associado a
0,1mol L™ sacarose (Tabela 1), utilizando-se curva de resfriamento e congelagao
padrdao para bovinos (Figura 1) (WILLADSEN et al.,, 1978). Para isto,
imediatamente apds a coleta e classificagdo, cada embrido foi lavado em solucéo
comercial de manutencao, imerso em solugao contendo 50% de meio comercial
de manutencéo e 50% de meio comercial para congelamento (10% glicerol) por

seis minutos e transferidos para o meio comercial de congelamento (10% glicerol)
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por 15 minutos. Posteriormente cada embrido foi envasado separadamente em

paleta francesa (0,25 mL), intercalado com ar e meio de congelamento.

Tabela 2- Meio de cultivo usado para embrides felinos.

ltem Produto Quantidade

1 TCM 199 (com sais de Earle) 0,1589g
2 Lactato de calcio 0,0120g
3 Penicilina G sodica 0,0005¢g
4 Estreptomicina 0,0010g
5 Piruvato 0,0050g
6 NAHCO3 0,05859g
7 Hepes 0,0270g
8 Agua tridestilada (qsp) 20 ml

9 Soro de vaca no cio 2,2 ml

Fonte: COSTA (1997).

Foi utilizado um aparelho congelador biolégico modelo FTS Systems- BC
(Biocool ®). O embrido envasado foi submetido a uma curva de resfriamento inicial,
a +25°C com queda de temperatura de -2,0 ° C por minuto, até atingir a
temperatura de -7° C, na qual foi induzido a cristalizacdo (seeding). Apds 10
minutos de estabilizagdo, uma curva final de congelamento foi aplicada, com taxa
de resfriamento de -0,3° C por minuto até -32° C que apds estabilizada, as
palhetas foram imersas e armazenadas em nitrogénio liquido.

O descongelamento destes embrides foi feito em banho maria a 37°C.
Apds passagem em bateria de trés solugdes comerciais (Embriocare®) de
descongelamento, permanecendo de cinco a seis minutos em cada solugao
(Tabela 1), os embrides foram lavados em meio comercial de manutencdo e
cultivados nas mesmas condi¢des descritas para os embrides cultivados a fresco.

Apods 24 horas de cultivo, todos os embrides foram avaliados quanto ao seu

estagio de desenvolvimento e qualidade. O numero de blastdbmeros foi
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quantificado em microscopio Optico, apdés montagem e coloracdo segundo a
técnica de USHIJIMA et al., (1988). Para tal os embrides foram imersos em
solugéo de 0,9% de citrato de sédio por 20 minutos, fixados em solugdo de agua
destilada, acido acético e alcool absoluto em partes iguais, a 4°C por 1 minuto,

montados em laminas e corados por Giemsa por 15 minutos.

H
T .
E 425 Descongelamento
M
P  +10== % -2.0°C/min.
E
R 0=+ %
A
T =10 == e, -0.3°C/min.
U ........
R -207 Seeding (-7°C) ..."~.,
A ...,....
'32-- ..'.
(C°) Armazenamento
-196 .
|
I
16 1h 37

Tempo (min.)

Figura 1- Representacdo esquematica da curva de congelamento padrao
(WILLADSEN et al., 1978).

As taxas de desenvolvimento embrionario apds o cultivo in vitro foram
comparadas em tabelas de contingéncia e analisadas pelo teste de qui-quadrado
a 5% de probabilidade (SAMPAIO, 2002). A variavel quantitativa numero de
células por embrido foi submetida ao teste de Normalidade (Lilliefors) e
Homocedasticidade (Cochran). Como as premissas de normalidade e
homocedasticidade foram atendidas, foi realizada a analise de variancia (SAEG,
1999).
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3.6 RESULTADOS

Para o presente experimento foram realizadas 14 intervengdes cirurgicas
para coleta dos embrides, em diferentes gatas SRD sexualmente maduras.
Destes animais dois apresentaram cio natural e ja haviam sido estimuladas
hormonalmente ha pelo menos seis meses, em experimentos prévios para a
indugdo da atividade ovariana e ovulagdo. Destes animais foram coletados oito

embrides (Tabela 3), com taxa de recuperagao embrionaria total de 61,5%.

