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Resumo

A aplicagao das biotecnologias da reprodu¢cdo vem aumentando nos ultimos
anos em gatis e em pesquisas visando o felino selvagem. Para o emprego dessas
técnicas faz-se necessario @& manipulagao do ciclo estral e da ovulagdo nas gatas
domeésticas, principalmente devido a peculiaridades em sua fisiologia reprodutiva. Os
protocolos com gonadotrofinas exdgenas, que sdo os mais utilizados, resultam em
hiperestimulagdo ovariana e consequente formacédo de foliculos e corpos luteos
secundarios. Essas alteragcbes ovarianas levam a uma modificagdo hormonal
importante, que se refletem na qualidade dos ovdcitos, implantagdo embrionaria e
subsequente redugdo nas taxas de prenhez e numero de filhotes por ninhadas.
Apesar das observagdes empiricas relatadas sobre a fertilidade futura das fémeas
submetidas a repetidos tratamentos com gonadotrofinas exdgenas, pouco se sabe
sobre a interagdo dos anticorpos anti-gonadotroficos, produzidos apds estimulacéo
exdgena. Assim, embora existam varios protocolos para a estimulagcdo do
crescimento folicular e da ovulagao nas gatas domésticas, ainda nao foi estabelecido
um regime ideal. Esta revisao tem o objetivo de expor as peculiaridades da fisiologia
reprodutiva das gatas domésticas e apresentar os principais protocolos de indugéo

do estro e da ovulacéo.

Palavras-chave: Gato doméstico, inducdo do estro, inducdo da ovulagao,

gonadotrofinas exdgenas.
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Introducao

Para a preservacdo das espécies felinas a utilizacdo das biotécnicas da
reproducédo é uma importante ferramenta, principalmente, para a criagdo de um
banco de recursos genéticos, que visa o armazenamento de materiais bioldgicos e
envolve a congelacdo de gametas e embrides. Nesse contexto, o gato doméstico
torna-se um importante modelo experimental para todas as 36 espécies de felinos
selvagens ameacgadas de extingdo (CITES, 1973). Devido ha diversos fatores como
problemas comportamentais, fisicos, de distancia entre os reprodutores ou para um
maior aproveitamento de machos com boa genética racial, as biotécnicas da
reproducédo vém ocupando um papel cada vez maior nos gatis.

As gatas domeésticas apresentam caracteristicas em sua fisiologia reprodutiva,
diferentes das demais espécies domésticas, que devem ser compreendidas antes da
aplicagdo de biotécnicas como IA (inseminagao artificial), TE (transferéncia de
embrido), FIV (fertilizacdo in vitro), entre outras. Um exemplo, dessa fisiologia
particular, é o fato das gatas apresentarem ovulagéo induzida, que na auséncia do
coito, durante a aplicacao da IA ou TE, faz-se necessario a utilizacdo de um estimulo
mécanico ou de gonadotrofinas exdgenas para desencadea-la.

Para técnicas como TE e FIV a indugcdo do estro € também uma fase
importante nos protocolos para estimular e sincronizar a atividade ovariana em
doadoras e receptoras de embrido.

A utilizacao das gonadotrofinas para indugéo do estro e ovulagdo nas gatas
tem gerado filhotes viaveis quando aplicadas na FIV, TE (GOODROWE et al., 1988b;
SWANSON & GODKE, 1994) e IA (HOWARD et al., 1992). Apesar do sucesso das
gonadotrofinas na indugao do estro, foram observadas taxas de gestagbes menores
e numeros reduzidos de filhotes por ninhada apds sua utilizagdo (GOODROWE et
al., 1988a; POPE et al., 1993; SWANSON & GODKE, 1994). A causa dessa reducgao

pode ser devido as falhas na fertilizagcdo e/ou qualidade embrionaria comprometida



(ROTH et al., 1994). Além disso, uma baixa sobrevivéncia embrionaria pode ser
resultado de uma alteracdo no ambiente uterino ou de uma fungdo comprometida do
CL seguido da administragdo das gonadotrofinas exdégenas (DONOGHUE et al.,
1992).

As gonadotrofinas exdgenas causam uma hiperestimulagcdo ovariana e
producao de foliculos e CL secundarios (DONOGHUE et al., 1992; HOWARD et al.
1992), que levam a alteragcbes hormonais importantes nas gatas domeésticas
(GRAHAM et al., 2000).

Esta revisdao tem por finalidade apresentar as principais peculiaridades da
fisiologia reprodutiva das gatas e descrever os protocolos de indugdo do estro e

ovulacao abortando os efeitos colaterais dessa terapia.



Revisao de Literatura

1. Fisiologia reprodutiva da gata doméstica

Para a aplicagao de biotécnicas da reproducao, e principalmente no controle do
ciclo estral, € importante o conhecimento da fisiologia reprodutiva da gata, incluindo
as fases do ciclo e os horménios envolvidos em cada uma delas. A gata doméstica
quando comparada a outras espécies domésticas apresenta diversas peculiaridades.

A gata doméstica é classificada como poliéstrica estacional e com ovulagéo
induzida pelo coito, apresenta ciclo estral associado ao fotoperiodo positivo
(GOODROWE et al., 1989; LEVYA et al., 1989 ab; FELDMAN & NELSON, 1996;
JOHNSTON et al.,, 2001). A ovulagdo espontanea, na auséncia do coito, pode
ocorrer em algumas fémeas, talvez desencadeada por estimulos visuais ou
ferorménio (GUDERMUTH et al., 1997).

