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RESUMO

SANTANA, Marcelo Lopes de, M.S., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de
2005. Colpocitologia, Indugdo da Atividade Ovariana e da Ovulagdo e
Transferéncia de Embrides a Fresco, em Gatos Domeésticos. Orientador: Tarcizio
Antdnio Rego de Paula. Conselheiros: Eduardo Paulino da Costa e Claudio César
Fonseca.

O experimento foi conduzido em duas etapas. A primeira etapa consistiu na
realizacdo de colpocitologia para avaliacdo do ciclo estral de gatas domésticas. Nesta
etapa foram monitoradas por um periodo de 12 meses, seis gatas adultas ndo gestantes,
sem raca definida, mantidas em um gatil em ambiente coletivo, sendo fornecido agua e
racdo ad libitum. Os animais foram monitorados diariamente quanto a manifestacoes
comportamentais das diferentes fases do ciclo estral, sendo obtidos trés esfregacos
vaginais semanalmente. Foram considerados os seguintes tipos celulares: células
parabasais e intermediérias, células superficiais e células anucleadas, sendo analisadas
cerca de 100 células em cada |lamina. Todos os animais avaliados apresentaram sinais
comportamentais caracteristicos das diferentes fases do ciclo estral durante todo o ano.
O nimero médio de ciclos foi de 11,2 ao ano, sendo 8,8 observados nos meses de maior
insolacdo e 2,4 nos meses de menor insolacdo média. Neste periodo a duracdo média
dos ciclos estrais foi de 22,5 dias, enquanto no outono e inverno a duracdo média dos
ciclos foi de 53 dias. as cdlulas parabasais e intermedi&rias estavam em maiores
proporcdes no pés-estro (57,4%), reduzindo drasticamente no proestro (22,1%) e
atingindo os menores valores observados no periodo de estro (15,95%). As células
superficiais apresentaram menores variagbes durante as fases do ciclo estra sendo
28,7% no pos-estro, 43,6% no proestro e 33,2 % no estro. JA as células anucleadas
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apresentaram aumento considerdvel do periodo de proestro para o periodo de estro (34,3
% para 51,0 %), sendo no periodo de pds-estro registrado os menores valores (13,9%).
A segunda etapa consistiu na inducéo da atividade ovariana e da ovulagdo, objetivando
coleta e transferéncia de embrides. Nesta etapa foram utilizadas, dezesseis gatas
domésticas adultas e dois machos adultos reprodutores. Todas as fémeas receberam uma
nica aplicacdo de 150 Ul de gonadotrofina coridnica eqliina (eCG) no pds-estro, como
indutor da atividade ovariana, e 80 a 84 horas apos, receberam uma Unica aplicacéo de
100 Ul de gonadotrofina coriénica humana (hCG) como indutor da ovulagdo. Apés a
aplicagdo de hCG, oito gatas doadoras foram naturalmente acasaladas. As oito gatas
receptoras receberam estimulo extra de inducdo da ovulacdo através da manipulacéo de
um swab intravaginal. De cinco a seis dias ap0s a aplicacdo de hCG, as gatas foram
submetidas a uma laparotomia, para a coleta dos embrides, a qual foi efetuada através
de lavagem uterina transcornual. Foram cirurgicamente inovulados em média seis
embrides, classificados como morula compacta e blastocisto dos tipos | alll, em quatro
receptoras. Trés animais apresentaram gestacdo confirmada por ultrassonografia aos 36
dias sendo que destes dois animais pariram ninhadas com dois e quatro filhotes,
respectivamente 66 e 63 dias apds a inducdo da ovulacdo. Excetuando-se um natimorto,

todos os filhotes apresentaram desenvolvimento normal.



ABSTRACT

SANTANA, Marcelo Lopes de, M.S., Universidade Federal de Vicosa, February 2005.
Colpocitology, Induction of the Ovarian Activity and of the Ovulation and
Fresh Embryo Transfer, in Domestic Cats. Adviser: Tarcizio Anténio Rego de
Paula. Committee members: Eduardo Paulino da Costa and Claudio César Fonseca.

The experiment was led in two stages. The first stage consisted of the
accomplishment of colpocitology for evaluation of the cycle estral of domestic cats. In
this stage six queens non pregnant, without defined race, were monitored by a period of
12 months and maintained in a collective atmosphere, being supplied water and ration
ad libitum. The animals were monitored daily as to estrous behavior of the different
phases of the estrous cycle, being weekly obtained three vagina smears. The following
cellular types were considered: Parabasal Cells and Intermediate Cell; Superficial Cells
and Anuclear Cells, being analyzed and quantified about 100 cells in each sheet. All the
appraised animals presented estrous behavior of the different phases of the cycle estral.
The medium number of cycles was from 11,3 a year and about 70% of the estrous
cycles they showed in the period of November to April (spring and summer). In this
period the medium duration of the estrous cycles in the researched animals, was of 22,5
days, while in the autumn and winter the medium duration of the cycles was of 53 days.
The Parabasal Cells and Intermediate were in larger proportions in the post-estrus
(57,4%), reducing drastically in the proestrus (22,1%) and reaching the smallest values
observed in the estrus (15,95%). The superficial cells presented smaller variations
during the phases of the estrous cycle being 28,7% in the post-estrus, 43,6% in the
proestrus and 33,2% in the estrus. The Anuclear Cells already presented considerable
increase of the period of proestrus for the estrus (34,3% for 51,0%), being in the period
of post-estrus registered the smallest values (13,9%). The second stage consisted of the
induction of the ovarian activity and of the ovulation, aiming at collection and transfer

of embryos. In this stage were used, sixteen queens and two tom. All the females



received an only application of 150 Ul of Gonadotrofina Equine Coridnica (eCG) in the
post-estrus, as inductor of the ovarian activity, and 80-84h after they received an only
application of 100 Ul of Chorionic Gonadotropins Human Coridnica (hCG) as inductor
of the ovulation. After the hCG application, the queens donors were just coupled
naturally. The recipients received extra incentive of induction of the ovulation through
the manipulation of a swab intravaginal. Targeting recovery from donors, the uterus
were excised six days after hCG administration from donors under general anesthesia,
and the uterine horns were flushed downward. The embryos were infused into the
uterine horn on average six embryos, classified as compacted morulae and early
blastocysts of the types |, I1, I11 in four recipients. Three animals impregnated, these two
animals had two and four newborns respectively, and duration of pregnancy was
respectively 66 and 63 days after the induction of the ovulation. Being excepted one
newborn, all the newborns presented normal devel opment.
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1.0 ANTECEDENTES

1.1 INTRODUCAO

O gato doméstico tem sido usado intensamente como modelo experimental para
0 desenvolvimento de técnicas de reproducdo assistida incluindo maturacdo e
fertilizacdo de embrides in vitro (Bowen, 1977; Johnston et a., 1996; Karja et a.,
2002), acompanhamento da embriogénese e migracdo embrionédria (Swanson et a.,
1994), desenvolvimento de embrides in vitro (Goodrowe et al. 1988; Skrzyszowska et
al., 2002; Gémez et a., 2003), inducdo artificial da ovulagdo (Greulich, 1934; Tsutsui et
al., 1989), cultivo de embribes (Jewgenow et al., 1995; Murakami et al., 2002;),
transferéncia de embries (Tsutsui et a., 2000; Kitiyanant et al., 2003) e
criopreservacao de embrides (Ballou, 1992; Gomez, et al., 2003), tendo em vista o seu
uso potencial em espécies de felideos ndo domésticos (Swanson et al., 1996; Pope,
2000).

A crescente degradacéo ambiental provocada pelos desmatamentos, construcoes
de barragens, acidentes como derramamento de produtos quimicos, e queimadas, tém
como consequéncia direta a reducdo e a fragmentacdo dos inUmeros ecossistemas,
levando uma grande diversidade de espécies a sofrerem rapido declinio em seu nimero
com consequente perda da diversidade genética (Guimaraes, 2002). A pressdo continua
de caca ilegal e a diminuicdo progressiva do habitat levaram, segundo os critérios de
Mace & Lande (1991) e IUCN (1995), a inclusdo de todas as espécies de felideos
silvestres brasileiras a condicdo de ameagadas de extincdo. Devido a isto, nos uUltimos
dez anos, a conservacdo destes felideos tem sido foco da pesquisa em reproducédo e de
programas de treinamento voltados para as Américas principalmente Brasil, México e
U.SA. (Swanson & Brown, 2004).

Técnicas de reproducdo assistida podem viabilizar a manutencdo de uma
variabilidade genética nas populacdes em cativeiro e selvagens, visto estas Ultimas
estarem muitas vezes presentes em habitats fragmentados, o que limita as trocas génicas
e promove consanglinidade (Wildt et al., 1993; Swanson et al., 1996). Desta forma, a
troca de material genético entre instituicdes, e até mesmo em populagdes selvagens,

pode ser realizada com diminuicdo dos custos de transporte e do estresse nestes animais.



