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RESUMO

O objetivo desta discussio é discorrer sobre algumas técnicas reprodutivas utilizadas nos animais
domésticos e o impacto desta tecnologia sobre a reproducao dos caes e gatos.
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Introducao

reproducao de pequenos animais esta se tornan-
do, cada vez mais, um ramo importante dentro da

Clinica Veterindria. Proprietdrios de cdes e gatos

tém investido cada vez mais tempo e dinheiro na
criacdo de seus animais; a genética desses animais
ndo é importante apenas para os proprietarios e cria-
dores, mas também para a criagdo em si. Entretanto,
em virtude de a série de razodes, toda a tecnologia de
eproducdo assistida disponivel para outras espécies

‘nimais ¢ ainda muito limitada para a criacdo dos
caes.

O objetivo dessa revisdao nao € discutir sobre o0s
méritos genéticos da criacdo dos cdes e gatos, nem so-
bre as deficiéncias e dificuldades na utiliza¢do de meto-
dologias reprodutivas nos pequenos animais, mas, sim,
discorrer sobre algumas técnicas utilizadas em outras
espécies e qual o impacto delas na reproducio dos caes
e gatos.

O maximo da tecnologia reprodutiva disponivel atu-
almente € utilizado na Medicina Humana e poderia servir
de modelo para nossa revisao. Sao 04 (quatro) as dreas
de discussdo: células espermaticas, odcitos, fertilizagdo e
técnicas complementares.

1. Células espermaticas
1.a Inseminacao Artificial (1 A)

A inseminacdo artificial nos cé@es pode ser
definida como a deposic¢do no interior do trato ge-
nital das fémeas, no momento correto do ciclo es-
tral, dos espermatozéides coletados, com a finali-
dade de produzir uma gestagdo. Em alguns casos,
essa técnica pode ser combinada com a separacao
das células espermaticas por um gradiente de den-
sidade (GOODROWE er al., 1988; FAYRER-
HOSKEN, 1997).

A remogao das células espermaticas do fluido se-
minal é necessdria antes de procedimentos de reprodu-
¢do assistida, como a inseminagao artificial e a fertiliza-
¢do “in vitro”. A centrifuga¢io dos espermatozoéides se-
para as células espermdticas méveis das ndo moveis, dos
espermatozéides mortos, dos debris celulares, de prosta-
glandina, e de outros microrganismos; inicia a capacita-
¢do e concentra os espermatoz6ides mdveis em um pe-
queno volume de meio, facilitando a inseminacao (CEN-
TOLA et al., 1998). Os espermatozdides sdo caracteri-
zados por uma grande heterogenicidade morfolégica e as
células mortas ou anormais podem exercer efeitos preju-
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diciais sobre as células normais, reduzindo a fertilidade
(YAMADA et al., 1992; CENTOLA et al., 1998).

Os métodos de sele¢@o espermdtica para progra-
mas de reproducio assistida sdo direcionados para sepa-
rar os espermatozoides do liquido seminal e de outros
componentes celulares do s€émen e para concentrar uma
populagado de células espermdticas com melhor padrao
de motilidade (CENTOLA et al., 1998).

A selecdo espermdtica pode ser realizada pelas
seguintes metodologias:

¢ Centrifugacoes seguidas;

* Coluna de “sephadex”;

*  “Swim-up”;

¢ “Swim-down”;

¢ Gradientes continuos e descontinuos.

Certos métodos, particularmente as lavagens e
centrifugagoes, podem resultar direta ou indiretamente
em alteragOes irreversiveis para a célula espermatica,
diminuindo sua habilidade fertilizante (YAMADA et al.,
1992; CENTOLA et al., 1998).

A separagdo espermatica com o uso de gradientes
de densidade tem sido padrao para a utilizag@o nas técni-
cas de reprodugdo assistida. Amostras de s€émen fresco
sdo centrifugadas com polivinil-pirrolidona com silica co-
loidal (Percoll), com gradientes variados de 40/90%, com
alta taxa de recuperagdo espermdtica. O método ideal
de seleg@o espermdtica € aquele que permite a separa-
¢do de um alto nimero de espermatozéides competentes
e funcionais capazes de fertilizar os ovocitos (YAMA-
DA et al., 1992).

