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RESUMO

BALLAROTTI, D. T. Avaliagado de protocolos para indugao de inatividade ovariana
em gatas domésticas. Curitiba, 2005. 65 f. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Universidade Federal do Parana.

Os pequenos felideos neotropicais apresentam baixo desempenho reprodutivo em
cativeiro e estdo ameacados de extingdo. Como conseqliéncia do variavel ambiente
endoécrino apos a estimulagdo com gonadotropinas, os indices de prenhez apés a
inseminagao artificial em felideos selvagens nao sio satisfatérios. Atualmente, o
controle do ciclo estral tem melhorado significativamente os indices de nascimento apds
a inseminacgao artificial em varias espécies. Devido ao gato doméstico ser utilizado
extensivamente como animal modelo, apresentar similaridade na biologia reprodutiva,
disponibilidade e por ser doécil, este estudo foi conduzido com esta espécie. O objetivo
deste estudo consistiu em avaliar protocolos para aumentar a taxa de sucesso em
programas de inseminacao artificial em gatas domésticas, além de testar novos
principios ativos para indugcdo da inatividade ovariana, como o levonorgestrel e
etonogestrel prévia ao protocolo para inseminacado artificial (eCG/hCG) em gatas
domeésticas. As fémeas (n=9) foram divididas em trés grupos, cada um com trés animais,
sendo: 1) controle (C), somente administracdo de eCG/hCG; 2) levonorgestrel oral (L)
(0,075 mg) durante 37 dias + eCG/hCG; 3) etonogestrel (E), implante subdérmico
durante 37 dias + eCG/hCG. As fémeas foram submetidas ao exame laparoscépico 29-
39 horas apo6s a administragdo de hCG para verificacdo da resposta ovariana. No
momento da laparoscopia foi realizado esfregaco vaginal para monitoragdo da fase do
ciclo estral. Foram coletadas amostras de fezes 60 dias antes e 60 dias apds a
laparoscopia para dosagem hormonal de estrégenos. Os resultados foram avaliados
através de analise estatistica (comparagdo de médias). Para isto foi realizado Teste
ANOVA, analisando-se os niveis de significancia, os quais mostraram que o Grupo E
(implante) apresentou inibigdo ovariana durante a sua utilizagdo. Em contraste com o
Grupo C e o Grupo L oral, o Grupo E apresentou inibicao satisfatéria das concentracoes
de estrégenos durante a sua utilizagdo. O grupo L n&do apresentou inibicdo ovariana
durante o tratamento, apresentando picos de estroégenos, e nao apresentou diferenca
significativa em relacdo ao Grupo C. Todas as fémeas do experimento apresentaram
células epiteliais superficiais anucleadas e nucleadas caracteristicas de estro no
momento do exame laparoscépico. Ao exame laparoscopico foi observado que todas as
fémeas apresentaram foliculos e 77% das gatas apresentaram corpo luteo. No grupo
etonogestrel as fémeas apresentaram 7,6 + 3,4 foliculos / gata e 2,0 + 0,6 corpos luteos
/ gata, no grupo levonorgestrel foram observados 4,0 + 0,6 foliculos / gata e 5,0 + 1,5
corpos luteos, e no grupo controle 6,3 + 1,4 foliculos / gata e 1,5 £ 0,5 corpo luteo.
Concluiu-se que a utilizacdo de implantes de etonogestrel em gatas domésticas
mostrou-se eficaz, possibilitando a sua utilizagdo prévia aos programas de inseminagao
artificial, aspiragao folicular, bem como para a contracepgao.

Palavras-chave: Inseminacéo artificial; ovario; felideos selvagens; contracepcéo;



ABSTRACT

BALLAROTTI, D. T. Protocols evaluation for ovarian inactivity induction in
domestic cats. Curitiba, 2005, p. 65. Dissertation (Master's degree in Veterinary
Sciences) - Federal University of Parana.

Reproductive success in endangered captive neotropical small felids species is very low.
Due to great variability in endocrine environment post gonadotropin treatment,
pregnancy rates are very low. Nowadays, ovarian activity controll improves the Al
success in many species. The domestic cat is a comon model in programs of assisted
reproducive technology for wild felids. In this study, new protocols were compared to
improve the fertilization rates in artificial insemination programs in domestic cat. To
induce ovarian inhibition, levonorgestrel and etonogestrel were used previous to
gonadotropin treatment (eCG/hCG). Female domestic cats were divided in three
treatments: 1) control (eCG/hCQG); 2) levonorgestrel (0.075 mg) orally during 37 days +
eCG/hCG; 3) etonogestrel subdermal implant during 37 days + eCG/hCG: laparoscopies
were done 29-39 hours post hCG treatment to verify ovarian activity. Vaginal swabs were
collected at laparoscopic procedures. Fecal samples were colected 60 days before and
60 days after the gonadotropin treatment for estradiol assay. Means comparisons were
done by ANOVA test. Results demonstrated that etonogestrel (implant) and not oral
levonorgestrel successfully suppressed ovarian activity. The levonorgestrel group did not
show ovarian inactivity during the administration, presenting oestradiol peaks and without
significative diference coparing to controll group. All females presented anuclear and
nuclear superficial vaginal epithelial cells at laparoscopies. At the laparoscopics
etonogestrel females group showed 7.6 + 3.4 ovarian follicles/cat, 2.0 + 0.6 corpora
lutea/ cat, levonorgestrel group 4.0 + 0.6 ovarian follicles/cat, 5.0 + 1.5 corpora lutea, and
control group 6.3 + 1.4 ovarian follicles/cat, 1.5 = 0.5 corpora lutea. In conclusion, the
etonogestrel implant used in the domestic cat it was efficient and can be used previous
to gonadotropin protocol in artificial insemination programs, follicular aspiration and
contraception .

Key-words: Artificial insemination; ovary; wild felids; contraception



1 INTRODUGAO

A familia Felidae € um dos grupos de carnivoros com maior diversidade de
espécies fenotipicamente dispares que vivem em diversas regides geograficas. Ha 37
espécies de felideos selvagens no mundo, sendo que 23 destas (e suas subespécies)
estdo ameacadas em pelo menos alguma porgcdo de seu ambiente natural (OLIVEIRA,
1994).

Existem dez espécies de felideos neotropicais, das quais oito ocorrem no Brasil:
Leopardus pardalis, jaguatirica; Leopardus tigrinus, gato-do-mato-pequeno; Leopardus
wiedii, gato-maracaja; Oncifelis geoffroyi, gato-do-mato-grande;  Herpailurus
yagouaroundi, gato-mourisco; Oncifelis colocolo, gato-palheiro; Panthera onca (onga-
pintada) e Puma concolor (onga-parda), sendo que as duas ultimas pertencem ao grupo
dos grandes felideos (OLIVEIRA, 1994). Em muitas espécies ameagadas, determinadas
populagdes devem ser mantidas em cativeiro, para permanecerem seguras do perigo da
extingdo, com a possibilidade de reintroducgao futura. Para outras espécies, populagdes
selvagens sdo mantidas em vida livre, mas muitas vezes o habitat estd fragmentado,
limitando o intercambio genético (SWANSON e WILDT, 1997). As espécies de
pequenos felideos sul americanos apresentam baixo desempenho reprodutivo em
cativeiro e estao sob alto risco de extingdo na natureza. Segundo a Lista Nacional das
Espécies da Fauna Brasileira situam-se na categoria ameacada (BRASIL, 2005).

As taxas de reproducdo de pequenos felideos nas populagdes de zooldgicos
brasileiros mostram que ha baixos indices de nascimento, associados com alta
mortalidade de filhotes nos primeiros trinta dias de vida. Considerando o alto valor
genético da populagdo de pequenos felideos em cativeiro na América do Sul, e em
razdo de muitos individuos provenientes de vida livre serem de origem conhecida,
aumenta obrigatoriamente, a necessidade de um programa de conservagdo destas
espécies (SWANSON e WILDT, 1997).

A jaguatirica (Leopardus pardalis) tem reproduzido melhor em cativeiro do que
as outras espécies de pequenos felideos neotropicais, como o gato-do-mato-pequeno
(Leopardus tigrinus) e o gato-maracaja (Leopardus wiedii) (SIMON et al., 1997). No
entanto, as instituigdes que mantém esses animais dispdem de poucos recintos, o que
caracteriza a urgente necessidade da utilizacido de biotécnicas de reprodugédo para

manutengao da variabilidade genética da populagao cativa.



As técnicas de reproducgao assistida utilizada em felideos consistem em coleta
de sémen pelo método de eletro-ejaculacdo, avaliagdo da fungcdo espermatica,
inseminacao artificial (IA), coleta e maturagdo de odcitos, fertilizagcdo e cultivo,
transferéncia de embrides, formagao de bancos de genoma e monitoragdo de horménios
através de técnicas nao invasivas (SWANSON e WILDT, 1997).

Embora as técnicas de reproducdo assistida venham sendo aplicadas em
diversos zoologicos do mundo, poucos trabalhos em felinos selvagens foram
desenvolvidos até o momento no Brasil (MORATO e BARNABE, 1998).

O desenvolvimento efetivo de técnicas reprodutivas requer o conhecimento da
fisiologia reprodutiva da espécie. A fisiologia reprodutiva de pequenos felideos
neotropicais ndo tem sido estudada extensivamente. A maioria dos estudos biolégicos
de felideos tem focalizado o gato domeéstico, que tornou-se modelo intensivamente
utilizado (SWANSON e WILDT, 1997).

Em razédo do gato doméstico ser utilizado extensivamente como um animal
modelo, gracas a similaridade na biologia reprodutiva, disponibilidade e por ser mais
doécil que os felideos selvagens (GOODROWE e WILDT, 1987), este estudo foi
conduzido com essa espécie.

A meta deste estudo foi propiciar um melhor desempenho de gatas domésticas
em programas de inseminagao artificial com o controle sobre o ciclo reprodutivo.
Tratamentos hormonais inéditos foram testados para a inativagado ovariana temporaria
antes do protocolo para desenvolvimento folicular e inducdo da ovulacdo para a
inseminacao artificial. Sabe-se que a supressao do ciclo estral é indispensavel para
melhorar as taxas de fertilizagdo em programas de inseminagéao artificial, em razdo dos
hormdnios (secretados pelo ovario), interferirem com a terapia hormonal estabelecida.
Portanto, neste estudo os esforgos foram para desenvolver uma resposta hormonal mais
uniforme, proporcionando um ambiente uterino mais adequado para a sobrevivéncia
embrionaria.