1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Ciclo Estral da Gata Doméstica

O gato doméstico é classicamente definido como uma espécie poliestral sazonal
nos paises do hemisfério norte. Segundo Jemmett & Evans (1977), neste mesmo
hemisfério, mais da metade dos animais de pélo curto ciclam durante todo o ano e
animais de pélo longo apresentam periodos de anestro. Em condicBes de laboratorio,
com 12 a 14 horas de luz/dia, 0 anestro pode ser reduzido e mesmo eliminado em gatas
(Johnston et al., 1996; Pope, 2000). Nas condicdes climéticas brasileiras, poucos relatos
foram observados. Avila et al. 2003 descreveram que na Zona da Mata mineira, gatas
mantidas em condi¢des de iluminacdo natural, sem haver o coito, ciclaram durante todo
0 ano, nd sendo observada presenca de anestro. Estes animais sdo ovuladores
induzidos, ou sgja, a ovulagdo sO ocorre depois do coito, que induz a liberacdo do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que por sua vez leva ao aumento sérico
do horménio luteinizante (LH), culminando com a ovulacdo (Wildt et al., 1980; Johnson
& Gay, 1981; Goodrowe et al., 1989). Porém, o aumento sérico da progesterona em
animais que ndo copularam, sustenta a hipotese da ovulagcdo esponténea ou da
luteinizacdo folicular em algumas gatas, provavelmente quando estas recebem estimulo
visual ou pelaliberacdo de feroménios provenientes do acasalamento de outras gatas no
estro (Johnston et a.,1996; Johnston et a., 2001).

Enquanto um anico coito é suficiente para estimular a liberacdo de LH na
coelha, outra ovuladora induzida (Hilliard et al., 1964), a gata usuamente necessita de
multiplos coitos para estimular atas taxas de ovulacéo (Concannon, 1980; Goodrowe et
al., 1989), embora um Unico coito tenha sido capaz de induzir a ovulacdo em algumas
gatas (Wildt et al., 1980; Wildt et a., 1981; Schimidt et a ., 1983).

Outros estimulos, que ndo o coito, incluindo estimulagdo direta da vagina e a
administracdo de horménios como a gonadotrofina coriénica humana (hCG) e o
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), mostraram ser eficientes em estimular a
liberacdo de ovdcitos maturos (Pope et a., 1993; Pope, 2000). Greulich (1934)
estimulou diretamente a vagina de gatas no estro com um bastdo de vidro numa

profundidade em torno de 1,5 cm. Entre 25 e 144h apls a estimulacdo, realizou



ovariohisterectomia em todos animais, constatando pontos hemorrégicos na superficie
ovariana.

Os estagios do ciclo estral da gata incluem: proestro, estro, poés-estro, diestro e
anestro (Johnston et al., 2001). A duracdo do ciclo estral, na auséncia de coito, varia
entre 14 e 21 dias (Goodrowe et a., 1989). Na figura 1 observa-se a relagdo entre os
possiveis estégios do ciclo estral da gata doméstica.

O proestro € dificilmente observado (Shille et a., 1979; Christiansen, 1988),
sendo que na maioria das gatas se confunde com o estro (Johnston et al., 2001). Quando
0 proestro ocorre, é caracterizado pelo comportamento de esfregar-se contra objetos,
agachamento, sapateamento, lordose, vocalizagéo e lateralizacdo da cauda sem que
ocorra a aceitacdo ao macho. A duracdo deste estégio é de zero a dois dias (Johnston et
al., 2001). A fase do proestro est4 associada a um abrupto aumento na concentracéo de
estrégeno circulante devido a um rapido crescimento folicular.

O estro é de fécil observacdo, durando em média de 5 a 7 dias (Christiansen,
1988; Pope, 2000) ocorrendo aceitacdo ao macho. E neste estégio que ocorre a méxima
atividade folicular e maior secrecdo de estrégenos na fémea. As caracteristicas
comportamentais durante 0 estro sdo: sapateamento e flexdo dos membros;
hiperextensdo dos membros pélvicos causando lordose; lateralizacdo da cauda e
apresentacao da vulva paraamonta; vocalizacéo (Johnston et al., 2001).

Caso ndo ocorra o0 coito, 0 proximo estagio € denominado de pés-estro, sendo
um periodo de 8 a 10 dias sem manifestacdes de comportamentos sexuais até o proximo
ciclo (Johnston et al., 2001).

O diestro é afase luteal do ciclo estral, que sucede ao estro em gatas que foram
induzidas a ovular. Em animais que copularam, porém falharam na concepcéo, a
duracdo deste periodo é em torno de 40 dias sendo denominado de pseudogestacéo
(Goodrowe et al., 1989; Johnston et a., 2001). Nas gatas que tiveram sucesso na
concepcao, a persisténcia luteal dura aproximadamente 60 dias para a manutencdo da
gestacdo, finalizando com a regressao do corpo |Uteo e queda da progesterona a niveis

basais préximo ao parto.
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Figura 1- Inter-relacdo entre possiveis estagios do ciclo estral de gatas
domésticas (Johnston et al., 2001).

A atividade ovariana nas gatas esta diretamente correlacionada com a duragdo do
fotoperiodo, assim, gatas podem apresentar auséncia de atividade ovariana em
determinada época do ano, nagueles paises com marcada variacdo sazona da
luminosidade dia. Esta fase € denominada de anestro sazonal (Chakraborty et al., 1979;
Johnston et a., 2001). Ja em paises onde a variagdo de insolagdo é menor, como no caso
do Brasil, esta inatividade sazonal, quando ocorre, € bem atenuada havendo apenas um
aumento no intervalo entre os ciclos estrais no outono e inverno (Avilaet a., 2003).

A morfologia ovariana durante o periodo ovulatério foi fotograficamente
documentada (Wildt et al., 1977; Wildt & Seager, 1978). Os foliculos maturos (foliculos
de Graaf) sdo vistos como suaves proeminéncias na superficie ovariana (3 a 5mm de
didmetro), em marcado contraste com os avermelhados e proeminentes corpos
hemorragicos pos-ovulatérios. O corpo hemorragico da lugar ao corpo luteo (CL) entre
o terceiro e o quarto dia apds o coito, ainda permanecendo pontos hemorrégicos em sua
superficie. Entre os dias 12 e 16 apds o coito, 0 corpo |Uteo apresenta uma coloracdo
alaranjada e didmetro em torno de 4,5mm (Wildt et al., 1981).



Fisiologicamente na gata, cerca de trés a sete foliculos primordiais se
desenvolvem até um didmetro de 1 a 2mm durante o proestro (Christiansen, 1988;
Goodrowe et a., 1989). Depois do coito, os folicul os ativados aumentam em tamanho e,
na ovulacdo, o ovacito é liberado juntamente com as células da corona radiata e do
cumullus oophoros (Goodrowe et a., 1989). Segundo Christiansen (1988), a ovulacéo
ocorre de 24 a 50 horas ap6s o coito. Ja Wildt et al. (1981) monitoraram por
laparoscopia 0 momento da ovulacéo verificando sua ocorréncia em torno de 56 h ap6s

0 primeiro coito.

1.2.2 Desenvolvimento Embrionério

O desenvolvimento embrionario in vivo na gata doméstica apresenta-se de
maneira bifasica, com uma clivagem inicia mais lenta, seguido de um periodo de
sucessivas clivagens em curto espaco de tempo. A maioria dos embrides sofre a
primeira clivagem 64 horas ap6s o coito, sendo que as 76 horas, a maioria dos embrides
j& sofreu sua terceira clivagem, permanecendo ainda na tuba uterina durante as 136
horasiniciais apds o coito (figura 2). A partir desse periodo os embrides entram no Utero
no estégio de mérula compacta e blastocisto inicial, cerca de 5,5 dias ap6s 0 primeiro
coito (figura2) (Swanson et al., 1994).

Antes da implantacdo embrionéria, ocorre migracdo embrionaria. Swanson et al.
(1994) observaram mais pontos de implantacdo em um corno uterino do que corpos
|teos no ovario ipsilateral. A implantagdo embrionéria comega aos 13 dias apds o coito,
depois do rompimento da zona peltcida no dia 12 (Dresser et al., 1988).

O periodo de gestacdo dura em média 66 dias variando de 62 a 71 dias do
primeiro coito (Tsutsui et al., 1993; Root et a., 1995; Johnston et al., 1996; Johnston et
al., 2001). Os métodos de diagndstico de gestacdo mais utilizados séo: palpacdo trans-
abdominal, ultra-sonografia e radiografia. Segundo Johnston et al. (1996) o tamanho da
ninhada esta entre um e cinco filhotes, com média de 3,7 por parto, ndo existindo

relacdo entre nimero de filhotes e a duracéo da gestag&o.



| . _
\ TUBA UTERINA UTERO /

| ﬁ

|

sEseee 2 @

Embrizo ménila compacta

4_////|
|
H i I ——rt : : | . .
Oh 24h 50h G4h  7Eh 100h  124h 148h 212h  480h
_ r * A
Cuoito Ovulacao Fertilizacdo Implantacdo

Figura 2- Esguema de ovulacdo, fertilizacdo do ovdcito e desenvolvimento
embrionario em gatas domésticas.

1.2.3 Aspectos Endécrinos da Reproducéao

O comportamento estral ocorre durante o pico de crescimento folicular com
elevacdo do 170 estradiol no plasma acima de 70 pmol.L™, ocorrendo simultaneamente
a cornificagado da mucosa vagina (Shile et a., 1979). A flutuacdo nas concentracoes
séricas de 170 estradiol esta relacionada com a dindmica folicular, sendo causada
principalmente pela maturacdo e ruptura do foliculo (Wildt et a., 1981). Os autores
comentam ainda que ndo existe qualquer relacdo direta entre a concentracdo ou duracdo
de 170 estradiol circulante com menor ou maior resposta do LH, porém titulos maiores
que 20 pg/mL de 170 estradiol plasmético estéo relacionados com a receptividade
sexua dafémea e intensaatividade folicular.

