»

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.35, n.4, p.408-417, out./dez. 2011. Disponivel em www.cbra.org.br

Reproducio assistida em felideos selvagens — uma revisao
Assisted reproduction in wild felids — a review

T. Micheletti', Z.S. Cubas’, W. Moraes”, M.J. Oliveira’, L.E. Kozicki', R.R. Weiss', N. Moreira®

1Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR, Brasil.
’Itaipu Binacional, Refugio Biologico Bela Vista, Foz do Iguagu, PR, Brasil.
3Universidade Federal do Parana, Campus Palotina. Palotina, PR, Brasil.
Correspondéncia: tati_micheletti@yahoo.com.br

Resumo

A reprodugdo em cativeiro € uma das ferramentas para a conservagio ex situ de felideos selvagens que,
em sua maioria, estdo ameagados de extin¢do. Esforcos em diversas frentes estdo sendo feitos para evitar o
desaparecimento desses carnivoros em todo o mundo. Para se obter sucesso na conservagdo dessas espécies, no
entanto, ¢ necessario ampliar o conhecimento sobre os aspectos da reprodugdo delas, assim como aprimorar as
técnicas empregadas em sua reproducdo assistida de modo a transpor as dificuldades e limitagdes de cada uma
dessas técnicas. O objetivo desta revisdo ¢ compilar as informagdes disponiveis sobre os aspectos reprodutivos
da familia Felidae e as biotécnicas reprodutivas aplicaveis a essas espécies.
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Abstract

Reproduction in captivity has been presented as a tool to ex situ conservation of wild felids that are,
mostly, threatened with extinction. Efforts in several fronts are being made to avoid disappearance of these
carnivores around the world. However, to achieve success in the conservation of these species it is necessary to
extend our knowledge about the aspects of felid reproduction, as well as improve the techniques employed in
assisted reproduction to overcome the difficulties and limitations of these techniques. This review aimed to
compile the information available on the reproductive aspects of the family Felidae and reproductive
biotechnology for these species.

Keywords: Captive reproduction, in vitro fertilization, felids, artificial insemination.
Introducao

E de conhecimento geral que a destruicdo dos biomas em decorréncia das atividades humanas esta
colocando em risco a biodiversidade do planeta. A perda de habitat, principalmente pelo desmatamento, ¢ a
principal causa de extingdo das espécies. Com essa perspectiva sombria para a diversidade biologica, zoologicos
e criadouros que mantém espécies raras devem assumir o papel de banco de reserva gendmica, tanto in vivo
como in vitro.

A reproducdo natural de espécies ameacadas de extingdo, utilizando-se o manejo genético populacional,
¢ a forma mais simples de se manter a diversidade genética em pequenas populacdes cativas. Porém, a
reproducdo natural pode ser comprometida por varios fatores, sendo a mais relevante o estresse cronico ao qual
os animais estdo sujeitos quando em cativeiro. Essa condi¢do cronica de estresse ¢ denominada distresse (do
inglés distress; Carlstead e Shepherdson, 1994) e ndo héa duvida de que esse desequilibrio prejudica a reproducéo
natural dos animais (Moberg, 2000). Para transpor tais limitagdes inerentes a reproducdo natural, é necessario
utilizar as modernas técnicas de reprodugao assistida que permitem melhorar os indices reprodutivos e manter a
variabilidade genética em pequenas populagdes de animais cativos.

Donoghue et al. (1993) relataram o primeiro nascimento de um felideo silvestre por inseminagdo
artificial com laparoscopia — um tigre siberiano (Panthera tigris altaica). Desde entdo, houve avancos
significativos nessa area. Mesmo com esses avangos, entretanto, a reprodugdo artificial de animais selvagens em
cativeiro ainda estd longe da condi¢ao ideal (Swanson, 2006).

O principal obstaculo para o sucesso da reproducdo assistida em felideos silvestres, principalmente nas
espécies de pequeno porte, sdo os conhecimentos ainda limitados sobre o comportamento e a fisiologia das
espécies pertencentes a essa familia (Brown, 2006; Andrabi e Maxwell, 2007; Swanson, 2007). E imprescindivel
dispor, por exemplo, de informacgdes confidveis sobre sazonalidade reprodutiva, ciclo estral, sensibilidade
ovariana, maturidade, senilidade reprodutiva e tipo de ovulacao (Brown, 2006; Swanson, 2007).

Esta revisdo aborda os aspectos reprodutivos da familia Felidae ¢ o estado da arte das técnicas de
reproducgdo assistida, suas limita¢cdes ¢ aplicagdes para essas espécies, com o objetivo de compilar as
informagdes disponiveis sobre essa familia.
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Aspectos da reproducio
Monitoramento hormonal

O monitoramento hormonal ¢ indispensavel nas pesquisas em reprodugdo, pois fornece informagdes sobre a
fisiologia reprodutiva das espécies e a condi¢do fisiologica do animal estudado. Ter conhecimento sobre o nivel de
atividade ovariana de uma fémea, se esta apresenta ou ndo ciclos hormonais regulares, em que fase do ciclo estral
esta se encontra, os niveis de concentragdes hormonais circulantes, além de informagdes sobre as concentragdes de
androgenos em machos, € essencial para o sucesso da reprodugao assistida. O tipo de monitoramento hormonal para
animais silvestres preferencialmente utilizado no momento ¢ baseado em técnicas ndo invasivas, ou seja, que
empregam ensaios imunologicos para quantificar hormonios em fezes, urina e saliva (Graham, 2004).