Este estudo integra um trabalho conjunto com o Criadouro de Animais Silvestres
da Itaipu Binacional (CASIB), o qual possibilita a futura aplicacao dessas biotécnicas,
desenvolvidas em gato doméstico, nas espécies ameagadas de felideos selvagens.

O CASIB destaca-se nos cenarios nacional e mundial na manutencédo e
reproducédo de pequenos felideos neotropicais, especialmente a jaguatirica (Figura 1),

gato-do-mato-pequeno (Figura 2) e gato-maracaja (Figura 3).



Através de continuos avancos em reproducdo assistida com espécies de
felideos selvagens ameacados de extingdo, cada vez mais, procedimentos tém sido

efetuados para a propagacgao e manejo destas espécies (SWANSON, 2003).

Fig. 1 - Gato mracajé - Leoparcfus Fig. 2 - Gato—do—até-pequno -
wiedli. Leopardus tigrinus .

Fig. 3 - Jaguatirica - Leopardus pardalis.



2 REVISAO DE LITERATURA

As 10 espécies de felideos selvagens que ocorrem na América Latina estdo em
extincdo devido a perda de habitat, caca e condi¢gdes de cativeiro inapropriadas. Nos
ultimos 10 anos, a conservacao desses felideos tem sido o foco primario de pesquisas
em reprodugdo e programas de treinamento no Brasil, México e Estados Unidos
(SWANSON e BROWN, 2004).

Na ftriplice fronteira, as pressfes agricola e urbana extinguiram o verde na
por¢do paraguaia e ameagam o Parque Nacional do Iguagu, no Brasil (Figuras 4 e 5)
(AMORIM, 2005).
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FONTE: Pnuma, USGS, Nasa, apud AMORIM (2005)
Fig. 4 - Imagens captadas por satélite que mostram as mudangas
que a terra passou devido a agdo humana — 1973
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FONTE: Pnuma, USGS, Nasa, apud AMORIM (2005)
Fig. 5 - Imagens captadas por satélite que mostram as mudancgas
que a terra passou devido a acdo humana — 2003

As técnicas de reproducdo assistida, como a inseminagao artificial, consistem
em uma ferramenta auxiliar para o manejo de espécies ameacgadas de extingao ( e
individuos com dificuldade de acasalamento devido a incompatibilidade comportamental
ou impedimento fisico/médico). Essa técnica pode aumentar a diversidade genética de
uma populagdo e expandir o “pool” genético através de cruzamentos de individuos
selecionados, além de possibilitar o intercambio seguro entre diferentes localizagdes
geograficas, sem o risco e o custo do transporte de animais vivos (GOODROWE e
WILDT, 1987).

Devido a inseminagéao artificial vaginal ou transcervical em gatos domésticos
raramente resultar em prenhez, a maioria dos procedimentos de inseminacgao artificial é
realizado através de laparoscopia. A inseminacao artificial laparoscépica permite a
visualizagdo dos ovarios, a certificacdo da ocorréncia da ovulagdo e a deposicao
espermatica dentro do corno uterino adjacente ao ovario com corpo(s) luteo(s). O

procedimento basico de inseminacao artificial por laparoscopia € similar entre as



espécies, utilizando o mesmo equipamento e gonadotropinas exdgenas. A
gonadotropina coridnica equina (eCG) pode ser utilizada para induzir o desenvolvimento
folicular e a gonadotropina coribnica humana (hCG) para induzir a ovulagdo. As
dosagens dessas gonadotropinas e o tempo de inseminagcdo devem ser determinados
para cada espécie (SWANSON e WILDT, 1997).

A inseminacéo artificial foi amplamente utilizada para produzir filhotes viaveis
em varias espécies de felideos. Como conseqléncia da variavel resposta ovariana apés
a estimulagdo com gonadotropinas, os indices de prenhez ainda nédo sao satisfatérios.
Atualmente, o controle do ciclo estral tem melhorado significativamente os indices de
fertilidade na IA (PELICAN et al., 2002).

Apesar de pesquisas com o gato doméstico serem validas para o
desenvolvimento de técnicas de reproducéo assistida, variagdes espécie-especificas
determinam a necessidade de pesquisa basica para cada espécie de felideo selvagem.

A IA tem alcangado maior sucesso em guepardos do que nas outras espécies
de felideos selvagens, pois, durante os ultimos quinze anos, esta espécie tem sido o
foco de intensivo estudo multi-disciplinar e cooperativo que inclui analises genéticas,
estudos reprodutivos, enddécrinos e sobrevivéncia individual em alta escala, tanto em
cativeiro, quanto em vida livre (WILDT e ROTH, 1997).

Uma das razdes para as fémeas de guepardo terem apresentado maior indice
de sucesso em programas de inseminacgao artificial, € o fato de que os ovarios desta
espécie estao frequentemente quiescentes (WILDT e ROTH, 1997). Esta inatividade faz
com que o ovario responda de forma mais consistente & administracdo de
gonadotropinas exoégenas (eCG/hCG), talvez devido a presenca de alguns foliculos
ativos e nenhum tecido luteo produzindo esterdides enddgenos, os quais potencialmente
interferem na agao das gonadotropinas exégenas (BROWN et al., 1995).

No presente estudo foram utilizados o levonorgestrel e o etonogestrel,
progestagenos que atuam em receptores intracelulares no cérebro, inibindo
indiretamente a funcao pituitaria e com efeitos na fungado ovariana. A verificagao dos
efeitos destes hormdnios sobre a atividade ovariana de gatas domésticas foi realizada

através da analise de estrogenos fecais, laparoscopia e citologia vaginal.



2.1 AVALIACAO DA RESPOSTA OVARIANA ATRAVES DE LAPAROSCOPIA

Atualmente, procedimentos minimamente invasivos s&o rotineiramente
utilizados em Medicina com o objetivo de diminuir alguns inconvenientes relacionados a
cirurgia convencional. Entre estes procedimentos, encontra-se a cirurgia laparoscopica.
Estudos demonstram sua superioridade em relagdo a aparéncia estética, aos custos
hospitalares, a dor poés-operatdria, as complicacbes trans e pods-operatérias, a
recuperacgao pos-operatéria e ao periodo de hospitalizagdo. Em Medicina Veterinaria,
poucos estudos descrevem o emprego da cirurgia laparoscépica em casos clinicos,
porém bons resultados tém sido observados (BRUN & BECK, 1999).

A laparoscopia tem sido adaptada para espécies de diversos tamanhos, desde
ratos até gorilas. A primeira utilizagdo da laparoscopia na maioria das espécies,
incluindo o cdo e o gato, foi para o estudo das fungdes reprodutivas. Uma ampla
variedade de instrumentos esta disponivel para a laparoscopia de caninos e felinos.
Para exames de rotina, sdo necessarios a O6tica, canula, trocater, agulha de Verres,
fonte de luz e cabo flexivel de fibra ética (WILDT, 1980).

Para a inseminacao artificial laparoscopica, o animal deve ser anestesiado,
posicionado na mesa cirurgica e ajustado num angulo de 30 graus, com a regido
posterior elevada. Por meio deste posicionamento, os 6rgdos abdominais movem-se
cranialmente, dessa forma ha uma melhor visualizagdo dos o6rgaos reprodutivos. A
agulha de Verres ¢é inserida através do lado abdominal direito para o interior da cavidade
e um insuflador é adaptado a agulha de Verres para insuflar CO, ou ar ambiente para
dentro da cavidade abdominal. Um pneumoperitbnio é estabelecido antes da insercao
do trocater. Apdés a insuflagdo do abdbmen é realizada uma incisdo mediana,
cranialmente a cicatriz umbilical para a inserg¢édo do trocater em um angulo de 30 graus,
no plano longitudinal do animal. O insuflador € removido da agulha de Verres e inserido
na canula. Desta forma, a agulha pode ser utilizada para a manipulagao dos 6rgaos
(WILDT, 1980).

O procedimento laparoscépico permite um rapido e simples acesso a atividade
ovariana em gatas domésticas e tem facilitado estudos relacionando a morfologia
ovariana a fatores da reprodugao.

Inicialmente, a laparoscopia era utilizada para observar as seqiéncias de
mudancgas dos foliculos ovarianos e corpos luteos (CLs) através do ciclo reprodutivo.

Atualmente, as informacbes obtidas sdo utilizadas para o estudo dos efeitos das



gonadotropinas exdgenas na atividade ovariana, a relagao entre a morfologia ovariana e
o0 comportamento sexual, e mudangas enddcrinas durante o estro, fase lutea e prenhez.
Os exames através de laparoscopia em gatas ndo produziram nenhum efeito no ciclo
estral ou fungbes enddcrinas. Em programas de inseminagéao artificial, a laparoscopia é
extremamente util, pois possibilita a deposicdo espermatica diretamente no utero
(WILDT, 1980).

2.2 CITOLOGIA VAGINAL

A citologia vaginal € uma técnica simples que pode ser utilizada para monitorar
a progressao do ciclo estral em cadelas e gatas (THRALL & OLSON, 1999).

Em raz&o da necessidade de métodos né&o invasivos tratando-se de felideos
selvagens, a citologia vaginal é muito utilizada em pesquisas. O epitélio vaginal é
responsivo as mudancas do estrégeno circulante e as mudangas na citologia vaginal
podem ser interpretadas como uma mensuragdo indireta das concentragdes de
estrégeno circulante. A partir do aumento da concentragao de estrogeno circulante, as
células aumentam e o ndcleo diminui, podendo algumas vezes desaparecer
(PARAKKAL e GREGORIE, 1972).

As avaliagbes diarias ou em dias alternados da mucosa vaginal sdo muito
importantes para o manejo de fémeas, pois possibilitam a definicdo do momento
apropriado para o acasalamento e manejo reprodutivo. As mudangas das células
esfoliativas da vagina sdo observadas em esfregacos simples e rapidos que permitem
estimar a progressao do desenvolvimento folicular e secregdo de estrégenos durante o
proestro e estimar dessa forma o inicio e o final do periodo fértil (BURKE, 1986).

Em razao de ser alvo dos horménios ovarianos, o epitélio vaginal modifica-se de
duas a quatro camadas de espessura a multicamadas de epitélio durante o estro,
resultando numa esfoliagdo de um grande numero de células do epitélio superficial. As
células sao obtidas através da passagem de um swab na regido caudal da vagina. O
swab deve ser direcionado cranio dorsalmente quando estiver na vagina. Uma vez
cranial ao orificio uretral, o swab é friccionado contra a parede vaginal. O vestibulo e a
fossa clitorial devem ser evitados, pois as células superficiais destas areas podem
alterar a interpretagao citolégica. As células devem entdo ser transferidas para uma
l&mina de vidro através de rolamento gentil do swab (THRALL & OLSON, 1999).