As concentragdes séricas de LH permanecem <10 ng/mL até que estimulo
suficiente, copulatorio ou outro, inicie a sua liberacdo pela hipdfise. Perfil similar é
observado para as gatas que ovulam com um anico coito (Wildt et al., 1980). O nimero
de coitos esta intimamente relacionado com a resposta hipofiséria de LH. Quando

multiplos coitos ocorrem com interval os menores que 2 horas, o pico de LH € alcancado



rapidamente e declina a valores basais 12-24 horas ap6s os coitos (Concannon et al.,
1980; Shille et al., 1983). Coitos ocorrendo a cada 3 horas, aumentam a duracdo da
liberacdo de LH e os valores permanecem elevados por 24 horas ap0s 0 primeiro coito,
decrescendo a valores basais 38 horas apés o primeiro coito (Wildt et a., 1980;
Schimidt et a. 1983). Segundo Wildt et al. (1981) pode ocorrer uma segunda onda de
LH, de menor duracdo e intensidade, cerca de 24 horas ap6s a onda pico de LH. Coitos
nos dois primeiros dias do estro originam ondas de LH de maior duracéo e intensidade
guando comparados a coitos apds o segundo diado estro (Wildt et al., 1981).

As concentragdes observadas no pico de LH apos a coito (50-70 ng/mL) (Wildt
et a., 1980, 1981; Schimidt et al., 1983) sdo 10 a 50% menores que 0s hiveis maximos
gue a hipdéfise é capaz de produzir. O pico de LH apds a administracdo de GnRH
exogeno chega a 540 ng/mL e 115 ng/mL em fémeas no estro e no anestro,
respectivamente (Chakraborty et al., 1979).

Durante 0 estro, as concentracbes de progesterona circulantes permanecem
<1ng/mL até o pico de LH surgir. Paape et al. (1975) verificaram que a ovulacdo ocorre
48 h antes do aumento da progesterona. Contudo, amostragens sanguineas sequenciais
tém demonstrado que o0 aumento da progesterona é coincidente com a ovulacdo (Wildt
et al., 1981; Schimidt et al., 1983).

Evidéncias enddcrinas e histologicas indicam que o CL na gata pseudogestante
permanece funcional por 35-44 dias (Paape et a., 1975; Verhage et a., 1976; Wildt et
al., 1981). Dados enddcrinos sugerem que o CL, na gata gestante, permanece funcional
por toda a gestacao, regredindo préximo ao pés-parto (Verhage et al., 1976; Schimidt et
al., 1983).

A fase lutea € definida como o intervalo apds o coito, apresentando
concentracdes de progesterona sérica >1 ng/mL (Shille et a., 1979; Wildt et al., 1981).
Na gata pseudogestante, a fase luteal inicia-se a partir do 4° dia apds o coito, sendo que
0 pico de progesterona sérica acontece por volta do 14° dia depois do coito (60-90
ng/mL). Este pico € sustentado até o 41° dia e entdo decresce a valores inferiores a
Ing/mL (Verhage et a., 1976; Wildt et a., 1981; Johnston et al., 2001). A
administracdo de Prostaglandina F2a (PGF2a) em gatas na fase luteal, ndo induz a
regressso do corpo lateo (CL) formado apdés o cruzamento com um macho
vasectomizado (Shille et al., 1979) ou pela administracéo parenteral de hCG (Wildt et

a., 1979). O CL ndo decresce em tamanho e a concentracdo de progesterona circulante



permanece constante. O Utero também ndo influencia o processo de lutedlise, visto que
experimentos realizando histerectomia em gatas, ndo causaram a regressdo do CL
(Shilleet al., 1979; Wildt et al., 1979; Weeler et al. 1994).

A progesterona sérica na gata gestante geralmente tem um pico proximo ao dia
26 (Dia 1= diado pico de LH) (Schimidt et al., 1983). Em gatas, 0 pico de progesterona
tem sido mensurado de 11 a 60 dias apds a ovulagdo com concentraces entre 13,5 a
57,0 ng /mL, sugerindo que os niveis circulantes desse hormdnio ndo sdo bons critério
paraidentificacdo da gestacdo (Schimidt et al., 1983). Os niveis de progesterona na gata
prenhe so mantidos por 25 a 28 dias a mais do que na gata pseudogestante (V erhage et
al., 1976; Schimidt et al., 1983), sendo que a concentracdo sérica de progesterona é de
12,7-15,9 nmol.L™ préximo ao parto e reduzindo a 3,18 nmol.L ™ imediatamente apés o
parto (Johnston et al., 1996).

1.2.4 Exames Auxiliares Para a Diferenciacdo das Fases do Ciclo Estral

A deteccéo das diferentes fases do ciclo estral da gata é possivel por meio de
acompanhamento colpocitolégico (Toniollo et a., 1995; Avila et al., 2003). Schutte
(1967) observou que cada fase do ciclo estral apresenta caracteristicas proprias,
inclusive citologicamente, porém sua definicdo sO € possivel por meio de sucessivas
leituras de esfregagos. No hemisfério norte as gatas sdo descritas como poliestrais
sazonais, comumente apresentando ciclos, principalmente nas estagdes primavera e
verdo (Pratt, 1983). JA nas condicOes climaticas brasileiras, onde a alteracdo de
incidéncia luminosa é pequena, estes animais ciclam durante o ano todo (Avila et al.
2003; Mattos et a., 2003). Segundo Pratt (1983) as células da mucosa vaginal durante o
proestro, apresentam nucleos proeminentes, numa propor¢ao entre nicleo e citoplasma
(N: C) de aproximadamente 1:1. Com o aparecimento do estro, estas células tendem a
aumentar o volume de citoplasma apresentando bordas irregulares e queratinizadas, ao
mesmo tempo em que os nlcleos tornam-se picndticos, reduzindo intensamente a
propor¢cao N:C para 1:6 a 1:10. Shille et al.(1979) observaram que a cornificacéo da
mucosa vaginal ocorre durante o pico de crescimento folicular com elevacéo plasmética
do 170 estradiol acima de 70 pmol.L ™ ocorrendo simultaneamente ao comportamento
estral.



1.2.5 Inducéo da Atividade Ovariana e da Ovulagdo Com o Uso de Gonadotr ofinas

Coribnicas

A gonadotrofina coridnica eqguina (eCG) ou o hormonio foliculo estimulante
(FSH), podem ser utilizados para a inducdo de atividade ovariana e a gonadotrofina
coriénica humana (hCG) pode ser usada para inducdo da ovulacéo em felideos (Platz, et
al. 1978; Pope et al., 1998). Os resultados obtidos desta inducéo exdgena da atividade
ovariana e ovulagdo sdo semelhantes aos observados na reproducdo natural (Cline, et
al., 1980). Mattos et al. (2003) avaliaram esfregacos vaginais em gatas domésticas
tratadas com diferentes doses de eCG e hCG, e observaram que ndo houve diferenca
estatistica na propor¢do dos tipos celulares entre os grupos tratados. Devido ameiavida
plasmética do eCG ser longa, aproximadamente 120 h, uma Unica injecdo do mesmo
estimula a atividade folicular em felideos, ao contrario do FSH, que deve ser ministrado
em vérias dosagens diérias devido a sua curta persisténcia circul atoria.

Para a coleta de embrides, o tratamento com gonadotrofina deve ser iniciado
preferencialmente no estagio pds-estro, o qual pode ser determinado pela auséncia de
comportamento do estro ou acompanhamento por citologia vaginal. V&rios protocolos
(intervalos e dosagens) ja foram testados, tendo resultados variados em relacdo ao
nimero de embrides, bem como a qualidade dos mesmos. Os melhores resultados foram
obtidos utilizando 100 Ul hCG ap6s 80-84h da aplicacdo do eCG (Goodrowe €t al.,
1988; Donoghue et al.,1992; Pope et al., 1998).

Segundo Swanson et a. (1995) o uso das gonadotrofinas para inducdo da
atividade ovariana em intervalos muito curtos, estimula a sintese de imunoglobulinas
gue neutralizam o efeito desgjdvel das gonadotrofinas. Para prevenir a producdo dessas
imunoglobulinas, um intervalo de aproximadamente seis meses deve ser respeitado
entre os regimes de indugdo ovulatoria

1.2.6 Biotecnologias da Reproducéo Assistida em Felideos

O sucesso no processo de inseminacdo artificial em felideos é dependente do

sitio de deposito de sémen no trato genital feminino. Baixas taxas de gestacdo sdo
observadas com o deposito intravagind (Platz et a., 1978). Howard (1999)



responsabiliza a anestesia pelo comprometimento no transporte espermético em fémeas
ndo cirurgicamente inseminadas. Para contornar este problema, foi desenvolvida a
técnica de inseminacdo intra-uterina (Howard et a., 1992), embora mesmo esta
apresente resultados dependentes do momento da anestesia. Se esta for feita no periodo
pré-ovulatério apenas algumas fémeas ovulam e a taxa de prenhes é baixa. Porém, se a
intervencao cirargica for realizada no periodo pds-ovulatério a taxa de prenhés se eleva
para 50% (Howard et a., 1992; Donoghue et al., 1996). A ovulacdo induzida ocorre
cerca de 25 a 27 horas apds a injecdo de hCG. Assim, a anestesia para a inseminacéo
artificial ndo deve exceder a 36 horas apOs a aplicacdo do hCG, visto que a
degeneragd0 do ovdcito iniciase logo ap6s a ovulagdo, com viabilidade ndo
ultrapassando 14 horasin vivo (Howard et al., 1992).