O imunoensaio comegou a ser utilizado em felideos silvestres no inicio da década de 90 (Brown et al.,
1994), e diversas inovagdes tém surgido desde entdo, tanto nos protocolos como nos materiais € equipamentos
utilizados (Graham, 2004). Um exemplo a respeito da evolugdo na utilizacdo de diferentes materiais para os
ensaios ¢ o trabalho de Accorsi et al. (2008). Recentemente, esses pesquisadores comprovaram a eficicia da
utilizagdo de pelos na mensuragao de cortisol em cdo e gato domésticos.

Até meados da década de 90, utilizava-se o radioimunoensaio para quantificar a concentracdo hormonal
em excrementos e secregdes. Atualmente, privilegia-se o teste do enzimoimunoensaio, mediado por reagdes
enzimaticas e que ndo requer o uso de substincias radioativas que podem ser prejudiciais a saide humana. As
limitagdes sdo os custos relativamente altos das analises e, para o Brasil, o fato de poucos laboratérios realizarem
estes testes com materiais procedentes de animais silvestres.

Influéncia da sazonalidade na reprodugdo

Para o sucesso dos trabalhos de reprodugdo assistida, ¢ necessario identificar se ha o efeito da
sazonalidade na reproducdo das espécies e, se sim, € preciso conhecé-lo. O gato doméstico no hemisfério norte,
por exemplo, produz espermatozoides o ano todo, apesar de a reproducdo ocorrer normalmente na primavera e
no verdo (Blottner e Jewgenow, 2007). Nessa regido, nota-se uma redugdo significativa na producdo de
espermatozoides nos meses de dezembro e janeiro (inverno) e um aumento na concentracao espermatica no més de
margo (primavera; Blottner e Jewgenow, 2007). Esse fato esta possivelmente ligado aos efeitos da sazonalidade
reprodutiva na fémea, que, em regides temperadas, ¢ poliéstrica sazonal (Brown, 2006), apresentando ciclos estrais
apenas na primavera ¢ no verdo. Em condigdes tropicais, ocorre a poliestria anual tanto em gatas domésticas quanto
em fémeas de jaguatirica, gato-do-mato-pequeno e gato-maracaja (Moreira et al., 2001).

Um exemplo do sucesso na aplicacdo das técnicas de reproducdo assistida para transpor as dificuldades
da sazonalidade reprodutiva em espécies de felideos é o trabalho de Roth et al. (1997). Segundo esses
pesquisadores, o leopardo-das-neves (Uncia uncia), que se reproduz sazonalmente, apesar de apresentar nimero
significativamente maior (P < 0,05) de corpos luteos (CL) durante a estagdo reprodutiva, responde a
administragdo de gonadotrofinas exdgenas durante o ano todo.

A sazonalidade pode, ainda, comprometer a obtencdo de espermatozoides viaveis para a fertilizagdo in
vitro (FIV), a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), e influenciar a taxa de clivagem de embrides
in vitro (Pope et al., 2006). Embrides de gata doméstica gerados de odcitos extraidos no periodo de quiescéncia
dos ovarios, ou seja, fora do periodo reprodutivo, podem ter a viabilidade comprometida, pois ndo se
desenvolvem da mesma maneira que embrides gerados a partir de odcitos coletados em periodos reprodutivos
(Spindler e Wildt, 1999). Neste estudo, os autores compararam a viabilidade de o6citos coletados em diferentes
periodos reprodutivos e identificaram que poucos odcitos com boa qualidade foram obtidos a partir de ovarios
quiescentes, extraidos fora da época reprodutiva. O potencial de desenvolvimento in vitro desses o6citos variou
de 'muito reduzido' a praticamente 'inexistente' quando comparados com o desenvolvimento de odcitos
recuperados durante as estacdes de atividade reprodutiva (Spindler e Wildt, 1999). E necessério, portanto,
desenvolver pesquisas visando aperfeigoar as técnicas de maturacdo de obcitos e de aumentar a viabilidade
espermatica do sémen colhido em periodos de baixa produgdo espermatica.

Quando a coleta de odcitos em espécies sazonais ndo pode ser realizada durante a época reprodutiva, é
possivel utilizar-se da técnica de maturacdo de odcitos in vitro (MIV) em meios de cultivo contendo
antioxidantes (cisteina ou acido ascorbico) e FSH (horménio foliculo-estimulante). Essa técnica foi
comprovadamente eficaz na melhoria do desenvolvimento in vitro de embrides de gato doméstico (Comizzoli et
al., 2003) e, portanto, apresenta potencial para ser utilizada com espécies selvagens.

Protocolos espécie-especificos para inseminagdo artificial (IA), fertilizagcdo in vitro (FIV) e transferéncia de
embrioes (TE)

Segundo levantamento feito por Pelican et al. (2006), o sucesso dos procedimentos de inseminago
artificial (IA), fertilizagdo in vitro (FIV) e transferéncia de embrides (TE) em felideos silvestres, determinado
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pelo nascimento e sobrevivéncia dos filhotes, ¢ atualmente menor que 20%. A extrapolagdo de protocolos de
animais domésticos para espécies silvestres ¢ um artificio ainda muito utilizado (Brown, 2006), porém nao ideal.
Particularidades fisiologicas de cada espécie tornam, muitas vezes, a extrapolacdo de protocolos ineficiente.
Acredita-se que os baixos indices de sucesso na reproducio assistida de felideos silvestres sdo decorrentes do
desconhecimento da fisiologia reprodutiva (Brown, 2006) e da auséncia de técnicas laboratoriais mais refinadas
para as espécies selvagens (Swanson, 2006). Portanto, essas particularidades fisioldgicas podem ser, em parte,
responsaveis pelas baixas taxas reprodutivas em felideos neotropicais cativos, quando empregadas técnicas de
reprodugdo assistida (Brown et al., 1995; Moreira et al., 2001).