O esfregago pode ser fixado imediatamente (1 a 2 segundos) através da
imersado da lamina em um liquido fixador ou com a utilizagdo de spray fixador de uso
comercial (BURKE, 1986).

Apos secas, as laminas podem ser coradas com a técnica de Schorr (1940) ou
Wright's-Giemsa (Diff-QuiK). Sao contadas 100 células epiteliais por lamina, incluindo
células superficiais nucleadas e anucleadas, células intermediarias e células parabasais,
segundo a classificacdo de HERRON (1977).

As caracteristicas da citologia vaginal em gatas domésticas sao similares as de
cadelas, no entanto, hemacias nao sao visualizadas na fase de proestro e os neutrofilos
sdo raramente encontrados na fase de diestro. No periodo de estro as células
superficiais anucleadas sdo predominantes e as células parabasais e intermediarias sao
presentes em pequeno numero. As células epiteliais vaginais tornam-se
progressivamente cornificadas quando as concentragbes de estradiol aumentam. A
proporcao de células anucleadas superficiais aumenta 10% no primeiro dia do estro, e
em torno de 40% no quarto dia, atingindo 60% do total de células durante este periodo.
As células intermediarias diminuem em torno de 10% durante os quatro primeiros dias
do estro. No inicio da fase de prenhez ou pseudoprenhez, as células parabasais
reaparecem. Na fase final do estro ou no inicio da pseudoprenhez, pouca quantidade de
neutréfilos pode ser verificada (THRALL e OLSON, 1999).

2.3 CONTROLE DO CICLO ESTRAL E INIBICAO OVARIANA PREVIA A
INSEMINACAO ARTIFICIAL

Atualmente, em programas de IA com felideos selvagens observa-se alta
variabilidade de resposta ovariana as gonadotropinas exdgenas, utilizadas para
estimular o crescimento folicular e a ovulagédo (ROTH et al., 1997).

As gonadotropinas exdgenas interferem no ambiente enddcrino, interrompendo
a maturagao de odcitos, o desenvolvimento e a implantagido embrionaria. Estudos em
varias espécies tém mostrado que perfis endécrinos anormais podem resultar em um
ambiente folicular anormal, causando qualidade inferior de odcitos, redugdo da
implantagao embrionaria e, conseqlientemente, insucesso nos resultados de prenhez
(SMITZ et al., 2001). Os parametros associados com a diminuicdo da fertilidade em

algumas espécies incluem hiperestimulagdo ovariana, causando elevadas
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concentracdes de estradiol, producdo prematura e excessiva de progesterona e lutedlise
prematura (FOSSUM et al., 1989).

Para o maior sucesso em programas de reproducao assistida deve-se buscar o
controle do ciclo ovariano. A ovulagédo pode ser induzida por varios metodos em gatas,
controlando assim a fertilidade (COLBY, 1970).

A estimulagdo com gonadotropinas em felideos € comumente associada ao
desenvolvimento de CLs e foliculos acessoérios, resultando em prolongadas e elevadas
concentracdes de estradiol (ROTH et al., 1997) e excessiva produgéo de progesterona.
As pesquisas realizadas com gatos domésticos indicaram que elevagdes prolongadas
nas concentragdes de estradiol inibem o transporte de embrides no oviduto (GRAHAM
et al., 2000).

Apesar da gata doméstica ser classificada como uma ovuladora induzida e ovular
aproximadamente 24 horas apds o coito, recentes pesquisas demonstraram que varias
espécies de felideos podem apresentar ovulagbes espontaneas (GUDERMUTH et al.,
1997). Em casos de ovulagdo espontdnea, ha formacdo do CL, o qual bloqueia a
resposta ovariana a subseqiiente estimulagdo com gonadotropinas (BROWN et al.,
1995).

Em humanos, efetuando-se a inibigdo do ciclo antes da indugdo da ovulagao
obtém-se um efeito mais uniforme e efetivo em programas de fertilizacao in vitro (FIV),
resultando em altas taxas de recuperagdo de odcitos, melhorando a embriogénese e
sucesso da gestacao (BARBIERI e HORNSTEIN, 1999).

A inibicao folicular € a maneira mais logica para a regulacao da fungao ovariana
em felideos. A habilidade em suprimir a atividade ciclica, prévia a estimulagao ovariana
via terapia hormonal, tem aumentado o sucesso da reprodugao assistida em ruminantes
domeésticos e ndo-domésticos (MORROW et al., 2000), equinos (LOFSTEDT e PATEL,
1989), suinos (WOQOD et al., 1992), primatas (KENIGSBERG et al., 1984) e humanos
(DAMARIO et al., 1997).

Algumas pesquisas demonstraram que a resposta do gato doméstico as
gonadotropinas exdégenas pode ser otimizada quando as fémeas sado pré-tratadas para
induzir a inatividade ovariana, prévia ao estimulo com gonadotropinas exdgenas
(DONOGHUE et al., 1992). Ha também evidéncia de que o guepardo, uma espécie que
cicla intermitentemente, e que apresenta-se em anestro durante a maior parte do ano,
possui alto sucesso de fertilizacdo em programas de IA, com a utilizagcdo de
gonadotropinas exégenas (HOWARD et al., 1997; 1992). Portanto, o controle do ciclo
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estral associado com a resposta do ovario ao estimulo as gonadotropinas em felideos,
poderia ser testado em gata doméstica, buscando uma resposta similar ao que ocorre
naturalmente no guepardo (PELICAN et al., 2002).

Em resumo, a inativacdo ovariana é utilizada para a obtengao de resposta mais
homogénea ao estimulo das gonadotropinas exdgenas. Na auséncia da manutengao de
gonadotropinas, o ovario que sofreu a reacdo de feedback negativo contém foliculos
primarios, assim como os foliculos que continuam desenvolvendo-se, independente da
acado de gonadotropinas. O resultado € uma populagdo de foliculos antrais recentes

altamente suscetiveis a estimulagdo por gonadotropinas (ZELEZNIK, 2001).

2.4 PROGESTAGENOS

Os agentes mais comuns utilizados para o controle do ciclo estral em outras
espécies sdao os implantes contendo progestagenos na forma de dispositivos
intravaginais ou subcutaneos em ruminantes (MORROW et al., 2000), progestagenos
orais em equinos e suinos (RHODES, 1991), e analogos do GnRH, provocando o
feedback negativo na pituitaria antes da estimulagdo ovariana em mulheres (SAUER et
al., 1997).

Os progestagenos tém sido muito utilizados em programas de reproducéo para
controlar e sincronizar o estro. Em bovinos e outros ungulados, a progesterona, o
acetato de melengestrol ou o acetato de medroxiprogesterona tém sido utilizados em
combinagdo com prostaglandinas e estrégenos para suprimir a ovulagao e sincronizar o
estro em programas de |IA ou transferéncia de embrides (CHAGAS et al., 2002).

O acetato de megestrol tem sido prescrito para diversas situagbes terapéuticas
em gatas domésticas, incluindo a supressao do estro, como contraceptivo. Os implantes
de acetato de megestrol foram utilizados como contraceptivos em 23 espécies de
felideos, incluindo o gato doméstico, ledo, tigre e guepardo (TURNER & KIRKPATRICK,
1991).

As altas doses de progesterona causam feedback negativo no eixo hipotalamico
— hipofisario, alterando a produgdo de GnRH e a sintese e liberacdo de FSH e LH. Ha
também a diminuigao da populagcéo de receptores de GnRH e a afinidade do GnRH aos
seus receptores (TURZILLO e NETT, 1999).

Em ovuladores induzidos, a inibicdo do feedback requer concentragdes basais

de estrégeno para sintetizar receptores de progesterona em tecidos-alvos. De acordo
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com o aumento das doses de progesterona (mimetizando aumento enddgeno de
atividade luteal), diminui a freqiéncia dos pulsos de GnRH e da gonadotropina
subseqlente, com posterior diminuigdo da amplitude do pulso (WOLFE et al., 1989). Os
progestagenos também agem nos tecidos periféricos diminuindo o numero de
receptores de estrogeno, alterando a fisiologia renal, adrenal e gastrintestinal,
influenciando o comportamento reprodutivo e induzindo a consistentes alteragdes como
a hipertrofia uterina, aumento das secrecbes uterinas e supressao do crescimento
folicular. Também agem diretamente no ovario causando moderada esteroidogénese
(GRAHAM e CLARKE, 1997).

Ha também evidéncias dos efeitos deletérios ao organismo associados a terapia
com progestagenos. Em felideos, a longa exposigdo (> 5 anos) tem sido associada a
piometra, hiperplasia endometrial e neoplasia uterina. O uso durante curto periodo de
acetato de megestrol causa disfungdo enddcrina, incluindo supressado adrenocortical,
ganho de peso, desenvolvimento mamario, perda de pélo e diabetes melitus (MUNSON
e MANSON, 1991).

Em felideos, a presenca de foliculos pode prevenir uma resposta uniforme ao
protocolo de indugéo da ovulagado em programas de reprodugao assistida (GOODROWE
et al., 1989).

Para suprimir a atividade ovariana, o protocolo hormonal deve inibir qualquer
atividade ciclica dos ovarios durante a sua utilizacao e entéo retornar a atividade normal
apods a supressao de sua utilizacdo. Em razdo dos protocolos hormonais serem testados
em animais, devem ser seguros e de facil administragdo. Os progestagenos seguem
estes critérios, 0s quais inibem a atividade reprodutiva via feedback negativo do eixo
hipotalamico-hipofisario-ovariano (PELICAN et al., 2002).

Os progestagenos sintéticos tém sido desenvolvidos para minimizar estes
efeitos colaterais, como por exemplo, o levonorgestrel, o qual € mais seguro comparado
aos antigos progestagenos, como o acetato de megestrol (SIVIN, 1994).

Os implantes de levonorgestrel tém sido utilizados extensivamente para a
contracepgcdo em humanos, mostrando grande eficacia e seguranga. Apds a colocagao
do implante, a contracepgéo € rapidamente atingida, com niveis de levonorgestrel no
sangue algumas horas apds a sua insergao, atingindo concentragbes de contracepgao
em trés dias. Os niveis de liberagdo sdo altos (60-85 microgramas/dia) durante o
primeiro més, diminuindo durante o primeiro ano a aproximadamente 30

microgramas/dia (devido a encapsulagédo e fibrose de tecido em torno do implante)
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(FOTHERBY, 1995). Em mulheres, apds a remog¢ao do implante, o levonorgestrel é
rapidamente eliminado da circulagédo e o término do tratamento é atingido dentro de 96
horas e a ovulagao pode ocorrer em torno de 4 dias.

