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CLASSIFICACAO MORFOMETRICA E CONTAGEM DE FOLICULOS OVARIANOS E
RECUPERAGCAO EMBRIONARIA DE GATAS DOMESTICAS (Felis catus — Linneaus,
1758) SUPLEMENTADAS COM TAURINA

RESUMO - A taurina € um aminoacido essencial para gatos e atualmente ha vasta
literatura que descreve os efeitos de sua deficiéncia. No entanto, pouco se estudou sobre
os efeitos potenciais da suplementacdo desse aminoacido. O objetivo desse estudo foi
determinar o efeito da suplementacdo oral de taurina no desempenho reprodutivo de
gatas. Foram utilizadas 16 fémeas de gato doméstico (distribuidas em dois grupos de oito
animais) alimentadas apenas com racdo comercial para gatos (grupo 1) ou
suplementadas com 192mg de taurina por 16 semanas (grupo 2) antes de copularem. As
gatas foram ovariohisterectomizadas sete dias apds a primeira cdpula para colheita dos
embrides e ovarios para estudo histolégico. Comparou-se o numero de corpos luteos,
foliculos ovarianos primordiais, primarios, secundarios e terciarios/mm? de tecido ovariano
cortical e de embrides recuperados usando-se o teste t de Student (P<0,05). O numero
médio (xDP) dessas variaveis para o grupo 1 foi 4,50+0,83; 10,55+5,86; 1,68+2,25;
0,59+0,43; 0,72+1,18 e 1,83+0,98, respectivamente. O numero médio (+DP) para o grupo
2 foi 5,00+1,09; 10,46+8,86; 1,47+0,90; 0,40+0,13; 0,55+0,39 e 3,66%1,63,
respectivamente. O nimero de embrides foi maior no grupo 2 quando comparado com o
grupo 1, embora nenhuma outra variavel tenha sido estatisticamente significativa. O taxa
de recuperagao embrionaria foi maior no grupo 2 em relagao ao grupo 1 (50,6% e 30,4%,
respectivamente). Estes resultados indicam que a suplementacao oral com taurina afetou

positivamente a taxa de recuperagdo embrionaria em gatas domeésticas.

Palavras-Chave: embrides, gato, ovario, taurina



MORPHOMETRIC CLASSIFICATION AND OVARIAN FOLLICLES COUNTING
AND EMBRYONIC RECOVERY OF TAURINE SUPPLEMENTED DOMESTIC CATS
(Felis catus — Linneaus, 1758)

ABSTRACT - Taurine is an essential amino acid for cats, and there is now a large body of
literature dealing with the effects of taurine deficiency. However, little attention has been
paid to potential effects of taurine supplementation. The aim of this study was to determine
the effect of oral taurine supplementation on reproductive performance of cats. Were used
16 domestic female cats (distributed in two groups of 8 animals) fed a commercial cat food
alone (group 1) or supplemented with 192 mg taurine for 16 weeks (group 2) before
mating. The cats were ovariohysterectomized seven days after first copulation and
recovered the embryos and ovaries for histological analyze. Were compared the number
of corporea luteal, primordial, primary, secondary and tertiary follicles/mm? of ovarian
cortical tissue and embryos using Student’s t test (P<0,05). The means (tSEM) numbers
of these variables for group 1 were 4.50%£0.83; 10.55+5.86; 1.68+2.25; 0.59+0.43;
0.72+1.18 and 1.83+0.98, respectively. The means numbers of group 2 were 5.00+1.09;
10.46+8.86; 1.47+0.90; 0.40+0.13; 0.55+0.39 and 3.66%1.63, respectively. The number of
embryos was statistically greater in group 2 than in group 1, although none of others
variables was statistically significant. The embryonic recovery rate was greater in group 2
than in group 1 (50.6% and 30.4%, respectively). These results indicate that oral taurine

supplementation affected positively the embryonic recovery rate.

Key words: embryos, cat, ovary, taurine



I INTRODUCAO

Enquanto a transferéncia de embrides obtém bons resultados em varias espécies,
pouco sucesso foi descrito sobre esse procedimento em felideos selvagens. Acredita-se
que um bom entendimento prévio sobre o ciclo reprodutivo e sua resposta a manipulagéao
artificial nesses animais, seja necessario antes de se executar as biotécnicas da

reproducao.

Devido a grande semelhanca entre a anatomia reprodutiva do gato doméstico
(Felis catus) e da maioria dos felideos selvagens, diversos estudos podem ser realizados
utilizando-se o gato doméstico como animal modelo. A combinacao de técnicas como a
inseminagdo artificial, fertilizacdo in vitro e transferéncia de embrides, aliadas a
criopreservacao de gametas e embrides, oferece a oportunidade de manipular e propagar

pequenas populacoes, protegendo a diversidade genética para estudos futuros.

Varias informagdes foram publicadas na literatura relacionando desbalango
nutricional e problemas reprodutivos, tanto em gatos domésticos como em felideos
selvagens (REMILLARD, 1989; MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990). Partindo-se
desse principio, a manipulacdo dietética experimental de gatos domésticos, visando
melhorar o desempenho reprodutivo, torna-se uma alternativa aplicavel a reproducao dos

gatos selvagens em processo de extincao e/ou mantidos em cativeiro.

Considerando-se que exista equivaléncia entre as necessidades nutricionais dos
gatos selvagens e domésticos, uma dieta completa para ambos deve conter de nove a
dez a-aminoacidos, denominados essenciais porque nao podem ser sintetizados pelo
organismo em quantidade compativel com a sua necessidade. A deficiéncia desses a-
aminoacidos, geralmente, resulta em sinais clinicos nao especificos, como a diminuicao
da taxa de crescimento (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990; LEHNINGER,;
NELSON; COX, 1995).