Resposta ovariana as gonadotrofinas

Gonadotrofinas exdgenas sdo utilizadas para induzir o crescimento folicular e a ovulagdo fora do
periodo de estro da fémea. A resposta ovariana a elas, no entanto, varia ndo so entre espécies, mas também entre
individuos de uma mesma espécie (Howard et al., 1997; Pope et al., 2006). Assim, diferentes protocolos
hormonais foram desenvolvidos para diferentes espécies de felideos, incluindo o leopardo-nebuloso (Neofelis
nebulosa), o guepardo (Acinonyx jubatus) e a jaguatirica (Leopardus pardalis;, Swanson e Brown, 2004).

A resposta ovariana as gonadotrofinas também pode variar com o intervalo entre as aplicacdes dos
hormdnios. Macromoléculas exdgenas como o eCG (gonadotropina coridnica equina), aplicadas sucessivamente
em intervalos curtos, podem sensibilizar o sistema imunologico da fémea, induzindo a formagdo de
imunocomplexos que interferem na resposta ovariana, na eficacia da inseminag@o artificial e na recuperagdo de
oocitos (Pelican et al., 2006). Estudos recentes sobre superovulagdo em jaguatirica ¢ gato-do-mato-pequeno
(Leopardus tigrinus) indicaram que o intervalo de quatro meses entre aplicagdes alternadas de eCG/hCG
(gonadotropina coridnica equina/gonadotropina coridonica humana) e FSH/LH purificados (hormonio foliculo
estimulante purificado/hormoénio luteinizante purificado) ndo reduz a resposta ovariana (Paz et al., 2005). Em
outro estudo, Crichton et al. (2003) concluiram que a utilizagdo de pFSH e pLH em tigres (Panthera tigris) em
intervalo de trés meses entre aplicagdes ¢ efetiva, pois ndo houve evidéncias da formagdo de imunocomplexos
nos animais (Crichton et al., 2003).

Pesquisas futuras precisam indicar os melhores protocolos, como dose e intervalo de aplicagdo de
gonadotrofinas, para cada espécie. Entretanto, estas pesquisas precisam de mais bases fisiologicas. E necessario
que novos estudos foquem em protocolos especificos para indug@o a superovulagdo (para coleta de oocitos) ou
para IA.

Ovulagdo

Para que qualquer procedimento de IA seja bem-sucedido, € necessario que a fémea esteja prestes a
ovular ou tenha recém-ovulado. Isso garante que haja condi¢des hormonais e de ambiente uterino adequadas
para a implantagdo e o desenvolvimento do embrido (Brown, 2011). Rotineiramente, em cativeiro, sdo utilizadas
gonadotrofinas exogenas que simulam hormoénios enddgenos, com intuito de estimular o estro nas fémeas.
Durante esse periodo, ocorre o crescimento de foliculos e, posteriormente, a ovulacdo. Com esse procedimento e
com o acompanhamento continuo dos hormdnios esteroides reprodutivos, ¢ possivel quantificar a atividade
ovariana, o tipo de ovulacdo apresentada, a duragdo do estro e o momento da ovulacao.

Um dos primeiros estudos que objetivou a quantificacdo de hormdnios sexuais em fezes de felideos
silvestres foi realizado por Brown et al. (1995), em leopardo-nebuloso. Esse estudo indicou que, nessa espécie, a
ovulacdo pode ocorrer tanto de maneira espontdnea quanto induzida. Moreira et al. (2001) identificaram
ovulagdes espontaneas e com maior frequéncia em gato-maracaja (Leopardus wiedii) do que em gato-do-mato-
pequeno e jaguatirica. Esses trabalhos sugerem que podem ocorrer ovulagdes espontdneas e a consequente
presenca de CL em fémeas mantidas isoladas de machos. Segundo Pelican et al. (2008), a presenca de CL pode
comprometer a resposta ovariana as gonadotrofinas exdgenas, ja que uma fémea que apresenta CL
consequentemente produz progestagenos, o que reduz a resposta ovariana as gonadotrofinas exdgenas. Além
desse fato, diferentemente de outras espécies (i.e., bovinos), a prostaglandina F2a ndo surte efeito quando
aplicada com o intuito de regredir o corpo liteo em gatas domésticas no inicio da fase luteal (Wildt et al., 1979).
Wildt et al. (1979) sugerem inclusive que, em determinados exemplares, essa prostaglandina possa ter um efeito
luteotrofico, apesar de ndo explorarem a razdo pela qual isso ocorre. De qualquer maneira, o fato de a
prostaglandina F2a ndo apresentar efeito luteolitico em gatas domésticas leva os pesquisadores da area a uma
busca por protocolos alternativos.