Estudos utilizando implantes de levonorgestrel em gatas domésticas indicaram
que o mesmo inibe picos de estradiol e ovulagdo espontdnea, apresentando resultados
satisfatérios ao melhorar a resposta ovariana ao estimulo com gonadotropinas em
programas de reprodugao assistida. Em gatas domésticas, a supressao do ciclo estral
através da utilizagdo do horménio levonorgestrel, prévia ao protocolo de inseminagao
artificial, melhora a resposta ovariana ao eCG e hCG (PELICAN et al., 2002).

Verificou-se em um experimento com quatro gatas domésticas, as quais foram
tratadas com levonorgestrel e agrupadas com a presenga de um macho, que o estro foi
suprimido e ndo houve nenhuma prenhez. Outros estudos realizados com gatas
domeésticas revelaram que os implantes de levonorgestrel inibiram o comportamento de
estro e a ovulagao durante um ano, com poucas alteragcdes uterinas e nenhum disturbio
endécrino, como os que ocorrem com a utilizacdo do acetato de megestrol. Uma injegao
de levonorgestrel de longa agéo previne a gestacao por 36 semanas em gatas, e diminui
as concentragdes de estradiol circulante. Apesar do levonorgestrel na forma de implante
(Norplant®) estar associado com o crescimento folicular e até mesmo a ovulagdo em
algumas mulheres, ha evidéncias de que altas doses causam maior inibicdo ovariana.
Enquanto que baixas doses de progesterona podem estimular a pituitéaria e aumentar o
numero de pulsos de LH, o aumento da dose de progesterona provoca um progressivo
aumento dos intervalos e amplitude dos pulsos de GnRH e LH (BALDWIN et al., 1994).

Inicialmente, os implantes subdérmicos impediam a ovulagdo somente durante
o primeiro ano. Apds este periodo, a protegdo contraceptiva era fornecida
principalmente pelo aumento da viscosidade do muco cervical. O implante de bastonete
unico com etonorgestrel foi desenvolvido com o intuito de realizar a completa inibigao da
ovulagdo. Com o desenvolvimento dos polimeros sintéticos, foi possivel desenvolver
sistemas de liberacdo com longa duracdo de agado, os quais liberam continuamente
quantidades baixas de horménios. O desenvolvimento desse tipo de sistema, sob a
forma de um implante subdérmico (Implanon®, Organon do Brasil), baseado no
progestageno etonogestrel, ilustra a continua pesquisa de meétodos contraceptivos
inovadores. As vantagens desse método contraceptivo incluem eficacia ndo superada,
independéncia da aderéncia da usuaria e imediato retorno a fertilidade apds a remocgéao
(CROXATTO e MAKARAINEN, 1998).
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Em mulheres, a fim de manter uma taxa de liberacdo requerida de 30
microgramas do etonogestrel ao dia, para uma duracao projetada de uso de trés anos,
determinou-se que era necessaria uma taxa de liberacao inicial de aproximadamente 60
microgramas ao dia. O perfil da taxa de liberagdo “in vitro” deste implante é de
aproximadamente 60-70 microgramas ao dia de etonogestrel durante a semana 5-6,
diminuindo para aproximadamente 35-45 microgramas ao dia no final do primeiro ano,
30 a 40 microgramas ao dia no final do segundo ano e 25-30 microgramas ao dia no
final do terceiro ano. As concentragdes séricas de etonogestrel aumentam rapidamente
nos primeiros quatro dias apds a insergao, atingindo no primeiro dia niveis suficientes
para a inibicao da ovulagdo. (HUBER, 1998).

Os contraceptivos a base de progestinas obtém sua eficacia através do efeito
inibidor da ovulagéo sobre o hipotalamo e a glandula pituitaria. A supresséo da secregao
de gonadotropinas (LH e FSH) evita a ovulagdo. Consequientemente, o corpo luteo esta
ausente e as concentragbes de progesterona natural estdo baixos. A inibicdo da
ovulagdo pode ser determinada pela auséncia de um pico de LH, supressdo do
desenvolvimento folicular e da produgao de estradiol (MCCANN e POTTER, 1994).

Embora a ovulagdo seja efetivamente inibida por etonogestrel (Implanon®,
Organon do Brasil), pode ainda estar presente uma substancial atividade ovariana. Em
mulheres, a atividade ovariana pode ser avaliada pelas concentragbes de gonadotropina
(FSH, LH), E2 e P4, pela monitoragao do desenvolvimento folicular por ultra-sonografia.
Nos estudos farmacodindmicos de Implanon®, foi constatado que as concentragdes
séricas de FSH eram comparaveis as observadas na fase folicular normal. Além disso,
as concentracbes séricas de E2 diminuiram acentuadamente durante as primeiras
quatro semanas apos a inser¢ao do implante, mas comegaram gradualmente a se
elevar seis meses apds a insergdo. A presenga de foliculos pré-ovulatérios que
secretam quantidades normais de E2 sugere bioatividade normal de FSH durante o uso
do etonogestrel (Implanon®, Organon do Brasil), e que a atividade ovariana esta
presente. A auséncia de ovulacdo e a alta eficacia contraceptiva assegurada por
Implanon® (Organon do Brasil) sugerem que o etonogestrel previne adequados picos de
LH. Isso resulta em uma situagdo na qual a ovulagéo é inibida e o E2 enddgeno é
normalmente sintetizado. Portanto, durante o uso de Implanon® (Organon do Brasil) ndo
foram observados em mulheres sintomas e efeitos de deficiéncia estrogénica sobre a
densidade mineral 6ssea (DAVIES et al., 1993).
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2.5 INDUGCAO ARTIFICIAL DA OVULAGAO

O interesse pelo ciclo estral e indugao da ovulagdo em gatas domésticas esta
principalmente relacionado ao comportamento sazonal e atividade sexual. Normalmente
gatas domésticas exibem estros irregulares, periodos interrompidos, ou nenhum
comportamento sexual. Os métodos para induzir o estro e a ovulagcdo podem ser
particularmente importantes para a reproducao de fémeas que apresentam prolongados
periodos de inatividade sexual ou falhas durante a ovulacao (WILDT et al., 1978).

O objetivo da administragdo de hormdnios é estimular a funcdo reprodutiva,
incluindo estro e ovulagédo. A administracdo de estrogenos ou compostos relacionados
podem produzir intensa influéncia no estro, os quais podem também estimular a fungao
ovariana, incluindo a ovulagdo. O processo de ovulacdo em todas as espécies de
mamiferos inclui dois componentes distintos: o desenvolvimento e maturacdo de
foliculos ovarianos e subsequente ovulagcéo e formagao de corpo luteo (CL). A formagao
e o0 desenvolvimento de foliculos ovarianos sao ocasionados primeiramente através de
estimulos da secrecao de FSH pela glandula pituitaria. A pituitaria também regula o
processo ovulatério pela secrecdo de LH durante o estagio avangado do periodo pré-
ovulatério do ciclo estral. O comportamento de estro e a receptividade sexual sdo
conseqléncias diretas do aumento de estrégenos foliculares na gata doméstica. Muitas
preparagdes hormonais podem mimetizar as atividades endégenas de FSH e LH e tém
sido utilizadas extensivamente para este propdsito em varias espécies de mamiferos.
Estes compostos hormonais incluem FSH suino, gonadotropina coriénica equina (eCG),
gonadotropina coridénica humana (hCG) e horménio liberador de gonadotropinas
(GnRH). O hCG isolado da urina de mulheres gravidas tem sido utilizado rotineiramente
para induzir a ovulagao, freqlientemente em combinagao com o eCG. Foi observado que
a combinagao da administragdo de eCG e hCG induz estro em fémeas em anestro. Em
um estudo com 25 gatas domésticas, a administracdo de inje¢des intramusculares de
250 a 500 Ul de eCG/dia (20 Ul de eCG/Kg/dia) durante dez dias combinada com 500
Ul de hCG no décimo dia induziu o estro e a ovulagdo em 14 das 25 fémeas de gatas
domésticas (SEAGER et al., 1980).

A administragcado de gonadotropinas exdgenas para induzir a ovulagao, visando
otimizar as taxas de fertilizagdo em programas de inseminagao artificial, resultaram em

prenhez em gato-do-mato-pequeno e jaguatirica, representando a primeira inseminagéo
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artificial com sucesso na América Latina e o primeiro nascimento de filhote de gato-do-
mato-pequeno por IA. Os indices de prenhez, taxas de fertilizacdo e filhotes viaveis
ainda sao baixas em felideos tratados com gonadotropinas exdgenas (eCG/hCG). As
dosagens sao espécie-especificas e requerem o ajuste de acordo com a espécie. As
doses baixas sdo ineficazes, enquanto superdosagens podem causar o risco de
superovulagao e desequilibrio hormonal (MORAES et al., 1997).

Pesquisas realizadas com objetivo de obter bons resultados em programas de
IA para felideos identificaram dois aspectos cruciais para melhorar os indices de
prenhez: a realizagdo da inseminacao artificial apds o inicio da ovulacdo e o uso de
minimas doses de eCG e hCG para ocorrer a ovulagao, desta forma prevenindo a

hiperestimulagéo ovariana, a qual impede a ovulagcdo (HOWARD et al., 1996).