Além desses dez oa-aminoacidos essenciais, os gatos precisam de um J-
aminoacido na dieta, a taurina, que em contraste com os a-aminodacidos, sua deficiéncia
resulta em patologias especificas (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990;



BUFFINGTON, 1994; BACKUS et al.,, 1998). A taurina é sintetizada principalmente no
figado dos mamiferos a partir da metionina e cisteina (MORRIS; ROGERS;
PACIORETTY, 1990; BUFFINGTON, 1994). Essa sintese ocorre nos gatos, mas € muito
pequena para manter a homeostasia na auséncia de taurina oriunda da dieta
(BUFFINGTON, 1994).

Sao inumeros os relatos de problemas reprodutivos em mamiferos com deficiéncia
de taurina. Evidéncias sugerem que niveis dietéticos inadequados desse aminoacido
resultam em menor prolificidade. Segundo Morris; Rogers; Pacioretty (1990), Pion e
Kittleson (1990) e Sturman (1991), a natureza dessa baixa fecundidade pode estar
relacionada a problemas na implantacdo embrionéria ou a ocorréncia de abortos. As
gatas com deficiéncia de taurina mantém peso corpéreo adequado, possuem estro regular
e copulam normalmente (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990; PION; KITTLESON,
1990; BUFFINGTON, 1994). No entanto, a partir do trigésimo dia de gestacdo, ocorre
uma alta taxa de abortos (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990; BUFFINGTON,
1994).

Relatos sobre a associacdo entre miocardiopatia dilatada e deficiéncia de taurina
em felinos e a demonstracao de que essa patologia € revertida com a terapia nutricional,
incentivou os fabricantes de racées comerciais para gatos (que ja continham taurina) a
aumentarem a quantidade desse aminoacido (SKRODZKI; TRAUTVETTER; MONCH,
1991; PION et al., 1992a; PION et al., 1992b). A suplementacao da dieta com taurina
resultou em acentuada diminuicdo da prevaléncia dessa patologia. No entanto, pouco se
estudou sobre os efeitos de dietas com altos indices de taurina, em longo prazo, no
organismo de gatas domésticas.

Enquanto uma recomendagdo minima de taurina ndo for estabelecida, a
concentracao de 1200mg desse componente por kg de matéria seca em dietas comerciais
secas e 2500 mg em dietas Umidas parece adequada para impedir 0 aparecimento dos
sinais de deficiéncia desse aminoacido (BURGER; BARNETT, 1982). No entanto, sendo
essas quantidades de trés a cinco vezes maiores que 0 minimo necessario, torna-se
importante a investigacao dos efeitos do excesso de taurina no trato reprodutivo de gatas
domésticas, tornando possivel uma extrapolagdo dos resultados para os felideos

selvagens.



Il REVISAO DE LITERATURA

A taurina é considerada um aminodcido essencial para os gatos porque sua
utilizacao corpdrea supera sua sintese. Isso acontece devido a sua produg¢édo ser menor e
a taxa de consumo maior do que nas outras espécies (MORRIS; ROGERS;
PACIORETTY, 1990; STURMAN; MESSING, 1992a). Segundo Park; Rogers; Morris
(1999), os gatos possuem baixa atividade das enzimas cisteina-dioxigenase e acido
cisteina-sulfinico descarboxilase, presentes na via de conversdo da cisteina a taurina,
quando comparados a outras espécies de mamiferos. Edgar et al. (1994) relataram que a
enzima cisteina-dioxigenase € o fator limitante da produgéo de taurina nos gatos, devido a
baixa atividade desta no figado dos felinos.

A Unica via metabdlica da taurina nos tecidos de mamiferos que estd bem
elucidada é a conjugacao com &cidos biliares. Os &cidos biliares, sintetizados no figado a
partir do colesterol, sdo conjugados com taurina ou glicina antes de serem secretados nos
canaliculos biliares. Quando a quantidade de taurina é limitada, a maioria dos animais tem
a habilidade de conjugar os acidos biliares com a glicina (HICKMAN; ROGERS; MORRIS,
1992). No entanto, os gatos possuem habilidade limitada para sintetizar taurina a partir da
cisteina e, além disso, ndo podem utilizar a glicina quando a quantidade de taurina é
limitada (PARK; ROGERS; MORRIS, 1999). Essa obrigatoriedade do uso de taurina para
produzir sais biliares resulta em continua perda desse aminodacido, superando o retorno
do mesmo pela circulacao entero-hepatica (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990;
HICKMAN; ROGERS; MORRIS, 1991; HICKMAN et al., 1992).

Os sais biliares conjugados sao liberados no intestino delgado, onde grande parte
serd reabsorvida por transporte ativo e passivo no jejuno e ileo. Quando reabsorvidos, os
sais biliares retornam ao figado via veia porta para completar a circulagdo enterohepatica
(EDGAR, et al., 1991). Bactérias anaerdbicas, no ileo terminal e célon, quebram esse
ciclo por meio da desconjugacéo da taurina e pela conversao dos sais biliares primarios
em secundarios, por meio de modificacdes em seus nucleos esterdides (EDGAR, et al.,
1991; KIM; ROGERS; MORRIS, 1996a).

A formacao dos sais biliares depende da ativacdo do acido célico pela enzima

colonil-CoA-sintetase para produzir colonil-CoA. A colonil-CoA reage com a glicina ou



taurina na presenga da enzima colonil-CoA-aminoécido-N-aciltransferase, formando os
sais biliares. A origem dessa enzima nos gatos ainda nao esta elucidada, porém, partindo-
se de um principio evolutivo, a taurina pode ter sido bem suplementada na dieta de
carnivoros verdadeiros, e nenhum fator seletivo modificou essa enzima, permanecendo
presente nos gatos pelos Uultimos 35 milhdes de anos (MORRIS; ROGERS;
PACIORETTY, 1990).

