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Inseminacio artificial em gatos domésticos utilizando sémen criopreservado1
Artificial insemination in domestic cats using cryopreserved semen
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Resumo

Nas dltimas décadas, um ndmero expressivo de novas técnicas de reprodugdo assistida como;
inseminagdo artificial (IA), transferéncia de embrido, fertilizacdo in vitro, micromanipulacdo de gametas e
embrides, sexagem de embrides e s€émen e transferéncia nuclear de célula somdtica vém sendo desenvolvidas
para os gatos domésticos. A aplicacdo desses avangos na drea de reproducdo assistida visa ndo apenas 0s gatos
domésticos, mas principalmente os programas in situ € ex situ de conservacdo das espécies de felinos ameacadas
de extin¢do, com a finalidade de se obter mais filhotes de pais selecionados, assim, garantindo a variabilidade
genética e reduzindo o intervalo entre as geragdes. Nesse contexto, a utilizacdo do sémen criopreservado
apresenta grande aplicabilidade, uma vez que permite o armazenamento do material genético por tempo
indeterminando, desta forma, possibilitando a criacdo de um banco de recurso genético. Contudo, as taxas de
prenhez obtidas apds IA com sémen criopreservado em gatos domésticos ainda sdo baixas, sendo influenciadas
pelo local de deposi¢do do s€men no interior do trato reprodutivo da fémea, pelo momento da IA em relagdo ao
desencadeamento da ovulacdo e pela quantidade de espermatozdides méveis por IA. Esta revisdo tem por
objetivo apresentar importantes fatores relacionados a técnica de IA nos gatos domésticos com €nfase na
utilizacdo de s€émen criopreservado, tais como; local de deposi¢do do s€men, métodos de indugdo da ovulagdo,
momento da IA, influéncia da sedacdo das gatas no sucesso do procedimento de IA e quantidade de
espermatozéides méveis por [A.
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Abstract

Within the last decades, a series of new assisted reproductive techniques such as; artificial insemination
(Al), embryo transfer, in vitro fertilization, gamete/embryo micromanipulation, semen/embryo sexing and
somatic cell nuclear transfer has been develop for the domestic cat. Application of the assisted reproductive
improvements aims not only the domestic cat, but especially the in situ and ex situ conservation programs for
feline species threatened by extinction, with the purpose to obtain more offspring from selected parents, thus,
ensuring genetic diversity and reducing the interval between generations. In this context, the use of
cryopreserved semen shows great applicability, once it allows the genetic material storage for an indeterminate
period, this way, making possible the establishment of a genetic resource bank. However, pregnancy rates
obtained following an Al procedure with cryopreserved semen in domestic cats are still low, being influenced by
semen deposition site in the female reproductive tract, by AI moment in relation to ovulation occurrence and by
the number of motility spermatozoa per AL The objective of this review is to present important factors related to
the Al technique given emphasis to the use of cryopreserved semen, such as; semen deposition site, ovulation
induction methods, AI moment, influence of queen’s sedation on the success of Al procedure and motility
spermatozoa quantity per AL

Keywords: domestic cat, artificial insemination, cryopreserved semen, ovulation induction.

Introducao

Os gatos domésticos (Felis catus), por serem animais de companhia, ndo apresentam a finalidade de
multiplicagdo da populacdo como é observada em outras espécies de animais de producdo. Atualmente, o
controle populacional de cdes e gatos através de métodos anticoncepcionais vem sendo extensivamente
discutido, principalmente, nos grandes centros urbanos. Apesar desse fato, e devido a diversos fatores como;
problemas comportamentais, fisicos, de distancia entre os reprodutores ou maior aproveitamento de animais com
boa genética racial, as biotécnicas da reprodugcdo vém ocupando um papel discreto em gatis comerciais e,
especialmente, de pesquisa; onde os gatos podem servir como modelo experimental para 36 anormalidades e
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defeitos metabdlicos homélogos a doencas humanas (Migaki, 1982). Nao obstante, devido a semelhancas
fisiologicas com os demais membros da familia felidea, facilidade de manejo e maior niimero de exemplares, o
gato doméstico € um importante modelo experimental para os felinos selvagens ameacados de extingdo,
especialmente, nas pesquisas ligadas as biotécnicas da reprodugao.