A fertilizacdo de ovécitos em felideos pode ser conseguida através de monta
natural (Kraemer et a., 1979), inseminacdo artificial (Howard et al., 1992; Donoghue et
al. 1996; Swanson et al., 1996), fertilizagcdo in vitro (Bowen, 1977; Johnston et al.,
1989; Pope et a., 1993) e até mesmo injecdo intracitoplasmética de espermatozéide
(Pope et al., 1998). A coleta do sémen para fertilizacdo pode ser feita através de
manipulacdo digital, vagina artificial (Platz et al., 1978), eletrogjaculacdo (Goodrowe et
al., 1989; Pope et a., 1993; Swanson et al., 1996; Donoghue et al., 1996; Howard,
1999) e mesmo da recuperacdo de espermatozdides do ducto deferente ou da cauda do
epididimo, apds orquiectomia (Bowen, 1977; Niwa et a., 1985) ou post-morten
(Goodrowe et al., 1989).

A recuperacdo de embrifes e sua transferéncia intra e inter especifica, tem sido
alcancada em felideos (Kraemer et al., 1979; Bowen et a., 1982; Pope et al., 1993;
Pope, 2000). O momento ideal para recuperacdo na gata doméstica estéd entre 6 e 9 dias
apos o coito (Kraemer et a., 1979), visto que nestes animais os embrides entram no
Utero 4,5 a 5 dias apds a ovulagdo, a maioria em estédgio de morula (Swanson et al.,
1994) com implantacéo destes proximo aos 13 dias apds o coito (Dresser et al, 1988).
As fémeas receptoras podem estar naturalmente sincronizadas e a estimulacdo da
ovulagcdo ser conseguida por meio do cruzamento com gatos vasectomizados (Kraemer
et a., 1979) ou serem sincronizadas através do uso parenteral de gonadotrofinas
coridnicas (Goodrowe et al., 1989; Pope et al., 1993, 1998; Pope, 2000).

Swanson & Godke (1994) propdem uma técnica transcervical de recuperagdo e

transferéncia de embrides menos invasiva, porém por dificuldades no trato genital
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feminino a técnica mais utilizada ainda é por meio de intervencéo cirargica (Kraemer et
al., 1979; Dresser et a., 1988; Kanda et al., 1995; Pope, 2000; Tsutsui et a., 2000). O
procedimento descrito consiste na redlizagcdo de laparotomia com exposicdo de um
corno uterino, introducéo de cateteres em suas extremidades e lavagem uterina para a
coleta dos embrides, sendo o procedimento repetido no corno contralateral. Outra
técnica descrita € a lavagem uterina transcornual, que consiste na lavagem de ambos 0s
cornos simultaneamente, com taxas de recuperacdo de embrides semelhantes a técnica

tradicional, com vantagens de ser mais rapida e menos traumética (Santana et al. 2004).
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2.0 Colpocitologia e Avaliacao do Ciclo Estral em Gatas Domésticas Sob
Condigdes de Luminosidade Natural nas Diferentes Estacbes do Ano.

RESUMO

Foram monitoradas por um periodo de 12 meses, seis gatas adultas ndo
gestantes, sem racga definida, mantidas em um gatil em ambiente coletivo, sendo
fornecido agua e racdo ad libitum. Os animais foram monitorados diariamente quanto a
manifestacdes comportamentais das diferentes fases do ciclo estral, sendo obtidos trés
esfregacos vaginais semanalmente. Foram considerados os seguintes tipos celulares:
células parabasais e intermediarias, células superficiais e células anucleadas, sendo
analisadas e quantificadas cerca de 100 células em cada |amina. Todos os animais
avaliados apresentaram sinais comportamentais caracteristicos das diferentes fases do
ciclo estral durante todo 0 ano. O nimero medio de ciclos foi de 11,2 ao ano, sendo 8,8
observados nos meses de maior insolacdo e 2,4 nos meses de menor insolagdo média
Neste periodo a duracdo média dos ciclos estrais foi de 22,5 dias, enquanto no outono e
inverno a duracdo média dos ciclos foi de 53 dias. as células parabasais e intermediérias
estavam em maiores propor¢cdes no pos-estro (57,4%), reduzindo drasticamente no
proestro (22,1%) e atingindo os menores valores observados no periodo de estro
(15,95%). As células superficiais apresentaram menores variacdes durante as fases do
ciclo estral sendo 28,7% no pés-estro, 43,6% no proestro e 33,2 % no estro. Ja as
células anucleadas apresentaram aumento consideréavel do periodo de proestro para o
periodo de estro (34,3 % para 51,0 %), sendo no periodo de pés-estro registrado os

menores valores (13,9%).

Palavras-chave: Gatas domésticas; Colpocitologia; Ciclo Estral.
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ABSTRACT

Six gueens non pregnant, without defined race, were monitored by a period of 12
months and maintained in a collective atmosphere, being supplied water and ration ad
libitum. The animals were monitored daily as to estrous behavior of the different phases
of the estrous cycle, being weekly obtained three vaginal smears. The following cellular
types were considered: Parabasal Cells and Intermediate Cell; Superficial Cells and
Anuclear Cells, being analyzed and quantified about 100 cells in each sheet. All the
appraised animals presented estrous behavior of the different phases of the cycle estral.
The medium number of cycles was from 11,3 a year and about 70% of the estrous
cycles they showed in the period of November to April (spring and summer). In this
period the medium duration of the estrous cycles in the researched animals, was of 22,5
days, while in the autumn and winter the medium duration of the cycles was of 53 days.
The Parabasal Cells and Intermediate were in larger proportions in the post-estrus
(57,4%), reducing drastically in the proestrus (22,1%) and reaching the smallest values
observed in the estrus (15,95%). The superficial cells presented smaller variations
during the phases of the estrous cycle being 28,7% in the post-estrus, 43,6% in the
proestrus and 33,2% in the estrus. The Anuclear Cells already presented considerable
increase of the period of proestrus for the estrus (34,3% for 51,0%), being in the period
of post-estrus registered the smallest values (13,9%).

Key words: Cats, Colpocytology, Estrous Cycle
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2.1 INTRODUCAO

O ciclo reprodutivo dos carnivoros domeésticos e silvestres apresenta
caracteristicas extremamente especificas em relacdo as demais ordens animais. Mesmo
nos carnivoros domésticos a quantidade de informacfes ainda estd aquém dagquela
veiculada em animais de maior exploragdo zootécnica. Especificamente em relacéo a
morfofisiologia reprodutiva felina, aspectos basi cos ainda necessitam serem definidos.

Segundo Burke (1975) as gatas atingem a puberdade entre 4 e 12 meses de
idade, embora Joshua (1971) tenha observado que gatas com menos de 3 meses de idade
podem apresentar 0 1° estro. J& para Shille & Stabenfeldt (1978), o estabelecimento da
puberdade esta mais relacionado com o peso corporal atingido pelo anima (2,3 a 2,5
Kg) do que com a idade. Gatas domésticas apresentam ciclo reprodutivo classificado
como poliestral sendo que, mais da metade dos animais de raca de pélo curto ciclam
durante todo ano e animais de ragas de pélo longo apresentam um periodo de anestro em
condicdes naturais de luz (Jemmett & Evans 1977). Em condi¢des de laboratorio,
animais submetidos 12 a 14 horas de luz/dia, 0 anestro pode ser reduzido e até mesmo
eliminado (Pope, 2000).

A duracdo do ciclo estral da gata, na auséncia de cOpula, € de 14 a 21 dias
(Groodrowe et a., 1989). Estes animais séo ovuladores induzidos, ou sgja, a ovulagdo
sb ocorre apos 0 coito, que desencadeia um processo de liberacdo do hormbnio GnRH
(horménio liberador de gonadotrofinas), que por sua vez leva ao aumento sérico do
hormonio LH (horménio luteinizante) culminando com a ovulag&o (Wildt et a. 1980;
Johnson & Gay, 1981; Goodrowe et al. 1989).

Na coelha, outra espécie ovuladora induzida, um Unico coito € capaz de
desencadear aliberacéo de LH com conseqguiente ovulacdo (Hillard et al. 1964). Embora
a gata também apresente liberagdo de LH circulante apds um anico coito, altas taxas de
ovulacdo somente sdo observadas quando multiplos coitos sdo efetuados (Concannon,
1980; Wildt et al.,1980; Wildt et al.,1981;Schimidt et al.,1983).

Os estagios do ciclo estra na gata podem incluir: proestro, estro, péds-estro,
diestro e anestro. O proestro, quando manifestado, pode durar até 2 dias, no qua as
fémeas atraem os machos para o coito, porém, ainda ndo se apresentam receptivas. Esta
fase estd associada a um abrupto aumento nas concentracdes de estrogeno circulante
(Johnston et al., 2001).
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O estégio seguinte é denominado estro, de facil identificacdo, com duracdo
média de 5 a 7 dias, sendo diferenciado do proestro pela aceitagdo do macho (Shille et
a., 1979; Christiansen, 1988; Pope, 2000). E neste est4gio que ocorre a méxima
atividade folicular e maior secrecdo de estrégenos (Johnston et a., 2001). N&o
ocorrendo o coito, ocorre regressao folicular instalando-se assm um periodo
denominado de pds-estro, com duracdo de 8 a 10 dias. Havendo o coito, instala-se uma
fase luteal, com duracdo variavel, na qual afémea ndo mais apresenta receptibilidade ao
macho. Gatas que falharam na concepcao apresentam um periodo de persisténcia luteal
de aproximadamente 40 dias, também denominado pseudogestacdo (Verhage et al.,
1976; Goodrowe et a., 1989; Johnston et al., 2001). Ja em animais gestantes, a fase
luteal perdura até o parto, com aproximadamente 60 dias (Johnston et al., 2001).

O anestro é o periodo de inatividade ovariana descrito em animais do hemisfério
norte. Nesta fase a fémea ndo atrai machos, ndo apresenta comportamento sexual nem
exibe evidéncias de atividade ovariana (Chakraborty, et al., 1979; Johnston et al., 2001).