1.b Congelacao de sémen

As técnicas de congelacdo de s€men utilizadas
hoje nos cées sdo provenientes de estudos realizados
na espécie bovina. A viabilidade do sémen canino pés-
descongelacio é muito baixa, quando comparada com
outras espécies, e esse &, sem divida, um dos princi-
pais motivos da dificuldade de difusdo dessa tecnolo-
gia.

Outro entrave importante na inseminagdo artifi-
cial com sémen congelado nos cées, € o local de depo-
si¢do do sémen no trato genital das fémeas; em virtude
da baixa viabilidade p6s-descongelagdo, o sémen deve-
ria ser depositado numa regiao préxima ao local de fer-
tilizagdo — regido istmo-ampolar — uma prética dificil
devida as dificuldades de transposicdo da cérvix nas
cadelas.

A melhor forma de se avaliar a técnica de conge-
lag@o de sémen €, sem divida nenhuma, pelos resulta-

dos de gestacdo; mas em razdo da dificuldade dos tes-
tes “in vivo”, avalia¢Ges “in vitro” sdo normalmente uti-
lizadas para comprovar a capacidade fertilizante do sé-
men congelado; testes de motilidade, vigor, morfologia
espermdtica, sondas fluorescentes para avaliacdo da
integridade das membranas espermdticas, teste de pe-
netracdo de espermatozéides em odcitos de espécies
homdlogas tém sido realizado nos cées, como forma de
avaliar a capacidade funcional do sémen congelado
(HAY, 1997).

O tempo de 1.A. nos cées € critico, particularmen-
te quando se utiliza o s€émen congelado, que apresenta
uma longevidade diminuida.

Outro problema relacionado a congelagdo de sé-
men nos cdes € a porcentagem do glicerol utilizado nos
diluentes; uma concentragdo 6tima de glicerol represen-
ta um compromisso entre os efeitos téxicos e protetores,
e 0 uso de agentes crioprotetores sdo indispensaveis para
prevenir injirias durante a congelac@o. O estresse osmo-
tico causado pela adi¢io do glicerol pode resultar em a]-.
teragdes nas células espermaticas nao identificaveis por
procedimentos laboratoriais comumente empregados;
edema e ruptura de estruturas altamente especificas con-
tidas na cabega do espermatozéide podem estar associa-
dos com a reorganiza¢do de moléculas essenciais a inte-
ragdo espermatozoéide/odcito (FAYRER-HOSKEN, 1997;
HAY, 1997; FARSTAD, 2000).

1.c Andlise computadorizada do sémen (CASA)

A avaliag@o de sémen padronizada e objetiva tem
sido a meta da andlise convencional dos espermatozoi-
des. A andlise computadorizada de sémen digitaliza a
célula espermadtica e utiliza um grande nimero de ima-
gens para caracterizar a qualidade do movimento da cé-
lula espermatica (Figura 1) (FAYRER-HOSKEN, 1997).

Enquanto a andlise computadorizada do séme
poderia ser a solugdo, o custo dessa avaliagdo ¢ muit
alto, limitando essa pratica.

1.d Citometria de fluxo

O uso da citometria de fluxo, para avaliar a viabili-
dade espermatica e as condi¢des do acrossomo de es-
permatozdéide de caes, pode facilitar o desenvolvimento
de novos protocolos de criopreservagdo, permitindo uma
comparagdo segura entre diferentes métodos de conge-
lacao (FARSTAD, 2000).

A citometria de fluxo fornece uma avaliacdo mais
efetiva da células espermdticas do que as andlises con-
vencionais.
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1.e Sexagem
espermatica

A separacao es-
permdtica por meio de
citometria de fluxo para
a pré-selecdo de sexo,
baseado no contetido di-
ferencial de DNA dos
cromossomos X e Y, foi
primeiramente desenvol-
vida para aplica¢do nos
animais. Atualmente,
essa técnica € mais uti-
lizada na reproducio
humana, na prevengio
de desordens recessi-
vas ligadas ao cromos-
soma X carreado pela

ae. Especificamente,
.ll-lnma gama de cromos-
somas, ligados a célula
espermadtica, poderia
produzir fémeas sem
expressar essa condi¢do
genética (FAYRER-HOSKEN, 1997).

