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Resumo

A conservagdo da variabilidade genética de animais silvestres pode ser garantida pela protecdo dos
animais em seus habitats naturais (in situ), pela manutencdo destes em cativeiro, em criatdrios conservacionistas
ou de pesquisa (ex situ vivos), bem como pela formacdo de bancos de germoplasma animal, nos quais gametas,
embrides e células somaticas podem ser utilizados em programas de biotecnologia da reprodugdo. A conservacao
in situ consiste em uma estratégia de conservacao elementar. Entretanto, € necessario considerar que a perda de
material genético ocorre diariamente de forma acelerada, fazendo-se necessario lancar mao de técnicas para
recuperar e preservar o potencial genético de animais mesmo apds a sua morte. Desta forma, as biotecnologias
de reproducdo consistem em auxilio para projetos de conservagao in situ.

Palavras-chave: banco de germoplasma, biotécnicas de reprodugdo, Callithrix jacchus, Cebus apella, Saimiri
sciureus, producdo in vitro de embrides

Abstract

Conservation of genetic material can be guaranteed by animal and natural habitat protection, i.e. in
situ, by animal captivity in conservationists or research centers, i.e. ex situ in life, or by germplasm bank
formation. Such a genetic bank can preserve gametes, embryos or somatic cells, which can be applied in
reproductive programs. Conservation in situ consists in an elementary strategy to preserve biodiversity.
However, we must bear in mind that genetic material losses occurs rapid and daily, which demands the urgent
application of techniques to recover and preserve genetic material even after animal death. Consequently,
reproductive biotechnologies will help to conserve genetic material from endangered non-domestic mammals in
situ.

Keywords: Callithrix jacchus, Cebus apella, germplasm bank, in vitro embryo production, reproductive
biotechnology, Saimiri sciureus.

Introducao

O aquecimento global, a destrui¢do ou fragmentacao de habitats, a introdugdo de espécies exdticas nos
ecossistemas, a caca ou outras pressdes antropicas t€ém causado a extingdo de muitas espécies animais (Fickel et
al., 2007). Atualmente todos os primatas do Novo Mundo sao listados na Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES) como vulneraveis a extingao (Cubas et al., 2007).

Para a sobrevivéncia e perpetuagdo de uma espécie, ¢ necessario que se mantenham populagdes
minimas viaveis (Shaffer, 1981), sendo muitas vezes necessarias medidas de protecdo de seus habitats naturais
(in situ), manejo das populagdes na natureza ou em cativeiro, para que seja proporcionada a garantia minima de
variabilidade genética, demografica e ecoldgica (Cullen Jr et al., 2003). A conservagdo in sifu consiste em uma
das mais eficazes estratégias de conservagdo, no entanto, dependendo da quantidade de areas naturais
disponiveis para uma determinada espécie, a conservagao in sifu pode se tornar inviavel em curto prazo. Por isso,
atualmente, ¢ de suma importancia langar mao de biotécnicas de reprodugdo como estratégia complementar as
acOes de conservagdo in situ, uma vez que essas podem auxiliar na recuperagdo e preservagdo do potencial
genético de animais mesmo apds a sua morte.

Nos primatas, uma notavel progressao na aplicacao dessas biotécnicas tem sido realizada nos ultimos 20
anos (Wolf et al., 2004), promovendo, a partir da inseminacao artificial (IA), a producdo in vitro de embrides
(PIVE) por meio da fecundagdo in vitro (FIV), injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) e
transferéncia nuclear por células somaticas (TNCS) ou embrionarias (Zheng, 2007). Apesar da crescente
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aplicagdo de biotécnicas de reprodu¢do em primatas, diferencas relativas a fisiologia podem retardar sua
utiliza¢do e, nesse intervalo, o material genético de varias espécies pode ser perdido irreversivelmente. Dessa
forma, a criopreservacdo de gametas consiste em uma forma de manter bancos de animais em extingao.

O presente trabalho tem como objetivo refletir, em linhas gerais, quais as perspectivas da aplicacdo de
biotecnologias de reproducdo como ferramenta nos programas de conservacdo de material genético oriundo de
animais ameagados de extingdo como uma estratégia auxiliar aos planos de conservacdo in situ. A presente
abordagem baseia-se no que se tem desenvolvido em primatas neotropicais ndo ameagados de extingdo, como
modelo de extrapolagdo para espécies em risco de extingdo.