2.6 MONITORAGAO HORMONAL NAO-INVASIVA

As técnicas de reproducdo assistida, como a inseminagao artificial, estao
aumentando sua importancia para o manejo de espécies selvagens em cativeiro,
portanto, a monitoragdo de metabdlitos esterdides tem sido especialmente util para
verificar a eficiéncia das terapias com associa¢cdes hormonais. A habilidade em atingir a
atividade gonadal é essencial para o entendimento dos fundamentos da reproducgéo. A
monitoracdo dos metabdlitos esterdides através das fezes foi estabelecida como
ferramenta para a avaliagdo dos processos reprodutivos em diversas espécies de
mamiferos, incluindo os felideos. Foram utilizados gatos domésticos como modelo para
analises fecais (radioimunoensaio) de metabdlitos de estradiol, progesterona,
testosterona e cortisol, revelando que mais de 85% dos metabdlitos foram excretados
através das fezes. Uma das principais vantagens da monitoracdo dos metabolitos
hormonais através das fezes é de ser um método nado-invasivo, possibilitando a coleta
da amostra sem que o animal seja submetido a anestesia ou sedagédo. Além disso, os
cientistas nao se deparam com limitagdes com relagdo ao niumero de amostras a serem
obtidas, as quais podem ser coletadas rotineiramente, possibilitando o acesso a
atividade reprodutiva de um individuo ou de uma populagdo. O entendimento da
endocrinologia basica dos felideos ameacados pode ser utilizado para melhorar
estratégias de manejo. A técnica nao invasiva de monitoracdo de horménios fecais é
uma das mais importantes ferramentas disponiveis em centros de pesquisas em
zooldgicos nos dias de hoje (BROWN et al., 2001).
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O radioimunoensaio (RIA) é um método desenvolvido para medir a
concentracdo de um hormoénio particular ou proteina (ex.: esterdides, receptores, etc.)
em uma determinada amostra (urina, extrato fecal, soro, etc.). O método utiliza a
especificidade dos anticorpos para ligarem-se a certas estruturas denominadas
antigenos (CHARD, 1989).

Segundo a descricdo de BROWN et al. (1995), os esterdides sao extraidos do
material fecal umido ou através da liofilizagdo, pulverizagdo da amostra colhida e a
padronizagdo do peso do material fecal a ser utilizado. As amostras sao liofilizadas
durante 24 h com auxilio do aparelho evaporador giratério. Em seguida, uma aliquota de
0,2 g de fezes secas é fervida em 5 mL de etanol 90% (90% etanol: 10% agua destilada)
por 25 minutos. Durante este tempo, o etanol evaporado € gradativamente reposto para
que nenhuma amostra fique seca, de forma que ao final desta etapa o volume inicial
seja mantido. Apés centrifugagao por 15 minutos a 500G, o sobrenadante é recuperado
e o pellet resultante é ressuspendido em 5 ml de etanol (90%) e homogeneizado em
aparelho vortex e recentrifugado. Os dois sobrenadantes sdo combinados e secos
completamente sob ar comprimido, e entdo redissolvidos em 1 ml de metanol. Os
extratos sdo homogeneizados durante 1 min e levados para o banho ultrasénico por 15
min. Uma aliquota de 100 ul do extrato reconstituido em metanol é transferida para
tubos contendo 2 ml de liquido de cintilagdo e levados para contagem em contador de
cintilacdo durante 10 min. A taxa de recuperagéo obtida a partir desta contagem sera
utilizada como fator de corregéo para as concentragdes de estradiol e progesterona de
cada amostra fornecida pelo radioimunoensaio (RIE). As amostras s&o diluidas em
tampéo gelatina pH 7,0 [NaPO4 (13,8 g), NaCl (0,9 g), azida sddica (1,0 g), gelatina (1,0
g) e agua destilada (1000 ml)] antes das analises para validacdo do RIE. Este método é
utilizado para ilustrar a diversidade das caracteristicas do ciclo estral, resposta gonadal
ao fotoperiodo e sensibilidade ovulatéria da familia Felidae. As analises demonstram
que o estradiol fecal aumenta com a manifestacdo de estro e que a duracio do ciclo
estral varia de acordo com a espécie (BROWN e WILDT, 1997).



3 MATERIAL E METODO

3.1 ANIMAIS

Foram estudadas nove fémeas de gato doméstico, com idade entre 2 a 3,5 anos,
consideradas sadias ao exame clinico, laboratorial (hemograma) e com histérico
reprodutivo conhecido (Tabela 1). Foram mantidas em gatis individuais nas
dependéncias da Clinica Tolevet em Toledo — PR e divididas em trés grupos, cada um
com trés animais (Figura 6). Durante o estudo receberam racdo comercial para gato

domeéstico (Garfield®, Nutron, Toledo - PR) e agua ad libitum.

TABELA 1 - Identificagdo das gatas domésticas do experimento nas dependéncias

da Tolevet (Ano 2004)
IDENTIFICACAO DO GESTACOES
IDADE (ANOS) PESO CORPORAL (Kg)

ANIMAL ANTERIORES

Gata 1 3,0 34 2

Gata 2 2,5 2,5 1

Gata 3 3,5 2,9 2

Gata 4 3,0 2,4 2

Gata 5 2,0 25 1

Gata 6 2,5 29 1

Gata 7 3,0 2,8 2

Gata 8 2,5 3,3 1

Gata 9 3,5 2,4 2
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Fig. 6 - Gatas domésticas nos gatis individuais nas dependéncias da Tolevet (ano 2004)

3.2 TRATAMENTO HORMONAL

No grupo C (controle), as fémeas foram tratadas com uma Unica dose
intramuscular (IM) de 200 Ul de eCG (gonadotropina coribnica equina, (Novormon
5000®)1 para estimular o desenvolvimento folicular ovariano. Oitenta horas apés, cada
fémea recebeu uma unica injegdo de 100 Ul IM (intramuscular) de hCG (gonadotropina
coriénica humana, Vetecor 5000 UI®)2, para induzir a ovulagédo. Essas dosagens foram
baseadas em experiéncias prévias, utilizando essas gonadotropinas em varias espécies
felinas, incluindo o gato doméstico, sendo essas dosagens suficientes para induzir a
foliculogénese e a ovulagao (HOWARD et al., 1992).

Os tratamentos de inibicdo ovariana foram estabelecidos para atingir a
supressdo ovariana por 37 dias, como o tempo médio equivalente a fase lutea de

pseudoprenhez na gata doméstica (WILDT et al., 1998).

No grupo L, as fémeas receberam levonorgestrel (progestageno, Pilem®) * via

oral, o qual foi administrado na dose de 0,075 mg/gata, uma vez ao dia durante 37 dias,

! Syntex S.A / Tecnopec, Av. Jodo Pedro Cardoso 76, Parque Jabaquara, S&o Paulo-SP.
2 Laboratorio Calier do Brasil LTDA, Rua Manoel Pedro Pimentel, 15, Portao 1, Osasco-SP.
% Uniao Quimica, Rua Cel. Luiz Tenorio de Brito, 90, Embu-Guagu-SP.
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com o objetivo da indugao da inatividade ovariana (Figura 7). Dois dias apds o término
da administracdo essas fémeas receberam as mesmas doses anteriormente

mencionadas de eCG e hCG.

Fig. 7 - Leonorgestrel oral (Pile).

No grupo E, as fémeas receberam um implante contendo 68 mg de etonogestrel
(Implanon®)4, 0 qual permaneceu durante 37 dias, com o objetivo da indugcédo da
inatividade ovariana (Figura 8). Dois dias apdés a retirada do implante foram

administrados eCG e hCG conforme protocolo anteriormente descrito.

Fig.8 - Implante etonogestrel (Implanon®).

4 Orgnanon do Brasil Industria e Comércio, Sdo Paulo - SP.
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3.3 ANESTESIA

As fémeas foram anestesiadas entre 29-39 h apds a administragdo de hCG para
0 exame laparoscopico. Antes da administracdo da medicagdo pré-anestésica, foi
realizado jejum hidrico e alimentar de 12 h. Para a laparoscopia das fémeas, um plano
cirargico de anestesia foi induzido com xilazina (Calmium®, Agener Uni&o, 0,5 mg/Kg
IM)® e hidrocloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener Unido, 15 mg/Kg IM) ° e mantido
com anestesia inalatéria com halotano (Fluothane®)’.

Para a insergdo e remogao dos implantes de etonogestrel, as fémeas foram
induzidas ao plano anestésico administrando-se 3-10 mg/Kg de hidrocloridrato de

cetamina combinado com 0,5-1,5 mg/Kg de xilazina IM.
3.4 INSERCAO E REMOCAO DO IMPLANTE

Apbs instituido plano anestésico, as fémeas foram posicionadas em decubito
esternal. Uma incisdo de 1,5 cm foi realizada na regido cervical dorsal, cranial a
escapula, para a insergdo do implante (Figuras 9 e10). Os implantes foram removidos

37 dias apds a sua insergao.

Fig. 9 - Insercéo do implante etonogestrel em gata doméstica.

® Unido Quimica, Rua Cel. Luiz Tenorio de Brito, 90, Embu-Guagu - SP.
5 Unigdo Quimica, Rua Cel. Luiz Tenodrio de Brito, 90, Embu-Guagu - SP.
7 Astra Zeneca do Brasil, Rod. Raposo Tavares Km 26,9, Cotia - SP.
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Fig. 10 - Gata doméstica apos a insergéo do implante.

3.5 ACESSO LAPAROSCOPICO PARA VERIFICAGAO DE ATIVIDADE OVARIANA

As gatas domésticas foram submetidas a laparoscopia para verificagdo da
eficiéncia dos protocolos e resposta ovariana (presenga de corpo luteo, niumero e
tamanho dos foliculos e ovulagao) (Figura 11). Todos os aspectos ovarianos e uterinos
foram avaliados. A agulha de Verres (didmetro de 2 mm) foi utilizada para a
manipulagdo das estruturas internas e mensuragao precisa das estruturas anatdmicas
(ovariana e uterina). As gatas domésticas foram anestesiadas e posicionadas na mesa
cirdrgica, a qual foi ajustada num angulo de 30 graus (Figura 12). Por meio deste
posicionamento, os 6érgaos abdominais movem-se cranialmente, desta maneira ha uma
melhor visualizagdo dos 6rgaos reprodutivos. Os ovarios foram visualizados diretamente
através de um endoscoépio rigido com 7 mm de didmetro, inserido na cavidade peritonial
através de uma canula de 10 mm colocada médio-ventralmente (Figura 13). Uma agulha
de Verres inserida através da parede abdominal (Figura 14) foi utilizada para manipular
0 ovario, dessa forma permitindo o exame de todos os aspectos e a determinagédo do
namero de foliculos e corpos luteos (CLs). Devido ao didmetro da agulha de Verres ser
conhecido, foi possivel mensurar o didmetro dos foliculos, CLs e cornos uterinos. Apds a
laparoscopia, as fémeas receberam uma injegcado profilatica subcutanea de amoxicilina

trihidrato 30 mg/Kg (Agemoxi®)® (Figura 15).

& Uniao Quimica Farmacéutica Nacional, S.2, Rua Cel. Luiz Tendrio Brito, 190, Embu-Guagu - SP.



FONTE: PELICAN (2004)
Fig. 11 - Visualizagéo de foliculos ovarianos através de
exame laparoscépico.