Durante o ciclo estral da gata ocorrem alteraces no epitélio vaginal em resposta
as variacbes dos niveis séricos de estrogeno, desencadeando um processo ciclico de
maturacdo e queratinizacdo celular (Schutte, 1967; Bell et al., 1973; Sokolowski, 1973;
Mcdonald, 1978; Endler, 1979). Christiansen (1988) descreve os diferentes tipos
celulares presentes no esfregaco vaginal, em decorréncia do grau de queratinizacéo
como células parabasais, células intermediarias, células superficiais e células
anucleadas. A citologia vaginal pode assim ser utilizada, tanto no acompanhamento das
fases do ciclo estral, como também para diagnéstico de possiveis distarbios ou doencgas
reprodutivas (Herron, 1977; Vannucchi et a., 1997). Este méodo, primeiramente
utilizado em cadelas, tem sido adaptado para espécie felina sendo, entretanto, ainda
pouco utilizado. O presente trabalho teve por objetivo a identificacdo do perfil
citolégico da mucosa vaginal, frente as diferentes manifestacbes comportamentais do

ciclo estral, em animais mantidos em condi¢fes climéticas do sudeste brasileiro.
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22 MATERIAL E METODOS

Foram monitoradas por um periodo de 12 meses, seis gatas adultas néo
gestantes, sem raca definida, mantidas em um gatil de 24 m?, sendo 12 m? de solé&rio,
pertencente ao setor de Morfologia do Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vicosa (UFV) locaizada a latitude -20:45:14 e longitude 42:52:55, a
insolagdo media mensal variou entre 10,9 horas (junho) e 13,4 horas (dezembro). As
gatas foram mantidas em ambiente coletivo, na presenca de trés machos reprodutores
isolados em baias individuais. Todos os animais receberam &gua e racao ad libitum.

Os animais foram monitorados diariamente quanto a manifestagdes
comportamentais das diferentes fases do ciclo estral. Foram considerados como sinais
de receptividade da fémea: esfregar a face e pescoco contra objetos, agachamento,
sapateamento, lordose, lateralizacdo de cauda e vocalizacdo. JA a caracterizacdo do pos-
estro foi através da reducdo abrupta dos sinais de receptividade até o inicio de um novo
ciclo.

De cada animal, foram obtidos trés esfregacos vaginais semanalmente. Os
esfregagos foram obtidos por meio de swab de agoddo umedecido, com solucéo
fisiologica, inserido no vestibulo vagina no sentido dorso-cranial e rotacionado a cerca
de 1cm de profundidade (Figura 1). Os swabs foram rolados sobre [&minas de vidro, as
quais foram coradas pelo método Pandtico rdpido. Ao microscopio de luz, foram
analisados e quantificados os tipos celulares presentes, sendo avaliadas cerca de 100
células em cadalamina.

Foram considerados os seguintes tipos celulares: células parabasais e
intermedidrias, oscilando entre redondas a ovais, com 15 a 30um de didmetro, com
nucleo vesicular relativamente grande, envolvido por um citoplasma ndo-queratinizado
transparente (Figura 1a); células superficiais, poligonais com diametro entre 30 e 60um,
com nucleo picnético com menos de 6um de diametro, o citoplasma pode estar
acidofilo, devido a presenca do precursor da queratina (Figura 1b); e finalmente as
células anucleadas, que sdo superficiais totalmente queratinizadas, com 30 a 60um de
didmetro, sem nicleo evidente (Figura 1c).

Dados percentuais dos diferentes tipos celulares foram compilados com as
diferentes fases do ciclo estral, avaliadas por meio das manifestagdes comportamentais

observadas.
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Figura 1. Esquematizacdo da coleta e confeccdo do esfregago vagina em gata
doméstica e representacdo dos principais tipos celulares encontrados. (a) células

parabasais e intermediarias; (b) células superficiais nucleadas e (¢) células anucleadas.

2.3RESULTADOSE DISCUSSAO

Diferente do observado no hemisfério norte, onde ha a presenca de um periodo
de anestro sazonal em animais mantidos sob a influéncia da luz ambiente (Chakraborty
et a., 1979; Johnston et al., 2001), no presente trabalho todos os animais apresentaram
atividade ovariana ao longo do ano.

Todos o0s animais avaliados apresentaram sinais comportamentais caracteristicos
das fases do ciclo estral, sendo o proestro e o estro caracterizados pel0os mesmos sinais
clinicos de receptividade. A diferenciacdo entre estas fases foi realizada apenas pelo
perfil colpocitoldgico. Embora alguns autores citem a presenca do metaestro como fase
integrante do ciclo estral da gata (Pratt, 1983; Toniollo et a., 1995), o metaestro
conceitualmente € caracterizado pelo periodo de desenvolvimento do corpo lUteo
(Johnston et al., 2001). Por serem as gatas ovuladoras induzidas, naqueles animais néo
cruzados ndo ocorre a formacéo de corpos |Gteos, sendo o periodo subseqliente ao estro

denominado pos-estro.
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Na América do Norte e Continente Europeu as gatas sdo descritas como
poliestrais sazonais, comumente apresentando ciclos principalmente nas estacOes
primavera e verdo (Pratt, 1983). Nas coordenadas geogréaficas em que foi conduzido o
experimento, 0os meses de maior insolacéo média foram de setembro (12 horas) a marco
(12,2 horas), observando-se 0 maior pico em dezembro (13,4 horas), (Tabela 1). Ja os
meses de menor insolacdo média foram os meses de abril (11,6horas) a agosto (11,4
horas) atingindo menor insolacdo no més de junho (10,9 horas), (Tabela 1). O nimero
de ciclos estrais detectados no presente experimento esta descrito natabela 1. O nimero
médio de ciclos foi de 11,2 ao ano, sendo 8,8 observados nos meses de maior insolagdo
e 2,4 nos meses de menor insolacdo média. No Grafico 1 pode-se observar uma forte
correlacéo (r = 0,82) entre a quantidade de ciclos estrais e insolagdo nos diferentes
meses do ano. A duracdo média dos ciclos estrais nos animais pesquisados, foi de 22,5
dias nos meses de maior insolacdo, enquanto nos meses de menor insolagdo a duracéo
média dos ciclos foi de 53 dias, ou sgja, um aumento de 135% na duracéo do periodo
interestral no outono e inverno. Na América do Norte, Johnston et al. (2001) descrevem
valores semelhantes de duracdo do ciclo estral, nos meses de maior insolacdo, porém
descrevem um anestro sazonal nos meses de menor insolagdo. Assim, embora no
presente experimento, tenha sido observada uma clara influéncia sazonal, com redugdo
da atividade ciclica ovariana, a presenca de ciclos estrais nos meses de menor insolacdo
média, descaracteriza um anestro sazonal bem definido. O aumento no periodo
interestral nos animais pesquisados, durante os meses de menor insolagdo, deveu-se a
variagbes na duracdo do pos-estro, uma vez que as demais fases do ciclo estral
mantiveram-se constante em relacdo aos meses de maior insolacdo. A duragéo do
proestro manteve-se constante em aproximadamente dois a trés dias e 0 estro variou
entre trés a cinco dias em todos os animais em todas as estacbes do ano. Vaores
semelhantes s@o descritos nestas fases em animais criados na América do Norte
(Chakraborty et al., 1979; Johnston et a., 2001).
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Tabela 1. NUmero de ciclos estrais mensais, seus respectivos percentuais médios,

nimero médio de horas de insolagdo, em gatas domésticas mantidas em cativeiro sob

luminosidade natural.

ANIMAIS
MESES N° Total Percentual  Insolacéo
DO ANO 1 2 3 4 5 6 de Ciclos Médio Média
Mensal (%) Mensa
(horas)
Janeiro 2 1 2 2 2 1 10 14,9 13,2
Fevereiro 2 2 3 2 1 1 11 16,3 12,8
Mar(;o 1 1 2 1 1 1 7 10,4 12,2
Abril 1 0 1 1 0 1 4 6,0 11,6
Maio 0 0 0 1 1 0 2 3,0 11,1
Junho 1 1 1 0 0 0 3 45 10,9
Julho 1 0 1 1 0 0 3 45 11,0
Agosto 0 0 1 0 0 1 2 3,0 11,4
Setembro 1 1 2 1 1 0 6 9,0 12,0
Outubro 1 1 1 1 1 O 5 75 12,6
Novembro 1 1 1 1 0 1 5 75 13,1
Dezembro 1 1 3 2 1 1 9 13,4 13,4
TOTAL 12 9 18 13 8 7 67 100,0 157,4
20-
15+
B INSOLACAO MEDIA MENSAL
10+
0O PERCENTUAIS MEDIOS MENSAIS
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Gréfico 1- Insolacdo média mensal e percentual médio mensal de ciclos estrais em

gatas domésticas mantidas em cativeiro sob iluminagéo natural.

Schutte (1967) descreveu variacbes na composi¢do citolégica do epitélio vaginal

em decorréncia da fase do ciclo estral em cadelas, estas variagdes citoldgicas sdo

devidas a influéncia do estrégeno sobre a proliferacdo das camadas superficiais do
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epitélio estratificado pavimentoso e de progestagenos sobre a maturagéo das camadas
mais profundas (Toniollo et a., 1995). Na cadela, durante o estro, de 90 a 100% dos
tipos celulares observados no esfregaco vaginal sdo células anucleadas (Concannon,
1989), j4 em gatas os valores observados para este tipo celular durante o estro, ndo
ultrapassaram 0s 50% no presente experimento (Tabela 2), valores préximos aos
descritos na literatura (Toniollo et a., 1995; Feldman & Nelson, 1996; Johnston et al.,
2001, Mattos et al ., 2003).