O inicio da puberdade nas fémeas felinas é bastante variavel, sendo
influenciado por diversos fatores como raga, época do ano e peso. De forma geral, a
maioria das fémeas apresenta a puberdade entre 4 a 12 meses de idade
(JOHNSTON et al., 2001), ou quando atingem pelo menos 80% do peso de adulto,
geralmente ao redor de 2,3 a 3,2Kg (FELDMAN & NELSON, 1996; VERSTEGEN,
1998). As fémeas de racas de pélos longos ingressam mais tardiamente na
puberdade quando comparadas as fémeas de racas de pélos curtos (JEMMETT &
EVANS, 1977; GRUFFYDD-JONES, 1988).

Quando em regides distantes da linha do Equador, as gatas sofrem grande
influéncia do fotoperiodo, sendo favorecidas nas épocas com dias mais longos
(GRUFFYDD-JONES, 1955). O periodo ideal de reproducao da gata esta entre 1.5 a
7.0 anos, e as fémeas fora desta faixa etaria tendem a apresentar ciclos irregulares
(FELDMAN & NELSON, 1996).



1.1. Ciclo estral

O ciclo estral nas gatas apresenta duracdo média de duas a trés semanas,
com uma ampla variacdo - entre 5.0 e 73 dias — (JEMMET & EVANS, 1977),
especialmente devido ao desencadeamento ou n&do da ovulagdo (PAAPE et al.,
1975) e pode ser dividido nas seguintes fases; pro-estro, estro, interestro, diestro

(pseudogestacao) e anestro.

1.1.1. Pro-estro

Esta fase é observada apenas numa minoria das fémeas e esta associada
com o aumento das concentracdes séricas de estradiol secretado pelas células da
granulosa dos foliculos ovarianos (SHILLE et al., 1979). A duracao dessa fase esta
entre 12 a 72 horas, com média de 48 horas e se caracteriza por algumas mudancas
comportamentais como; maior docilidade, vocalizag¢ao, rolamento do corpo e friccao
da cabecga contra objetos, lordose do posterior e atracdo do macho sem permitir a
intromissdo (FELDMAN & NELSON, 1996, JOHNSTON et al., 2001)

1.1.2. Estro

E o estagio caracterizado pela receptividade a monta e ocorre durante o pico
de atividade folicular e secrecdo de estradiol, com a concentragdo plasmatica
podendo alcancar 70 pg/mL (SHILLE et al., 1979). A gata nessa fase apresenta
acentuacao dos sinais do pro-estro, exibindo lordose, desviando a cauda para a
lateral, atraindo o macho e aceitando a monta (GOODROWE et al., 1989; FELDMAN
& NELSON, 1996; JOHNSTON et al., 2001). Observa-se grande variagao na duragao
do estro, entre 2 a 19 dias, ndo havendo diferenca entre as fémeas que apresentam
ovulagao ou nao (SHILLE et al., 1979; WILDT et al., 1981; ROOT et al., 1995). Michel
(1993) sugeriu que, ao menos em parte, essas amplas variagdes na duragao do estro

sejam influenciadas por fatores ambientais, principalmente sociais e climaticos.



1.1.3. Interestro

Essa fase compreende o periodo entre um estro e o pro-estro seguinte, sendo
exclusiva das espécies de ovulacao induzida quando ndao ha o desencadeamento da
ovulagdo durante o estro (FELDMAN & NELSON, 1996). Caracteriza-se pela
regressao dos foliculos pré-ovulatorios e o surgimento de uma nova onda folicular,
com duragdo média de 8 a 15 dias (SHILLE et al., 1979; GOODROWE et al., 1989).

1.1.4. Diestro (Pseudogestagao)

Corresponde a fase lutea do ciclo apds o estro de fémeas com a ovulacéo
induzida. A concentracao seérica de progesterona apresenta valores de 1,5 até mais
de 20 ng/mL (SCHMIDT et al., 1983). O diestro dura aproximadamente 40 dias na
fémea com pseudogestacdo e aproximadamente 60 dias na fémea prenhe, e termina
com a lutedlise, quando as concentragdes plasmaticas de progesterona ficam abaixo
de 1,5 ng/mL (PAAPE et al., 1975; WILDT et al., 1981; SCHMIDT et al., 1983). Apds
7 a 10 dias da lutedlise pode iniciar-se uma fase de estro tanto nos animais apés
gestagado, quanto apos pseudogestacdo, embora a lactagdo posso causar anestro
com duragéo de até 2 a 3 semanas apos o desmame (WILDT et al., 1981; SCHMIDT
et al., 1983).

1.1.5. Anestro

Nesse periodo ocorre a auséncia de atividade ovariana, com foliculos antrais
superficiais de diametro médio de 0,5 mm ou menor e concentragbes séricas de
progesterona e estradiol em niveis basais (FELDMAN & NELSON, 1996). A duragao
do anestro esta diretamente relacionada ao numero de horas de luz por dia, assim
em luminosidade decrescente ou inferior a 12horas por dia, ocorrem longos periodos
de anestro (FELDMAN & NELSON, 1996; VERSTEGEN, 1998).