Perspectivas do uso de biotécnicas de reproduciio para a conservaciio de viabilidade genética
de animais ameacados de extin¢ciao

Devido a perda de ecossistemas, assim como a limitada disponibilidade de espago em zooldgicos,
criatorios conservacionistas e de pesquisa, tem- se tornado cada vez mais dificil instalar um grande nimero de
animais de uma mesma espécie em cativeiro ou até mesmo em seus habifats naturais. Para tanto, uma alternativa
¢ a criopreservacdo de gametas, embrides e células somaticas em botijdes criogénicos, no nitrogénio liquido a -
196°C, ou em sua fase de vapor a -150°C. A congelacdo (lenta ou rapida) possibilita a manutencdo dessas
células, por um longo periodo, em condicdes viaveis de uso (Wilson, 1997). A capacidade do material biologico
de sobreviver ao processo de criopreservacdo depende de sua tolerdncia ao método de criopreservagdo
(congelacdo lenta ou vitrificagdo), aos agentes crioprotetores, desidratacdo e velocidade de reducdo da
temperatura (Santos et al., 2010).

Aliados a programas de conservagdo, esses bancos de genes podem fornecer e receber material genético
(Wildt, 1997). No entanto, para que um banco de germoplasma seja concretamente eficiente, os gametas
preservados devem estar aptos a serem utilizados em programas reprodutivos, tais como a maturagdo oocitaria,
fecundag@o in vitro ou producao de embrides in vitro apds descongelagio/devitrificagdo.

Obtencio e manipulagio de gametas masculinos

O sémen dos primatas ndo humanos pode assumir consisténcias variadas (desde fluido até plug
copulatorio) conforme o tipo de acasalamento da espécie, sendo assim, em regimes monogamicos ou poliginios,
ambos em que a fémea tem somente um parceiro sexual, o plug tende a ser menos consistente ou até mesmo
ausente, em contraste com regimes poligdmicos, quando atinge consisténcia quase solida. O plug ou coagulo
seminal se molda no contorno da vagina da fémea apods a copula, atuando como uma barreira que impede a
inseminagdo por outros machos, agindo, desse modo, como um mecanismo de selegdo sexual. Também pode
servir como um veiculo dos espermatozoides para o interior da cérvix da fémea, constituindo uma barreira fisico-
quimica (Dixson e Anderson, 2002). Devido ao fato de o codgulo ser a por¢do de maior concentracio
espermatica do sémen (Bush et al., 1975), o principal desafio ¢ estabelecer um diluidor que possua a propriedade
de promover a dissolugdo do codgulo seminal e manter a viabilidade espermatica.

Algumas técnicas para dissolucdo do coagulo foram descritas: liquefacdo enzimatica em pronase e
quimotripsina (Morrell e Hodges, 1998) ou em solugdes contendo tripsina e hialuronidase (Paz et al., 2006).
Contudo, observa-se uma redugdo significativa da motilidade e do vigor espermatico, além de ndo haver a
completa dissolug@o do coagulo. Os melhores resultados tém sido alcangados sem o uso de enzimas proteoliticas,
apenas com o uso de solugdo salina a 0,9% (Nagle e Denari, 1983), diluidor a base de 4gua de coco in natura
(Aratijo et al., 2009), a base de dgua de coco em p6 (ACP-118" Oliveira et al., 2010; Oliveira et al., 2011) ou
TES-TRIS (Oliveira et al., 2011), todos associados a fragmentagdo do coagulo com pipeta e a incubagdo em
banho-maria.

Diversos métodos de coleta seminal sdo reportados para primatas ndo humanos, dentre eles pode-se
destacar o uso de vagina artificial (Young et al., 1995), lavagem vaginal ap6s a copula (Kuederling et al., 1996),
manipulacdo digital do pénis (Marson et al., 1988), estimulacdo vibratéria peniana (Schneiders et al., 2004) e
eletroejaculacdo (Araujo et al., 2009).

A eletroejaculagdo ¢ o método de escolha quando a manipulagdo do animal envolve riscos que
justificam a conteng@o quimica do individuo. A técnica consiste na estimulagdo elétrica do reflexo ejaculatorio,
por meio da introdugdo de um eletrodo transretal. As outras técnicas de obtengdo de espermatozoides necessitam
do condicionamento dos animais, de forma que estes permitam a sua manipulagdo até que a ejaculacdo seja
alcangada, sem que haja a necessidade de nenhum tipo de contengdo quimica. Para os animais impossibilitados
de ejacular ou imediatamente post-mortem, uma possibilidade ¢ a obtengdo de espermatozoides epididimarios ou
de espermatogénias, as quais podem ser cultivadas e criopreservadas. Foi descrita a obtengdo de
espermatozoides epididimarios viaveis em periodos de até 20 horas apds a morte dos animais (Garde et al.,
1998).

