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Resumo

As biotécnicas reprodutivas aplicadas ao gato doméstico desenvolveram-se consideravelmente nas
ultimas décadas, propiciando a conservagdo do material genético de animais com alto valor zootécnico, assim
como avangos nos programas de conservagdo de espécies ameagadas de extingdo. Apesar dessa evolugdo, muitos
aspectos relacionados a reproducdo de gatos ainda ndo foram elucidados e os resultados apresentados na
literatura ainda sdo conflitantes, o que impulsiona a busca de novas técnicas para obtengdo, conservagdo e
utilizagdo das células germinativas provenientes desses animais. Dentre as técnicas de obtencdo das células
germinativas felinas tém-se a coleta por: eletroejaculagdo, vagina artificial, cateterismo uretral, recuperagdo
epididimaria e do tecido testicular. Neste contexto, o objetivo desta revisdo foi descrever as principais técnicas
de obtengdo e conservagdo de material genético em gatos domésticos.
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Abstract

The reproductive biotechniques applied to the domestic cat have developed considerably in the last
decades, promoting the conservation of biological material of animals with high zootechnical value, as well as
advances in the conservation programs of endangered species. Despite this evolution, many aspects related to
the reproduction of cats have not yet been elucidated and the results presented in the literature are still
conflicting, which drives the search for new techniques for obtaining, conserving and using germ cells from
these animals. Among the techniques for obtaining feline germ cells there are collection by: electroejaculation,
artificial vagina, urethral catheterization, epididymal and testicular tissue recovery. In this context, the aim of
this review was to describe the main techniques for obtaining and conserving genetic material in domestic cats.
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Introducao

O desenvolvimento de novas biotecnologias tem sido um dos pilares de pesquisas voltadas a reprodugio
do gato doméstico. Esse animal tem estado cada vez mais em convivio com os seres humanos, ¢ também tém
atuado como principal modelo experimental para avangos na conservag¢dao de espécies felinas ameacgadas de
extingdo (Silva et al., 2012; Lima et al., 2016a).

Entretanto, por serem animais que apresentam caracteristicas reprodutivas singulares, como o elevado
indice de teratospermia e as baixas taxas de viabilidade celular apds conservagdo espermatica a baixas
temperaturas, torna-se dificil compara-los a outras espécies carnivoras e estabelecer protocolos adequados a
todas as espécies felinas (Martins e Justino, 2015).

Mesmo com essas dificuldades, avangos vém sendo obtidos nas formas de obtencdo e conservagdo de
material bioldgico de gatos machos. A manutengdo desse material € essencial para resguardar o material genético
de animais com alto indice zootécnico (Tsutsui, 2006). O conhecimento obtido com os avangos em gatos
domésticos também pode ser extrapolado para estudos voltados as demais espécies felinas, que possuem cada
vez mais populagdes menores e com baixa variabilidade genética (Villaverde et al., 2009).

Diferentes formas de obtengdo de células espermaticas vém sendo utilizadas em gatos domésticos,
sendo elas: a eletroejaculagdo (Silva et al., 2011), a vagina artificial (Conforti et al., 2013), o cateterismo uretral
(Zambelli et al., 2010), a recuperagdo dos espermatozoides epididimarios (Lima et al., 2014) e¢ mais
recentemente, células germinativas oriundas do tecido testicular (Lima et al., 2016a).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi descrever as principais formas de obtencdo e conservagio
de material genético em gatos domésticos.
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Técnicas para obtenciio e conservacio do material genético do gato doméstico
Eletroejaculacéo

Dentre as formas de obten¢do do sémen em gatos domésticos, a eletroejaculagdo se caracteriza como o
método de eleigdo, por ser realizada com o animal anestesiado, o que dispensa treinamento dos animais para
coleta, assim como proporciona maior seguranca ao operador e animais no momento da coleta (Martins e
Justino, 2015).