1.2. Endocrinologia do ciclo estral

1.2.1. Sazonalidade

Em zonas de clima temperado, a estagdo de acasalamento das gatas se inicia
de 1 a 2 meses seguindo o solsticio de inverno e continua até o solsticio de ver&o
(FELDMAN & NELSON, 1996). Racas de pélos longos parecem ser mais sensiveis
ao fotoperiodo quando comparadas com as ragas de pélos curtos, com 90% e 40%
dos animais mostrando anestro de inverno, respectivamente (SHILLE & SOJKA,
1995). Embora ocorra variagao entre diferentes latitudes e ragas, € sabido que as
horas de luz por dia tém um impacto maior no desencadeamento e duracdo da
atividade ovariana (DAWSON, 1941; SHILLE et al., 1979; HURNI, 1981).

Assim como nas outras espécies com sazonalidade reprodutiva (PALMER et
al., 1982), nas gatas a melatonina parece ser o principal horménio envolvido na
modulagédo do eixo hipotalamo-hipofise-ovario (LEVYA et al.,, 1989 ab; GRAHAM et
al., 2004). De forma geral, a estimulacdo fisica (luz) captada por neurdnios
especificos na retina é conduzida até os nucleos supraquiasmaticos do hipotalamo, a
partir dos quais impulsos sao conduzidos até a pineal, onde ocorre a modulagcédo da
secrecdo de melatonina, liberada apenas nos periodos de auséncia de luz
(MARTINET et al., 1993; THIERY et al., 2002).

As concentragdes plasmaticas de melatonina e prolactina parecem estar
relacionadas e se apresentam elevadas nas fases de anestro e interestro, e
diminuidas nas de proestro e estro (VERSTEGEN, 1998). A diminuicdo desses
hormdnios esta associada com o crescimento folicular terminal observado nas gatas
em proestro/estro (LEVYA et al., 1989a).

1.2.2. Crescimento folicular

Como nas demais espécies de mamiferos, nas gatas o hormodnio foliculo
estimulante (FSH) é primariamente responsavel pelo crescimento folicular final,
embora ainda pouco estudado nesta espécie (SCHMIDT, 1986; VERSTEGEN,
1986). Quando um ou mais foliculos ovarianos encontram-se em crescimento final,

ocorre uma secregdo profusa de estradiol-17p que determina modificagbes



significativas no comportamento reprodutivo (SCHMIDT, 1986) promovendo
incremento na atividade de neurdnios no hipotalamo anterior, area responsavel pelo
comportamento sexual de estro em gatas (ROBISON & SAYER, 1987). No gato
doméstico, a elevagcdo do estradiol 173 é importante para sensibilizar o eixo
hipotalamo-hipéfise para o pico de LH induzido pelo coito (BANKS &
STABENFELDT, 1982). Ap6s a ovulagdo, as concentracdes de estradiol-17f3
retornam aos niveis basais dentro de 5 dias (VERHAGE et al., 1976).

Segundo Wildt et al. (1981), durante a gestagdo ocorrem continuamente
periodos de crescimento e regressao de grandes foliculos nos ovarios das gatas,
determinando picos de estradiol com algumas dessas fémeas podendo apresentar
comportamento estral. Em estudo anterior, foi observado que aproximadamente 10%
das gatas gestantes apresentaram sinais tipicos de estro e até mesmo copularam
durante a gestacédo (VERHAGE et al., 1976). Contudo, Tsutsui & Stabenfeldt (1993)
relataram que as gatas prenhes que manifestam sinais de estro ndo apresentam
elevagao nas concentragcdes séricas de estradiol ou onda de LH, sugerindo que os
comportamentos de estro e de cépula podem ocorrer sem a presenca de

crescimento folicular no ovario.

1.2.3. Ovulagao

Nas gatas domésticas durante o coito ocorre uma estimulagdo mecanica
(CUEVA-ROLON et al., 1994) que modula a secre¢cdo de GnRH, determinando a
liberagcdo pulsatil de LH e subsequente ovulagdo (ROBINSON & SAWYER, 1987).
Essa liberagdo de LH apresenta ampla variagéo individual, tanto na amplitude quanto
na duragdo (GLOVER et al., 1985), ocorrendo, de forma geral, cerca de 15 minutos
apés a coépula ou estimulo similar, com pico em duas horas e retorno aos niveis
basais em oito horas (CONCANNON et al., 1980; JOHNSON & GAY, 1981b). A
ovulagcao ocorre entre 24 a 54 horas apods a estimulagdo, com ruptura simultdnea de
todos os foliculos pré-ovulatérios (FPOs) (2,5 a 3,5 mm) presentes nos ovarios
(CONCANNON et al., 1980; WILDT et al., 1980, 1981; SHILLE et al., 1983).



A magnitude do pico de LH é maior quando aumenta-se o numero de cépulas,
e metade das fémeas com uma unica cépula secretam quantidade adequada de LH
para induzir a ovulagao (CONCANNON et al., 1980; WILDT et al., 1980; JOHNSON
& GAY, 1981 ab). Em algumas fémeas, mesmo trés copulas em um intervalo de 30
minutos podem né&o resultar em indugdo da ovulagéo, presumivelmente, devido ao
fato de que algumas gatas permitem a copula antes da maturagdo completa dos
foliculos (PAAPE et al., 1975; TSUTSUI & STABENFELDT, 1993). Glover et al.
(1985) observaram que a copula unica no primeiro dia de estro pode néo
desencadear a liberacdo de LH, enquanto que no segundo dia promove a liberagéo
deste hormoénio.