Das 37 espécies de felideos, com exce¢do apenas do gato doméstico, todas estdo ameagadas de
extin¢do, segundo a Convencdo de Trafico Internacional de Espécies Ameacadas (CITES, 1973). Como
conseqiiéncia da redugdo do niimero de animais e destruicdo do habitat, os felinos selvagens ficam sujeitos ao
isolamento e, assim, a diminuicdo da variabilidade genética que leva a reducdo da fertilidade, maior
susceptibilidade as doencas e elevagdo da mortalidade infanto-juvenil (Ballou, 1992; Wildt et al., 1995). Nesse
contexto, os programas de conservagdo in situ e ex situ para essas espécies podem ser beneficiadas com a
utilizacdo das técnicas de reproducgdo assistida, incluindo; inseminagdo artificial (IA), transferéncia de embrido
(TE), fertilizagd@o in vitro (FIV), micromanipulacdo de gametas/ embrides, sexagem espermdtica e clonagem.
Uma das principais aplicacdes da IA na conservacdo dessas espécies € evitar a depressdo genética causada pela
fragmentacdo de grupos em vida livre, também podendo ser utilizada para contornar problemas fisicos ou
comportamentais e para evitar o transporte de animais para fins de acasalamento (Pukazhenthi e Wildt, 2004).

A utilizag@o do sémen congelado/ descongelado apresenta, indubitavelmente, maior aplicabilidade para
os programas de conservagdo de animais selvagens, pois permite o armazenamento por tempo indeterminado e,
assim, a realizagdo de um banco genético e também o transporte do material por longas distancias, apesar de
resultar em piores taxas de prenhez e necessitar de maior quantidade de espermatozéides quando comparado ao
sémen fresco (Howard et al., 1992; Tanaka et al., 2000; Tsutsui et al., 2000a,b). A perda da capacidade
fertilizante do s€men descongelado nos felinos se deve em parte a uma queda acentuada na qualidade do s€men
devido, principalmente, a danos causados nas membranas plasmdticas e acrossomais (Pukazhenthi et al., 1999;
Leibo e Songsasen, 2002), uma vez que estas estruturas sdo sensiveis ao processo de congelacido/ descongelacio.

Quanto a utilizacdo das gonadotrofinas exdgenas, necessdria para o processo de IA na maioria dos
felinos, sdo enfrentados problemas decorrentes de fatores como a hiperestimulacdo ovariana (Howard et al.,
1992; Donoghue et al., 1992; Swanson et al., 1996; Graham et al., 2000) e diferencas na sensibilidade a
estimulacdo hormonal entre as espécies de felinos (Swanson e Brown, 2004). Desta forma, o sucesso da
inseminacdo artificial com sémen congelado em felinos é um duplo desafio, pois além da notdvel queda na
fertilidade da amostra de s€men ap6s descongelacdo, a indu¢do hormonal do estro e/ou ovulagdo nas fémeas
ainda ndo estd completamente estabelecida.

Inseminacio artificial

O primeiro resultado de prenhez apdés IA em mamiferos foi obtido em cadelas no ano de 1784
(Spallanzani, 1784 citado por Foote, 2002). Em gatos domésticos, a primeira prenhez apds IA foi relatada em
1970 por Sojka et al., que utilizaram sémen fresco e inseminagdo artificial intra-vaginal (IAIV). Apds seis anos,
Platz et al. (1976) reportaram o nascimento de filhotes utilizando sémen congelado e IAIV. Em 1992, foi
realizada a primeira inseminacao artificial intrauterina (IAIU) (Howard et al., 1992). Até o momento, existem
poucos estudos a respeito da técnica de IA em gatos domésticos (Tab. 1), sendo que ndo ha nenhum relato com a
utilizag@o de sémen refrigerado.