O CL mantém a producdo continua de progesterona e altera a resposta fisiologica do organismo a
administracdo de analogos do FSH ¢ LH. Em espécies que tém ovulagdo induzida, a simples presenga de CL
pode interferir na resposta as gonadotrofinas exogenas. A progesterona circulante reduz a atividade ovariana por
meio de retroalimentagdo negativa no eixo hipotalamico-hipofisario. Dessa maneira, ¢ necessaria a busca por
protocolos que suprimam a atividade ovariana de forma reversivel e controlavel (Pelican et al., 2006), para que
seja possivel aumentar o sucesso nos procedimentos de IA. Drogas que competem pelos receptores de
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progesterona, como a aglepristone (Alizin®; Virbac, Alemanha) e a mifepristone (Mifeprex®; Danco
Laboratories, EUA), vém sendo utilizadas com sucesso para induzir aborto ou mesmo evitar a implantagdo de
6vulos em fémeas de gata doméstica. Diversos trabalhos indicam sucesso quando da utilizagdo de aglepristone
durante o inicio (Goericke-Pesch et al., 2010), meio (Fieni et al., 2006) e final (Georgiev et al., 2010) de
gestacdo em gatas. Até o momento, ndo existem trabalhos sobre o uso de tais drogas em espécies de felideos
silvestres.

Biotécnicas reprodutivas

14 (inseminagdo artificial), FIV (fertilizagdo in vitro), ICSI (injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide) e
TE (transferéncia de embrides)

Inseminagdo artificial (IA), fertilizagdo in vitro (FIV) e injegdo intracitoplasmdtica de espermatozoide
(ICSI), seguidas da transferéncia de embrides (TE), sdo técnicas desenvolvidas para aumentar o numero de
individuos reproduzidos de maneira assistida, garantindo especialmente a sobrevivéncia fetal e a neonatal.

A vantagem da IA em relagio a ICSI e a FIV reside no fato de esta ser uma técnica aperfeicoada e
bastante utilizada em diversas espécies, a qual ja permitiu a gera¢do de filhotes em nove espécies de felideos
(Swanson ¢ Brown, 2004; Swanson, 2006), incluindo a jaguatirica e o gato-do-mato-pequeno, tendo sido essas as
primeiras gestacdes de felideos silvestres por IA no Brasil (Moraes et al., 1997). Embora a ICSI e a FIV
apresentem maior probabilidade de gerar embrides viaveis, ja que ha um maior controle do ambiente uterino e
maiores chances de fecundacdo do odcito pelo espermatozoide, existem diversas vantagens na utilizacdo da IA.
Uma delas é o fato de ser um procedimento relativamente simples, mas ainda dependente do aperfeicoamento de
protocolos de indug@o do desenvolvimento folicular e da ovulagao.

Outra vantagem da IA ¢ a possibilidade de utilizagdo tanto de sémen resfriado quanto criopreservado, o
que torna desnecessario o transporte de animais de uma institui¢do a outra para fins de acasalamento.

Tsutsui (2006) relatou que a taxa de sucesso na inseminagdo artificial em gatas domésticas ainda ¢
muito baixa, embora a [A seja vidvel tanto com sémen fresco quanto congelado. Outros autores também
confirmam essa dificuldade na reprodugdo assistida dos pequenos felideos silvestres (Swanson ¢ Brown, 2004;
Pelican et al., 2006). Especula-se que esse insucesso esteja relacionado a variabilidade na resposta ovariana, a
necessidade de um procedimento cirurgico para a deposi¢do intrauterina do s€émen em pequenos felideos, ao uso
de anestésicos, ao estresse de captura e, nos casos de IA cirargica, ao estresse pos-operatorio. Lacerda-Neto et al.
(2004) relataram que gatas domésticas submetidas a cirurgias para inseminagdo apresentaram concentragdes de
cortisol aumentadas ap6s os procedimentos cirurgicos, retornando aos niveis basais apds aproximadamente 72
horas, o que indica que procedimentos cirirgicos podem ser fatores de estresse prolongado.

O que ¢ necessario ser também investigado € se as cirurgias em si afetam as taxas de fecundagéo ¢ a
viabilidade dos embrides. Lacerda-Neto et al. (2004) concluiram que pode haver a interferéncia do cortisol na
liberacdo do hormonio reprodutivo LH logo apds os procedimentos cirirgicos, apesar de as concentragdes de
LH ndo terem sido significativamente diferentes nos periodos analisados de 24, 48 e 72 horas apo6s o
procedimento. Os autores utilizaram como protocolo anestésico a combinagdo de cloridrato de cetamina (20
mg/kg, intramuscular, Francotar; Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda., Brasil) e xilazina (1 mg/kg, intramuscular,
Coopazine; Coopers do Brasil LTDA., Brasil). Essa hipotese ja havia sido levantada quando Howard et al.
(1992) constataram que fémeas as quais, apds a administracdo de gonadotrofinas, ainda ndo haviam ovulado
(sem presenga de CL) quando do procedimento laparoscopico, apresentavam menor taxa de prenhez do que
fémeas que ja haviam ovulado quando do procedimento. Segundo os autores, esse resultado indica que
possivelmente ha uma interferéncia da anestesia na ovulagdo. Entretanto, em um estudo mais recente, Tsutsui et
al. (2000) constataram que a taxa de concepg@o foi maior (P < 0,05) quando a inseminagdo foi feita antes da
ovulagdo. Tsutsui utilizou um protocolo anestésico que inclui um pré-tratamento das fémeas com sulfato de
atropina (0,05mg/kg), seguido de maleato de acepromazina (0,025 mg/kg) ¢ cetamina (5 mg/kg) para a inducdo
anestésica, ¢ a manuten¢do da anestesia com halotano. Novos estudos precisam ser realizados para elucidar as
razdes pelas quais tal divergéncia ocorreu. Uma hipdtese seriam os protocolos anestésicos utilizados,
considerando-se as diferengas entre principios ativos e doses empregadas, que podem influenciar na
profundidade anestésica e consequente estresse associado.