Esta técnica se caracteriza pela realizagdo de uma série de estimulos elétricos por meio de uma sonda
trans-retal acoplada a um estimulador elétrico no assoalho da ampola retal dos animais (Silva et al., 2011) e o
sémen obtido pode ser utilizado a fresco para inseminagdo imediatamente apds a coleta ou pode ser congelado
para utilizagdo futura (Chatdarong et al., 2007).

Ao realizarem a eletroejaculagdo em gatos domésticos com diferentes protocolos anestésicos, Silva et
al. (2008) obtiveram sucesso na obtengdo do ejaculado em até 100% dos animais, quando anestesiados com
isofluorano, com motilidade total superior a 55% e vigor 3. Taxas de viabilidade celular a fresco acima de 80%
também ja foram obtidas apos eletroejaculagdo em gatos e acima de 68% apds congelagdo-descongelacdo
(Zambelli et al., 2008).

Neste mesmo estudo, foi obtida uma taxa de formagdo de blastocisto acima de 24% com sémen
congelado-descongelado apds fertilizagdo e cultivo in vitro de odcitos maduros (Zambelli et al., 2008). Apos
inseminagdo artificial com s€men obtido por eletroejaculagio, foi alcangada uma taxa de gestagdo acima de 30%
utilizando sémen a fresco e acima de 40% com sémen congelado-descongelado (Chatdarong et al., 2007).

Vagina artificial

A coleta de sémen de gatos domésticos por meio da vagina artificial tem sido empregada por se tratar de
uma técnica de baixo custo; todavia, ¢ necessario o treinamento dos machos reprodutores previamente, porém,
nem todos os animais aprendem adequadamente a ejacular na vagina artificial (Tanaka et al., 2000; Martins e
Justino, 2015).

O sémen obtido apds a coleta pode ser utilizado imediatamente para a inseminagdo artificial (Axnér;
Linde-Forsberg, 2002) ou adicionado de diluidores como o Tris e mantido sob refrigeracdo de 4 a 5 °C para
utilizacdo em um curto periodo (Silva et al., 2012). Na congelacdo, o sémen pode ser mantido em nitrogénio
liquido por um periodo indeterminado; na solugdo de congelagdo, além do diluidor, também sdo adicionados
crioprotetores como o glicerol, que irdo atuar impedindo a formacdo de cristais de gelo no interior das células
durante o processo de congelagdo (Martins e Justino, 2015).

A capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides obtidos com a vagina artificial ja foi demonstrada
com altas taxas de gestag@o ap6s inseminacdo a fresco, sendo em torno de 70% de taxa de gestagao (Conforti et
al., 2013). A utilizacdo de sémen congelado de gatos domésticos também ja foi relatada com sucesso, com taxas
de gestagdo de 75% (Villaverde et al., 2009).

Cateterismo uretral

Outra possibilidade para obtencdo do ejaculado em gatos domésticos é o cateterismo uretral, que €
realizado com o animal sob efeito dos farmacos anestésicos alpha-2-adrenérgicos, em especial a medetomidina.
A acdo desses farmacos promove a liberag@o das células espermaticas na uretra (Zambelli et al., 2008; Lueders et
al., 2012).

Os animais sdo anestesiados e um cateter urindrio ¢ introduzido aproximadamente 9 cm na uretra e
retirado em seguida contendo o ejaculado presente no canal uretral (Filliers et al., 2010). Ao avaliarem diferentes
doses e tempo de coleta apds administragdo de medetomidina, Cunto et al. (2015) constataram que a dose de 130
png/kg por via intramuscular (IM) com coleta imediata apds o inicio da acdo do fArmaco propicia uma melhor
qualidade seminal. A utilizacdo da xilazina (Img/kg, IM) para inducdo da ejaculagdo ndo permitiu a obtencao de
células espermaticas em gatos domésticos (Swanson et al., 2016).