Segundo Pratt (1983), as células da mucosa vagina durante o proestro
apresentam nucleos proeminentes, numa proporcao entre nucleo e citoplasma (N:C) de
aproximadamente 1:1. com o aparecimento do estro, estas células tendem a aumentar o
volume de citoplasma apresentando bordas irregulares e queratinizadas a0 mesmo
tempo em que o0s nucleos tornam-se picndticos, reduzindo intensamente a proporcéo
N:C para 1.6 até 1:10. A cornificacdo da mucosa vagina ocorre durante o pico de
crescimento folicular com elevacdo do 170 estradiol no plasma acima de 70 pmol.L™,
ocorrendo simultaneamente ao comportamento estral (Shile et a., 1979). A presenca de
células sanglineas estd mais relacionada com manipulacdo inadequada do que com a
fase do ciclo estral.

Na Tabela 2 estdo relacionados os percentuais dos diferentes tipos celulares
observados nas diferentes fases do ciclo estral nos animais do presente experimento.
Células parabasais e intermediarias estavam em maiores proporcdes (57,4%) no pos-
estro, reduzindo drasticamente no proestro (22,1%) e atingindo os menores valores
observados no periodo de estro (15,95%). As células superficiais apresentaram menor
variacdo durante as fases do ciclo estral (28,7% no pés-estro, 33,2 % ho estro e 43,6%
no proestro). Ja as células anucleadas apresentaram aumento consideravel do periodo de
proestro para o periodo de estro (34,3 % para 51,0 %), sendo no periodo de pds-estro
registrado os menores valores (13,9%). Valores percentuais semelhantes sdo descritos
na literatura, para estes tipos celulares (Toniollo et a., 1995; Feldman & Nelson, 1996;
Johnston et al., 2001, Mattos et al., 2003).
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Tabela 2. Fases do ciclo estral, tipos celulares e suas respectivas médias, em gatas
domésticas, mantidas em cativeiro sob luminosidade natural.

ANIMAIS
Fasesdo Ciclo Estral / Tipos 1 2 3 4 5 6 Meédia dos
Celulares Tipos
Celulares
PROESTRO
Céls. Parabasais e Intermediarias 255 293 234 269 130 145 221
Células Superficiais 469 362 462 324 514 485 43,6
Céulas Anucleadas 276 345 304 407 356 370 343
Total 100,0 1000 1000 100,0 100,0 100,0 100,0
ESTRO
Céls. Parabasais e Intermediarias 61 186 168 191 196 153 159
Céls Superficiais 424 30 312 323 274 306 332
Céls Anucleadas 51,5 464 520 486 53 54,1 50,9
Tota 100,0 1000 1000 100,0 100,0 100,0 100,0
POS-ESTRO
Céls. Parabasais e Intermediarias 63,9 53,9 47,3 59,0 60,9 59,1 57,4
Céls Superficiais 220 325 B4 216 267 283 28,7
Cés Anucleadas 141 136 17,3 134 124 126 139
Tota 100,0 1000 1000 100,0 100,0 100,0 100,0

O comportamento do perfil colpocitologico nas diferentes fases subseqiientes
de pos-estro, proestro e estro, podem ser resumidos como: uma elevacdo abrupta das
células anucleadas; queda em mesma intensidade das células parabasais e intermediarias
e manutencdo da populacdo de células superficiais (Gréfico 2), concordando com os
relatos da literatura (Toniollo et al., 1995; Feldman & Nelson, 1996; Johnston et dl.,
2001, Mattos et al ., 2003).
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Grafico 2: Médias dos percentuais de células do epitélio vaginal nos estagios do ciclo

estral de gatas domésticas, mantidas em cativeiro sob luminosidade natural .

2.4 CONCLUSOES

1) Nas condi¢Bes climéticas do sudeste brasileiro, gatas adultas mantidas sob
luminosidade natural apresentam atividade ovariana durante todo o ano.

2) A variacao do fotoperiodo nas diferentes estagdes do ano é fator critico paraa
atividade ovariana em gatas adultas, havendo um aumento consideravel no periodo
interestral, especificamente do pos-estro, nas estacdes de menor incidéncia luminosa

3) O perfil dos tipos celulares ao longo do ciclo estral, é semelhante ao citado na
literatura para gatas com atividade ovariana regular, sendo 0 monitoramento
colpocitol6gico, um exame auxiliar de boa precisdo para a definicéo das diferentes fases

do ciclo estral em gatas domésticas.
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3.0 Inducéo da Atividade Ovariana e da Ovulacéo e Transferénciade
Embrides a Fresco em Gatas Domeésticas

RESUMO

Foram utilizadas, dezesseis gatas domésticas adultas e dois machos adultos
reprodutores, mantidos no gatil experimental do setor de Morfologia DVT-UFV. Todas
as fémeas receberam uma Unica aplicacdo de 150 Ul de gonadotrofina coriénica eglina
(eCG) no pos-estro, como indutor da atividade ovariana, e 80 a 84 horas apos,
receberam uma Unica aplicacdo de 100 Ul de gonadotrofina coridnica humana (hCG)
como indutor da ovulacdo. ApOs a aplicacdo de hCG, oito gatas doadoras foram
naturalmente acasaladas. As oito gatas receptoras receberam estimulo extra de indugdo
da ovulacdo através da manipulacdo de um swab intravagina. De cinco a seis dias apés
a aplicacdo de hCG, as gatas foram submetidas a uma laparotomia, para a coleta dos
embribes, a qual foi efetuada através de lavagem uterina transcornual. Foram
cirurgicamente inovulados em média seis embrifes, classificados como moérula
compacta e blastocisto dos tipos | a Ill, em quatro receptoras. Trés animais
apresentaram gestacdo confirmada por ultrassonografia aos 36 dias sendo que destes
dois animais pariram ninhadas com dois e quatro filhotes, respectivamente 66 e 63 dias
apés a inducdo da ovulagdo. Excetuando-se um natimorto, todos os filhotes

apresentaram desenvolvimento normal.

Palavras-chave: Gonadotrofinas Coridnicas, Transferéncia de Embrides, Gata

Doméstica
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ABSTRACTS:

They were used, sixteen gqueens and two tom, maintained in the experimental
gatil of Morphology DVT-UFV'S section. All the females received an only application
of 150 Ul of Gonadotrofina Equine Coridnica (eCG) in the post-estrus, as inductor of
the ovarian activity, and 80-84h after they received an only application of 100 Ul of
Chorionic Gonadotropins Human Coridnica (hCG) as inductor of the ovulation. After
the hCG application, the queens donors were just coupled naturally. The recipients
received extra incentive of induction of the ovulation through the manipulation of a
swab intravaginal. Targeting recovery from donors, the uterus were excised six days
after hCG administration from donors under general anesthesia, and the uterine horns
were flushed downward. The embryos were infused into the uterine horn on average six
embryos, classified as compacted morulae and early blastocysts of the types |, II, Il in
four recipients. Three animals impregnated, these two animals had two and four
newborns respectively, and duration of pregnancy was respectively 66 and 63 days after
the induction of the ovulation. Being excepted one newborn, all the newborns presented

normal development.

Key Words: Chorionic Gonadotropins, Embryo Transfer, Domestic Cat
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3.1 INTRODUCAO

O gato doméstico tem sido usado intensamente como modelo experimental para
o desenvolvimento de técnicas de reproducdo assistida incluindo maturacéo e
fertilizacdo de embrides in vitro (Bowen, 1977; Johnston et a., 1996; Karja et al.,
2002), acompanhamento da embriogénese e migracdo embrionéria (Swanson et al.,
1994), desenvolvimento de embrides in vitro (Pope et a., 1998; Gémez et al., 2003),
inducéo artificial da ovulagéo (Greulich, 1934; Tsutsui et al., 1989), cultura de embrides
(Jewgenow et al., 1995; Murakami et al., 2002;), transferéncia de embrides (Goodrowe
et al., 1988; Pope, 2000; Tsutsui et al., 2000) e criopreservacao de embrides (Ballou,
1992; Leibo & Songsasen, 2002) tendo em vista 0 seu uso potencial em espécies de
felideos ndo domésticos (Swanson et al., 1996; Pope, 2000).

A crescente degradacdo ambiental provocada pelos desmatamentos, construces
de barragens, acidentes como derramamento de produtos quimicos e queimadas tém
como consequéncia direta a reducdo e a fragmentacdo dos inlmeros ecossistemas,
levando uma grande diversidade de espécies a sofrerem rgpido declinio em seu nimero
com a conseqiente perda da diversidade genética (Guimardes, 2002). A pressao
continua de caca ilegal e a diminuicdo progressiva do habitat levaram, segundo os
critérios de Mace & Lande (1991) e IUCN (1995) a inclusdo de todas as espécies de
felideos silvestres brasileiras a condicdo de ameacadas de extingéo.

A gata domeéstica é classicamente definida como uma espécie poliestral sazonal
nos paises do hemisfério norte (Jemmett & Evans, 1977; Johnston et al., 1996; Pope,
2000). Nas condicdes climaticas brasileiras estes animais ciclam durante todo o ano, ndo
sendo observada a presenca de anestro sazonal (Avilaet al., 2003).