Tsutsui (2006) sugeriu que, para aumentar as taxas reprodutivas em felideos mantidos em cativeiro,
seria necessario desenvolver técnicas ndo cirirgicas (i.e., transvaginal) de IA para a deposi¢do de s€émen no
corno uterino, o que eliminaria o efeito da elevagido pos-cirargica do cortisol. Porém, mesmo eliminando o efeito
da elevag@o do cortisol pela cirurgia, € possivel que ainda ocorra uma elevagéo dele devido a contengdo fisica e
quimica dos animais estudados. A inseminagdo via laparoscopia tem apresentado bons resultados em diversas
espécies de felideos (Swanson, 2001; Swanson et al., 2002), mas ainda precisa ser aprimorada, especialmente
nas espécies de pequeno porte, como o gato-do-mato-pequeno (Moreira, 2009, UFPR, Palotina, Brasil;
informagao verbal).

A fertilizagdo in vitro (FIV) é uma técnica relativamente difundida em animais silvestres, tendo sido
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testada em diversas espécies de felideos neotropicais, como em gatos-do-mato-pequenos e jaguatiricas
(Swanson, 2001; Swanson et al., 2002) e em ongas-pintadas (Morato et al., 2000). Apesar de ser uma técnica
relativamente simples, a partir do momento em que se possui 0 odcito maturado e o s€émen capacitado, a
producdo in vitro de embrides (PIV) apresenta baixa taxa de sucesso para certas espécies de felideos, mesmo
quando os odcitos recuperados para o procedimento sdo de boa qualidade (Morato et al., 2000). Pope et al.
(1998) realizaram um dos primeiros trabalhos com a técnica de injego intracitoplasmatica de espermatozoide
(ICSI), tendo sido produzidos 10 embrides a partir de 18 odcitos recuperados de uma fémea de gato-mourisco
(Puma yagouaroundi). Dos 10 embrides produzidos, cinco haviam sido inseminados com sémen fresco e cinco
com sémen criopreservado. Embora ndo tenha havido nascimentos ap6s a transferéncia dos embrides para gatas
domésticas (transferéncia interespecifica), o trabalho demonstrou que a ICSI pode ser aprimorada ¢ aplicada com
sucesso em felideos silvestres. Em um estudo prévio, Pope et al. (1993) demonstraram que ¢ possivel a
transferéncia interespecifica de embrides de gatos selvagens asidticos (Felis sylvestris ornata) para gatas
domésticas, com nascimento de filhotes viaveis. Essa técnica, porém, ¢ extremamente dependente das espécies
trabalhadas e dos protocolos utilizados, e ¢ necessario, portanto, o desenvolvimento dela a fim de ser possivel
sua utilizagdo de maneira eficiente em diferentes espécies.

A ICSI ¢ uma das técnicas de reproducdo assistida mais caras (em razao do custo do micromanipulador
que realiza a injecdo do espermatozoide), mas ¢ também a técnica que pode apresentar a maior taxa de sucesso
na concepgdo de embrides devido a precisdo com que a fecundagdo ¢ conduzida. E ainda uma técnica pouco
utilizada em projetos de pesquisa sobre reprodugdo de animais silvestres, sendo raros os trabalhos produzidos até
o momento. Trabalhos com o uso dessa técnica foram desenvolvidos em ledo (Panthera leo) e gato-pescador
(Prionailurus viverrinus), tendo havido bons resultados na obten¢do de embrides, apesar de nenhum nascimento
(Pope et al., 20006).
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Supressdo da atividade ovariana

E possivel que os resultados ainda insatisfatorios da inseminago artificial em felideos silvestres sejam
decorrentes da variabilidade da resposta as gonadotrofinas exdgenas (Pelican et al., 2006) e da falta de técnicos
treinados para a realizagdo de tal procedimento. A alta concentragdo hormonal decorrente da aplicacdo de
gonadotrofinas em periodos de estro pode gerar uma hiperestimulagdo ovariana, a qual pode provocar um quadro
de hiperestrogenismo, com alteragdo do ambiente uterino e consequente inviabilidade embriondria. Essa
ocorréncia pode levar a luteolise prematura e a reabsor¢do embriondria (Pelican et al., 2006).

A taxa de sucesso das técnicas de inseminagdo artificial com sémen fresco ¢ significantemente maior
em guepardo (Howard et al., 1997) e gato doméstico (Tsutsui et al., 2000) do que em gato-do-mato-pequeno e
gato-maracaja (Swanson e¢ Brown, 2004; Pelican et al., 2006). Tanto fémeas de guepardo como de gato
doméstico em regides temperadas ciclam de forma intermitente o ano todo. Fémeas de guepardo permanecem
em anestro a maior parte do tempo, enquanto gatas domésticas apresentam alguns periodos de anestro durante o
ano. Isso pode explicar por que essas espécies respondem mais adequadamente a IA quando submetidas a
protocolos de indugdo a ovulag@o. Por terem os ovarios quiescentes por mais tempo, had maior probabilidade de
essas fémeas serem induzidas a ovulagdo com gonadotrofinas exégenas, sem o somatorio da concentragido dessas
com hormonios endogenos. Isso resulta em uma menor possibilidade de ocorréncia de hiperestrogenismo ou de
alteracdes do ambiente uterino (Pelican et al., 2006).