O sémen obtido com essa técnica de coleta apresenta qualidade comparavel a de outras formas de
obtengdo do ejaculado em gatos domésticos, como motilidade total e viabilidade celular acima 70% e morfologia
normal acima de 50% na avaliacdo a fresco (Prochowska et al., 2015). Apds o processo de congelagdo-
descongelagdo, os resultados ainda se encontram em um patamar de qualidade aceitdvel, como motilidade
aproximada de 37%, morfologia normal de 60% e viabilidade acima de 30% (Prochowska et al., 2016).

Foi obtida uma motilidade total acima de 40% apds congelagdo lenta ¢ de 37% apods vitrificagdo de
sémen obtido por cateterismo uretral (Swanson et al., 2016). Apoés realizarem a fertilizagdo in vitro de odcitos
maduros de gatas domésticas com sémen obtido por meio do cateterismo uretral, Filliers et al. (2010)
conseguiram mais de 50% de odcitos em metafase II. J4 Swanson et al. (2016), obtiveram 35% de odcitos em
metafase I ap6s a fertilizagdo in vitro com sémen vitrificado e 65% apos congelagio lenta.
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Espermatozoides epididimarios

A recuperagdo de espermatozoides provenientes da cauda do epididimo € uma biotecnologia aplicavel
em animais com valor zootécnico elevado que tenham ido a 6bito precoce ou inesperado, cujo potencial genético
deve ser resguardado e propagado em futuras geragodes (Lima, 2015).

Dentre as técnicas de obtengdo de espermatozoides epididimarios, a de flutuagdo se caracteriza como
uma op¢do em pequenos animais, inclusive no gato. Em decorréncia do pequeno tamanho do epididimo desses
animais, quando comparado ao dos animais de produgao, existe uma maior dificuldade na aplica¢do de outras
técnicas de recuperag@o espermatica. Essa forma de coleta consiste, apds a orquiectomia e obtengdo do complexo
testiculo-epididimo, na dissecagdo e separagdo do epididimo dos demais componentes do sistema reprodutor
masculino, em que sdo realizados cortes e os fragmentos do epididimo misturados com um diluidor no intuito de
os espermatozoides migrarem para o meio de dilui¢do e facilitarem sua recuperagéo (Emerenciano et al. 2013).

Outra metodologia também ja descrita em pequenos animais € a técnica de compressdo. Essa técnica
consiste na orquiectomia dos animais, dissecacdo do epididimo, isolamento da por¢do caudal epididimaria e
parte do ducto deferente. Em seguida, com auxilio de uma pingca hemostatica (Tebet, 2004) ou lamina de vidro
(Macente, 2014), realiza-se a compressao dessas estruturas, depositando o recuperado espermatico em uma placa
de Petri contendo o diluidor.

Em um estudo realizado com gatos domésticos, as células espermaticas obtidas do epididimo e
avaliadas a fresco apresentaram uma motilidade total de 73% e vigor 3,5 utilizando os diluidor Tris, entretanto
com o diluidor ACP, a motilidade foi de 44% e vigor 3 (Emereciano et al., 2013). Em contraste com este estudo,
Lima et al. (2016b), ao refrigerarem o complexo testiculo-epididimo de gatos domésticos por até 4 horas antes da
recuperacdo, obtiveram uma motilidade acima de 70% com ACP-117c ap6s o periodo de refrigeragdo e vigor
4,3, enquanto que ao utilizarem o diluidor Tris, a motilidade foi de 67% e vigor 3,8. Apesar dessas diferencas,
observa-se que em ambos os estudos, a qualidade dos espermatozoides ficou dentro dos padrdes necessarios para
viabilizar a fertilizac¢do in vitro ou in vivo.

A conservagao de células epdidimarias sob refrigeracdo a 4 °C foi avaliada por Lima et al. (2014) e os
autores obtiveram uma motilidade acima de 36% e vigor 2 ap6s 24 horas de refrigeragdo em meio diluidor a base
de 4gua de coco em po e motilidade acima de 56% com vigor 1,8 apds refrigeracdo em meio diluidor & base de
Tris, com adigdo de 20% de gema em ambos meios diluidores.