Fig. 14 - Exame laparoscépico para visualizagao de Utero

e ovarios em gata doméstica (Felis catus).
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3.6 ANALISE HORMONAL FECAL

Foram coletadas amostras fecais para dosagens de estrogenos, 60 dias antes e
60 dias apds a instituicdo dos protocolos hormonais. As amostras foram mantidas
congeladas a -20°C até a realizagao da analise. O processamento da amostra (extragao
e analise por RIA) foi realizado no Laboratério de Dosagens Hormonais (LDH) da
Universidade de Sao Paulo (USP), seguindo o padrao ja descrito por BROWN et al.
(1995). Primeiramente as fezes foram pesadas (0,3 g) e fervidas em 5 ml de etanol 90%
(90% de etanol: agua destilada) por 20 minutos. Durante este tempo, o etanol
evaporado foi gradativamente reposto para que nenhuma amostra ficasse seca, de
forma que ao final desta etapa o volume inicial fosse mantido. Apds centrifugagéo por 15
minutos a 500G, o sobrenadante foi recuperado e o pellet resultante foi ressuspendido
em 5 ml de etanol (90%) e homogeneizado em aparelho Vortex (Phoenix, modelo At 56)
e recentrifugado. Os dois sobrenadantes foram combinados e secos completamente sob
ar comprimido, e entdo redissolvidos em 1 ml de metanol. Os extratos foram
homogeneizados por 1 minuto, e levados para o banho ultrassénico (Ultra Sonic
Cleaner, USC — 1450 — Unique) por 15 minutos. Uma aliquota de 100 ul do extrato
reconstituido em metanol foi transferida para tubos contendo 2 ml de liquido de
cintilacdo e levados para contagem em contador de cintilagdo por 10 minutos. A taxa de
recuperagao obtida a partir desta contagem foi utilizada como fator de corregao para as
concentracbes de estradiol de cada amostra fornecida pelo radioimunoensaio. As
amostras foram diluidas em tampao gelatina pH 7,0 [NaPO4 (13,8 g), NaCl (9,0 g), azida
sodica (1,0 g), gelatina (1,0 g) e agua destilada (1000 ml)] antes das analises para
validacao do RIE. As amostras preparadas foram dosadas por meio de kits comerciais
de radioimunoensaio em fase solida, desenvolvidos para avaliagdo quantitativa de
estradiol no soro humano, previamente validado para extratos de fezes de felinos
(BROWN et al., 1995). As Figuras 15 a 21 ilustram as etapas de extragdo. Devido a
problemas ocorridos durante a metodologia do estudo, somente nas gatas do grupo E
foram coletadas amostras de sangue para dosagem de estrégeno sérico (RIA-LDH
/USP) (Figura 22).
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Fig. 21 - Fluxo de secagem com banho-maria.
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Fig. 22 - Coleta de sangue em gata doméstica.

3.7 CITOLOGIA VAGINAL

No momento da laparoscopia foram realizados esfregacos vaginais utilizando-se
swabs estéreis, previamente imersos em solugao salina estéril. Para a a realizagado do
esfregaco, o swab foi direcionado crénio dorsalmente na vagina. Uma vez cranial ao
orificio uretral, o swab foi friccionado contra a parede vaginal. O vestibulo e a fossa
clitorial devem ser evitados, pois as células superficiais destas areas podem alterar a
interpretacao citologica. As células foram entédo transferidas para uma lamina de vidro
através de rolamento gentil do swab (THRALL & OLSON, 1999). Os esfregagos foram
fixados com spray fixador para cabelos e, apés secas, as laminas foram coradas com a
técnica de Wright's-Giemsa (Diff-QuiK, Pandtico) (Figura 23) e observadas em
microscopio 6ptico com aumento de 400 X para caracterizar a morfologia das células
epiteliais. Para cada exame, 100 células foram contadas em duplicata e classificadas
com base na morfologia, coloracdo e tamanho do nucleo como: superficial (cornificada),
intermediaria ou parabasal (THRALL e OLSON, 1999) (Figuras 24, 25, 26).
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Fig. 23 - Coloragéo com pandtico das laminas do Fig. 24 - Célula epitelial vaginal parabasal
esfregaco vaginal. (400 X — coloragao Panotico).

Fig. 25 — Células epiteliais vaginais superficiais Fig. 26 — Célula epitelial vaginal superficial
anucleadas (cornificadas) nucleada

(400X — coloragéo Pandtico). (400X — coloragao Panético).
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3.8 ANALISE HORMONAL SERICA

Durante o exame laparoscopico foram coletadas amostras sanguineas de
todas as gatas domésticas do estudo (Grupos C, L e E). Devido a problemas com o
processamento do sangue coletado das fémeas do grupo C e L, somente o sangue
das gatas domésticas do grupo E foi submetido a anélise para dosagem de estradiol
através de RIA no LDH - USP.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliagdo do desempenho dos trés grupos foi utilizado o método
estatistico de comparacdo de médias ANOVA. A analise estatistica foi dividida em trés
etapas, nas quais os grupos que receberam tratamento para supressdo ovariana
(grupos L, levonorgestrel e E, etonogestrel) foram comparados com o grupo C (controle)
durante o periodo de tratamento para supressao ovariana (37 dias). Os grupos L e E
foram também comparados com o grupo C durante e apds o periodo de estimulagao

com as gonadotropinas exdgenas.

Os grupos também foram avaliados individualmente através da comparagéao de
médias ANOVA. Em cada grupo comparou-se o periodo de inibicdo ovariana com o
periodo apds a administracdo de gonadotropinas exdgenas e o periodo durante e apos

a administragdo de gonadotropinas.

Para verificar o ciclo estral de cada fémea, foram quantificadas as
concentracdes de estrogenos fecais, sendo calculados os valores médios (+ erro padrao
da média). Os valores basais de estradiol foram calculados utilizando um processo
iterativo, no qual os valores que excederam a média + 2,0 DP (desvio padrao) foram
excluidos. A média entéo foi recalculada e o processo de eliminagao foi repetido até que
nenhum valor excedesse a média + 2,0 DP. A média dos valores restantes foi

considerada como valor basal.



4 RESULTADOS

4.1 INIBICAO OVARIANA

Durante a utilizacdo do tratamento para supressao ovariana, o Grupo E
apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relagdo aos Grupos C e L (Quadro 1),
observando diminuicao significativa das concentragdes de estradiol durante a utilizagao
de etonogestrel. O grupo L ndo apresentou diferenga significativa (p>0,05) em relagao
ao Grupo C (Quadro 1).

QUADRO 1 - Resultado da diferenga minima significativa durante o periodo de
inibicdo ovariana dos grupos C, L, E

DMS= 0,058 Ta 5%= 2,01

(Grupo C - Grupo E) = 0,07 > DMS = Grupo C # Grupo E

(Grupo L - Grupo E) = 0,117 > DMS = Grupo L # Grupo E
(Grupo L - Grupo C) = 0,047 < DMS = Grupo C = Grupo L

4.2 PERIODO DE ESTIMULACAO OVARIANA COM GONADOTROPINAS E PERIODO
APOS A ESTIMULAGCAO

Durante e apds a administragao das gonadotropinas (eCG/hCG), os Grupos L e
E n&o apresentaram diferenga significativa em relagdo ao grupo C (p>0,05) (Quadro 2),
ou seja, 0s grupos que receberam tratamento hormonal para inibicdo ovariana prévia a
administragdo de gonadotropinas (Grupos L e E) nao apresentaram diferenca

significativa em relagdo ao Grupo C, durante e apés o periodo de estimulagao ovariana.

QUADRO 2 - Resultado da diferenga minima significativa durante o periodo de
estimulacdo com gonadotropinas e apés dos grupos C, L, E

DMS=0,12 T 5% = 1,99

(Grupo C - Grupo E) =0,11< DMS = Grupo C = Grupo E
(Grupo L - Grupo E) = 0,005 < DMS = Grupo L = Grupo E
(Grupo C - Grupo L) =0,11 < DMS = Grupo C = Grupo L
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4.3 PERIODO APOS A ESTIMULACAO COM AS GONADOTROPINAS EXOGENAS

Durante o periodo apds a administragdo das gonadotropinas (eCG / hCG) os
Grupos L e E nao apresentaram diferenga significativa em relagdo ao grupo C (p>0,05)
(Quadro 3), ou seja, os grupos que receberam tratamento hormonal para inibigao
ovariana prévia a administracido de gonadotropinas (Grupos L e E), ndo apresentaram

diferenga significativa em relagdo ao Grupo C, apds o periodo de estimulagéo ovariana.

QUADRO 3 - Resultado da diferenga minima significativa durante o periodo apés a
estimulagdo com gonadotropinas dos grupos C, L, E

DMS=0,134 T 5% =1,99

(Grupo C - Grupo E) = 0,09 < DMS = Grupo C = Grupo E
(Grupo L - Grupo E) = 0,02 < DMS = Grupo L = Grupo E
(Grupo C - Grupo L) = 0,07 < DMS = Grupo C = Grupo L

4.4 COMPARAGAO DENTRO DOS GRUPOS

4.4.1 Grupo Controle

As gatas do grupo controle apresentaram diferenga significativa (p<0,1) no
periodo de 37 dias anterior a administracdo das gonadotropinas (Periodo i) (supresséo
dos Grupos L e E), em relagéo ao periodo de estimulagdo com as gonadotropinas (est)
€ apos a estimulagdo com as gonadotropinas (est+ap) (Quadro 4).

Ja durante o periodo de estimulagdo com as gonadotropinas em relagdo ao

apos, nao houve diferenga significativa (p>0,1) entre as gatas.

QUADRO 4 - Resultado da diferenga minima significativa durante o periodo de
inibicdo ovariana, estimulagdo com gonadotropinas e apds a
estimulacdo das gatas domésticas do grupo controle

DMS= 0,15 T 10%= 1,67
G C (es+ap)’— G C (i)'=0,21>DMS = G C (i) = G C (es+ap)?

G C (es+ap)’— G C (ap)’= 0,05 < DMS= G C (est+ap)’ = G C (ap)’
G C (ap)’-G C (i)' =0,17 > DMS = G C (ap)® = G C (i)'

Nota:

G C (i)": Gatas do grupo controle no periodo de inibico ovariana dos grupos L e E.

G C (es+ap) Gatas do grupo controle no periodo de estimulagdo com gonadotropinas e apds a estimulagao.
GC (ap)3: Gatas do grupo controle no periodo apds a estimulagdo com as gonadotropinas.