No recente estudo realizado por Pelican et al. (2008), o progestigeno levonorgestrel (Norplant™; Wyeth
Pharmaceuticals, EUA) se mostrou eficiente em suprimir a atividade ovariana em gatas domésticas, ndo apenas nas
fémeas que apresentavam ovulagdo induzida, mas também nas que apresentavam ovulagdo espontinea, produzindo
resultados semelhantes ao trabalho de Pelican et al. (2005). Dessa maneira, busca-se o desenvolvimento de protocolos
hormonais que resultem na inativacdo ovariana reversivel, como o uso de progestagenos (Brown et al., 1995;
Ballarotti, 2005; Pelican et al., 2005, 2006, 2008; Brown, 2006; Swanson, 2006).

Segundo Munson (2006), certos progestagenos, como o levonorgestrel, previnem a prenhez nao pela
supressdo da atividade ovariana, mas pela alteracdo da motilidade do odcito nas tubas e reducdo da receptividade
endometrial ao o6cito. Essa mesma autora desaconselha o uso de progestagenos como redutores de atividade
ovariana. Porém, além dos trabalhos de Pelican et al. (2005, 2008), o estudo de Ballarotti (2005) também
demonstrou que, em gatas domésticas, progestagenos como o etonogestrel (Implanon™™; Merck Sharp & Dohme
, EUA) reduzem a atividade ovariana. Em gato doméstico, leopardo-nebuloso (Pelican, 2009, University of
Minnesota, Minnesota, EUA; informagdo verbal) ¢ em gato-do-mato-pequeno (Micheletti et al., 2011, UFPR,
Curitiba, Brasil; informagio verbal), o altrenogest (Regumate”; Intervet/Schering-Plough Animal Health, EUA)
também ¢ eficaz na reducdo da atividade ovariana. Esses estudos podem ser uteis no desenvolvimento de novos
protocolos de IA em felideos silvestres.

Cultivo de embrioes in vitro

Diversos trabalhos com gatas domésticas demonstraram que quanto mais desenvolvido o odcito na
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coleta, maior a viabilidade para fecundagdo apds atingir a metafase II (Pope et al., 2006). Apo6s a FIV ou a ICSI,
¢ necessario o cultivo dos embrides in vitro (CIV) para que eles se desenvolvam até o estadio de blastocisto
expandido, de quatro a seis dias (Pope et al., 2006), quando estardo prontos para serem transferidos para uma
fémea receptora.

Em felideos domésticos, o cultivo de embrides ¢ feito em grupo (cultivo de varios embrides na mesma
gota ou pogo), o que proporciona melhores indices de crescimento e desenvolvimento embrionario em
comparagdo ao cultivo de células isoladas (Spindler et al., 2006). Como a producdo em laboratério de embrides
de felideos ameagados de extingdo ¢ escassa, dificilmente sdo utilizadas técnicas como o cultivo em grupo
intraespecifico. Porém, Spindler et al. (2006) comprovaram a eficdcia da utilizagdo de embrides de outras
espécies (de roedores e de bovinos) para o cultivo conjunto com embrides de gatas domésticas como estimulo
para o desenvolvimento deles.

Para o sucesso das técnicas de cultivo de embrides, ¢ fundamental a utilizagdo de meios de cultivo
adequados para que ocorra a clivagem deles. Alguns estudos em gato doméstico demonstraram que os embrides
apresentam respostas especificas a diferentes carboidratos no meio, conforme o estadio de desenvolvimento em
que se encontram (Herrick et al., 2007). Foi também comprovada certa sensibilidade dos embrides a
aminoacidos essenciais presentes no meio de cultivo (Herrick et al., 2007). Embora tenha havido avango
significativo nesta area, ainda sdo necessarias pesquisas que permitam definir outros componentes essenciais aos
meios de cultivo (Herrick et al., 2007). Pope et al. (2006) obtiveram melhores resultados no desenvolvimento de
blastocistos com o uso de 25ng/mL de EGF (fator de crescimento epidermal) e 100ng/mL de IGF-1 (fator de
crescimento semelhante a insulina - 1) nos meios de cultivo.

O CIV ¢ uma técnica recente e encontra-se em desenvolvimento. Pesquisas sobre estimula¢do ovariana
e coleta e cultivo de odcitos sdo importantes para melhor aplicacdo das técnicas de FIV e ICSI e,
consequentemente, melhor desenvolvimento embrionario. Entretanto, o desenvolvimento de meios adequados de
cultivo de odcitos e embrides ¢ essencial para o sucesso dos protocolos de producdo in vitro de embrides (PIV).

Criopreservagdo e refrigeragdo de sémen

A técnica de inativagdo ovariana e posterior IA com sémen criopreservado oferece vantagens que
devem ser consideradas. Apesar de a inseminagdo com sémen fresco resultar em melhores resultados do que com
sémen criopreservado (Swanson, 2006), nem sempre ¢ possivel realizd-la devido as dificuldades logisticas
inerentes a colheita de sémen e imediata inseminacdo. J4 a inseminagdo com sémen criopreservado pode ser mais
facilmente planejada, uma vez que elimina a etapa de coleta prévia a realizagdo da IA. Outra vantagem da
inseminagdo com sémen criopreservado ¢ a facilidade de intercambio de material genético entre institui¢des, o
que ¢ essencial para a conservagdo ex situ. A possibilidade de intercimbio de sémen criopreservado ¢
extremamente vantajosa atualmente devido as crescentes dificuldades de intercambio de animais entre
instituigdes em razdo de barreiras sanitdrias ¢ leis ambientais (Wildt e Roth, 1997; Swanson e Brown, 2004;
Swanson, 2006; Andrabi e Maxwell, 2007).