1.f Interacao espermatozéide / odcito

A célula espermitica requer proteinas recep-
toras intactas para contactar e penetrar os od4citos.
Métodos de penetracdo “in vitro” tém sido desenvol-
vidos para avaliar cada uma dessas fases: ligagao com
a zona pelicida, reacdo do acrossoma e ligacdao a mem-
brana plasmatica do od6cito. A fertilizagdao “in vitro”
utilizando oécitos homélogos permite as mesmas ana-
lises com informagdes adicionais sobre a ligagdo da
.célula espermdtica com a membrana plasmatica do
odcito e penetragdo do odcito (FAYRER-HOSKEN,
1997; ROTA et al., 1999; FARSTAD, 2000).

Testes de penetrag@o “in vitro”, utilizando 06-
citos de hamster “zona free”, avaliam a capacidade
dos espermatozéides de sofrer a reacao do acrosso-
mo. Embora este teste ndo avalie a habilidade de as
células espermaticas ligarem-se e penetrarem a zona
pelicida, ele avalia a capacidade das células esper-
madticas de penetrarem o odcito, além de oferecer a
vantagem de avaliar a capacidade funcional de mais
células, pois vdrios espermatozdides podem penetrar
um unico o6cito (GOODROWE er al., 1991; HAY,
1997).

Figura 1. Aparelho utilizado na andlise computadorizada do sémen (CASA), no Laboratério de Reprodugio
Animal da FMVZ - UNESP - Botucatu.

2. Odcitos
2.1. Recuperacao de odcitos

O ovécito canino € liberado no estado dictiado, ou
seja, a vesicula germinativa permanece intacta e o pri-
meiro corpisculo polar ainda nao foi liberado.

Essa estratégia reprodutiva € rara e também acon-
tece nos coiotes e nas raposas; em virtude dessa particu-
laridade fisiologica, as melhores condi¢bes para a matu-
racao “in vitro” de oécitos de caes podem diferir de ou-
tros modelos experimentais que liberam oécitos durante
o processo de ovulagdo, no estigio de metifase I da 1*
divisdo da meiose (FAYRER-HOSKEN, 1997: FARS-
TAD, 2000).

Procedimentos de laparoscopia tém permitido a
obtengao de odcitos para fertilizacdo “in vitro”. Essa téc-
nica, para ter sucesso, requer insuflagao abdominal que,
por sua vez, requer anestesia, 0 que torna o0 processo
mais complexo e caro (FAYRER-HOSKEN, 1997).

A recuperagao de odcito guiado por ultra-som é
um método efetivo para coleta de o6citos de vérios est4-
gios de desenvolvimento. Essa técnica é menos invasiva
e, com uma “probe” de alta resolugdo, pode ser mais
segura que a propria laparoscopia. Essa técnica tem sido
adaptada das técnicas de biopsias e tem se tornado parte
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que sintetizam moléculas essenciais para
esse reinicio. Nesse momento, os foli-
culos atingem o estdgio antral e, nessa
fase, a maioria das espécies tem adqui-
rido a habilidade de reassumir a matu-
racao nuclear; portanto, a capacidade
dos od6citos para completar todos os es-
tigios de desenvolvimento é diretamen-
te relacionada ao tamanho folicular e,
conseqiientemente ao tamanho do odéci-
to (Figura 2) (FAYRER-HOSKEN,
1997).

Odcitos de foliculos pré-antrais
que completam a maturagao nuclear, evi-
denciada pela configuragio cromosso-

Figura 2. Odcito de gata maturado “in vitro”. Detalhe da configuragio cromossdmica

compativel com metafase II.

integral de muitos procedimentos diagnésticos. Apés
a recuperacao dos odcitos e para o sucesso da fertili-
zagdo “in vitro”, os odcitos precisam ser adequada-
mente maturados (FAYRER-HOSKEN, 1997; FARS-
TAD, 2000).

2.2. Maturacao de oécitos “in vitro”

Foliculos primordiais constituem um estoque de
células germinativas no ovdrio pés-natal e seu nimero
varia com a espécie e com a idade. Os fatores responsa-
veis pelo inicio do crescimento folicular sdo ainda pouco
conhecidos e representam uma das questdes mais intri-
gantes da biologia ovariana (GOODROWE et al., 1988;
GOODROWE et al., 1991).