Como certa propor¢cdo de taurina secretada como colil-taurina na bile dos
mamiferos retorna ao corpo pela circulacdo enterohepatica, um gato alimentado com uma
dieta contendo nivel constante de taurina poderia alcangar um equilibrio, onde a excregao
de taurina pelas fezes e urina se igualaria a quantidade contida na dieta, somada a
producdo pelo préprio corpo (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990; MUHLUM;
MEYER, 1991).

No entanto, quando se mede a quantidade de taurina perdida nas fezes e na urina,
verifica-se que menos da metade da taurina ingerida na dieta se perde por essa via
(MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990, MUHLUM; MEYER, 1991). Isso acontece
porque os niveis de taurina sdo grandemente influenciados por bactérias intestinais, onde
algumas espécies sao capazes de desconjugar a taurina e outras podem degradar ou
sintetizar esse aminoacido (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990; JOHNSTON;
LAMPORT; BALLEVRE, 2000). Essa teoria é sustentada pelo fato de que gatos
alimentados com taurina marcada com '*C possuem uma perda de mais de 10% como
“C0O, (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990; KIM; MORRIS; ROGERS, 1995). Além
disso, 0 processamento térmico de dietas comerciais pode modificar o niumero, espécies
e/ou a localizacdo dessa microbiota bacteriana intestinal, causando aumento na
desconjugacao dos &cidos biliares e do retorno entero-hepatico da taurina (HICKMAN;
ROGERS; MORRIS, 1992; KIM; MORRIS; ROGERS, 1995) A perda intestinal unida a
obrigatoriedade do uso de taurina para conjugagdo com o0s acidos biliares, torna
indispensavel a ingestdo em niveis adequados desse aminoacido (MORRIS; ROGERS;
PACIORETTY, 1990; TRAUTWEIN; HAYES, 1991; KIM; MORRIS; ROGERS, 1995).

Como a taurina ndo se incorpora a proteinas e nem é metabolizada pelos tecidos
dos mamiferos, 0 excesso desse aminoacido resulta em aumento de sua concentracao
plasmética e excregéo urinaria (MUHLUM; MEYER, 1991; EDGAR et al., 1994). No caso

inverso, quando o suprimento é limitado ou quando ocorre biossintese restrita, como na



deficiéncia de vitamina Bg, ocorre diminuicdo da concentracdo de taurina no plasma e os
rins aumentam a sua reabsor¢cdo (STURMAN, 1988; PARK et al., 1989; MUHLUM,;
MEYER, 1991; EDGAR et al., 1994; KIM; ROGERS; MORRIS, 1996b).

Varias vias metabdlicas foram propostas para a sintese da taurina. A mais aceita
propde que a L-cisteina oriunda da dieta seja a precursora da taurina (PARK et al., 1991;
PARK; ROGERS; MORIS, 1999). De acordo com Park et al. (1991), a cisteina é
inicialmente oxidada a acido cisteina-sulfinico (ACS), que pode ser descarboxilado,
transaminado ou oxidado. Quando descarboxilado transforma-se em hipotaurina, que
pode ser oxidada a taurina (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990; EDGAR, et al.,
1991; PARK et al, 1991). Se oxidado, o ACS ¢ transformado pela enzima cisteina-
dioxigenase a 4cido cisteico, que seré posteriormente descarboxilado a taurina pela agao
da enzima ACS-descarboxilase. Caso ocorra a transaminag¢ao, o ACS sera convertido em
B-sulfinilpiruvato, que € facilmente transformado em piruvato e sulfito (H.S). A via
predominante dependera do tipo de tecido envolvido (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY,
1990; EDGAR, et al., 1991; PARK et al., 1991; EDGAR et al., 1994; PARK; ROGERS;
MORRIS, 1999).

A homeostase da taurina nos gatos dependera de varios fatores, incluindo a dieta,
sintese endodgena, retorno pela circulacdo enterohepatica, degradacdo microbiana no
intestino e perdas fecais e urinarias (MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990;
MUHLUM; MEYER, 1991; KIM; MORRIS; ROGERS, 1995). O consumo diario de 60 a
100g de dieta seca comercial contendo 1000mg de taurina’/kg de matéria seca, garante
uma ingestao de 60 a 100 mg de taurina, o que mantera niveis séricos adequados desse
aminoacido entre 50 e 150 nmol/ml na maioria dos casos (BURGER; BARNETT, 1982;
DOUGLAS; FERN; BROWN, 1993; PION et al., 1992a)

Nos ultimos 25 anos, seis anormalidades no gato doméstico foram demonstradas
como resultantes de dietas com quantidades inadequadas de taurina (REMILLARD, 1989;
MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990). Dentre essas, inclui-se degeneracdo de
retina, comprometimento do sistema imunitario, miocardiopatia dilatada, falhas
reprodutivas em fémeas, desenvolvimento anormal de fetos e crescimento retardado de
filnotes (LAIDLAW; STURMAN; KOPPLE, 1987; MORRIS; ROGERS; PACIORETTY,
1990, PION et al,, 1991; SKRODZKIM; TRAUTVETTER; MONCH, 1991; STURMAN;
MESSING, 1992a; BARONE; FOUREMAN; LAHUNTA, 2002).