Sabe-se, porém, que a criopreservacdo de sémen afeta negativamente a funcionalidade espermatica
(Baudi et al., 2007; Fickel et al., 2007). Para minimizar os efeitos indesejaveis das baixas temperaturas sobre os
espermatozoides, trabalhos como o de Baudi et al. (2007) e Fickel et al. (2007) recomendaram adaptar os
protocolos de espécies domésticas para espécies silvestres. Para que se consiga manter a integridade espermatica
apos a descongelagdo, ¢ necessario investimento em pesquisa, especialmente na area de criobiologia, que
envolve composi¢do e permeabilidade de membrana, transi¢do de fases dos componentes liquidos da estrutura
interna dos espermatozoides, crioprotetores, resposta espermatica ao estresse hipo e hiperosmotico e
monitoramento microscopico da formagdo de cristais de gelo intra e extracelular (Luvoni, 2006; Fickel et al.,
2007).

Fickel et al. (2007) consideraram importante investir no aprimoramento de protocolos de
criopreservacdo que deram certo em animais domésticos e que possam ser utilizados em animais silvestres.
Algumas propostas de trabalho incluem pesquisas para o aperfeigoamento de crioprotetores, da curva de
congelacdo e meios de cultivo, ¢ a melhoria das técnicas de sexagem de espermatozoides. Nas ultimas duas
décadas, foram publicados diversos trabalhos sobre criopreservagdo e¢ descongelagdo de espermatozoides em
felideos silvestres, buscando manter a viabilidade celular. Porém, nenhum protocolo utilizado conseguiu manter
as taxas de viabilidade do ejaculado pds-descongelacdo tdo elevadas quanto as geralmente obtidas em animais
domésticos (Donoghue et al., 1993; Swanson e Brown, 2004; Swanson et al., 2006). Isso se da provavelmente
por caracteristicas proprias dos espermatozoides dos felideos (ex.: alto indice de teratospermia) e pela utilizagdo
de protocolos ainda ndo adequados.

A refrigeragdo de sémen ¢ um procedimento comum e aparentemente ndo causa alteracdo do material
seminal (Pope et al., 2006). Harris et al. (2002) conseguiram obter desenvolvimento embrionario de odcitos de
boa qualidade de gata doméstica fecundados com sémen fresco e refrigerados a 4°C (em meio de cultivo) por até
14 dias.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.35, n.4, p.408-417, out./dez. 2011. Disponivel em www.cbra.org.br 413



»

Micheletti et al. Reprodug@o assistida em felideos selvagens — uma revisdo.

Criopreservagdo e refrigeragdo de embrides, ovdrio, oocitos e testiculos

A criopreservagdo de embrides de felideos silvestres é uma realidade, mas ainda ndo se apresenta como
uma técnica de uso rotineiro. Isso certamente ocorrera quando as técnicas de cultivo e congelagdo de embrides in
vitro estiverem mais avangadas. Poucos trabalhos realizados com felideos silvestres conseguiram
desenvolvimento de embrides viaveis ou aptos a transferéncia ou inovulagdo para as receptoras a partir de
embrides criopreservados (Gomez et al., 2003). As espécies de felideos silvestres que foram reproduzidas pela
transferéncia de embrides apds criopreservacdo até o momento foram o gato-silvestre-africano (Felis silvestris) e
o caracal (Caracal caracal; Pope, 2000), ¢ a jaguatirica (Swanson, 2001; Swanson et al., 2002). Apesar de essas
técnicas ndo apresentarem muita dificuldade em termos de procedimentos, dificilmente se obtém filhotes. Isso se
da principalmente em razdo das falhas na sincroniza¢do hormonal das receptoras e da dificuldade em se
estabelecer um ambiente uterino adequado para o desenvolvimento dos embrides (Swanson e Brown, 2004;
Pelican et al., 2008).

Para a preservagdo in vitro de material genético de fémeas de espécies raras, pode-se langar mio da
refrigeracdo temporaria de células e tecidos obtidos por ovario-histerectomia (Pope et al., 2006). Embora a
refrigeracdo de sémen seja um procedimento comum (Pope et al., 2006), h4d poucos trabalhos que tratam da
refrigeracdo de ovarios para a retirada de odcitos (Wolfe e Wildt, 1996; Naoi et al., 2007).

Naoi et al. (2007) sugerem que a refrigeragdo e posterior fertilizagdo de oocitos so sdo eficientes quando
o0 ovario é armazenado a 4°C por um periodo maximo de seis horas apo6s a retirada do 6rgdo. Ja Wolfe e Wildt
(1996) demostraram que ovarios armazenados a 4°C por até 72 horas sdo capazes de fornecer odcitos que
chegam a metafase II depois de submetidos a maturag@o. Os autores também demonstraram que apenas 006citos
armazenados por um periodo maximo de 24 horas produzem blastocistos depois de fertilizados. Portanto, a
refrigeracdo de ovarios pode ser utilizada para preservar oocitos de fémeas que acabaram de morrer ou de fémeas
que, por alguma razao clinica, tiveram que ser submetidas a ovario-histerectomia (ou ovariectomia).