A motilidade total e a viabilidade espermatica de gatos domésticos apo6s descongelagio de
espermatozoides epididimarios congelados em palhetas de 0,25mL foi de 32% e 45%, respectivamente (Cocchia
et al., 2009).

Tecido testicular

As pesquisas realizadas com o tecido testicular de gatos domésticos t€m se direcionado ao
desenvolvimento de protocolos que envolvam a melhor técnica de conservagdo a baixas temperaturas, como em
um estudo realizado por Buarpung et al. (2013) que compararam os aspectos morfologicos do tecido testicular de
gatos domésticos puberes entre a congelacdo lenta e a congelacdo rapida, sendo que a congelagido lenta
apresentou melhor conservagdo das estruturas teciduais. Os autores também constataram a capacidade
fertilizante dos espermatozoides obtidos apos a descongelagdo dos fragmentos testiculares, que foram capazes de
fertilizar odcitos maduros in vitro, com desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto.

Outro aspecto que os estudos com gatos domésticos tém procurado desvendar é qual crioprotetor ou
associagdes de crioprotetores exercem menor efeito toxico sobre a estrutura testicular. Lima et al. (2016a)
avaliaram diferentes associagdes de crioprotetores na vitrificagdo do tecido testicular de gatos domésticos
impuberes e constataram que a associagdo de dimetilsulfoxido/glicerol conservou melhor as estruturas teciduais
e manteve um maior potencial de proliferacdo celular quando comparado as associagdes dimetilsulfoxido/
etilenoglicol e etilenoglicol/glicerol.

Macente et al. (2016) compararam a atuagdo do glicerol e propanodiol na congelacdo rapida de
fragmentos testiculares de gatos domésticos ptiberes e a morfologia foi mais bem preservada com glicerol. Neste
mesmo estudo também foi avaliado o tamanho dos fragmentos testiculares, sendo que os fragmentos com 0,5cm’
apresentaram menos efeitos deletérios sobre as células germinativas que os com 0,3cm’.

Uma das formas de completar o desenvolvimento da espermatogénese apos coleta e congelacdo de
fragmentos testiculares é por meio do transplante destes fragmentos no tecido subcutaneo de camundongos
imunodeficientes, processo conhecido como xenotransplante (Yokonishi et al., 2014). Esse processo ja foi
relatado em gatos domésticos por Mota et al. (2012), que congelaram fragmentos testiculares de gatos
domésticos impuberes ¢ puberes por meio da técnica de congelagdo lenta, tendo o dimetilsulféxido como
crioprotetor e constataram que o tecido testicular oriundo de animal impubere apresentou uma maior quantidade
de fragmentos com células germinativas ap6s 10 semanas de xenotransplante em camundongos
imunodeficientes.
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Apesar de ja existirem estudos avaliando o potencial do tecido testicular de gatos domésticos como
fonte de células espermaticas, os resultados obtidos até o presente momento ainda ndo sdo suficientes para
implementagdo pratica dessa bioteconologia nos programas de reproducdo assistida, sendo necessario o
desenvolvimento de técnicas de conservacdo a baixas temperaturas mais eficazes e pesquisas que desenvolvam
meios de cultivo in vitro com células germinativas viaveis e funcionais, permitindo dessa forma, a obtengéo de
filhotes de alto valor zootécnico, saudaveis e férteis.

Conclusao

Diferentes técnicas para obtengdo e conservagdo do material genético de gatos domésticos podem ser
utilizadas e os resultados obtidos até o presente momento expressam os avangos conquistados na reproducdo de
gatos, todavia, ainda sdo necessarias novas abordagens que permitam a repeticdo de protocolos na pratica clinica
e maiores taxas de gestagdo por meio da inseminagao artificial nesta espécie.
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