Tabela 3-Classificacédo e quantificagcdo dos embrides coletados de gatas com

manifestagéo natural do cio.

CLASSIFICACAO EMBRIONARIA

DOADORA DATA CL.* FOL.* N°EMBRIOES OVOCITOS MC I* MCII* Bi I* BL I* DEG.*

COLETADOS
01 03/06/05 7 0 4 0 1 - 2 - 1
02 03/06/05 6 1 4 0 - 2 - - 2

Mc I* : Mérula compacta de grau |
Mc II* : Mérula compacta de grau |
BL I* : Blastocisto de grau |

Bi I* : Blastocisto inicial de grau |
CL.* : Corpos luteos

FOL.* :Foliculos ovarianos

DEG.* : Degenerados

Dos 12 animais que receberam estimulagdo hormonal para atividade
ovariana e ovulagao, apenas dois (16,7%) nao responderam satisfatoriamente ao
tratamento produzindo embrides e outros dois animais produziram apenas
embrides degenerados (Tabela 4). Neste grupo foi observada uma média geral de
10,9 embrides por gata e a taxa geral de recuperagéo de embrides nestes animais
foi de 56,2% (Tabela 4) sendo que, apenas oito em doze animais produziram em

média 5,4 embrides em grau | e Il de qualidade, indicados para o congelamento.
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Tabela 4 - Classificacao e quantificacdo dos embrides coletados de gatas por

inducdo da atividade ovariana e da ovulagdo. Numero de corpos

[Uteos e foliculos ovarianos.

CLASSIFICACAO EMBRIONARIA

DOADORA  DATA CL.* FOL* NOEMBRIOES OVOCITOS MCI* MCI* Bil* BLI* DEG.*
COLETADOS

01 15/09/04 16 7 9 0 8 - 1

02 18/05/05 17 3 5 0 - 2 - - 3
03 08/06/05 17 0 10 0 - - 3 2
04 08/06/05 13 2 8 0 - - - 6
05 15/06/05 47 0 37 0 - - - - 37
06 15/06/05 30 1 23 0 - - - - 23
07 29/06/05 16 7 7 0 1 - - - 2
08 29/06/05 18 6 11 0 - 2 - - 9
09 12/07/05 10 2 0 1 4 4 - 2
10 12/07/05 21 1 0 - - - - -
11 01/08/05 1 3 0 - - - - -
12 01/08/05 17 2 14 0 10 - - - 4

Médias 19,41 2,83 10,9 0 225 066 033 033 7,33
(#10,08)  (+2,51) (#10,23)

Mc I* : Mérula compacta de grau |

Mc II* : Mérula compacta de grau |

BL I* : Blastocisto de grau |

Bi I*: Blastocisto inicial de grau |

CL.* :Corpos luteos

FOL.* : Foliculos ovarianos

DEG.* : Degenerados

Foram cultivados 48 embrides (Figuras 2 e 3), provenientes de 10 animais,

sendo 27 cultivados a fresco e 21 cultivados apds congelamento com glicerol. Os

embrides cultivados a fresco foram: 17 mérulas compactas de grau |, seis morulas

compactas de grau Il e quatro blastocistos iniciais de grau | (Tabela 5). Ja no

tratamento com congelamento prévio utilizaram-se 11 mérulas compactas de grau

I, quatro moérulas compactas de grau I, dois blastocistos iniciais de grau | e quatro

blastocistos de grau | (Tabela 6).
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Figura 2- Embrides de felino, a fresco no estagio de morula.

ApoGs 24 horas de cultivo, independente do estagio embrionario inicial ou do
tratamento, os embrides que desenvolveram o fizeram até o estagio de blastocisto
expandido, apresentando qualidade excelente ou boa, segundo classificagdo do
IETS (1998). Dos 27 embrides cultivados a fresco seis ndo desenvolveram,
apresentando desta forma uma taxa geral de desenvolvimento de 77,7%. Em
relacdo a classe inicial, cerca de 82,3 % das morulas compactas de grau | e 50 %
das morulas compactas de grau Il desenvolveram, ao passo que todos os

blastocistos de grau | desenvolveram (Tabela 5).
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Tabela 5-Estagio embrionario e grau de qualidade no pré-cultivo, numero de
blastocistos expandidos, taxa de desenvolvimento e numero médio de

blastdmeros apds 24h de cultivo de embrides de gato doméstico.