Os foliculos na fase pré-antral sdo incapazes
de reiniciar a meiose, mas ¢ durante esse periodo

Figura 3. Ovirios de gata estimulados “in vivo”

mica e emissdo do 1° corpisculo polar,
freqiientemente tém baixa taxa de fer-
tilizagdo e raramente formam blastocistos, enquanto
que uma taxa de fertilizacao maior € conseguida
com odcitos obtidos de foliculos antrais (GOO-
DROWE et al., 1988; GOODROWE et al., 1991).

3. Fertilizacao
3.1. Fertilizacao “in vitro” (FIV)

Desde o nascimento da menina Louise Brown em
25 de julho de 1978, a fertilizac@o “in vitro” tornou-se o
carro-chefe das pesquisas mundiais sobre o assunto. A
FIV esta relacionada @ maxima capacidade dos esper-
matozoides e dos o6citos maturos que, sob 6timas condi-
coes, resultam em altas taxas de fertilizacao.

A FIV ¢€ indicada nos casos de ambiente uterino
alterado, capacitagdo espermatica inadequada, obstru-
¢do de oviduto, oligozoospermia
e infertilidade de origem desco-
nhecida (FAYRER-HOSKEN,
1997). .

A utilizacao dessa tecnolo-
gia € limitada pelos altos custos e
por métodos sofisticados, que de-
vem ser empregados preliminar-
mente: terapia gonadotréfica para
maturacao de odcitos, métodos nao
invasivos de recuperacao de oéci-
tos, coleta de s€émen, condic¢oes de
cultivo, desenvolvimento embriona-
rio inicial e técnicas de transferén-
cia de embrides (Figura 3)
(FAYRER-HOSKEN, 1997;
FARSTAD, 2000).
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3.2. Injecao espermatica
intracitoplasmatica (ICSI)

A ICSI é uma variacao da FIV e envol-
ve a injecdo de um tnico espermatozéide no
interior do oécito, usando técnica de microma-
nipulacio e pode ser usada nos casos de infer-
tilidade masculina severa. A ICSI tem permiti-
do que machos previamente considerados in-
férteis para todas as formas de reprodugio as-
sistida contribuam para fertilizar o oécito (Fi-
gura 4) (CATT, 1996; FAYRER-HOSKEN,
1997).

3.3. Transferéncias de
gametas intrafalopianos (GIFT)

A GIFT € um procedimento semelhante
a FIV, no qual os odcitos sdo recuperados por

Pipeta de apoio

Figura 4. Representacio esquemdtica da injegdo espermdtica intra-citoplasmatica
(ICSI). Uma célula espermdtica € aspirada para o interior de uma pipeta de inje¢do e
essa pipeta inserida no interior do odcito (Catt, 1996).

.meio de laparoscopia, ou ultra-som; sdo matu-

rados “in vitro” e tanto 0s o6citos como os espermatozoi-
des previamente selecionados sao inseminados no interi-
or das tubas uterinas para a ocorréncia da fertilizagao “in
vivo” (FAYRER-HOSKEN et al., 1992; FAYRER-
HOSKEN, 1997).

Essa técnica permite a fertilizag@o e o desenvolvi-

mento embriondrio “in vivo”.

3.4. Transferéncia de embrides

Embrides sdo fertilizados “in vivo™ e co-
letados no ttero; os embrides podem ser trans-
feridos diretamente ou congelados para trans-
feréncia posterior (Figura 5).

4. Técnicas suplementares

.4.1 . PCR: reacao em cadeia da
polimerase

A avaliagdo genética de embrides tem
sido possivel pelo advento da técnica de PCR.
Através da andlise de sondas de DNA € possi-
vel a avaliacdo genética de embrides de duas
ou mais células (FAYRER-HOSKEN, 1997).

A técnica de FISH estd associada a ex-
tracdo e desnatura¢do do DNA. Esse material
(DNA) é pré-hibridizado para bloquear os siti-
os inespecificos da sonda, seguido da hibridiza-
¢do com a sonda especifica marcada com 32P
(FAYRER-HOSKEN, 1997).

Solucdes de problemas

Na reproducdo de pequenos animais, a utilizag¢ao
das técnicas de reprodugdo assistida tem sido limitada,
mas essa realidade estd-se modificando principalmente
em razao do valor dos animais e a disponibilidade dessa
tecnologia. Outro fator importante e que limita o acesso
das principais técnicas de reproduc@o assistida nos cies

Figura 5. Embrido de cadela (Foto gentilmente cedida pelo Prof. César Roberto Esper).
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€ a propria anatomia e fisiologia unica nas fémeas cani-
nas, o que torna o tratamento de varias condig¢des, extre-
mamente dificeis e algumas vezes, impossiveis.