As funcdes da taurina no sistema reprodutivo sdao mdultiplas e complexas. Os
espermatozéides, por exemplo, contém grande quantidade desse aminodacido, que
funciona como agente antioxidante, participa do processo de capacitacdo e auxilia na
motilidade dessas células. Além disso, Lobo et al. (2001) afirmaram que a taurina é o
aminoacido predominante nas secregdes genitais, incluindo o sémen, fluidos das tubas
uterinas e do Utero. No entanto, os mesmos autores asseguraram que o papel da taurina
no sistema reprodutivo da fémea ainda néao foi completamente elucidado.

Por meio de imunohistoquimica, Lobo et al. (2001) identificaram os locais onde a
taurina estava presente no sistema reprodutivo de ratas. Esses autores detectaram
grande quantidade do aminodcido na superficie epitelial do ovario. Nos foliculos
ovarianos, a taurina esteve presente em conformidade com o estadio de desenvolvimento
dos mesmos, no entanto, as células da granulosa e os odcitos dos foliculos primordiais
foram imunonegativos. Nos foliculos primarios e antrais, a taurina foi encontrada,
principalmente, nas células da teca e nos o6citos, enquanto que a zona pelucida, antrum
e a maioria das células da granulosa foram imunonegativos. Contudo, a quantidade de
taurina nas células da teca e odcitos diminuiu durante a atresia folicular (LOBO et al.,
2001).

De acordo com Lobo et al. (2001), durante o processo de luteinizacdo, quando as
células da teca invadem a regido derivada da granulosa, ocorre um aumento no numero
de células luteais imunopositivas. Entretanto, durante a fase de regressao do corpo luteo,
a quantidade de taurina nas células luteais diminuiu. Nas fimbrias, infundibulo e juncao
Utero-tubaria, a taurina esteve localizada nas células epiteliais, enquanto que na ampola e
istmo, esse aminoacido foi encontrado apenas nos cilios das células ciliadas e no apice
do citoplasma de células ndo-ciliadas (LOBO et al., 2001). Ainda no estudo realizado por
Lobo et al. (2001), foi constatada a presenga de taurina no utero durante o diestro e
metaestro, principalmente em suas células epiteliais, no entanto, essa quantidade
diminuiu no estro e proestro. Durante o periodo gestacional, ocorreu diminuigdo da
quantidade de taurina na tuba uterina e utero (LOBO et al., 2001)

Diversos estudos provam que a deficiéncia de taurina produz danos significativos
no potencial reprodutivo de gatas, ocorrendo alto indice de abortos, diminuigdo do numero
de filhotes viaveis por gestacdo e baixa taxa de sobrevivéncia dos filhotes péds-parto
(STURMAN et al., 1986; MORRIS; ROGERS; PACIORETTY, 1990; STURMAN, 1991).



Além disso, fémeas com deficiéncia de taurina possuem niveis de progesterona
constantemente baixos, porém quantidades normais de relaxina (MORRIS; ROGERS;
PACIORETTY, 1990). Segundo Pion e Kittleson (1990), a origem da baixa prolificidade
em fémeas submetidas a dietas deficientes em taurina esta no processo de fertilizacao,
implantagéo e na reabsorgao fetal.

Com a descoberta de que a deficiéncia de taurina resultava no surgimento de
patologias especificas, € que a maioria dessas patologias podia ser completamente
revertida com a suplementacao dietética desse aminodacido, muitos fabricantes de ragdes
comerciais para gatos iniciaram uma reformulag@o de suas dietas, aumentando o nivel de
taurina (PION et al., 1987; PION; KITTLESON, 1990; PION et al.,1991; PION et al., 1992a
e b; STURMAN; MESSING, 1992a e b). No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da
dieta com grande quantidade de taurina, em longo prazo, no trato reprodutivo de gatas
domésticas (STURMAN; MESSING, 1992a e b).

Sturman e Messing (1992b) relataram que o excesso de taurina dietética nao
influenciou o apetite, a quantidade de alimento ingerido, o ganho de peso e o ciclo estral
de gatas adultas. E ainda, fémeas alimentadas com 1% de taurina apresentaram melhor
desempenho reprodutivo quando comparadas com gatas que receberam 0,05% e 0,2%,
obtendo-se maior numero de filhotes por gestagdo e maior peso ao nascimento
(STURMAN; MESSING, 1992a).

De acordo com a literatura consultada, pouco se pesquisou sobre a interferéncia do
excesso de taurina no numero de foliculos ovarianos terciarios e na quantidade e
qualidade dos embrides produzidos por gatas domésticas submetidas a dietas com
excesso de taurina. Os relatos de Morris; Rogers; Pacioretty (1990) e de Sturman e
Messing (1992a e b) sobre o melhor desempenho reprodutivo de fémeas alimentadas
com grande quantidade de taurina, refor¢a a necessidade de mais estudos para identificar
o efeito do excesso desse aminoacido no numero de foliculos ovarianos terciarios, na
quantidade e qualidade dos embrides produzidos e quais beneficios podem ser
explorados em funcao deste fato em criatérios de felinos domésticos e selvagens.

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da suplementag@o de ragdo comercial
de gatas domésticas com taurina sobre a populacdo de foliculos ovarianos terciarios,
taxas de ovulagédo, fecundacdo e recuperagdo embrionaria, além da qualidade dos
embrides produzidos.



Il MATERIAL E METODO

[ll. 1 Local da execugao

Este trabalho foi realizado nos Laboratérios de Reproducdo Animal e de Histologia
e no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Federal
de Uberlandia - UFU, no Estado de Minas Gerais.