Mc I* Mc 1I* Bi I* BL I* Total Média
Estéagio e grau
qualitativo embrionario 17 6 0 4 27 -
no pré cultivo
Numero de blastocistos
expandidos ap6s 24 h de 14 3 0 4 21 -
cultivo
Taxa de 82,35% 50% 0 100% 77,7%
desenvolvimento apos
24 h de cultivo
N° médio de blastémeros 159,83 149 0 171,33 161+ 15,8
pos cultivo (n=6) (n=2) (n=3) (n=11) (cv=10)

Mc I* : Mérula compacta de grau |
Mc II* : Mérula compacta de grau |
Bi I* : Blastocisto inicial de grau |

BL I* : Blastocisto de grau |

Nas mesmas condicbes, apenas oito dos 21 embrides previamente
congelados desenvolveram até o estagio de blastocisto expandido, ou seja, a taxa
geral de desenvolvimento foi de 38,1%, sendo que 45,4 % das morulas
compactas de grau | e 25% dos blastocistos iniciais de grau | desenvolveram e,
da mesma forma observada para os embrides cultivados a fresco, todos os
blastocistos de grau | desenvolveram (Tabela 6).

Em média de 161+£15,8 blastbmeros foram observados nos blastocistos
expandidos, oriundos do cultivo a fresco (Tabela 5), enquanto daqueles
resultantes do cultivo de embrides previamente congelados e descongelados,
apenas 139,1+11,8 blastdbmeros em média foram registrados (Tabela 6). Assim, o
congelamento com glicerol promoveu redugédo (P<0.01) de aproximadamente 14

% no numero de blastdmeros apds 24 horas de cultivo.
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Tabela 6-Estagio embrionario e grau de qualidade no pré-congelamento, numero

de blastocistos expandidos, taxa de desenvolvimento e numero médio de

blastbmeros apds 24h de cultivo de embrides descongelados, de gato

doméstico.

Estagio e grau
gualitativo embrionéario

no pré-congelamento

Numero de blastocistos
expandidos apds 24 h de

cultivo

Taxa de

desenvolvimento

N° médio de

blastdmeros pds cultivo

Mc I*

1"

45,45%

139,5
(n=4)

Mc 11*

Bi I*

25%

138
(n=1)

BL I*

100%

139
(n=2)

Total

21

Média

38,1%

139,1+ 11,8
(n=7) (cv=9)

Mc I*:Mérula compacta de grau |

Mc II* : Mérula compacta de grau |

Bi I* : Blastocisto inicial de grau |

BL I* : Blastocisto de grau |

Figura 3-Embrides de felino, congelados e descongelados, no estagio
de blastocisto expandido de grau | pés-cultivo em estufa de
CO..



3.7 DISCUSSAO

Dos diferentes protocolos de inducido da atividade ovariana e da ovulagao
propostos para felinos, o uso respectivo de 150 Ul de eCG (gonadotrofina
coribnica equina) e 100 Ul de hCG (gonadotrofina coriénica humana), vem sendo
amplamente preconizado para gatas domésticas, apresentando resultados
bastante satisfatérios (GOODROWE et al., 1988; DONOGHUE et al.,1992; POPE
et al., 1998; TSUTSUI et al., 2000; SANTANA, 2005). No presente experimento o
uso deste protocolo, associado a monta natural e coleta transcornual adaptada,
possibilitou a recuperagdo media de 10,9 embrides quando utilizaram-se 12
doadoras sem histérico de estimulacdo hormonal prévia, com taxa de
recuperacao de aproximadamente 56% (baseado no numero de corpos luteos). Ja
SANTANA (2005), com o uso de metodologia semelhante, embora tenha
apresentado uma taxa de recuperagao superior (66%), obteve um niumero meédio
de embrides por doadora menor (7,25 embrides em oito doadoras). No presente
experimento dois animais ndo responderam a estimulacdo hormonal e duas
doadoras apresentaram alta taxa de produgdo embrionaria, porém todos
degenerados (Tabela 4). Assim, se computarmos somente os embrides nao
degenerados coletados de doadoras responsiveis exogenamente a atividade
ovariana e ovulacdo, a média por animal seria 5,4 embrides, proximo ao
observado, de 5,25, por SANTANA (2005).