Local de deposigdo do sémen

O local de deposicdo do s€émen na monta natural ou na IA determina as barreiras anatdmicas que os
espermatozoéides terdo que transpor durante o seu transito até o local de fertilizacdo. Nos gatos domésticos, ainda
ndo foi determinado o exato local de deposicdo do sémen apds a monta natural. Devido a caracteristicas
anatOdmicas como; tamanho do pénis ereto do gato (comprimento de 21,2 +/- 2,2 mm e largura de 5,1 +/- 0,5
mm), profundidade da vagina na gata (45 a 50 mm) e limen de apenas 1 mm na vagina anterior, a qual é
constituida de tecido ndo flexivel, acredita-se que o s€émen seja depositado de 15 a 20 mm caudal a cérvix, na
vagina posterior (Watson e Glover, 1993; Swanson e Godke, 1994).

Para a IA nas gatas, o sémen pode ser depositado no fundo de vagina (Sojka et al., 1970; Platz et al.,
1978; Tanaka et al., 2000), no utero (Howard et al., 1992; Tsutsui et al., 2000a, b; 2003) ou até mesmo na tuba-
uterina (Tsutsui et al., 2001). O local de deposicdo do sémen tem grande influéncia sobre o sucesso na obtengdo
de prenhezes apds a IA, principalmente, quando se utiliza o s€émen congelado/ descongelado, uma vez que o
tempo de sobrevivéncia destes espermatozdides é, significativamente, menor quando comparado ao sé€men
fresco.

Quando o s€men € depositado no fundo de vagina pela técnica de IAIV, existe mais uma barreira a ser
transposta, a cérvix, que juntamente com suas secrecdes tem a funcdo de filtracdo, prevenindo que
espermatozéides morfologicamente anormais possam chegar ao local de fertilizacido (Freundl et al., 1988). Apds
a monta natural, foi observado que aproximadamente 70% do sémen permanece retido na vagina das gatas
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domésticas (Chatdarong et al., 2004). Desta forma, considerando-se que existe uma alta incidéncia de
teratospermia entre as espécies de felinos (Howard et al., 1991; Wildt et al., 1992) e que o sémen descongelado
apresenta grande perda de sua qualidade, com alteracdes nos padrées de movimento (Tsutsui et al., 2000b;
Villaverde et al., 2007, comunicagdo pessoal), 0 método de deposicdo do s€men mais préximo ao local de
fertilizacdo pode resultar em melhores indices de prenhez, [0% contra 75% (Villaverde et al., 2007, comunicagdo
pessoal). Outra vantagem da deposi¢do do s€émen diretamente no interior do utero € a necessidade de uma menor
quantidade de espermatozéides comparada a IAIV quando se trabalha com o sémen fresco ou descongelado
(Tab. 1).

Tabela 1. Taxas de prenhez em gatas domésticas utilizando as técnicas de inseminagdo artificial intra-vaginal,
intrauterina e no interior da tuba uterina com sémen congelado ou fresco.

Momento
Dose Volume dalA Taxa de
Local de N . . . . ) - .
inseminacio Sémen inseminante  inseminante Estro apos concep¢do  Referéncia
¢ (10°) (uL) hCG (%)
(horas)
. Fresco Sojka et
Intra-vaginal ejaculado) 1,25 a 50 100 Natural 24 a4l 50 al.. 1970
. Fresco Sojka et
Intra-vaginal (ejaculado) 5 100 Natural 0e24 75 al.. 1970
. Fresco Tanaka et
Intra-vaginal (cjaculado) 80 50 a 100 Natural 15a30 77,8 al.. 2000
Natural
. Congelado ou Platz et al.,
Intra-vaginal (ejaculado) 50 a 100 100 Induzido 24 e 48 10,6 1978
(FSH)
Intrauterino Fresco 6.6 200 Induzido zilfr 23 143 Howard et
Bilateral (ejaculado) i (eCQ) - ’ al., 1992
ovulacdo)
Intrauterino Fresco 6.6 200 Induzido 3(1:1 05:) 50 Howard et
Bilateral . ’ (eCG) Pos al., 1992
(ejaculado) ovulacdo)
Intrauterino Fresco Tsutsui et
Unilateral (ejaculado) 8 30 Natural 15230 80 al., 2000a
Intrauterino ~ Congelado Tsutsui et
Unilateral (ejaculado) 30 30 Natural 15220 571 al., 2000b
Intrauterino ~ Congelado Tsutsui et
Unilateral  (epididimo) >0 40 Natural 20 27,3 al., 2003
Tuba-uterina Fresco Tsutsui et
Bilateral (ejaculado) 4 10220 Natural 15220 42,9 al., 2001