Banks & Stabenfeldt (1982) reportaram que a habilidade da gata em liberar o
LH em resposta ao coito € dependente do tempo de exposigdo do estrogeno no
hipotalamo e/ou gléndula pituitéaria anterior. Desta forma, no terceiro dia do estro,
uma unica copula costuma ser eficiente para induzir a ovulagdo (TSUTSUI &
STABENFELDT, 1993). Para uma maior eficiéncia na indugdo da ovulagao,
recomenda-se que os animais efetuem pelo menos quatro cépulas em um periodo de
duas horas, preferencialmente evitando o primeiro dia de aceitacdo do macho pela
fémea (SCHMIDT et al., 1983; WILDT et al., 1981; TSUTSUI & STABENFELDT,
1993).

Apesar da gata ser classificada como uma espécie de ovulagao induzida por
estimulagdo fisica do aparelho genital, estudos demonstraram que uma alta
porcentagem das fémeas - 35% (LAWLER et al., 1993) e 67% (GUDERMUTH et al.,
1997; GRAHAM et al., 2000) - apresentaram ovulagao sem o estimulo do coito ou
similar, quando mantidas em grupo. Segundo Bakker & Baum (2000), a separacao
entre animais de ovulagédo induzida e espontédnea nao € tao rigida, com inumeros
fatores que podem levar, ao menos parcialmente, animais de ovulagdo induzida a

apresentarem ovulagao espontanea e vice e versa.



2. Controle do ciclo estral e ovulagao

2.1. Manipulagao do fotoperiodo

Por se tratarem de animais de ciclo estral fotoperiodo positivo, o controle
artificial da luminosidade do ambiente no qual as gatas sao criadas pode exercer
uma marcada influéncia sobre a reproducdo. Nesse sentido, a manipulagcdo da
luminosidade, que é utilizada empiricamente por criadores comerciais de gatos como
maneira de bloquear ou induzir o ciclo estral, veem sendo utilizada
experimentalmente (SCOTT & LLOYD-JACOB, 1959). Esse controle do ciclo estral
também apresenta grande importancia como ferramenta adicional as técnicas de
reproducédo assistida, especialmente quando se objetiva o uso de gonadotrofinas
exogenas e/ou a TE (POPE, 2000).

Quando as fémeas sdo mantidas sob fotoperiodo constante, néo ha presenca
da influéncia sazonal no ciclo estral (SHILLE et al., 1979; SCOTT & LLOYD-JACOB,
1959; DAWSON, 1941; HURNI, 1981). Aumentando o fotoperiodo para 24 horas de
luz e 0 horas de escuriddo estimula-se longos periodos de estro, aumento na
foliculogénese e no peso do ovario, contudo esse método nao é tao efetivo para a
indugdo do estro quanto 14 horas de luz e 10 horas de escuriddo (LEVYA &
STABENFELDT, 1983). Segundo Shille & Sojka (1995), animais mantidos com um
minimo de 10 horas de luz artificial (equivalente a 100 watt em uma sala de 4 X 4

metros) podem ciclar durante todo ano.

2.2. Indugao mecanica da ovulagao

A ovulagdo na gata normalmente ocorre por intermédio de um reflexo
neuroenddcrino iniciado com uma estimulagdo mecanica dos receptores sensoriais
na pele da regido perineal, da vulva, vagina e cérvix durante o coito (CUEVA-ROLON
et al., 1994). Assim, é sabido que a ovulagdo pode ser induzida por estimulagéo
similar ao coito, como por movimentos ritmicos no posterior € na base da cauda, que

podem ser suficientes para desencadear o processo (LOFSTEDT, 1982), ou por
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estimulo da vagina. Para a estimulagao intravaginal pode-se utilizar uma haste ou um
swab de algodéo por pelo menos 4 a 8 vezes com intervalos de 5 a 20 minutos e
duracao de apenas 2 a 5 segundos (FELDMAN & NELSON, 1996). Como na monta
natural, estimulacdes repetidas ndo induzem a ovulacdo em todas as fémeas, porém
em algumas gatas a sondagem repetida por varios dias série pode promover a
ovulagado (FELDMAN & NELSON, 1996).

2.3. Estimulo social

Experimentalmente, foi comprovada a influéncia ou modulagdo do “efeito
macho” (ADAMS & COX, 1966; MICHEL, 1993) e “efeito fémea” (MICHEL, 1993)
sobre a ciclicidade das fémeas felinas, sendo estes efeitos também importantes no
desencadeamento da ovulagdo, sem precedéncia de copula (GUDERMUTH et al.,
1997; GRAHAM et al., 2000). Gubermuth et al. (1997) observaram em gatas jovens
que a incidéncia de ovulagao espontanea por um determinada periodo foi de 11%
antes da introdugao do macho e de 31% imediatamente apds a introdu¢gado do macho,
levantando a possibilidade de uma influéncia de ferorménios.

Mattos (2004), apos manter gatas em periodos prolongados de escuridao (17
horas) e contado social (audiovisual e olfatério) com o macho, observou a
permanéncia da atividade reprodutiva normal, demonstrando a influéncia do “efeito

macho” sobre a ciclidade das fémeas.