Embora tenha sido reportado em outras espécies, que o uso de
gonadotrofinas exogenas pode levar a luteinizagdo folicular com auséncia de
ovulagao (DIELEMAN & BEVERS, 1987; WESTFAHL, 1993) e reduzir
significativamente o transito de embrides através do oviduto (GRAHAM et al.,
2000), a taxa de recuperacdo apd6s 148 horas da primeira copula, nas gatas
estimuladas hormonalmente, foi semelhante ao observado para os dois animais
que apresentaram cio natural e ao relatado por SWANSON et al., (1994) de
56,4% utilizando seis gatas, também apresentando cio e monta natural.

A técnica de lavagem uterina transcornual, descrita por SANTANA (2005),
foi adaptada para o presente experimento, com o0 uso adicional de uma pinga
atraumatica revestida na sua extremidade por uma gaze estéril, posicionada na
extremidade caudal do corpo do utero cranial a cervix, devido a possibilidade de

extravasamento transcervical do meio de lavagem. Esta técnica mostrou ser tao
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eficiente ou mais que técnicas convencionais, uma vez que SWANSON et al.,
(1994), utilizando lavagem tubo-uterina apods salpingo-histerectomia, também
apos 148 horas da primeira copula, obtiveram os mesmos valores de recuperacao
embrionaria relatados no presente experimento.

No presente experimento, embora utilizando apenas dois animais com
manifestacédo natural do cio, a producdo média de corpos luteos (6,5) foi a mesma
observada por SWANSON et al., (1994) avaliando seis gatas nas mesmas
condicbes. Desta forma observa-se que o protocolo utilizado para inducéo
hormonal da atividade ovariana, aumentou em cerca de 198% a produgédo de
corpos luteos, quando comparado a animais com manifestagao natural do cio. No
presente trabalho, 148 horas apos a primeira cépula, a maioria dos embrides
recuperados encontravam-se no estagio de moérula compacta no utero,
semelhante ao observado por SANTANA, (2005) também em animais induzidos
artificialmente, e nao diferindo do relatado por SWANSON et al., (1994), para
animais com manifestacdo natural do cio. Porém, o uso de gonadotrofinas
exdgenas parece alterar a qualidade embrionaria, uma vez que apenas 32,7%
dos embrides recuperados apresentavam-se em graus | e Il, enquanto nas duas
gatas com manifestagdo natural do cio, estes embrides chegaram a 62% contra
81% descrito por SWANSON et al.,, (1994). Ou seja, o numero de embrides
produzidos parece ser inversamente proporcional a qualidade visto que fémeas
com alta produgdo embrionaria apresentaram todos os embrides degenerados
(Tabela 4).

O cultivo in vitro € um protocolo de manutencao e desenvolvimento de
embrides, com objetivos de adequacao a estagios desenvolvimentais para futuras
transferéncias e avaliagdo de metodologias de manipulagado. Para tal € necessario
condigdes controladas de atmosfera e meios de cultura. No sentido de se
estabelecer um protocolo padronizado e viavel para o controle de
experimentagdes em manipulacdes de embrides felinos, o presente experimento,
testou a viabilidade de cultivo, por 24 horas em meio TCM 199 enriquecido com
sais de Earle e suplementado com soro de vaca no cio (COSTA, 1997), em
atmosfera controlada de 5% de CO,, 95% de umidade a 39°C. Os embrides
testados apresentaram uma taxa de sobrevivéncia, com desenvolvimento até o
estagio de blastocisto expandido, de 77,7% sendo que as melhores taxas foram

observadas partindo-se de embrides em grau | de qualidade, principalmente
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blastocistos. Neste sentido, REICHENBACH et al., (2002) descrevem que
embrides de qualidade grau | e Il apresentam maior resisténcia podendo ser
mantidos em meio de cultivo, em temperatura ambiente por curtos periodos de
até 12 horas, ou mantidos em geladeira em temperatura de 2°C a 8°C até 12
horas, sem que haja perdas significativas da vitalidade embrionaria. Embrides de
qualidade inferior (grau lll) sdo bem mais sensiveis quando submetidos as
mesmas condigdes.