Durante a realiza¢do da IAIV, a sonda de inseminag@o deve ser posicionada o mais préximo possivel da
abertura cervical. Observou-se que o cateter uretral rigido para gatos, com didmetro de 1 mm, € fino o suficiente
para ultrapassar a vagina anterior e chegar até préximo a cérvix (Zambelli et al., 2004). Chatdarong et al. (2002),
através da deposicdo de meio de contraste no fundo de vagina, verificaram que o posicionamento da gata em
decubito dorsal com o posterior elevado em 30° facilita a infusdo do contraste da vagina para o interior do ttero.
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Existem vdrias técnicas de IAIU tais como; a laparotomia (Tsutsui et al., 2000a, b; Tsutsui et al., 2003),
a laparoscopia (Howard et al., 1992) e também a técnica de cateterizag@o trans-cervical (Zambelli e Cunto,
2005). A inseminacdo artificial trans-cervical, além de ndo necessitar de cirurgia, também apresenta as mesmas
vantagens das demais técnicas de IAIU. Viarios modelos de sondas foram propostos para a técnica trans-cervical
(Hurlbut et al., 1988; Swanson e Godke, 1994; Chatdarong et al., 2001; Zambelli e Castagnetti, 2001), contudo,
devido a variagdes anatOmicas entre as gatas, o sucesso na passagem da sonda pela cérvix é extremamente
varidvel [70,6% (Hurlbut ez al., 1988), 87,5% (Swanson e Godke, 1994), 76,5% (Chatdarong et al., 2001) e 50%
(Zambelli e Castagnetti, 2001)]. Zambelli et al. (2004) também observaram que existe diferenca nas taxas de
sucesso na cateterizagdo trans-cervical entre gatas com estro espontdneo (22%) e gatas com estro induzido
durante o anestro (80%). Desta forma, essa variacio no sucesso da passagem da sonda pela cérvix constitui uma
importante desvantagem desta técnica de IA nas gatas domésticas.

Indugdo da ovulagdo

O estimulo mecanico originado pelo coito nas gatas domésticas é indispensdvel para que ocorra o
desencadeamento da ovulacdo (Wildt et al., 1980), contudo este estimulo estd ausente na técnica de IA. Desta
forma, sdo necessdrios estimulos mecanicos ou hormonais para o desencadeamento da ovulagdo. A maturagdo
final dos foliculos e ovulagdo podem ser induzidos com a aplicacdo de GnRH (Chakraborty et al., 1979), hCG
(Sojka et al., 1970; Platz et al., 1978; Howard et al., 1992; Tanaka et al., 2000; Tsutsui et al., 2000a, b) ou LH
(Pope et al., 2006). A indugdo da ovulacdo também pode ser realizada através de estimulagdo mecénica da
vagina com um swab de algoddo ou haste de vidro (Feldman e Nelson, 1996) ou com o uso de um macho
vasectomizado (Platz et al., 1978). Nas gatas domésticas, a inducio da ovulagdo a partir do segundo dia do estro
mostrou-se mais eficiente (Donoghue et al., 1993).

Tanaka et al. (2000), trabalhando com gatas do segundo ao quarto dia do estro natural, obtiveram 100%
de ovulagdes com 100 UI de hCG em duas doses com intervalo de 24 horas e de 91,7% com 250 UI de hCG em
dose tnica. Comparando a utilizacdo de 75 ou 100 UI em dose tinica do hCG, Howard et al. (1992) ndo
encontraram diferencas na porcentagem de ovula¢des, no niimero de corpos liiteos (CLs) detectados no momento
da IA, na taxa de prenhez e nem no nimero e qualidade de embrides recuperados apds seis dias. Por sua vez, o
GnRH quando utilizado na dose de 25 pg em dose tnica resultou em 100% de gatas apresentando ovulacio
(Chakraborty et al., 1979).