Até o momento, ha poucos relatos de criopreservagdo bem-sucedida de odcitos de felideos (Murakami
et al., 2004), e as informacdes sobre essa técnica sdo ainda escassas. Murakami et al. (2004) conduziram um
experimento a fim de testar o tempo ideal de incubagdo de blastocistos em uma solu¢do de sacarose durante a
diluicdo de crioprotetores para obter uma taxa maior de sobrevivéncia e desenvolvimento de odcitos de gatas
domésticas. Porém, o desenvolvimento desses odcitos até o estadio de morula e posterior blastocisto somente foi
verificado quando a incubagdo em sacarose nao ultrapassou 0,5 minuto. Isso indica a necessidade, por exemplo,
de protocolos que reduzam o efeito toxico da sacarose sobre os odcitos de felideos. Em relacdo a criopreservacao
de tecidos testiculares, apesar de esta técnica apresentar sucesso com algumas espécies de roedores, ainda ndo
existem relatos de trabalhos que obtiveram esse tecido de felideos viavel apods sua criopreservagdo (Pukazhenthi
et al., 2006).

Espermatozoides epididimarios e testiculares

Quando se lida com espécies ameagadas de extingdo, todo espécime é considerado de alto valor para a
diversidade genética populacional, ¢ ndo ha duvidas de que a reprodugdo assistida pode ser uma ferramenta
muito util nas politicas de conservac¢do da fauna, ja que possibilita que se obtenha o maximo aproveitamento
genético de cada individuo. Segundo Swanson (2006), recomenda-se utilizar todos os individuos machos
geneticamente sauddveis nos programas de reproducdo em cativeiro de espécies em perigo de extingdo,
aumentando, dessa forma, a diversidade genética intrapopulacional. Outras publicagdes (Yanagimachi, 1998;
Hewitson et al., 2002; Said et al., 2003) descreveram a retirada de espermatozoides diretamente do testiculo e do
epididimo e sua utilizagdo na ICSI. Com essa técnica, é possivel a produgdo de embrides de diferentes espécies
de mamiferos. Ha relatos de nascimentos de filhotes em trabalhos desenvolvidos com o camundongo (Mus
musculus), com a utilizacdo de espermatides e espermatdcitos secundarios para fecundagdo (Yanagimachi,
1998), de trabalhos realizados com macaco Rhesus (Macaca mulatta), cujos odcitos foram fertilizados com
espermatides e espermatozoides testiculares (Hewitson et al., 2002), e com rato, cujos oocitos foram fertilizados
apenas com cabecas de espermatozoides testiculares e epididimarios (Said et al., 2003). Com felideos, o trabalho
pioneiro de Comizzoli et al. (2006) mostrou a possibilidade de fertilizagdo e o potencial de desenvolvimento de
embrides formados pela inje¢do de espermatozoides testiculares em odcitos de gatas domésticas maturados in
vitro.

Essas técnicas conjuntas permitem aproveitar o material genético de animais que estdo prestes a morrer,
que morreram recentemente, ou animais que, por alguma disfun¢do, ndo apresentam a capacidade de ejacular
(Comizzoli et al., 2006).

Uso de animais soropositivos

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o herpesvirus felino - 1 (FHV-1) sdo responsaveis por
afeccdes reprodutivas e abortos em gatas domésticas (Kustritz, 2006). A contaminac¢do horizontal de fémeas por
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meio de inseminagdo artificial com sémen fresco de machos contaminados por FIV pode ocorrer com uma alta
frequéncia (Jordan et al., 1998). Em relacdo ao sémen criopreservado, alguns autores mencionam que a chance
de transmissdo horizontal de FIV (Jordan et al., 1996) e FHV-1 (Swanson et al., 2006) ¢ reduzida quando da
inseminagdo artificial. Seis fémeas de gato doméstico inseminadas com s€men criopreservado contaminado com
FIV ndo foram infectadas no trabalho desenvolvido por Jordan et al. (1996), e, do mesmo modo, ndo houve a
detecgdo por PCR do virus da FHV-1 no sémen de quatro machos de gato de Pallas (Octobalus manul) positivos
para o herpesvirus felino, segundo Swanson et al. (2006). Apesar de ndo terem sido confirmadas até o momento
a transmiss@o horizontal ou a vertical pela utilizagdo de s€émen previamente criopreservado para IA e FIV, essa
hipotese ndo pode ser desconsiderada. Dessa maneira, o uso de animais soropositivos para doengas virais deve, a
principio, ser rejeitado. Alguns pesquisadores buscam a criagdo de técnicas seguras de tratamento do sémen para
torna-lo livre de agentes infecciosos e possibilitar o uso de machos portadores de viroses em programas de
reprodugdo ex sifu (Naida Loskutoff, 2008, Zoological Society of Omaha, Omaha, EUA; informagao verbal).

Consideracoes finais

Apesar dos avangos que vém ocorrendo na area de reproducgdo assistida de animais selvagens desde a
década de 90, ainda ha muito a ser desenvolvido nessa area. As pesquisas demandam alto investimento em
profissionais experientes, equipamentos e suprimentos, mas se justificam pelos resultados significativos que
trazem a conservagdo de espécies ameacadas de extingdo. E necessario que haja também maior esforgo de
governos, 6rgdos financiadores, instituicdes de ensino e pesquisa ¢ da comunidade cientifica para incentivar a
pesquisa e o avango tecnoldgico nessa area de conhecimento.

Para melhorar as taxas de reproducdo de espécies ameagadas de extingdo, é preciso ampliar a pesquisa
basica em fisiologia reprodutiva e aprimorar as técnicas de reprodugdo assistida (como manipulagdo in vitro de
gametas e embrides) e os protocolos hormonais para a indugdo de desenvolvimento folicular e ovulagdo. A
biotecnologia aplicada a reprodugéo assistida pode contribuir para minimizar o risco de extingdo de in‘imeras
espécies consideradas vulneraveis ou ameagadas, e garantir um futuro para elas, importantes para a manuten¢ao
do equilibrio natural do planeta.
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