2.4. Gonadotrofinas exégenas

Em gatos domeésticos, o desenvolvimento folicular pode ser estimulado através
da utilizagdo do FSH ou eCG exdgenos e a maturagao final dos foliculos e ovulagao
podem ser induzidos com aplicacdo de GnRH ou hCG. Existem diversos protocolos
com esses hormoénios associados ou isolados, em diferentes doses e frequéncias de

aplicagdes, sendo que alguns deles estdo no quadro1.
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Quadro 1. Principais protocolos hormonais para indugédo de estro e ovulagdo nas gatas

domésticas.
Horménio Protocolo Via Referéncia
FSHp 2 mg/dia, por 5 dias IM |WILDT et al.,1978a;
GOODROVWE et al., 1986
FSHp 0,5 -1,5 mg/dia, por 5 dias e 0,25 mg | IM |DRESSER etal., 1987
No 6°dia
FSHp 5 mg/dia por 4 dias, ap6és 2 mg SID | SC/ [SANCHEZ & SILVA, 2003
por mais 5 dias M
FSHp + hCG 1,5-1,5 mg/dia de FSHp por 5 dias, IM |DRESSERetal., 1987
0,25 mg de FSHp no 6° dia +
350-750U1 de hCG no 6° dia
FSHp + hCG 2 mg/dia de FSH por 3 a 7 dias até WILDT et al., 1978b
inicio do estro e apds 250Ul de hCG
FSHp + hCG 2 mg/dia de FSHp por 5-7 dias + IM |[KRAEMER et al., 1979
250Ul de hCG no ultimo dia do FSHp
FSHp + hCG 2 mg/dia de FSHp por 5 dias + IM |GOODROWE et al., 1988a
250Ul de hCG nos dias 2 e/ou 3
do estro
FSHp + hCG 2 mg de FSH no 1° dia e 1 mg/dia IM  |TSUTSUl et al., 1989
até 1° ou 2° dias do estro e 500Ul
de hCG no 1° ou 2° dia do estro
FSHp + hCG 1 a 6 mg/dia de FSHp por 4 dias IM |POPE etal., 1993
em doses decrescentes + 100Ul
de hCG no 5° dia
FSHp + hCG 2 mg de FSH/dia por 5 dias + IM |VERSTEGEN et al., 1993
250Ul de hCG no 6° dia
hMG + hCG hMG (15Ul de FSH e LH) por 5 dias e[| IM |OROSZetal., 1992
34h ap6s + 100Ul de hCG
GnRH Aplicagdo unica de 25 pl IM |CHAKRABORTY etal., 1979
eCG + hCG 150Ul de eCG + 100Ul de hCG IM/ [SWANSON & GODKE, 1994;
80 a 84 horas apos [V |SWANSON et al., 1997
DONOGHUE et al., 1992
eCG + hCG 50Ul de eCG/dia por 3 dias + IM |WHEELER et al., 1988
150Ul de hCG no 4° dia
eCG + hCG 150Ul de eCG + 100 ou 200Ul IM |GOODROWE et al., 1988"
de hCG 72 ou 80 horas apos
eCG + hCG 100Ul de eCG + 75-100UI de IM [HOWARD et al., 1992

HCG 80 horas apos
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Em alguns protocolos a viabilidade dos ovdcitos parece estar relacionada com
o intervalo entre a administracdo do eCG e hCG, de maneira que se o intervalo for
muito pequeno (menos que 80 horas) ou muito grande (mais que 88 horas), a
qualidade dos ovocitos e taxa de clivagem in vitro sdo comprometidas (GOODROWE
et al., 1988a; DONOGHUE et al., 1992).

2.4.1. Indugao da ovulagao

A primeira utilizacdo de uma gonadotrofina parcialmente purificada para
estimular a ovulagdo em gatas foi reportada por Colby (1970), que administrou
injecoes de eCG numa série de oito dias. Embora com resultado de prenhez apds o
cruzamento das fémeas tratadas com esse protocolo, apenas algumas foram
capazes de levar a gestagcédo a termo, num periodo de 3 a 7 dias maior comparado
com as fémeas ngo tratadas

Em fémeas com estro natural, injecdes unicas de hCG nas doses de 50, 100,
250 ou 500 Ul no primeiro dia do estro resultaram em uma taxa média de ovulagao
(% de foliculos maduros ovulados) de 32, 25, 67 e 100%, respectivamente (WILDT &
SEAGER, 1978). Em contra partida, inje¢des unicas com as mesmas doses no
primeiro e no segundo dia do estro mudaram a taxa de ovulagéo para 42, 74, 85 e
96%, respectivamente. Contudo, todos os animais recebendo duas injecbes de hCG
com doses de 100, 250 e 500Ul exibiram uma resposta ovulatéria (WILDT &
SEAGER, 1978).

A dose de 100Ul de hCG é, frequentemente, mais eficiente para induzir a
ovulacao quando administrada no terceiro dia do estro, em comparacao com os dias
1 e 2 (DONOGHUE et al.,, 1993). Tanaka et al. (2000) obtiveram nos gatos
domeésticos taxas de ovulagdo (% de animais ovulados) de 100% com 100Ul de hCG
em 2 doses com intervalos de 24 horas e de 91,7% ap0és aplicagao de 250Ul de hCG

em dose Unica, ambos nos dias 2 a 4 do estro natural.
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Utilizando-se 25 pg de GnRH no segundo dia do estro a ovulagdo € induzida
na maioria dos animais tratados (CHAKRABORTY et al., 1979), promovendo a
ovulacao de 100% dos foliculos presentes. Um regime de montas (3 vezes por dia a
cada 3 horas nos 3 primeiros dias do estro) e aplicagdo de hCG (250Ul nos dias 2 e
3 do estro) sao combinados, observa-se um aumento de duas vezes no numero de
CL, tanto nos animais com estro natural ou induzido por FSHp, quando comparado
com a utilizagdo destes estimulos separadamente ou com o uso do GnRH mais a
monta natural ou apenas do GhnRH (GOODROWE & WILDT, 1987). Esse aumento
na taxa de ovulagdo n&o reduz o numero de foliculos anovulatérios de aparéncia
cistica nas fémeas recebendo o FSHp (WILDT et al., 1978a).