Momento da inseminagdo artificial

A ovulacdo nas gatas é desencadeada de 26 a 29 horas apés sua indugdo através de hormodnios ou
estimulacdo mecénica (Sojka et al., 1970; Shille et al., 1983). Levando-se em consideracdo que nas gatas a
prenhez pode ocorrer apds uma tUnica cOpula, pode-se deduzir que o s€men do gato apresenta duragdo de no
minimo 26 a 29 horas, ou seja, até que ocorra a ovulagdo. Sojka et al. (1970) demonstraram que a IA ou a monta
natural podem resultar em prenhez quando realizadas até 49 horas apés a indugdo da ovulagdo. Adicionalmente,
quando se pretende realizar a IAIV ou a IAIU pelo método trans-cervical, deve-se levar em consideragdo que na
gata a cérvix permanece aberta do meio ao final do estro, com pequena varia¢do individual (Chatdarong et al.,
2002) e, desta forma, a IA deve ser realizada preferencialmente durante este periodo e dentro de 49 horas ap6s
inducdo da ovulacio.

Geralmente, € utilizada apenas uma tunica IA, principalmente, quando esta envolve anestesia e cirurgia,
embora tenha sido demonstrado que a realizacdo de duas inseminacdes com 24 horas de intervalo pode levar a
um aumento de 50% na taxa de concepcdo na técnica de IAIV com sémen fresco (Sojka et al., 1970). J4 para o
sémen descongelado, uma taxa de prenhez de 10,6% (Platz et al., 1978) foi alcancada apds duas IAIV com
intervalo de 24 horas contra 0% quando utilizada apenas uma IAIV apés 30 horas da indugdo da ovulagdo
(Villaverde et al., 2007, comunicacdo pessoal).

Sedagdo das fémeas

A sedacdo das gatas € indispensavel para a realizacdo da IAIU, uma vez que este procedimento requer
um ato cirtirgico ou passagem de uma sonda pela cérvix. J4 para a IAIV, embora a sedagcdo ndo seja essencial,
esta facilita o posicionamento da sonda de inseminagdo e evita a ocorréncia da reagdo pds-coito, a qual é
resultante da estimulag@o intra-vaginal induzida pela sonda. Howard et al. (1992) observaram que a anestesia
pode comprometer o processo de ovulacdo quando a sedacdo € realizada previamente ao desencadeamento da
mesma, aumentando o nimero de foliculos ndo ovulados e, consequentemente, reduzindo a quantidade de CLs
formados. Nesse mesmo estudo, a taxa de concep¢do anteriormente a ovulacdo foi menor (14%) quando
comparada a taxa obtida com a IA apds a ovulagdo (50%) (Howard et al., 1992). Em contrapartida, Tsutsui et al.
(2000a) utilizando o mesmo protocolo de anestesia ndo observaram interferéncia da sedacio sobre a indugdo da
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ovulacdo e melhores resultados de prenhez foram obtidos ap6s IAIU previamente a ovulacdo, embora, neste
estudo tenha sido utilizada uma dose de hCG superior quando comparada a dose usado por Howard et al. (1992)
para induzir a ovulagdo.

A utilizacdo da anestesia em tigresas para o procedimento de IAIV causou uma queda no transporte dos
espermatozéides no interior do ttero, sugerindo que a anestesia pode reduzir a motilidade uterina e comprometer
a habilidade do espermatozéide em atingir o local de fertilizacdo (Wildt et al., 1987). Embora existam indicios
de que nao hd interferéncia da anestesia no transporte espermadtico pelo trato reprodutivo da gata (Tanaka et al.,
2000), ndo existe ainda nenhum estudo determinando a sua real influéncia.