[1l. 2 Animais

Foram utilizadas dezesseis fémeas de gato doméstico (Felis catus) sem raca
definida, sexualmente maduras, com idade média de dois anos (8 meses a 3 anos),
clinicamente saudaveis, vacinadas contra rinotraqueite, panleucopenia e calicivirose felina
e tratadas contra parasitas internos e externos. Os animais passaram por um periodo de
adaptacao de 12 semanas, em colénia em um gatil composto de 8 alojamentos (figura 1)
e area de lazer, recebendo luz solar em condi¢des climaticas naturais (figura 2). A
temperatura teve variacdo de acordo com as mudancas sazonais da regido. Cada animal
recebeu 60g de dieta comercial seca diariamente (Fit 32, Royal Canin) e 4gua a vontade.




Figura 1: Gatil onde os animais foram mantidos durante o periodo de adaptacdo e

realizacado do experimento, contendo oito alojamentos utilizados como dormitérios.

Figura 2: Area de lazer com luz solar em condicdes climaticas naturais.

[ll. 3 Composicéo da ragéao

Foi utilizada racdo comercial seca para gatos (Fit 32, Royal Canin) contendo 8% de
umidade, 32% de proteina, 15% de gordura, 11% de fibras alimentares, 6,5% de minerais,
4,7% de fibra bruta, 27,5% de amido, 3,1% de acido linoleico, 0,08% de acido aracdbnico,
0,18% de taurina e 3850kcal de energia metabolizavel por kg do produto. Os minerais
estavam presentes nas seguintes quantidades, por kg de ragéo: 1,1% de calcio, 0,95% de
fosfato, 0,1% de magnésio, 0,6% de potassio, 0,4% de sédio, 0,6% de cloreto, 180 mg de
zinco, 56 mg de manganés, 2,5 mg de iodo, 0,2 mg de selénio, 190 mg de ferro e 30 mg
de cobre. A dieta possuia ainda 16000UIl de vitamina A, 1200Ul de vitamina D3, 400 mg
de vitamina E, 30 mg de vitamina C, 15 mg de tiamina (B+), 25 mg de riboflavina (B>), 40
mg de pantotenato (Bs), 131 mg de niacina (Bs), 14 mg de piridoxina (Bg), 1 mg de biotina,

2,4 mg de acido félico, 0,18 mg de cianocobalamina (B2) € 3000 mg de colina.

[ll. 4 Plano de Execugéo



Apbs o periodo de adaptacao, os animais foram divididos em dois grupos de oito
animais, designados de grupo um (controle) e dois (suplementado). Ambos 0s grupos
foram alimentados com a mesma racdo comercial, com uma quantidade de 60 g por
animal, por dia. Essa quantidade de alimento supriu as necessidades nutricionais diarias
preconizadas pelo National Research Council - NRC (BUFFINGTON, 1994). O grupo dois
recebeu diariamente uma suplementacao oral de 192 mg de taurina durante 16 semanas.

Todas as gatas foram observadas diariamente para deteccdo e registro de
comportamento de estro (vocalizagao, rolar no solo, desvio lateral da cauda, abaixamento
dos membros toracicos e arqueamento do quadril). Ap6és o periodo de 16 semanas,
conforme as fémeas foram entrando em estro, foram colocadas individualmente durante
dois dias (2° e 3° dia do estro) na presenca de um gato em idade reprodutiva para
realizagcéo das cépulas.

[ll. 5 Cirurgia

Para se obter os ovarios e os embrides, as gatas foram submetidas no 7° dia apos
a primeira cépula a ovariossalpingohisterectomia, que foi realizada sob anestesia
dissociativa (tiletamina associada ao zolazepam), na dose de 11,9mg/kg, seguindo-se a
técnica cirurgica de Stone; Cantrel; Sharp (1998), com o cuidado de se preservar as
estruturas ovarianas durante o procedimento cirargico (Figura 3).

Foi utilizado no pds-operatério a enrofloxacina como agente antibacteriano (5mg/kg
uma vez ao dia, via oral, durante sete dias consecutivos), o cetoprofeno como agente
antiinflamatério e analgésico (2,2mg/kg uma vez ao dia, via subcutanea, durante trés dias)
e o cloridrato de tramadol como agente analgésico (3mg/kg, duas vezes ao dia, via
subcutanea, durante dois dias).

Apés a cirurgia, o utero, as tubas uterinas e os ovarios foram encaminhados
imediatamente ao Laboratério de Reprodugdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia - UFU para pesagem e mensuracoes
dos ovérios, contagem do numero de corpos luteos e recuperacdo dos embrides. Um

fragmento de cada ovario (terco médio) foi fixado em Bouin para preparacao histologica.



Figura 3: Ovariossalpingohisterectomia realizada sete dias apds a primeira copula para

coleta dos ovarios e embrioes.

lll. 6 Contagem e classificacao dos foliculos ovarianos e embrides

lll. 6.1 Preparagao histolégica, contagem e classificagao dos foliculos ovarianos.

Os ovarios foram fixados em Boiun por 24 horas e processados rotineiramente com
parafina. O material parafinizado foi cortado em fatias de 5um e montado em laminas de
microscopio, sendo aproveitados seis cortes ndo consecutivos de cada ovario (1 corte a
cada 50 segmentacgdes realizadas). Os cortes de tecido parafinizado sofreram secagem a
38°C por 1 a 3 horas, desparafinizagdo em xilol e rehidratacdo em solucdo de etanol.
Apbs esse processamento, o material foi corado com hematoxilina/eosina, estando apto
para observacdo em microscopio de luz. Foram capturadas imagens das laminas para a
tela do computador, por meio do programa eletrénico HL-Image®, sendo demarcada uma

regido a ser analisada (em um? e os valores obtidos transformados em mm?) para



contagem de todos os foliculos ovarianos, separados em fungdo da fase de

desenvolvimento.

lll. 6.2 Colheita e avaliagdo dos embrides

Para a colheita dos embrides, foi realizada a lavagem de cada corno uterino no
sentido caudo-cranial com 20ml de solugéo salina fosfatada (PBS) previamente aquecida
(37°C) e recuperada em placas de Petri (100x20mm) por uma pequena abertura no final
do corno, segundo a técnica de Dresser et al., (1987) e Swanson; Roth; Wildt (1994).