A combinagdo do coito e hCG nas gatas em estro natural resulta em um
aumento de cinco vezes no numero de foliculos n&o ovulatérios, comparado com o
observado no estimulo exégeno (hCG ou monta natural) quando utilizado
separadamente (GOODROWE & WILDT, 1987), sendo provavelmente um resultado
do sinergismo do hCG com uma liberagdo induzida pela monta de FSH pela
pituitaria.

A ovulacdo nos gatos domésticos, geralmente, ocorre dentro de 26 a 29 horas
apos o tratamento com hCG (Sojka et al., 1970). Howard et al. (1992), trabalhando
com |A, observaram que apo6s 25 a 33 horas da aplicagcdo do hCG nenhuma gata
tinha ovulado, enquanto que, apos 31 a 50 horas todas apresentavam corpo luteo.
Tsutsui et al. (2000) observaram que mais de 40% das fémeas tinham ovulado apds
15 e 20 horas do hCG, sugerindo a existéncia de uma grande variagdo entre os
tempos de ovulagdo apds inducdo com hCG, entretanto ndo descartaram a
possibilidade da ocorréncia de ovulagdo espontanea, uma vez que estas fémeas

foram mantidas em colbnias (Lawler et al., 1993).
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2.4.2. Indugao do estro e atividade ovariana

Extrato de pituitaria bruta de FSH e LH foi utilizada para induzir o
desenvolvimento folicular, comportamento de estro e ovulagdo no gato doméstico
(FOSTER & HISAW, 1935). Posteriormente, inje¢des multiplas de eCG (doses de
100 a 1000UI) foram utilizadas para induzir o crescimento folicular, sendo reportado
uma hiperestimulagdo ovariana incluindo superovulagao (60CL/gata) e formagdes de
numerosos foliculo anovulatérios de aparéncia cistica (maior que 5mm em didmetro)
apos o tratamento (COLBY, 1970; WILDT et al., 1978a; CLINE et al., 1980).

A administracdo de eCG em dose unica (100Ul) em gatas em anestro seguida
de uma injecao de hCG (50Ul) apés 5 a 7 dias produziu resultados de ovulagao e de
prenhez comparaveis a monta natural (CLINE et al, 1980). Contudo, quando
injecdes diarias de eCG foram utilizadas por um periodo de 4 a 5 dias, menos
prenhezes e uma diminuicdo na sobrevivéncia dos filhotes na desmama foram
observados (CLINE et al., 1980). Assim, pode-se concluir que os ovarios das gatas
sao sensiveis a uma super dosagem do eCG e que quando administrado em uma
alta dose ou em uma sequéncia de inje¢gbes ocorrem hiperestimulagdo ovariana e
produgdao de foliculos cisticos com alteragcdo do perfil hormonal (COLBY, 1970;
WILDT et al., 1978a; CLINE et al., 1980).

Segundo Donoghue et al. (1993), nao existe evidéncia que o tratamento com
eCG/hCG compromete a qualidade do ovocito ou subsequente habilidade de
fertilizacao in vitro. Pelo contrario, o uso dessas gonadotrofinas melhorou a eficiéncia
da FIV, aumentando o numero total de embrides de alta qualidade.

Quando o FSHp é administrado apenas uma vez, poucos animais exibem
estro, embora atividade folicular seja observada laparoscopicamente em quase todas
as fémeas tratadas (WILDT et al., 1978a). Essa mesma gonadotrofina dada em
doses diarias de 2mg por 5 a 7 dias geralmente produz resposta comportamental e
desenvolvimento folicular satisfatérios e uma porcentagem relativamente alta
(aproximadamente 72%) de prenhezes com filhotes normais, apés monta natural
(WILDT et al., 1978a). O tratamento com FSHp também produz uma resposta

gonadal mais pronunciada com um maior numero de foliculos anovulatorios de
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aparéncia cistica (GOODROWE & WILDT, 1987) do que o observado no estro
natural, mesmo reduzindo-se a dose de 2 mg para 1 mg por dia (WILDT et al.,
1978a). Goodrowe et al. (1988a), utilizando 2 mg/ dia de FSH por 5 dias, observaram
que as taxas de fertilizagdo e qualidade embrionaria nas gatas parecem ser
comprometidas por este protocolo, provavelmente, devido a alteracbes nas
concentragdes de estradiol 17 e progesterona.

Comparando a utilizagdo das gonadotrofinas FSH e eCG, Takaya (1989)
relatou uma taxa de recuperagao embrionaria superior com o uso do eCG. Segundo
Pope (2000), gatas tratadas com eCG apresentam caracteristicas funcionais de fase
luteal mais proximas do normal, especialmente nos niveis hormonais séricos. Outra
vantagem do eCG esta no fato que, devido a sua maior persisténcia na circulagcéo
(120 horas - SWANSON et al., 1997), este é aplicado em dose unica (CLINE et al.,
1980), diferente do FSH que necessita de multiplas inje¢cdes (WILDT et al., 1978a).
Desta forma, o eCG é mais pratico para a utilizagcdo também em felinos selvagens,
reduzindo o manejo e consequentemente o estresse.