SWANSON et al., (1994) descrevem uma taxa de 93% de sobrevivéncia de
embrides felinos cultivados a fresco, em protocolo controle, usando meio M2
enriquecido com 0,4% de albumina sérica bovina. J& KANDA et al., (1995),
descrevem uma taxa de sobrevivéncia de 64,7%, de embrides felinos atingindo
blastocisto apds cultivo iniciado no estagio de moérula, em meio TCM 199 com sais
de Earle suplementados com 20% de soro fetal bovino. Desta forma o protocolo
proposto no presente experimento apresenta resultados compativeis com os
descritos acima.

O uso de felinos domésticos como modelo experimental € notoério e
justificado em inumeras publicagdes, em reproducdo assistida, visto a
semelhancga fisiolégica com a maioria dos felinos silvestres que, em sua grande
maioria encontram-se ameacados, vulneraveis ou mesmo em processo de
extingdo (FARSTAD, 2000). A gata doméstica ndo € somente um modelo valioso
para o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas, mas também tem uso
potencial como receptoras de embrides de muitas espécies de pequenos felinos
silvestres (POPE, 2000). Ndo obstante a grande contribuicdo ao avango
biotecnolégico para a preservagdo destas espécies, a produgdo assistida de
embrides e sua transferéncia a fresco (SANTANA, 2005) pode ser ainda
maximizada com o uso da criobiologia, visto o efeito complementar entre elas.
Assim, o objetivo dos muitos projetos em felinos baseia-se na busca de avangos
tecnolégicos do congelamento de embrides. O conceito de “zooldgico congelado”
langado por DRESSER et al., (1988), fundamenta-se principalmente no melhor
aproveitamento de material genético em populacdes cativas e de vida livre.

A criopreservacédo de embrides de gatos domésticos tem sido realizada
com resultados promissores através de modificagdes nas metodologias de
congelamento normalmente empregadas para embrides bovinos e de roedores.

Os crioprotetores mais comumente utilizados séo o glicerol, o etilenoglicol e o
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propilenoglicol (DRESSER et al., 1988; POPE et al., 1994; SWANSON et al.,1999;
GOMEZ et al., 2003). O principio fundamental da criopreservacgéo reside na
prevencao a desidratacdo excessiva das células e a formagéo de cristais de gelo
que lesariam severamente estruturas intracelulares (SEIDEL Jr.,, 1986).
Associagao glicerol e sacarose no meio permitem em uma taxa de resfriamento
especifica, a substituicdo controlada da agua intracelular pelo glicerol, impedindo
assim a deformacgdo celular e a formagdo de cristais de gelo durante o
congelamento (ALLER et al., 1995). Embora seja um crioprotetor eficiente o
glicerol apresenta alguns efeitos téxicos as células, sendo necessario sua
remogao do meio no processo de descongelamento (ALLER et al.,, 1995). A
sacarose por sua vez apresenta efeito crioprotetor também durante a fase de
reidratagcdo, apds o congelamento, ndo sendo necessario sua remogao posterior
(FRIEDLER et al., 1988).

A viabilidade da criopreservacédo de embrides pode ser avaliada apos o
descongelamento por transferéncia para receptoras ou por cultivo controlado in
vitro. DRESSER et al., (1988) descrevem o primeiro sucesso de nascimento de
filhotes oriundos de embrides congelados em um meio contendo PBS + 15% de
soro fetal bovino e 10% de glicerol, sem o uso de sacarose, obtendo 17 filhotes de
11 receptoras. Ja POPE et al., (1994) descrevem para embrides congelados em
meio contendo 1.4 molL™" de propilenoglicol + 0.125 molL™" de sacarose, uma taxa
de 73 % (n=22) de desenvolvimento in vitro apés o descongelamento, atingindo
os estadios de morula e blastocisto, em meio de cultivo tyrodes suplementado
com soro fetal bovino. Posteriormente embrides foram transferidos para quatro
receptoras, obtendo-se uma taxa de 50% de gestacdo. Segundo SWANSON et al.,
(1999), as melhores taxas de desenvolvimento in vitro, de embrides pré-
congelados foram obtidos por cultivo em meio M2 com 0,4% de albumina sérica
bovina e com o uso do etilenoglicol como crioprotetor (80% n=30). O uso de
propilenoglicol e glicerol apresentaram taxas significativamente menores com
respectivamente, 50 (n=30) e 40% (n=30) de desenvolvimento in vitro.