Oligospermia

Caes oligospérmicos sdo considerados inférteis quando
manejados em cobertura natural, mas poderiam eventual-
mente deixar descendentes, se técnicas reprodutivas fos-
sem usadas. Geralmente, cdes oligospérmicos sao idosos ou
animais que apresentaram processos infecciosos graves que
resultaram em queda da producio espermatica.

A selecdo de células espermiticas com Percoll ou
“Swin-up” poderia separar os espermatozoéides mortos e
selecionar uma populacdo de células vidveis; essa popu-
lagdo poderia ser inseminada, via laparoscopia, no ttero.
Se essa técnica ndo resultar em prenhez, os espermato-
z6ides poderiam fertilizar o6citos “in vitro” (CENTOLA
et al., 1998; FARSTAD, 2000).

Se o nimero de espermatozoides for extremamente
baixo, ICSI poderia ser usada para fertilizar os odcitos;
os embrides poderiam ser transferidos para receptoras
progesteronizadas para implantagdo e desenvolvimento
embriondrio (FAYRER-HOSKEN, 1997).

Bactospermia / Piospermia

Cies diagnosticados como bactospérmicos ou pi-
ospérmicos sdo freqiientemente mantidos com tratamento
a base de antibidticos por meses. Nesses casos, o diag-
nostico € realizado por meio de cultivos, cujos resultados
exprimem culturas puras com 15.000 a 50.000 unidades
formadoras de colonias (FARSTAD, 2000).

Um problema sério, conseqiiente dessa condigéo,
¢ a infertilidade ou subfertilidade, a despeito de um nu-
mero adequado de células méveis. A maioria dos meios
diluentes tem, em sua composi¢do, antibiticos, e a lava-
gem dessas células nesses meios diluidores poderia au-
mentar as taxas de fertilizacio e subseqiiente desenvol-
vimento embrionario (FAYRER-HOSKEN, 1997).

SUMMARY

The objective of this discussion is to bring information about some of the assisted reproductive tech-
niques used in domestic animals, and the impact of this technology on reproduction of dogs and cats.

Key words: spermatozoa, oocytes, fertilization, reproductive techniques.

Espermatozdides imdveis

Células espermaticas iméveis sdo, eventualmente,
resultantes de alteracio ciliar e esses cies poderiam ser
candidatos a ICSI (FAYRER-HOSKEN, 1997).

Obstrucao epididimaria

Azospermia devida a obstrugio epididimaria tem
sido diagnosticada por meio da avalia¢do dos niveis de
fosfatase alcalina, enquanto o resultado da biopsia testi-
cular mostra espermatogénese ativa. A primeira tentati-
va reside na confec¢do de uma ponte epididimaria utili-
zando ducto deferente; essa técnica tem mostrado resul-
tados limitados. Outra tentativa € a recuperagao da célu-
la espermdtica do epididimo para realizar a ICSI; essa
técnica poderia ser seguida pela transferéncia de embri-
des em receptoras sincronizadas (HAY, 1997; FARSTAD,
2000).

Hiperplasia cistica do endométrio / piometra .

Um diagnéstico que normalmente atemoriza os
proprietdrios e criadores € o de piometra; esses casos
sao normalmente tratados com ovariohisterectomia; uma
opg¢ao em termos de tratamento clinico € o uso de PGF2a
e de antibidticos especificos, se a cérvix estiver aberta.
Mesmo tratados, ndo ha garantias de fertilidade futura.

Com a recuperacio de odcitos, maturacao e ferti-
lizagdo “in vitro”, essa cadela poderia produzir filhotes.
Rotineiramente, talvez fosse interessante a recomenda-
¢ao de apenas histerectomia para cadelas de alto valor
genético; isso poderia, no futuro, levar ao resgate de 06-
citos, maduracdo e fertilizagdo “in vitro” e transferéncia
de embrides (FAYRER-HOSKEN er al., 1992;
FAYRER-HOSKEN, 1997).

Até o momento, essas técnicas sao experimentais,
mas com as constantes solicitagdes e tratamentos alter-
nativos, as pesquisas estao desenvolvendo-se rapidamente
nessa drea.
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