Os estagios do ciclo estra na gata podem incluir: proestro, estro, pés-estro,
diestro e anestro. O proestro, quando manifestado, pode durar até 2 dias, no qua as
fémeas atraem 0s machos para o coito, porém, ainda ndo se apresentam receptivas
(Johnston et al., 2001). O estro € facilmente detectado, apresentando duracdo médiade 5
a 7 dias e é caracterizado pela aceitacdo ao macho (Shille et a., 1979; Christiansen,
1988; Pope, 2000). Estes animais sdo ovuladores induzidos, ou segja, a ovulagcdo sO
ocorre depois do coito. Este induz a liberagdo do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), que por sua vez leva ao aumento sérico do horménio luteinizante (LH),
culminando com a ovulagdo (Wildt et al., 1980; Johnson & Gay, 1981; Goodrowe €t al.,



1989), a qua ocorre de 24 a 50 horas apés o coito (Christiansen, 1988).
Fisiologicamente na gata, cerca de 3 a 7 foliculos primordiais se desenvolvem até um
diametro de 1 a 2mm durante o proestro (Christiansen, 1988; Goodrowe et al., 1989).

N&o ocorrendo o coito, a gata ndo € induzida a ovular havendo regressdo
folicular, instalando-se asssm um periodo denominado de pds-estro, com duracdo de 8 a
10 dias. Gatas que falham na concepcdo apresentam um periodo de persisténcia luteal
de aproximadamente 40 dias, também denominado pseudogestacdo (Verhage et a.,
1976; Goodrowe et al., 1989; Johnston et al., 2001). JA em animais gestantes, a fase
luteal perdura até o parto, com aproximadamente 60 dias (Johnston et al., 2001).
Segundo Johnston et al. (1996) o tamanho da ninhada esta entre um e cinco filhotes com
média de 3,7 por parto, ndo existindo relacdo entre nUmero de filhotes e duracéo da
gestacéo.

A gonadotrofina coridnica equina (eCG) ou o horménio foliculo estimulante
(FSH), podem ser utilizados para a inducdo de atividade ovariana e a gonadotrofina
coridnica humana (hCG) pode ser usada para inducéo da ovulacéo em felideos (Pope et
al., 1993; Pope et al., 1998). Os resultados obtidos desta inducéo exdgena da atividade
ovariana e ovulacdo sdo semelhantes aos observados na reproducéo natural (Cline et al.,
1980). Para a coleta de embrides, o tratamento com gonadotrofina deve ser iniciado
preferencialmente no estagio pos-estro, o qual pode ser determinado ou pela auséncia de
comportamento do estro ou pela andlise colpocitoldgica. Os melhores resultados foram
obtidos utilizando 100 Ul hCG apés 80-84h da aplicacdo do eCG (Goodrowe et al.,
1988; Donoghue et al.,1992; Pope et al., 1998).

Segundo Swanson et al. (1995) o uso das gonadotrofinas para indugdo da
atividade ovariana em intervalos muito curtos, estimula a sintese de imunoglobulinas
que neutralizariam o efeito das gonadotrofinas. Em programas de reproducéo assistida
em felinos, 0 sucesso no processo de inseminacdo artificial € dependente do sitio de
depdsito de sémen, uma vez que baixas taxas de gestacdo sdo observadas com o
depdsito intravaginal (Platz et al.,, 1978) e animais anestesiados apresentam
comprometimento no transporte espermético e ovulacéo (Howard et a., 1992; Howard,
1999). Uma vez que a ovulacdo induzida ocorre cerca de 25-27 horas apés a injecdo de
hCG e aviabilidade do ovdcito é de pelo menos 14 horas in vivo, os melhores resultados
para inseminacdo intra-uterina ocorrem cerca de 36 horas apds a inducéo hormonal da
ovulacdo (Howard et al., 1992; Donoghue et al., 1996; Howard, 1999).
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Apo6s afertilizacdo a maioria dos embrides permanece na tuba uterina durante as
136 h iniciais, ou sgja, os embrides entram no Utero como morula compacta ou
blastocisto inicial, a partir de 55 dias apés a ovulagdo, realizando migracdes
transuterinas antes de sua implantacdo (Swanson et al., 1994). A implantacdo dos
embrides comeca aos 13 dias apds o coito, depois do rompimento da zona peltcida no
dial2 (Dresser et al., 1988).

A recuperacdo de embrifes e sua transferéncia intra e inter especifica, tem sido
alcancada em felideos (Kraemer et al., 1979; Pope et a., 1993; Pope, 2000). A
recuperacdo na gata doméstica deve ser feita entre seis e nove dias apds 0 coito
(Kraemer et al., 1979). Swanson & Godke (1994) propdem uma técnica transcervical de
recuperacdo e transferéncia de embrifes menos invasiva, porém a técnica mais utilizada
€ por meio de intervencdo cirlrgica (Kraemer et al., 1979; Dresser et al., 1988; Pope,
2000; Tsutsui et a., 2000).

A maioria dos trabalhos relacionados na literatura, sobre a reproducéo
assistida de gatos domeésticos, foi conduzida nas condigdes climéticas do hemisfério
norte. Assim, visto que a reproducéo da gata doméstica € sazonal mente influenciada por
oscilacBes climéticas, principamente de fotoperiodo, o presente trabalho teve por
objetivo adaptar os protocolos de inducdo exdgena da atividade ovariana e da ovulacéo,
coleta e classificacdo e transferéncia de embrides em felinos domésticos, nas condigdes
climaticas brasileiras, para posterior aplicacdo em espécies ndo domésticas ameacadas

de exting&o.

3.2MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 16 gatas domésticas adultas, oito com caracteristicas da raca
siamesa e oito sem caracteristicas de raca definida (SRD). Os animais foram mantidos
em coldnia em um gatil com &rea de 24m?, incluindo um solério de 12 m?, pertencente
a0 setor de Morfologia do Departamento de Veterindria da Universidade Federal de
Vigosa (UFV) com latitude -20:45:14 e longitude 42:52:55. Utilizaram-se ainda dois
machos adultos reprodutores com caracteristicas da raca siamesa, 0s quais foram
mantidos em recintos individuais de 2m? de &rea coberta e sol&rio de 0,5m? no interior

do referido gatil. Todas as fémeas foram monitoradas por meio de esfregago vagina
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com o intuito de se detectar o periodo de pds-estro, no qual foi iniciado o protocolo de
induc&o da atividade ovariana.

Foram realizados quatro procedimentos de coleta e transferéncia de embrides.
Em cada procedimento foram utilizadas como doadoras duas gatas com caracteristicas
da raca siamesa e como receptoras duas gatas sem raga definida. A cada procedimento,
todas as fémeas receberam uma Unica aplicacdo de 150 Ul de gonadotrofina coridnica
equina (eCG), por viaintramuscular, como indutor da atividade ovariana. Cercade 80 a
84h apbs a aplicacdo de eCG, foi aplicado, também em todas as gatas, 100 Ul de
gonadotrofina coriénica humana (hCG) como indutor da ovulacdo. |mediatamente apos
a aplicacdo de hCG, apenas as gatas doadoras foram acasalada com um macho
reprodutor, sendo o mesmo trocado a cada 24 horas, por um periodo total de 72 horas.
Os machos foram trocados para garantir maior nUmero de acasalamentos e reduzir a
possibilidade de falha individual do macho. As gatas receptoras receberam estimulo
extra de indugdo da ovulacéo por meio de da manipulagéo de um swab intravaginal, em
movimentos circulares, duas vezes ao dia durante o mesmo periodo de acasalamento das
doadoras. Ap0s este periodo, as doadoras retornaram ao convivio comunitério no gatil.

De cinco a seis dias apos a aplicacdo de hCG, as gatas de cada procedimento
foram submetidas a uma laparotomia pré-retroumbilical na linha alba, sob anestesia
geral usando associacdo quetamina/xilazina na dosagem de 15mg/Kg e 1mg/Kg
respectivamente por via intramuscular profunda, para a coleta e transferéncia dos
embrides. Em cada animal foram contabilizados os nimeros de corpos | (teos e foliculos
ovulatorios em cada ovério. Para a coleta dos embrides foi desenvolvida uma técnica de
lavagem uterina transcornual. Esta consiste na exposicéo simultanea das extremidades
tubarias de cada corno uterino, estabilizacdo das mesmas, através da utilizacdo de pinca
hemostética no ligamento préprio do ovario e cateterizagcdo dos cornos com cateteres
venosos de calibre 18 G. Seringas foram acopladas aos cateteres, sendo uma delas
preenchida com volume conhecido de meio para coleta de embrides (Talp Heps) e a
outra vazia. Foi produzido um fluxo continuo por meio de injecdo do meio num corno
uterino e aspiragdo simultanea no outro, promovendo a lavagem de ambos os cornos
uterinos e coleta dos embrides. Este procedimento foi repetido por duas a trés vezes. O
lavado uterino foi depositado em placa de petri estéril e feito a varredura em
microscopio estereoscopico, para o registro, quantitativo e qualitativo dos embrides e

demais estruturas coletadas. A classificagdo morfol dgica dos embrides foi feita segundo
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o preconizado pelo IETS (1998). Apenas aqueles considerados com qualidade 1, 11 e 11l
foram transferidos. Para isto, em média seis embrides foram posicionados entre colunas
de ar no interior de uma sonda rigida do tipo “tom cat” nimero 7, e inovulados na
extremidade crania do corno com maior nimero de corpos liteos em cada gata
receptora. O monitoramento da gestacéo foi feito por exames ultrassonograficos a cada
15 dias.

3.3RESULTADOSE DISCUSSAO

Varios protocolos vém sendo divulgados na literatura para a indugcdo da
atividade ovariana, como a utilizagdo de eCG, da gonadotrofina sérica de égua prenhe
(PMSG) ou do horménio foliculo estimulante hipofisario (FSH-p) (Pope et al., 1998;
Tsutsui et al., 2000; Mattos et al., 2001; Mattos et al. , 2003). Segundo Wildt et al.
(1978) o FSH embora eficiente para a estimulacéo da atividade ovariana, apresenta meia
vida muito curta, necessitando de vérias aplicagdes diarias 0 que pode causar uma
hiperestimulacdo. O uso do eCG, na dosagem de 50 a 150 Ul apresenta resultados
extremamente satisfatérios em dose Unica (Goodrowe et al., 1988;Pope et a., 1998;
Tsutsui et a., 2000). No presente experimento o uso de 150 Ul de eCG, foi efetivo para
ainducéo do desenvolvimento folicular em todos os animais utilizados.