Além das técnicas de coleta e dissolugdo seminal, em muitas espécies também foram descritos diversos
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protocolos de criopreservagdo de s€men. Os diluentes comumente utilizados na criopreservagdo contém gema de
ovo, acucares, glicerol ou DMSO em propor¢des variadas (consultar Oliveira et al., 2011). Em primatas
neotropicais, existem protocolos de congelacdo de s€émen descritos apenas para macacos-de-cheiro (Saimiri
sciureus, Denis et al., 1976), saguis-de-tufo-branco (Callithrix jacchus; O’Brien et al., 2003) e macacos-prego
(Cebus apella; Oliveira et al.,, 2011), sendo este ultimo o primeiro protocolo de congelagdo e ativagio
espermatica com cafeina, em primata, totalmente desenvolvido no Brasil.

Obtenc¢io e manipula¢io de gametas femininos

A recuperagdo de oocitos pode ser conduzida por meio de bidpsias de tecido ovariano, pungdes
foliculares, ovariectomias ou imediatamente post-mortem, sendo que as duas primeiras técnicas de obtencdo de
odcitos provenientes de foliculos ovarianos pré-antrais e antrais podem ser conduzidas com o emprego de
ultrassonografia, laparoscopia e laparotomia, ndo sendo necessaria a remogdo do ovario (Domingues et al.,
2007). Os oodcitos provenientes de foliculos antrais podem ser congelados ou utilizados imediatamente em
protocolos de maturagdo e fecundagéo in vitro.

Quando a recuperacdo de oocitos de foliculos antrais ndo ¢ possivel ou quando se enseja aumentar a
quantidade destes, a manipulagdo de foliculos ovarianos pré-antrais ¢ uma possibilidade. Os foliculos ovarianos
pré-antrais (FOPA) representam cerca de 90% da populagio folicular (Domingues et al., 2003). Estes podem ser
obtidos de animais convalescentes ou que ndo estdo participando de programas de reproducéo assistida, por meio
de bidpsias de cortex ovariano, ovariectomias ou post-mortem. Dessa forma, os foliculos ovarianos podem ser
cultivados in vitro até que o oocito esteja capacitado para a fecundagdo, ou, ainda, os FOPAS podem ser
criopreservados ou transplantados para animais receptores. Uma caracteristica positiva dos oocitos imaturos
inclusos nos foliculos pré-antrais consiste em sua habilidade para sobreviver por varias horas fora do animal
(Santos et al., 2006). Ou seja, mesmo apo6s a morte da fémea, os ovarios podem ser coletados e destinados as
biotecnologias de reprodugdo. Enquanto os métodos de crescimento e maturagdo folicular sdo desenvolvidos e
aperfeicoados, os foliculos pré-antrais podem ficar estocados em nitrogénio liquido por um periodo
indeterminado. Contudo, ¢ necessario o desenvolvimento de um protocolo eficiente de congelagdo e
descongelagdo de tecido ovariano.

Em Cebus apella, foi descrito o isolamento de foliculos pré-antrais (FOPA) utilizando-se um tissue
chopper. A partir desta técnica, foi possivel obter 500.000 foliculos pré-antrais com didmetro variando de 11,6 a
27,8 um. Estes foliculos pré-antrais se forem devidamente cultivados in vitro, podem disponibilizar uma grande
quantidade de odcitos para estudos de MIV e FIV (Domingues et al., 2003), evitando-se o uso de técnicas
invasivas como a laparotomia e laparoscopia.

Nayudu et al. (2003) relataram pela primeira vez protocolos de cultivo de foliculos pré-antrais em
primatas neotropicais, a partir de fragmentos de cortex ovariano e foliculos isolados de C. jacchus. Apds o
cultivo dos foliculos pré-antrais, os que formaram antro in vitro foram puncionados, e os odcitos recuperados
foram submetidos & MIV. Nos oo6citos obtidos apds o cultivo dos foliculos pré-antrais isolados, ocorreu o
rompimento da vesicula germinativa e extrusdo do primeiro corptisculo polar.

A producio in vitro de embrides de primatas: estado da arte

A PIVE tem grande potencial para a conservagdo ex sifu, pois, uma vez que os embrides sejam
produzidos in vitro, eles podem ser transferidos para fémeas doadoras ou criopreservados para posterior
transferéncia, de acordo com as possibilidades da equipe.

O primeiro trabalho descrevendo a FIV em uma espécie de primata ocorreu na espécie Saimiri sciureus
(Kuehl e Dukelow, 1979). Atualmente, essa biotécnica tem sido realizada tanto pela coleta de odcitos maturados
in vivo, por meio do emprego de tratamentos hormonais que promovem a estimulacao folicular ovariana, como
pela coleta de odcitos ainda imaturos, submetendo-os logo a cultivo in vitro que promovem a maturagdo
oocitaria (MIV; Gilchrist e Thompson, 2007).