Em animais como os coelhos, a fase rdpida do transporte espermdtico é considerada um processo
passivo, causada por contracdes vaginais e uterinas que podem ser bloqueadas por antagonistas adrenergéticos
(Overstreet e Tom, 1982). Em gatas domésticas, observou-se que, ap6s 30 minutos da monta natural, 1,3 % dos
espermatozdides jd se encontravam na tuba uterina (Chatdarong et al., 2004). Embora se conheca pouco a
respeito do processo de transporte espermdtico nas gatas, talvez a monta natural, da mesma forma que é
importante para desencadear a reacdo pds-coito, possa também ter um papel importante na estimulagdo da
contratilidade do trato reprodutivo, auxiliando no transporte rdpido dos espermatozdides.

Quantidade de espermatozdides por inseminagdo

No método de IAIV, a utilizagdo de uma dose inseminante de 80 x 10° de espermatozéides moveis
proporcionou um indice de 80% de prenhez com o sémen fresco (Tanaka et al., 2000). Em contrapartida, usando
também sémen fresco, Sojka er al. (1970) obtiveram uma taxa de prenhez de 75% utilizando apenas 5 x 10° de
espermatozéides méveis em duas inseminacdes com intervalo de 24 horas. J4 para o sémen descongelado, uma
taxa de 10,6% de prenhez foi obtida ap6s duas inseminagdes, com intervalo de 24 horas, usando de 50 a 100 x
10° de espermatozdéides moéveis (Platz et al., 1978).

Para a IAIU, foi observado que para o sémen fresco uma dose inseminante de 8 x 10° de
espermatozdides moéveis, ou seja, dez vezes menor que a necessdria para a IAIV, € suficiente para se obter um
indice de 77,8% de prenhez (Tsutsui et al., 2000a). Para o sémen descongelado, Tsutsui et al. (2000b) obtiveram
uma taxa de 57,1% utilizando em média 12,5 x 10° de espermatozdides moveis e inseminagdo unilateral. A
utilizacdo de 40 x 10° de espermatozéides méveis, divididos entre os dois cornos uterinos, resultou em uma taxa
de 75% de prenhez (Villaverde et al., 2007, comunicag@o pessoal).

Consideracoes finais

A técnica de IAIV, apesar de ndo necessitar de um procedimento cirtirgico, apresenta melhores
resultados de prenhez quando se utiliza o sémen fresco e em grande quantidade. Para o sémen descongelado,
mesmo com a utilizacdo de duas IAIV e grande quantidade de espermatozéides, o indice de prenhez € inferior
quando comparado ao obtido com sémen fresco. Fatores como menor longevidade das células descongeladas e
barreira da cérvix aos espermatozdides anormais e com baixa motilidade sdo importantes causas desse baixo
sucesso ap6s a IAIV utilizando o sémen descongelado.

Visando melhores indices de prenhez apés IAIV com sémen descongelado, a realizacio de duas ou mais
inseminacgdes dentro de um intervalo de 24 horas e com grande quantidade de espermatozdides por inseminacgio
pode aumentar o sucesso desta técnica. Contudo, esse protocolo leva a conseqiiéncias indesejdveis como excesso
de manipulacdo e necessidade de repedidas sedagdes dos animais, principalmente, quando se trabalha com
animais selvagens e, também, necessidade de grande quantidade de espermatozdides, desta forma tornando essa
técnica invidvel na pratica. Assim, apesar de algumas desvantagens como; necessidade de procedimento
cirdrgico ou aquisi¢do de aparelhos especificos, a IAIU €, certamente, o0 método de eleicdo quando se trabalha
com sémen descongelado, uma vez que oferece melhores resultados de prenhez.

Nao obstante, quando se pretende a transferéncia dessas técnicas de IA para os felinos selvagens, é
importante considerar algumas particularidades como o fato de muitos felinos selvagens ejacularem
relativamente baixas concentracdes de espermatozéides com alta quantidade de formas anormais (Wildt et al.,
1983; Howard et al., 1984, 1990, 1991) e também de haver uma redu¢do na capacidade de migracdo pelo trato
reprodutivo da fémea por parte desses espermatozdides morfologicamente anormais, comprometendo a
transposi¢@o da barreira cervical. Desta forma, a utilizag@o das técnicas de IAIU possibilita que uma quantidade
maior de espermatozdides seja depositada préximo ao local de fertilizacdo, aumentando a chance de sucesso nas
taxas de prenhez.
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