T o (10%): 1,67
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4.4.2 Grupo Levonorgestrel

As gatas deste grupo nao apresentaram diferenga significativa (p>0,1) no
periodo de inibigao (i) com o levonorgestrel oral em relagao ao periodo estimulagdo com
as gonadotropinas (est) e periodo apds a estimulagao com as gonadotropinas (est + ap)
(Quadro 5).

QUADRO 5 - Resultado da diferenga minima significativa durante o periodo de
inibicido ovariana, estimulacido com gonadotropinas e apés a
estimulacdo das gatas domésticas do grupo levonorgestrel

DMS= 0,05 T o(10%)= 1,67
G L (es+ap)* -G L (i)'= 0,027 < DMS = G L (i) = G L (es+ap)?
G L (es+ap)*-G L (ap)*= 0,008 < DMS=G L (es+ap)’ = G L (ap)®
GL(ap)’-GL(i)'=0,019<DMS =G L (ap)’=GL (i)'

Nota:

G L (i)": Gatas do grupo L no periodo de inibigdo ovariana com levonorgestrel oral.

G L (es+ap)* Gatas do grupo L no periodo de estimulagio com gonadotropinas e apds a estimulagéo.
GL (ap)3: Gatas do grupo L no periodo apos a estimulagdo com as gonadotropinas.

4.4.3 Grupo Etonogestrel

As gatas deste grupo, durante o periodo de supressdo ovariana (i) com o
implante (etonogestrel), apresentaram diferenga significativa (p<0,1) em relagdo ao
periodo estimulacdo com as gonadotropinas (est) e apds a estimulacdo (est+ap)
(Quadro 6). Durante o periodo de estimulagdo com as gonadotropinas e periodo apés a
estimulagdo com as gonadotropinas, as gatas nao apresentaram diferenga significativa
(p>0,1) entre si (Quadro 6).

QUADRO 6 - Resultado da diferenga minima significativa durante o periodo de
inibicao ovariana, estimulagdao com gonadotropinas e apdés das gatas
domésticas do grupo etonogestrel

DMS= 0,09 T 10%= 1,66
GE (es+ap)? -GE (i)'= 0,146>DMS = GE (i)' # GE (es+ap)?
GE (es+ap)*-GE (ap)’= 0,042 < DMS=GE (es+ap)’ = GE (ap)®
GE (ap)® - GE (i)' =0,10 >DMS = GE (ap)® # GE (i)’

Nota:

G E (i)": Gatas do grupo E no periodo de inibigdo ovariana com levonorgestrel oral.

GE (es+ap)2: Gatas do grupo E no periodo de estimulagdo com gonadotropinas e apds a estimulagdo.
G E (ap)®: Gatas do grupo E no periodo apds a estimulagdo com as gonadotropinas.
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4.5 CARACTERIZACAO DAS CONCENTRACOES HORMONAIS DURANTE O CICLO
ESTRAL DAS FEMEAS

Os valores basais de estrégenos fecais do grupo E foram menores que os
valores do grupo C e L. A seguir (Tabela 2) observamos os valores referentes a média +
EPM das concentracdes de estrogenos fecais (valores basais) das gatas domésticas
durante o estudo.

TABELA 2 - Valores referentes as concentragoes basais de estréogenos fecais das
gatas domésticas durante o estudo

Grupo | Animal | Média+ /EPM |
Controle Gata 1 0,03 + 0,01
Controle Gata 2 0,06 + 0,005
Controle Gata 3 0,04 + 0,003

Levonorgestrel Gata 4 0,07 £ 0,005

Levonorgestrel Gata 5 0,07 = 0,01

Levonorgestrel Gata 6 0,03+ 0,02
Etonogestrel Gata 7 0,01 £0,002
Etonogestrel Gata 8 0,01 £ 0,002
Etonogestrel Gata 9 0,01 £ 0,002

Os perfis de estrogenos fecais das gatas domésticas do estudo (grupos C,L e E)

estado representados nas Figuras de 27 a 35.

eCG
1,2 hCG
laparoscopia =
valor basal
1 hCG
| I
2
> 08
p | ¢ = -
S 1 Laparoscopia
Q£ 0,6 -
7]
o
c
Q
=]
e 04
ul \
0,2

0 - \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ —
\\W q’\'b \‘)\'b f{}gl« \\“) %\"J \"\"J q:‘ib qib\'b ‘)\bt @b‘ 'g\b‘ f@b‘ '5\6 \Q\ﬁ '(\\‘)

Fig. 27 - Perfil da excregao fecal de estrégenos da gata doméstica 1 do grupo controle
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Fig. 28 - Perfil da excregdo fecal de estrégenos da gata doméstica 2 do grupo controle
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Fig. 29 - Perfil da excregéo fecal de estrégenos da gata doméstica 3 do grupo controle
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Fig. 30 - Perfil da excrecéo fecal de estrogenos da gata doméstica 4 do grupo levonorgestrel
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Fig. 31 - Perfil da excregéo fecal de estrégenos da gata doméstica 5 do grupo levonorgestrel
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Fig. 32 - Perfil da excregéo fecal de estrégenos da gata doméstica 6 do grupo levonorgestrel
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Fig. 33 - Perfil da excregéo fecal de estrégenos da gata doméstica 7 do grupo etonogestrel
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Fig. 35 - Perfil da excregéo fecal de estrégenos da gata doméstica 9 do grupo etonogestrel

A seguir, estdo representados os perfis de excrecdo fecal das gatas

domésticas dos grupos C (Figura 36 e 39), grupo L (Figura 37 e 40) e grupo E

(Figura 38 e 41) durante o periodo de inibigao ovariana (37 dias) dos grupos L e E e

periodo apds a administragdo das gonadotropinas. Verificou-se que os niveis de

estrogenos durante o periodo de

inibicdo ovariana do grupo E foram
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significativamente inferiores aos niveis de estrégenos dos grupos L e C. Apds a

administragdo das gonadotropinas nao houve diferenga significativa entre os grupos.
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Fig. 36 — Perfil da excregao fecal de estrégenos do Grupo C durante o periodo de inibigdo dos grupos
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Fig. 37 — Perfil da excregéo fecal de estrégenos do Grupo L durante o periodo de inibigdo com o

levonorgestrel oral.

-
|

Etonogestrel

N
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Fig. 39 — Perfil da excrecao fecal de estrogenos do Grupo C apds a administragdo das gonadotropinas.
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Fig. 40 — Perfil da excregao fecal de estrégenos do Grupo L apds a administragdo das gonadotropinas.
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Fig. 41 — Perfil da excregao fecal de estrégenos do Grupo E apés a administragéo das gonadotropinas.
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4.6 RESULTADO DO EXAME LAPAROSCOPICO

De acordo com o exame laparoscépico, verificou-se que as gatas domésticas do
grupo E apresentaram um maior numero de foliculos (7,6 + 3,4) em relagdo as gatas
domeésticas dos grupos C (6,3 + 1,4) e L (4,0 £ 0,57). Com relagdo ao numero de CLs as
gatas do grupo L tiveram maior numero (5,0 + 1,52) em relagdo ao grupo C (1,5+0,5) e
E (2,0 £ 0,57).

As médias (£ EPM) dos resultados do exame laparoscopico estdo apresentadas

na Tabela 3.

TABELA 3 - Resultados do exame laparoscopico das gatas dos grupos
etonogestrel, levonorgestrel e controle
(3 gatas domésticas/tratamento)

CONTROLE ‘ LEVONORGESTREL ETONOGESTREL
Diametro uterino (mm) 70+0,3 53+0,2 55+0,3
Diametro ovariano (mm) 9,0+£0,8 9,0+£0,3 6,4+0,2
Numero de foliculos / gata 6,3+14 40105 7,6 13,4
Diametro dos foliculos (mm) 1,7+11 1,5+0,2 1,3+ 0,1
Numero de CLs / gata 1,5+0,5 50+1,5 2,0+£0,6
Diametro dos CLs (mm) 2,5+0,5 3,5+0,16 2,16 +0,3

4.7 RESULTADO DA ANALISE HORMONAL SERICA

Através da analise hormonal sérica (RIA), verificou-se que todas as fémeas do
grupo E estavam com as concentragdes de estradiol acima de 150 pg/ml no momento
da laparoscopia indicando periodo de estro, coincidindo com os resultados da analise

fecal e da citologia vaginal.

4.7 RESULTADO DA CITOLOGIA VAGINAL

Os resultados da citologia vaginal realizada no momento do exame
laparoscopico das gatas domésticas dos grupos C, L e E estdo apresentados na
Figura 39. Verificou-se que todas as gatas domésticas do estudo apresentaram
células epiteliais vaginais caracteristicas de estro (superficiais anucleadas e

superficiais nucleadas) no momento do exame laparoscopico. As fémeas do Grupo
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C e L apresentaram 45% de células epiteliais superficiais anucleadas (cornificadas) /
55% de células epiteliais superficiais nucleadas e 72% de células epiteliais
superficiais anucleadas (cornificadas) / 28% de células epiteliais superficiais
nucleadas, respectivamente. No grupo E as fémeas apresentaram 20% de células
intermediarias, 25% de células epiteliais superficiais nucleadas e 55% de células

epiteliais superficiais anucleadas (cornificadas).
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Fig.42 — Resultados da citologia vaginal realizada no momento do exame laparoscépico das

gatas domésticas dos grupos C,L e E



5 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a inibigdo ovariana foi atingida nas gatas
domeésticas que receberam o implante de etonogestrel prévio ao protocolo de
estimulagao com as gonadotropinas exoégenas (eCG/hCG). Foi verificado que o grupo E
(etonogestrel) apresentou diferenga significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo C
(controle) durante o periodo de inibigao ovariana. Durante este periodo, as fémeas do
Grupo E apresentaram inatividade ovariana com baixas concentra¢des de estrégenos e
auséncia de picos. Desta forma, verifica-se que o implante de etonogestrel provocou
supressao ovariana durante a sua utilizagdo, indicando que a dose de 68 mg/implante
foi eficaz em gatas domésticas no estudo. Segundo MCCANN & POTTER (1994), os
contraceptivos apenas com progestageno obtém sua eficacia através do efeito inibidor
da ovulagao do progestageno sobre o hipotdlamo e a glandula pituitaria. A supressao da
secrecao de gonadotropinas (LH e FSH) evita a ovulagdo. Conseqiientemente, o corpo
luteo esta ausente e as concentragcdes de progesterona natural estdo baixos. A inibicao
da ovulagdo pode ser determinada pela auséncia de um pico de LH, supressdo do
desenvolvimento folicular e da producido de estradiol. De acordo com DAVIES et al.
(1993), a auséncia de ovulagdo e a alta eficacia contraceptiva assegurada por
Implanon® (Organon do Brasil) sugerem que o etonogestrel previne adequados picos de
LH. Isso resulta em uma situagdo na qual a ovulagéo é inibida e o E2 enddgeno é
sintetizado.