As placas foram examinadas sob esteriomicroscopio em aumento de 15x para
localizag@o das estruturas. Cada embrido foi classificado, em aumento de 40x, de acordo
com o seu estéddio de desenvolvimento e sua qualidade, segundo Wright (1999). Foi
utiizada uma pontuacdo (1 a 4) baseada na sua aparéncia morfoldégica para a
classificagdo quanto a qualidade: 1 = excelente ou bom: embrido simétrico, com
blastdmeros uniformes; 2 = regular: embrido contendo imperfei¢cdes leves, como alguns
blastémeros salientes, vesiculas ou forma irregular; 3 = pobre: embridao de forma irregular
no tamanho, cor e densidade dos blastémeros, numerosas saliéncias; 4 = morto ou
degenerado: embrido contendo numerosas saliéncias e/ou células degeneradas,
blastbmeros com coloracdo irregular e vesiculado. Quanto ao estadio de
desenvolvimento, os embrides foram classificados em: 1 = ndo fecundado, 2 = morula
inicial, 3 = mérula, 4 = blastocisto inicial, 5 = blastocisto, 6 = blastocisto expandido, 7 =
blastocisto eclodido, 8 = blastocisto eclodido expandido.

1. 7 Analise dos Dados

Para todas as variaveis estudadas foi realizado o teste t de Student para diferencas
de médias (P< 0,05), considerando amostras independentes. A analise estatistica foi

realizada por meio do programa eletronico Bioestat®.



IV RESULTADOS

A avaliacdo macroscépica (peso, comprimento, largura e espessura) dos ovarios
nao demonstrou diferenca estatistica entre os grupos estudados (tabela 1). No entanto,
em valores absolutos, o grupo 2 apresentou medidas sempre maiores que do grupo 1. A
maioria dos ovarios (93,75%) possuia pelo menos um (1 a 6) corpo luteo, visivel
macroscopicamente. Nenhum dos ovarios apresentou cistos foliculares ou neoplasias.

Tabela 1. Numero médio (+ desvio padrdo) referente ao peso (g), comprimento (cm),
largura (cm) e espessura (cm) dos ovarios direito e esquerdo das gatas do grupo 1

(controle) e do grupo 2 (suplementado com taurina).

Peso (g) Comprimento (cm) Largura (cm) Espessura (cm)
Grupo oD OE oD OE oD OE oD OE

1 0,16+0,01 0,18+0,02 1,15+0,34 1,01+0,11  0,60+0,17  0,53+0,07 0,55+£0,15 0,55+0,09

2 0,2040,06 0,29+0,33 1,08%0,14 1,07+0,15 0,66+0,13 0,63%£0,27 0,60+0,07 0,57+0,18

* OD: ovdrio direito; OE: ovério esquerdo.

O numero médio de foliculos primordiais, primarios, secundarios e terciarios por
area (mm?® de tecido ovariano cortical e de corpos Iiteos ndo apresentou diferenca
estatistica (p<0,05) entre os grupos (tabela 2). A avaliagdo microscopica mostrou que a
populacao folicular era composta de 78% de foliculos primordiais, 11% de primarios, 5%
de secundarios e 6% de terciarios (grafico 1), ocorrendo essa proporcdo em ambos 0s

ovarios (figura 4).

Tabela 2: Numero médio (+ desvio padrdo) de corpos lateos, embrides, foliculos
primordiais, primarios, secundarios e terciarios por area (mm?) de tecido ovariano cortical

das gatas do grupo 1 e 2.

N2de corpos N2total N2de foliculos N°de foliculos N2 de foliculos N2 de foliculos

Grupo luteos de embrides primordiais primarios secundarios terciarios
1 4,50+0,83 1,83+0,98* 10,5515,86 1,68+2,25 0,59+0,43 0,72+1,18
2 5,00+1,09 3,66+1,63* 10,4618,86 1,47+0,90 0,40+0,13 0,55+0,39

* Indica que houve diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).



O Primordial
B Primario
OSecundario
O Terciario

Grafico 1. Porcentagem de foliculos ovarianos primordiais (78%), primarios (11%),

secundarios (5%) e terciarios (6%) encontrados em ovarios de gatas domésticas.

Figura 4: Corte histologico de ovario de gata doméstica com foliculos ovarianos em varias
fases de desenvolvimento: primordial (A), primario (B), secundario (C) e terciario (D),
utilizado para a contagem dos mesmos. As setas indicam as células ovarianas

intersticiais. H.E.

Os foliculos primordiais apresentaram-se com poucas células planas rodeando os

ovocitos, enquanto que os primarios continham mais células em formato cubico, em



camada unica (figura 5). Ja os foliculos secundérios, apresentaram-se com varias
camadas de células da granulosa (figura 6) e os tercidrios possuiam o antro entre essas
células, além de células da teca interna e externa (figura 7). No intersticio da regido
cortical dos ovarios, foram verificadas células grandes, de forma poliédrica, com nucleo
proeminente e arredondado e citoplasma abundante e vacuolizado (figura 8),
caracterizando as células intersticiais ovarianas (Cl).

Figura 5: Corte histolégico de ovario de gata doméstica mostrando foliculo ovariano
primério (P) com uma Unica camada de células da granulosa em formato cubico, e foliculo

secundario (S) com varias camadas de células da granulosa. H.E.