Estudos do sistema neuroenddécrino em ratos demonstraram que a secregao
de LH esta sob o controle de opidides, uma vez que as B-endorfinas atuam nos
receptores u e inibem a secregéo hipotalamica de GnRH (KALRA et al., 1993). Em
adicao, foi relatado que a administragdo de naloxone, um antagonista do opidide,
inibe o tbnus opioidérgico enddgeno induzindo o estabelecimento do proestro
(CONCANNON, 1993). Audi et al. (2001) utilizando uma unica aplicagdo de hCG
(1000Ul), para estimular um rapido aumento dos receptores de LH, seguido de
quatro aplicagdes diarias de naloxone e calcio em gatas domésticas obtiveram um
indice de 88,8% das fémeas apresentando sinais de estro e subsequente ovulacéo e

75% de prenhez apdés cobertura natural.
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2.4.3. Hiperestimulacao ovariana e baixos indices reprodutivos

De forma geral, o felino doméstico responde bem ao tratamento gonadotréfico,
no que diz respeito a indugao de crescimento folicular, ovulagdo e comportamento
estral (POPE, 2000). No entanto, apresenta baixos resultados de fecundagao in vitro
e in vivo (GOODROWE et al., 1988a), bem como de gestacdo e numero de filhotes
(PLATZ et al., 1978; HOWARD et al., 1992; GOODROWE et al., 1988; ROTH et al.,
1995; POPE, 2000).

Apesar de pouco estudado nos gatos, o transporte espermatico € sabidamente
prejudicado em tigres apods tratamento com gonadotrofinas (WILDT et al., 1987 apud
GOODROWE et al., 1988a). Nas gatas domeésticas também foi observado que, apos
o tratamento com eCG ou hCG, multiplos foliculos ancilarios (DONOGHUE et al.,
1992) e CL acessorios (GOODROWE et al., 1988a; HOWARD et al., 1992) estavam
presentes de 6 a 7 dias apds aspiracao folicular ou IA.

O eCG foi responsabilizado por recrutar odcitos e/ou produzir embrides ambos
com baixa qualidade, sendo a causa para a menor taxa de prenhez e pequeno
tamanho da ninhada observada apds o tratamento gonadotréfico. Contudo, Roth et
al. (1997) rejeitaram esta hipotese apds observarem que gatas tratadas com eCG e
cruzadas naturalmente produziram muitos embrides de boa qualidade, sendo que
pelo menos metade foram capazes de se desenvolver em blastocisto in vitro. Esses
autores sugeriram que outros fatores, talvez o0 momento da inseminagéo ou algum
componente desconhecido do processo de IA, sejam, responsaveis pela redu¢ao no
sucesso de prenhez e do pequeno tamanho das ninhadas. Em concordéancia,
Swanson et al. (1996a) utilizando soro anti-eCG n&o relataram diferenga no numero
médio de foliculos e de CLs secundarios e na concentragdo sérica média de
progesterona entre os grupos com e sem o tratamento com o soro.

Embora o hCG seja conhecido pela sua atividade luteotrofica, este demostrou
capacidade de estimular o crescimento e a maturagao de foliculos antrais pequenos
(< que 2 mm de diametro) (SWANSON et al., 1997). Assim, a atividade foliculogénica
do hCG associada a sua persisténcia na circulagao (96 horas — SWANSON et al.,

1997) sugere que este seja responsavel pelo desenvolvimento de foliculos ancilarios
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apo6s ovulagdo. Contudo, o eCG quando administrado antes do hCG estimula um
crescimento folicular adicional e potencializa a resposta dos foliculos antrais jovens a
atividade foliculogénica e luteotrofica intrinseca do hCG.

Uma relagao similar, provavelmente, ocorre com os protocolos de FSH e hCG,
uma vez que gatas em anestro e tratadas com multiplas injecbes de FSH seguida de
hCG também desenvolvem foliculos secundarios varios dias apos a ovulagao
(WILDT et al., 1978a). Mais adiante, a persisténcia do hCG na circulacédo e seu
prolongado efeito luteotrofico podem explicar a luteinizagdo dos foliculos secundarios
e subsequente formagao de CLs secundarios (SWANSON et al., 1997).

As alteracbes no padrdo endocrino (progesterona e estradiol 17p),
possivelmente associadas com as estruturas ovarianas secundarias (foliculos e CLs),
podem levar a mudangas de cunho hormonal no ambiente do oviduto e do utero
(GIDLEY -BAIRD et al., 1986) e, consequentemente, ter impacto na sobrevivéncia
dos embrides.

Em vacas, protocolos de superovulagcdo usando eCG tém sido associados
com o desenvolvimento de foliculos ovarianos adicionais apés a ovulagao, que por
sua vez podem ser a causa da recuperacao de embrides de baixa qualidade nestes
animais (BOOTH et al., 1975).