Segundo PELICAN et al. (2002), estudos utilizando implantes de levonorgestrel
em gatas domésticas indicaram que o mesmo inibe picos de estradiol e ovulagao
espontanea, apresentando resultados satisfatorios ao melhorar a resposta ovariana ao
estimulo com gonadotropinas em programas de reproducdo assistida. Em gatas
domeésticas, a supressdo do ciclo estral através da utilizacdo do horménio
levonorgestrel, prévio ao protocolo de inseminagéo artificial, melhora a resposta
ovariana ao eCG e hCG. Ao contrario do resultado obtido por PELICAN (2004), no
presente estudo, o grupo L nao apresentou diferenga significativa (p>0,05) em relacéo
ao grupo C durante o periodo de inibicdo ovariana. Durante a administracdo do
levonorgestrel oral, as fémeas n&o apresentaram inibicdo ovariana, verificando-se a
presenca de picos de estradiol em todas as fémeas tratadas. Conseqiientemente o
Grupo L nao teve diferenga em relagdo ao grupo C, nao demonstrando a supressao

ovariana desejada. Este resultado pode estar relacionado com o método de



42

fracionamento do medicamento prévio a administracio, ou dose utilizada, o que pode ter
influenciado de forma negativa nos resultados observados. Deve-se também levar em
consideragdo a taxa de absorcdo do progestageno oral, pois varios fatores podem
influenciar, como a ingestdo diaria de pélos. Novos estudos podem ser realizados
utilizando doses diferentes, ou na mesma dose ja utilizada com a manipulagdo do
horménio propriamente dito. Levando-se em consideragao a relagdo custo/beneficio, a
utilizacdo de levonorgestrel oral em novos estudos deve ser investigada devido ao
menor custo e facilidade de administragédo, podendo ser adicionado ao alimento.

As fémeas dos grupos E e L ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05)
em relagdo ao grupo C durante e apds a administragdo de gonadotropinas exdgenas.
Segundo PELICAN (2004), os estimulos com gonadotropinas aumentam o tempo de
duragéo do estro e das concentragdes de estradiol, comparado aos niveis do periodo
pré-inibicdo. Sabe-se que a estimulagdo com as gonadotropinas induz a uma segunda
onda folicular em gatas, levando a prolongada exposi¢cdo aos estrégenos. De acordo
com a analise fecal, durante o periodo de estimulagdo com gonadotropinas, duas das
trés fémeas do grupo E estavam com concentragdes basais de estradiol, € no momento
do exame laparoscoépico, todas as fémeas deste grupo apresentaram picos de estradiol.
De acordo com a andlise sérica, as concentracbes de estradiol foram acima de 150
pg/ml no momento da laparoscopia indicando periodo de estro, coincidindo com os
resultados da analise fecal. Apds a laparoscopia apresentaram diminuigcdo das
concentracbes de estradiol. Verifica-se desta forma, que as gatas deste grupo
apresentaram uma resposta uniforme e constante dos ovarios a estimulacdo com as
gonadotropinas exégenas, ndo havendo interferéncia de gonadotropinas enddégenas na
resposta ovariana. A auséncia de um aumento excessivo nas concentragdes de
estradiol apos a laparoscopia é benéfica, ndo ocorrendo o hiperestrogenismo, o qual
alteraria o ambiente uterino e diminuiria a taxa de prenhez. Nenhuma das fémeas do
grupo L apresentou picos de estradiol no momento da laparoscopia. Das trés fémeas
deste grupo, duas apresentaram concentracbes de estradiol aumentadas antes da
laparoscopia, periodo da estimulagdo ovariana com as gonadotropinas exdégenas. Apos
a laparoscopia, duas das trés fémeas do grupo L apresentaram concentragdes de
estradiol superiores as encontradas no momento da laparoscopia. Estas concentragdes
de estradiol permaneceram aumentadas por aproximadamente 4 dias. Apenas uma, das
trés fémeas deste grupo, ndo apresentou picos de estradiol durante e apos a

estimulagdo com as gonadotropinas. Dessa forma, verifica-se uma resposta nao
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uniforme das fémeas a estimulagéo, ocorrendo hiperestrogenismo apos a laparoscopia
em duas das trés fémeas tratadas com levonorgestrel oral. No grupo C foi verificado que
todas as fémeas apresentaram aumento das concentragdes de estradiol no momento do
exame laparoscopico e que uma das fémeas deste grupo apresentou concentragdes
basais de estradiol no momento da estimulagdo com as gonadotropinas. Em uma das
trés fémeas, as concentragdes de estradiol apds a laparoscopia (+ 5 dias) foram
superiores as concentragdes no momento da laparoscopia. As concentracbes de
estradiol permaneceram elevadas por + 9,3 dias, ocorrendo hiperestrogenismo nesta
fémea.

A presenca de foliculo acessoério e CL apds a indugcdo da ovulagdo contribui
para baixos indices de fertilizagdo em programas de |A em felideos. Alguns fatores que
resultam na diminuicdo das taxas de fertilizacdo e de nidagdo embrionaria em felideos,
sao elevadas e prolongadas concentragbes de estradiol, elevada secregao de
progesterona ou lutedlise prematura, as quais sdo ocasionadas pela hiperestimulagéo
ovariana. Outro contribuinte para a baixa eficiéncia reprodutiva seguida de estimulagao
com gonadotropinas em felideos selvagens é o desenvolvimento de uma segunda onda
folicular e ovulagdo apdés 5-7 dias da primeira onda folicular. O desenvolvimento do
foliculo acessorio e desenvolvimento luteal resultam numa elevada e prolongada
concentracao de estradiol e progesterona, os quais estdo associados a interferéncia no
transporte do embrido pelo oviduto e diminuicdo das taxas de prenhez (PELICAN,
2004).

Apesar da gata doméstica ser classificada como uma ovuladora induzida e
ovular aproximadamente 24 horas apds o coito, recentes pesquisas com gatas
domésticas demonstraram que essas podem apresentar ovulagdes espontaneas
(GUDERMUTH et al., 1997). Neste estudo, todas as fémeas do grupo L e duas das trés
fémeas do grupo E apresentaram picos de estradiol fora do periodo de tratamento
(inibicdo e estimulagdo com gonadotropinas). Verifica-se entdo que cinco das nove
fémeas do estudo apresentaram picos de estradiol em periodos que n&o foram
administrados horménios exdgenos (antes do periodo de supressao ovariana e apds o
periodo de estimulagdo com gonadotropinas). As concentragdes de estradiol dos picos
das fémeas que responderam ao estimulo com gonadotropinas foram maiores que as
concentracbes de estradiol de outros picos apresentados fora do periodo dos

tratamentos (inibicdo ovariana e gonadotropinas exdgenas).
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No exame laparoscopico realizado 29-39 h apds a administracao de hCG, foi
observado que as fémeas do grupo C apresentaram uma média de 6,3 foliculos/gata,
totalizando 19 foliculos. Apenas duas das trés fémeas deste grupo apresentaram CL,
uma com um e outra com dois CLs. As fémeas do grupo L apresentaram em média 4,0
foliculos/gata, totalizando 12 foliculos. Todas as fémeas deste grupo apresentaram CL,
em média 5,0 CLs/gata, totalizando 15 CLs. As fémeas do grupo E apresentaram em
média 7,6 foliculos/gata, totalizando 23 foliculos. Com relagao a presenca de CL, duas
das trés fémeas apresentaram 2,0 CLs/gata, totalizando 6 CLs. Segundo PELICAN
(2004), os ovarios com multiplos e recentes pontos de ovulagdo, geralmente resultam
nos melhores indices de prenhez em gatas domésticas, fazendo com que ocorra a
presenca de multiplos foliculos recentes no momento da IA. Recentes pesquisas em
felideos indicaram que fémeas com a presenga de CL maduro no momento da IA n&o
atingem a prenhez. No grupo E foi observado grande numero de foliculos no momento
do exame laparoscoépico. Isto comprova que as fémeas deste grupo apresentavam seus
ovarios quiescentes no momento da estimulagdo com as gonadotropinas, obtendo uma
resposta mais uniforme.

Ao exame microscopico de citologia vaginal, foi observado que todas as fémeas
do estudo apresentaram células epiteliais vaginais caracteristicas de estro. No grupo C,
45,3% das células epiteliais eram superficiais anucleadas (cornificadas) e 54,7% das
células eram superficiais nucleadas. No grupo L, 71% das células observadas eram
células superficiais anucleadas (cornificadas) e 29% eram células superficiais
nucleadas. Isto indica que nesses dois grupos as fémeas estavam em estro de periodo
avangado. Ja no grupo E, houve a presenga de células intermediarias (20%), o que
segundo THRALL e OLSON (1999), no periodo de estro as células intermediarias estdo
presentes em pequeno numero e as ceélulas epiteliais vaginais tornam-se
progressivamente cornificadas quando as concentragdes de estradiol aumentam. Neste
grupo 54,7% das células eram epiteliais superficiais anucleadas (cornificadas) e 75%
das células eram superficiais nucleadas, classificando-se como inicio de estro nas

fémeas deste grupo no momento da laparoscopia.



6 CONCLUSAO

A partir do estudo realizado concluiu-se que:

¢ A utilizagdo do implante de etonogestrel (68 mg / implante / 37 dias) prévia a
administracdo de gonadotropinas exdgenas em gatas domésticas induziu
inatividade ovariana, mostrando-se eficaz, sugerindo a possibilidade de
utilizacdo prévia em programas de inseminacédo artificial em felideos
selvagens.

e O progestageno levonorgestrel oral na dose de 0,075 mg/dia durante 37
dias/gata, ndo provocou supressdo ovariana durante a sua utilizagdo no
estudo.

¢ O controle do ciclo estral através da utilizacdo de etonogestrel, prévio a
estimulacdo com gonadotropinas exégenas para a inseminagao artificial,
resulta em uma resposta ovariana mais uniforme.

e A inibigdo da atividade ovariana obtida pelo uso do etonogestrel em gata

domeéstica possibilita sua utilizagdo como contraceptivo.
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