Figura 6: Corte histologico de ovario de gata doméstica mostrando um foliculo ovariano
secundario com varias camadas de células da granulosa (G), zona pelucida (ZP), tecido
intersticial (TI) e ovocito centralizado (OV). H.E.

Figura 7: Corte histologico de ovario de gata doméstica mostrando foliculo ovariano
terciario com células da teca interna e externa (A), antro (B) e ovdcito (C). H.E.




Figura 8: Corte histoldgico de ovario de gata doméstica mostrando células grandes, de
forma poliédrica, com nucleo proeminente e arredondado e citoplasma abundante e
vacuolizado (setas) no intersticio da regido cortical, caracterizando as células intersticiais

ovarianas. H.E.

Das 16 gatas utilizadas, 93,75% (15 de 16) ovularam quando acasaladas
naturalmente no segundo e terceiro dia de estro. Apenas uma gata nao ovulou quando
submetida a esse mesmo processo (6,25%). A taxa de fertilizagdo do grupo um foi de
91,6%, enquanto que no grupo dois foi de 100%. A taxa de recuperacdo embrionaria foi
maior no grupo dois (50,6%) quando comparada ao grupo um (30,4%). Houve diferenca

estatistica entre os grupos apenas na variavel taxa de recuperacao embrionaria.

De todas as gatas que ovularam, 93,30% (14 de 15) apresentaram evidéncias de
fertilizacdo (embrides), sendo que trés gatas (20%) apresentaram embrides degenerados
(grau 4), enquanto as demais gatas apresentaram embrides de oOtima qualidade,
classificados como grau 1 ou 2 (figura 9 e 10 ). O ndmero total de estruturas coletadas,
fertilizadas, de o6vulos e de embrides degenerados nos grupos 1 e 2 encontram-se
descritos na tabela 3.




Figura 9: Embrides de gatas domésticas em varios estadios de desenvolvimento,
coletados no sétimo dia apds a primeira copula. a: moérula; b: blastocisto; c: blastocisto

inicial. Fotomicrografia (100x).

Figura 10: Embrides coletados de gatas domésticas no estadio de blastocisto expandido.
Todas as estruturas foram coletadas dos cornos uterinos. Fotomicrografia (200x).

Tabela 3: NUmero total de estruturas coletadas, fertilizadas, de évulos e de embrides

degenerados encontrados nos grupos 1 e 2.




N® total de estruturas N° total de estruturas  N° de évulos N2 de embrides

Grupo coletadas fertilizadas degenerados
1 12 11 01 02
2 22 22 00 02

O numero total de embrides foi estatisticamente maior no grupo 2 (tabela 2), ndo
havendo diferenca estatistica entre os grupos quanto a qualidade dos mesmos . Todos os
embrides coletados encontravam-se no estadio de desenvolvimento entre moérula inicial e
blastocisto expandido (grafico 2). A maioria dos embrides (93%) foi coletada dos cornos

uterinos, sendo apenas 2 encontrados nas tubas uterinas no estadio de mérula inicial.

20+ O Mérula inicial
154 H Moérula
104 O Blastocisto

inicial
O Blastocisto

54 “
E H Blastocisto
04 expandido

Grafico 2. Numero de embrides em diferentes fases desenvolvimento coletados de gatas

domésticas submetidas ou ndo a suplementacao com taurina.

V DISCUSSAO

A importancia nutricional da taurina vem sendo largamente estudada e esclarecida
nos ultimos anos, sendo considerada um nutriente essencial para gatos e provavelmente
para os primatas, incluindo o homem (STURMAN et al., 1986). Este estudo mostrou que a
suplementacdo oral desse aminoacido nao resultou em qualquer efeito prejudicial,
melhorando o desempenho reprodutivo das mesmas. Esse resultado coincide com os
trabalhos desenvolvidos por Sturman (1991) e Sturman e Messing (1992a), que tiveram
melhor desempenho reprodutivo, ninhadas com maior numero de filhotes e neonatos com
maior peso corporeo, em fémeas alimentadas com dietas contendo quantidades

excessivas de taurina.



Apesar de nao ocorrer uma maior quantidade de foliculos ovarianos terciarios no
grupo suplementado com taurina, o fato de ter ocorrido um maior numero de embrides,
reforca a possibilidade preconizada por Lobo et al. (2001) sobre a funcao antioxidante
desse aminoacido no tecido ovariano. A taurina possui um papel fundamental em
ocasides onde ocorre isquemia tecidual (como nos casos de atresia folicular), evitando
que ocorra a liberacao de radicais livres produzidos durante a peroxidacao dos lipideos
presentes nas membranas celulares, mantendo a integridade das mesmas. Além disso, a
taurina também possui um efeito modulador de calcio e potassio nos tecidos, podendo
assegurar a estabilidade catibnica dos mesmos e protecdo as membranas (SATOH,
2001). Como a quantidade de taurina diminui a medida que o foliculo ovariano entra em
processo de atresia (LOBO et al.,, 2001), existe a possibilidade de que uma maior
quantidade de taurina possa retardar esse processo. E dessa forma, melhorar a qualidade
e o tempo de viabilidade dos foliculos terciarios e, consequentemente, dos ovécitos neles
contidos. Além disso, a taurina é essencial para que ocorra a pré-implantagdo embrionaria
apos a fertilizacao in vitro. De acordo com Lobo et al (2001), existe uma influéncia critica
da taurina nas tubas uterinas nas primeiras horas do desenvolvimento embrionario,
reforcada pela secrecdo desse aminoacido pelas células epiteliais uterinas.
Provavelmente, o maior numero de embrides encontrado no grupo dois deveu-se a maior
quantidade desse aminoacido no trato reprodutivo das gatas, contribuindo para melhorar
o ambiente das tubas uterinas e facilitar a fecundacao e sobrevivéncia dos mesmos.