Os protocolos de matura¢do in vivo visam aumentar a quantidade de odcitos obtidos por pungdo
folicular, sendo o método utilizado com mais frequéncia para as varias técnicas de produgao in vitro de embrides
de primatas. No entanto, os primatas submetidos a esses tratamentos podem ndo responder aos estimulos
hormonais ou podem sofrer hiperestimula¢do (Gilchrist e Thompson, 2007), acometendo a fémea pela sindrome
do ovario policistico (SOP). Em virtude da ocorréncia de SOP em fémeas de primatas submetidas a estimulagéo
hormonal ovariana, o procedimento tem se tornado modelo biomédico para o estudo da referida sindrome (SOP)
em mulheres (Jurema e Nogueira, 2006).

Dessa forma, o estudo da maturagdo oocitaria in vitro (MIV) é de grande importincia para a
compreensdo da biologia dos odcitos e, muitas vezes, pode ser a Unica alternativa para fémeas de primatas que
ndo respondem a tratamentos hormonais ou desenvolvem SOP (Zheng, 2007). Além desses fatores, a MIV pode
ser ainda uma possibilidade para odcitos imaturos submetidos a criopreservacdo, que poderdo ser utilizados
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mesmo apds a morte da fémea doadora para a producio in vitro de embrides.

A grande vantagem da FIV ¢ a diminui¢do do descarte precoce das fémeas que possuem alguma
alteragdo e que, por este motivo, sdo impedidas de se reproduzir por meio natural (Andrabi e Maxwell, 2007). A
sua aplicacdo ocorre principalmente em situagdes de infertilidade (principalmente nos humanos; Jurema e
Nogueira, 2006), nos animais com valor produtivo e nas espécies em via de extingdo (Andrabi e Maxwell, 2007),
sendo que um dos fatores que limitam a sua aplicag@o ¢ a dificuldade de obten¢do e manuseio do s€émen de
primatas (Durrant, 2009).

Na busca de encontrar alternativas para solucionar alguns casos de infertilidade quando a FIV ndo ¢
uma possibilidade viavel pela dificuldade de obtencdo de espermatozoides com vigor alto, surgiu a ICSI
(intracitoplasmatic sperm injection; Miyara et al., 2003). Esta técnica se fundamenta na inser¢do mecanica de
um espermatozoide inteiro ou do nticleo espermatico isolado dentro do ooplasma (Martins et al., 2002). Com
relacdo ao tipo de sémen utilizado para a ICSI nos primatas, o uso de sémen a fresco (Sun et al., 2008) ou
congelado (Yeoman et al., 2005) vem sendo difundido com sucesso em varias espécies.

A transferéncia nuclear (clonagem) ¢ definida como o processo no qual o nucleo (DNA) é removido de
uma célula doadora (embriondria ou somatica) e transferido para outra célula enucleada (oo6cito maturado),
desenvolvendo-se embrionariamente e originando um individuo geneticamente igual ao do doador celular
(Andrabi e Maxwell, 2007). Da mesma forma como ocorre nos outros mamiferos, a produ¢do de primatas
clonados ainda continua bastante limitada, sendo observada uma elevada taxa de mortalidade embrionaria e fetal
(Mitalipov et al., 2001). Para garantir a eficiéncia da transferéncia nuclear nos primatas, € necessario
compreender mais detalhadamente as fungdes nucleares e citoplasmaticas das células utilizadas neste processo
em cada espécie (Zhou et al., 2006).

O primata mais estudado no campo das biotecnologias de reprodugdo é a espéciec Macaca mulatta
(macaco rhesus), ja sendo descrita a IA (Settlage et al., 1973), a FIV (Bavister et al., 1983), a ICSI (Hewitson et
al., 1996) ¢ a transferéncia nuclear (Mitalipov et al., 2002), assim como ja foi relatado o primeiro nascimento de
primatas por transferéncia nuclear de células embrionarias obtidas a partir dos blastocistos produzidos pela ICSI
(Wolf et al., 2004).

Nos primatas neotropicais, a produgao in vitro de embrides tem sido estudada em Callithrix jacchus por
meio da FIV (Grupen et al., 2007), e da ICSI (Grupen et al., 2007) em Callithrix jacchus, Saimiri sciureus
(Kuehl e Dukelow, 1979). Mais recentemente, a primeira FIV em Cebus apella foi descrita (Lima, 2011), sendo
esse o primeiro relato de PIVE em uma espécie silvestre e em um primata neotropical no Brasil. Vale ainda
ressaltar que em C. apella foi desenvolvido um protocolo de maturagdo oocitdria in vitro como alternativa ao
emprego da estimulacdo hormonal ovariana (Domingues et al., 2010).

Consideracoes finais

Atualmente, existem diversas formas de se realizar o resgate de gametas em animais convalescentes ou
post-mortem. Esses gametas seriam um arsenal valioso na formag@o de bancos de germoplasma e para a
producdo in vitro de embrides, contribuindo, assim, para a preservagio ex situ de patriménio genético, essencial
para a manuten¢ao das espécies.
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