Nas gatas foi observado que apos tratamento com eCG e hCG as
concentragdes fecais de estradiol 178 e de progesterona foram maiores quando
comparadas as fémeas com estro e monta naturais (GRAHAM et al.,, 2000). O
estradiol fecal nos animais tratados com gonadotrofinas exégenas apresentou pico
mais tardiamente e permaneceu elevado por um periodo maior, e embora o padrao
endocrino nessas gatas nao tenha influenciado a qualidade embrionaria ou estagio
de desenvolvimento, o transporte embrionario através do oviduto foi, aparentemente,
afetado (GRAHAM et al., 2000). Esses achados sugerem que a elevagdo do
estradiol, produzido pelos foliculos secundarios, pode retardar o transporte
embrionario do oviduto para o utero. Suportando esta conclusao, existem estudos
demonstrando que a administracdo exdgena de estradiol pode retardar o transporte
do embrido felino no oviduto (HERRON & SIS, 1974). Assim, a disfungdo do
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transporte embrionario pelo oviduto, devido a excessiva secrecdo de estradiol nos
felinos tratados com gonadotrofinas exdgenas, pode ser um fator contribuinte para
um ambiente materno alterado e baixa fertilidade apos IA.

A supressao da atividade ovariana endogena antes da IA e IVF/TE aumenta a
taxa de prenhez em varias espécies. Em vacas, o controle hormonal do ciclo estral
para inibir o desenvolvimento folicular e induzir a lutedlise prematura pode aumentar
as taxas de concepcgéao apos IA (MACMILLAN & BURKE, 1996).

Graham et al. (2004) induziram nas gatas domésticas a supressdo da
atividade ovariana através da administracdo oral de melatonina e observaram que
este tratamento prévio foi apenas marginalmente efetivo em minimizar a
hiperestimulacao ovariana causada pela utilizagcdo do eCG/hCG. Desta forma, talvez
a hiperatividade ovariana nos felinos tratados com as gonadotrofinas exégenas nao
seja apenas devido as diferengas no estagio do ciclo estral no momento da
administracdo das gonadotrofinas, mas também seja relacionada a diferengcas de

sensibilidade individuais ao eCG e hCG.

2.4.4. Resposta imunolégica ao uso das gonadotrofinas exégenas

A estimulacao repetida com eCG e hCG leva a uma resposta imune humoral
com producdo de imunoglobulinas ligadoras de gonadotrofinas que reduzem a
atividade biolégica dessas proteinas (SWANSON et al., 1995). Roy et al. (1999),
trabalhando com cabras, verificaram que os anticorpos IgG produzidos pela
administracdo do eCG tém um efeito negativo na fertilidade subsequente, e que este
fendbmeno se correlaciona com o retardamento do estro e uma onda de LH mais
tardia.

As gatas domésticas quando estimuladas repetidamente com eCG/hCG, com
um intervalo curto (45 a 50 dias), demonstraram uma redugao significativa tanto no
desenvolvimento folicular quanto na maturidade dos odcitos recuperados destes
foliculos a partir do terceiro tratamento (SWANSON et al., 1995). Assim, intervalos de

pelo menos 4 meses entre os sucessivos tratamentos com as gonadotrofinas
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exdgenas sdo recomendados (SWANSON et al., 1996b) para reduzir a resposta
imune.

A ciclicidade natural parece nao ser inibida pela presenga das imunoglobulinas
neutralizantes eCG/hCG, uma vez que de um a dois meses depois do quarto
tratamento, sinais comportamentais de estro foram detectados e multiplos foliculos
observados apds laparoscopia (SWANSON et al., 1995). O tratamento das fémeas,
que eram refratarias ao eCG/hCG, com um protocolo de FSHp/hCG causou um
efeito rebote no desenvolvimento de foliculos ovarianos, mas n&do na maturidade dos
oocitos (SWANSON et al., 1995). Desta forma, embora regimes alternativos com
gonadotrofinas possam minimizar esta refratariedade, uma estratégia preferivel é
evitar as complicagdes imunolégicas através do uso cauteloso do eCG e hCG nos

felinos.



20

Consideragoes finais

Embora existam varios protocolos para a estimulagdo do crescimento folicular
e da ovulagdo, ainda nao foi estabelecido nenhum regime ideal nos gatos
domésticos. Protocolos utilizando esterdides ou analogos de GnRH para suprimir a
atividade ovariana endoégena assim como mudangas nos tipos e momento do
tratamento com as gonadotrofinas exdgenas sao alternativas que podem ser
investigadas para melhorar a eficiéncia da indu¢gado hormonal nos felinos.

A despeito de Swanson et al. (1995) terem observado que gatas tratadas com
varias aplicagbes de gonadotrofinas exdgenas apresentaram ciclicidade normal,
outros estudos, no entanto, relataram apenas por observacdes casuais danos a
fertilidade futura das fémeas doadoras e receptoras apds tratamento hormonal, tais
como duracdo do ciclo estral alterada, ocorréncia de cistos ovarianos, copulas
sucessivas sem gestacdo, reabsorcdo embrionaria, fibroadenoma mamario e
piometra. Assim, se comprovados, estes danos podem inviabilizar a utilizacdo
comercial de algumas técnicas de biotecnologia, bem como a extrapolacdo para
outra espécies de felinos.

Desta forma, diante dos varios inconvenientes relatados, sdo necessarios
novos estudos para o desenvolvimento de um protocolo ideal de sincronizagdo do
estro, crescimento folicular final e indugcdo da ovulagcdo em felinos, promovendo a

producéo de odcitos de qualidade, bom desenvolvimento embrionario e crias viaveis.
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