A taxa de fertilizacao do grupo um foi de 91,6%, enquanto que no grupo dois foi de
100%. No que se refere a taxa de recuperagdo embrionaria, 0 grupo um obteve um
percentual de 30,4% e o grupo dois de 50,6%. Esse valor encontrado no grupo da taurina
foi proximo ao encontrado por Swanson et al. (1994), que obtiveram uma taxa de
recuperacao de 56,4% no grupo onde os embrides foram coletados 148 horas apés a 12
cépula. A baixa de recuperacao observada por este autor e também nesse trabalho pode
estar correlacionada as dificuldades naturais ocorridas na juncéo Utero-tubéaria durante o
trajeto dos embrides para o utero, pois a taxa de recuperagao obtida pelo mesmo autor foi
maior para embrides coletados nas tubas uterinas (64, 76, 100 e 124 horas apds a 12
cépula), onde ainda nao havia ocorrido a migracao embriondria para o Utero. E ainda,
segundo Lobo et al. (2001), a distribuicAdo da taurina no epitélio das tubas uterinas é

bastante similar a distribuicdo do acido gama-aminobutirico (GABA), que se localiza



particularmente na superficie das células ciliadas desse epitélio. Foi sugerida pelo mesmo
autor uma funcao a taurina similar a do GABA nesse epitélio, onde suas moléculas
poderiam estar envolvidas na motilidade ciliar e, conseqientemente, no transporte de
gametas, fertilizagdo e desenvolvimento embrionario inicial. Esta funcdo supostamente
atribuida a taurina poderia justificar a maior taxa de fertilizacdo e de recuperacao
embriondria no grupo dois.

Observou-se ainda no presente estudo, que 15 gatas (93,75%) ovularam utilizando-
se a coOpula natural no segundo e terceiro dia de estro. Somente uma gata ndo ovulou
quando submetida a esse mesmo processo (6,25%). Goodrowe, Howard e Wildt (1988)
demonstraram que varias cépulas ad libitum no terceiro dia de estro resultam em 100% de
ovulagdo. Swanson et al. (1994) relataram que 83% das gatas ovularam quando
copularam nos trés primeiros dias de estro e que 100% ovularam quando a cépula
ocorreu no terceiro dia de estro. As gatas dependem do estimulo copulatério para causar
a secrecao hipotalamica do horménio liberador do horménio luteinizante (LH-RH), para
que subsequentemente ocorra o pico de horménio luteinizante (LH) (SWAMSON, et al.,
1994). A freqiiéncia de copulas possuiu um significativo efeito no surgimento e na duracao
do pico de LH, assim como sobre a resposta ovulatéria. Apesar de a quantidade de LH
nao ter sido mensurada nesse experimento, estudos anteriores mostraram que fémeas
que nao ovulam geralmente nao apresentam o pico de LH (GOODROWE; HOWARD;
WILDT, 1988). Neste estudo, uma gata dentre as 16 utilizadas ndo ovulou em resposta as
varias copulas realizadas ad libitum a partir do segundo dia de estro, sugerindo que
ocorra uma variagao individual no numero de cépulas necessarias e o dia em que essas
cépulas devem ocorrer para que seja desencadeado o estimulo hipotalamico-pituitario.
Segundo Donoghue et al. (1988) e Swanson et al. (1994), o segundo dia de estro é 0 mais
adequado para a coépula devido ao fato que no primeiro dia o o6cito ainda esta imaturo e
com baixa qualidade em comparagao aos demais dias do estro.

Dentre as gatas que ovularam, 87,5% apresentaram evidéncias de fertilizagdo
(embrides). A maioria das gatas (81,25%) apresentou embrides de 6tima qualidade (grau
1 ou 2). No entanto, 0 numero de gatas que produziram embrides degenerados (grau 4)
foi relativamente maior (18,7%) quando comparado com o estudo realizado por Swanson
et al. (1994). Esses autores constataram que 80,8% das gatas ovularam, porém, menos

de 1% destas apresentaram embrides degenerados. Pode-se atribuir essa discrepancia



entre os resultados ao estresse da superpopulacdo do gatil e do préprio comportamento
dos felinos, que ndo sao animais de colbénia, havendo grande disputa de territério quando
colocados em local restrito.

Neste estudo, também foi observada uma disparidade de aproximadamente 50%
entre 0 numero de corpos luteos e de embriées. Esse valor foi relativamente alto quando
comparado com os trabalhos de Swanson et al. (1994) e de Tsutsui et al. (1989), que
encontraram valores aproximados de 30% e 16%, respectivamente. A grande diferenca
entre esses valores pode ser atribuida ao maior numero de animais utilizados por esses
autores e ao fato de Tsutsui et al. (1989) terem utilizado gatas mais velhas e multiparas.
Swanson et al. (1994) utilizaram, em sua maioria, gatas jovens e nuliparas, fato ocorrido
também nesse estudo, onde se utilizou gatas de idades bastante heterogéneas, sendo a

maioria jovem.

VI CONCLUSAO

A suplementacdo da dieta comercial seca com taurina melhorou o desempenho
reprodutivo de gatas domésticas, resultando em maior taxa de recuperacao embrionaria.
No entanto, ndo houve influéncia sobre os demais paradmetros analisados, como peso,
comprimento, largura e espessura dos ovarios, numero de corpos luteos e de foliculos

ovarianos terciarios e na qualidade dos embrides.
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Baixar livros de Meio Ambiente
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