O uso de gonadotrofina coribnica humana (hCG) é relatado em todos os
trabalhos para a inducdo da ovulagdo em gatas previamente estimuladas ao
desenvolvimento folicular, embora seja descrita uma grande amplitude de doses (Wildt
et a. ,1978; Platz, et al. 1978; Dresser et a., 1988; Howard et al., 1992; Pope et a.,
1993; Kanda et a., 1995; Pope et al., 1998; Tsutsui et al., 2000; Mattos et a., 2001,
Mattos et al. 2003). No presente experimento a dosagem de 100 Ul de hCG, 84 horas
apos a pré-estimulacdo com eCG foi efetivo na promocgdo da ovulagdo em todos os
animais utilizados, visto que foi observada média de 13,5 e 20 corpos |Uteos has fémeas
doadoras e receptoras respectivamente, embora, em média, cerca de 7 foliculos ndo
ovulados foram observados nalaparotomia (tabela 1 e 2).

Na Tabela 1 estdo descritos os nimeros de embrides e ovdcitos recuperados em
cada animal doador. Embora subjetiva, a taxa de recuperacéo nestes animais, ou sgja, 0

nimero de embrides e de ovécitos computados em relacdo ao nimero de corpos |Uteos
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observados, foi de 66%, valor muito proximo ao descrito por Tsutsui et al., (2000)
(74%). Ainda natabela 1 pode-se observar que, com excecdo da doadora nimero 6, a
qual apresentava hidrossalpinge no momento da cirurgia, foram raros os embrides
degenerados recuperados. Dos 42, embrifes ndo degenerados recuperados em todas as
doadoras, 69% foram classificados como moérulas compactas de excelente qualidade
(tipo 1), 4,8% foram morulas compactas de boa qualidade (tipo I1), 12% foram morulas
compactas de qualidade regular (tipo I11), 9,5% foram blastocitos iniciais de excelente
gualidade e 4,8% foram blastocitos iniciais de boa qualidade (Tabela 1).

Tabela 1- Classificacdo e quantificacdo de embrides e nimero de corpos | teos,
foliculos ovarianos e ovdcitos col etados em gatas doadoras apos inducdo da atividade
ovariana e da ovulagéo.

CLASSIFICACAO EMBRIONARIA

Data Doadora *CL Foliculos NUmero Ovécito **MClI MCll MCllI ***B| | BLII **x%Deg.
Ovarianos Embrides
Coletados
23/04 01 17 01 02 - - - - - - 02
23/04 02 19 16 16 - 08 - 03 03 02 -
21/05 03 17 01 06 - 03 02 - - - 01
21/05 04 19 06 00 12 - - -
30/09 05 09 06 13 - 12 - 1 - - -
30/09 06 12 09 15 - 03 - - - - 12
04/11 o7 06 o7 04 - 03 - 01 - - -
04/11 08 09 09 02 01 - - - 01 - 01
NUmeros 08 108 55 58 13 29 02 05 04 02 16
Totais
Média 1,00 13,50 6,88 7,25 1,63 3,63 0,25 0,63 0,50 0,25 2,00

*CL: N° de Corpos L (iteos

** MCI, I, I1l: N° Mérula compactatipo I, 11, 11
*** B| |, [I: N°Blastocisto Inicia tipol, Il
****Deg.: N° Embrides degenerados

No processo de embriogénese, aproximadamente cinco dias apds a ovulagdo 0s
embriGes entram no Gtero como moérula compacta em sua maioria (Swanson et al.,
1994). Os melhores resultados na transferéncia de embrides foram observados quando
da utilizacdo de mérulas compactas (Swanson et al., 1994; Tsutsui et a., 2000). Devido
a isto, no presente experimento foi adotado o protocolo de recuperacdo dos embrides
entre cinco e seis dias apds a inducdo da ovulagdo. A técnica descrita para lavagem

uterina, para recuperacdo dos embrides, mostrou-se eficiente visto que nenhuma das
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gatas doadoras apresentou gestacdo, mesmo ndo recebendo qualquer tratamento
abortivo.

Dos oito animais selecionados como receptores de embrides, apenas quatro
animais foram utilizados, um a cada procedimento, visto que: um animal apresentava
piometrite, N0 momento da cirurgia; outro apresentou ma formacdo do trato genital
feminino e outros dois ndo foram utilizados por nimero insuficiente de embrides no
procedimento. Como se observa na Tabela 2, cerca de seis embrides foram inovulados

em cada receptora, a maioria mérula compactado tipo I.

Tabela 2- Classificacao e quantificacdo de embrides transferidos. NUmero de corpos
| Gteos e folicul os ovarianos em gatas receptoras apés inducéo da atividade ovariana e da
ovulacéo.

CLASSIFICACAO

EMBRIONARIA
Data Receptoras CL* Foliculos NUmero **MCI MCII MCIII ***BL | BLII
Ovarianos EmbriGes
Transferidos

23/04 01 23 09 - - - - - -
23/04 02 17 01 08 03 - 03 - 02
21/05 03 16 06 05 03 02 - - -
21/05 04 n n - - - - - -
30/09 05 n n -
30/09 06 20 08 06 06 - - - -
04/11 o7 n n -
04/11 08 24 15 05 03 - 01 01 -
Num 8,0 100,0 39,0 24,0 15,0 2,0 4,0 1,0 2,0
Totais
Média 1,00 20,00 7,88 6,00 3,75 0,50 1,00 0,25 0,50

n: Animal ndo utilizado

*CL: N° de Corpos L teos

** MCI, Il elll: Mérulacompactatipol, Il elll
*** Bl | ell: Blastocisto Inicial tipol ell

A receptora nimero dois recebeu oito embrides, sendo trés MCl, trés MClII e
dois BLII, apresentou gestagdo de 66 dias, com parto normal de dois filhotes saudaveis.
A receptora numero trés recebeu trés embribes MCl e dois embribes MCII,
apresentando gestacdo de 63 dias, com parto norma de quatro filhotes sendo um
natimorto, com ma formacao cefalica, e trés filhotes saudaveis. A receptora nUmero seis
recebeu seis embrides MCI, porém ndo apresentou qualquer sinal de gestacdo. A
receptora oito recebeu cinco embrides sendo trés MCI, um MCIIl e um BLI, apresentou
vesiculas embriondrias nos primeiros exames ultrassonogréficos, porém estas ndo foram

detectadas a partir dos 45 dias da gestacéo, evidenciando um quadro de abortamento.
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Todos os filhotes nascidos apresentaram caracteristicas da raca siamesa,
acompanhando o padréo fenotipico apresentado pelos pais bioldgicos. Apresentaram
desenvolvimento normal sendo desmamados aos 60 dias de idade.

Experimentos latino-americanos de inducdo da atividade ovariana e da ovulagéo,
com transferéncia de embrides e nascimento de filhotes saudaveis em gatas domésticas,
nd haviam sido descritos na literatura. Desta forma o presente trabalho pode
representar um importante passo para a preservacao de espécies de felinos neotropicais,
uma vez que tecnologias de reproducdo assistida, desenvolvidas em espécies
domeésticas, apresentam real potencial de uso em espécies ndo domésticas (Ballou,
1992; Pope et al., 1993; Swanson et a., 1996; Pope, 2000). A pressdo continua de caca
ilegal e a diminuicdo progressiva do habitat levaram, segundo os critérios de Mace &
Lande (1991), Tewes & Everett (1986), Tewes & Schmidly (1987) e IUCN (1995) a
inclusdo de todos as espécies de felideos silvestres brasileiras a condicéo de ameacadas
de extingdo. Segundo Swanson & Brown (2004), nos ultimos dez anos, programas de
conservacdo a partir de reproducdo assistida destes felideos, tém-se avolumado
principamente no Brasil, México e U.S.A. Recentemente resultados praticos,
encoragjadores, tém sido relatados envolvendo felinos silvestres como, por exemplo, o
nascimento de um filhote de Felis sylvestris lybica, fruto de uma transferéncia
interespecifica gestado em uma gata doméstica (Pope, 2000).

O desenvolvimento e adaptacdo de técnicas em reproducdo assistida podem
viabilizar a manutengdo de uma variabilidade genética viavel a sobrevivéncia de
espécies selvagens hoje ameacadas. (Ballou, 1992; Wildt et al., 1992; Wildt et al., 1993;
Swanson et a., 1996).

3.4 CONCLUSOES

1) O protocolo de 150 Ul de eCG utilizado para inducéo da atividade ovariana,
mostrou-se eficiente, visto que, 100% dos animais apresentaram sinais comportamentais
de estro.

2) O protocolo de 100 Ul de hCG com intervalo de 80-84h ap6s a inducdo da
atividade ovariana, , mostrou-se eficiente como indutor da ovulacéo, visto que 100%

dos animais apresentaram corpos | iteos a laparotomia..
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3) A taxa de recuperacéo dos embrides apresentou valores dentro dos padroes
descritos na literatura, sendo a técnica desenvolvida de lavagem uterina transcornual,
eficiente para a recuperacéo de todos os embrides.

4) O protocolo de transferéncia de embrides testado foi efetivo com gestacéo a
termo, dentro dos padrfes de duracdo e numero de filhotes da espécie, em 50% dos

animais receptores.
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