No presente experimento, cerca de 38,1% dos embrides submetidos ao
congelamento, com meio contendo glicerol associado a sacarose, desenvolveram
apos descongelamento. Ou seja, observou-se redugédo de aproximadamente 51%

na taxa de desenvolvimento geral nos embrides submetidos ao processo de
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congelamento com glicerol, em relagdo aos embrides cultivados a fresco.
Segundo GOMEZ et al., (2003), a habilidade de embrides felinos em
sobreviverem a criopreservacdo € dependente de suas caracteristicas
morfolégicas e desenvolvimentais. Neste sentido, os melhores resultados
observados no presente experimento partiram de embrides descongelados,
iniciando cultivo classificados como grau |, principalmente blastocistos, da mesma
forma que no cultivo a fresco. Apds 24 horas de cultivo, independente do estagio
inicial e do tratamento, todos os embrides que desenvolveram atingiram estagio
de blastocisto expandido. Embora seja descrito que todos os protocolos de
congelamento tenham o potencial de reduzir a qualidade inicial do embrido apos
24 horas de cultivo, os embrides felinos que desenvolveram no presente
experimento, independente da qualidade inicial e do tratamento, apresentaram
qualidade grau I.

O grau de desenvolvimento in vitro pode ainda ser avaliado por meio da
contagem do numero de células viaveis por embrido, estimando assim, os
possiveis danos sofridos pelos mesmos, quando submetidos ao processo de
congelamento (GOMEZ et al., 2003). Estes autores, quantificando o nimero de
células de embrides de gatos, a fresco e congelados com propilenoglicol
observaram que aos 8 dias, em estagio de blastocisto eclodindo, os embrides
apresentam em média de 225 e 220 células, respectivamente, ndo observando
efeito deletério significativo do protocolo de congelamento/descongelamento
utilizado. POPE et al., (1994) descrevem que embrides derivados de fertilizacao in
vitro, aos quatro dias, apresentam em média 50 células. Estes embrides
apresentaram melhor desenvolvimento (avaliado pelo numero de células), quando
submetidos a um protocolo de congelamento de exposicdo unica (1-step) em
relacdo a exposicao em duas etapas (2-steps) com propanadiol e sacarose.

No presente experimento, foram contabilizados em média 161+15,8
blastbmeros em embrides coletados ao sexto dia apdés a monta natural e
cultivados por mais 24 horas. Nao obstante as metodologias empregadas, o
numero médio de blastbmeros observado € compativel com esperado para
embrides de 7 dias de acordo com os dados da literatura para embrides felinos
domésticos. Ja os embridbes com a mesma idade, porém submetidos ao
congelamento, apresentaram reducgao (P<0,01) no numero médio de blastdbmeros

(139,1£11,8), o que, embora n&o inviabilizando o desenvolvimento in vitro,
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caracteriza um efeito deletério do protocolo de congelamento contendo a
associagao glicerol/sacarose.

Segundo ALLER et al.,, (1995), embrides que foram submetidos aos
processos de congelamento e descongelamento terdo menos blastdmeros viaveis

devido as injurias provocadas em todo o processo.
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3.8 CONCLUSOES

1- O protocolo de indug¢do da atividade ovariana e da ovulacao utilizado foi
efetivo na producdo de embrides felinos, de qualidade adequada para
congelamento, sendo que a qualidade foi inversamente proporcional ao numero
produzido.

2- A técnica de lavagem transcornual adaptada foi efetiva para a
recuperacao de embrides felinos.

3- Todos os embrides avaliados que desenvolveram, atingiram o estagio de
blastocisto expandido, apds 24 horas de cultivo em meio TCM 199 modificado,
independente do estagio desenvolvimental inicial, qualidade e protocolo utilizado
previamente.

4- O congelamento de embrides felinos, utilizando o glicerol associado a
sacarose como crioportetores, embora viavel, reduziu em 51% a taxa de
desenvolvimento e reduziu significativamente o numero de blastdmeros apés 24

horas de cultivo em meio TCM 199 modificado.
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