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Resumo

Considerando-se que a manutencdo da diversidade genética é dependente da reproducdo, as
biotecnologias da reproducdo surgem como importantes ferramentas na preservacdo de espécies ameacadas de
extinco, frente & necessidade de se desenvolver métodos que aumentem a fertilidade desses animais, bem como
técnicas que visem a reproducdo por meio de métodos artificiais. Técnicas desenvolvidas para animais
domésticos estdo sendo gradualmente aplicadas em animais de zooldgico, no entanto, métodos reprodutivos
artificiais, quando utilizados em animais selvagens, ainda tém apresentado pouco sucesso reprodutivo. Varias
sdo as razbes para o0 baixo sucesso reprodutivo, dentre elas, pouco conhecimento da fisiologia basica das
espécies, pobre qualidade do sémen e/ou odcitos e dificuldade na adaptacdo de metodologias utilizadas em
modelos experimentais. O grande potencial da reproducéo assistida em espécies ameagadas deve ser ressaltado
pela possibilidade da criopreservacéo de sémen e embrifes, os quais serdo muito valiosos geneticamente para
populagdes futuras. Diante do limitado espago existente em Zooldgicos para manutencdo de populacBes
geneticamente vidveis de espécies ameagadas, a criacdo de bancos de germoplasma surgem como uma estratégia
no sentido de garantir a diversidade genética das populagdes. Estratégias utilizando estas técnicas serdo capazes
de contribuir para o desenvolvimento de um manejo adequado e para conservacdo de inlmeras espécies
ameacadas.
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Abstract

Considering that the maintenance of genetic diversity is reproduction dependent, reproduction
technologies are important tools for the preservation of endangered species, throught the development of
methods to increase the fertility in these animals, as well the reproduction techniques through artificial methods.
The potential of assisted reproduction for endangered species should be emphasized by the possibility of semen
and embryos cryopreservation, which are genetically valuable for the future populations. Techniques developed
for domestic animals are being gradually applied in Zoo animals, however, the application of artificial
reproductive methods in wild animals has not being successful, showing low reproductive rates. Some of the
several reasons for these low reproductive rates are lack of knowledgement on the species’ physiology, poor
sperm or oocytes quality, and difficulties in adapting from the methodologies used in experimental models. The
great potential of assisted reproduction in endangered species should be highlighted by the possibility of semen
and embryos cryopreservation, which are genetically valuable for future populations. Considering the zoos'
limitation to maintain genetically viable populations of threatened species, the establishments of genetic banks
emerge as a strategy to ensure the genetic diversity of populations.
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Introducao

As técnicas utilizadas na reproducédo assistida em animais selvagens sdo semelhantes as utilizadas em
animais domeésticos e consistem em colheita, avaliacdo e criopreservacdo do sémen; inseminacao artificial (1A);
fertilizacdo in vitro (FIV) e transferéncia de embrides (TE).

Vaérios estudos demonstram que terapias hormonais podem induzir a ovulacdo e/ou superovulacdo em
animais selvagens (Pope, 2000). A inducdo artificial da ovulacdo e a superovulagdo sdo componentes
importantes para a aplicagdo de técnicas de reproducdo assistida (Feldman e Nelson, 1996), no entanto, a
fisiologia basica das diferentes espécies deve ser primeiramente compreendida. Embora existam alguns registros
relacionados as caracteristicas seminais de varias espécies de canideos e procionideos neotropicais, ainda sao
poucos os conhecimentos quanto a fisiologia reprodutiva e habilidade de fertilizagdo do sémen destes animais.
Da mesma maneira, estudos relacionados a aplicacdo das técnicas de reproducdo assistida, em canideos e
procionideos neotropicais, tém apresentado limitagdes devido a falta de conhecimento bésico da fisiologia
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normal das espécies.
Colheita de sémen

Existem dois métodos para colheita de sémen em animais selvagens. O primeiro é o método néo
ejaculatdrio, que consiste na colheita de sémen da cauda do epididimo de animais que vieram a 6bito ou foram
submetidos a castragdo ou vasectomia. O segundo é o método ejaculatério, que consiste na recuperagdo do
sémen utilizando vagina artificial, manipulacéo digital ou eletroejaculacéo.

Coleta de sémen por manipulacdo digital ou uso de vagina artificial sdo indicados por promover uma
ejaculacdo natural e ejaculados normais, no entanto, necessitam de treinamento intensivo dos animais. Esta
técnica é mais efetiva para canideos. Em trabalho realizado por Mascarenhas et al. (2002) foi possivel o
condicionamento de aproximacgdo e manipulacdo de um lobo guard (Chrysocyon brachyurus) para colheita de
sémen por manipulagdo digital. O animal era proveniente da natureza e foi condicionado utilizando-se 0 método
da recompensa com petiscos de carne que ndo compunham a dieta rotineira do animal. A mesma técnica foi
utilizada com sucesso por Carneiro et al. (2011) e Teodoro et al. (2012) para coleta de sémen em lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus). Seager et al. (1975) obtiveram sucesso na inseminagdo artificial de lobos (Canis
lupus) usando sémen congelado obtido através de manipulagdo digital.

A eletroejaculacdo é o método mais utilizado em animais selvagens, devido ao fato de poder ser
realizada em animais anestesiados. No entanto, em canideos, tem a desvantagem de causar contaminagdo do
ejaculado por urina.

A associacdo de farmacos tiletamina-zolazepam tem sido o protocolo anestésico mais utilizado para a
realizacdo deste procedimento, por ndo determinar alteracdes significativas no ejaculado, no entanto, o sucesso
da colheita de sémen por eletroejaculacdo em animais silvestres também esté relacionado & familia a qual a
espécie pertence e a particularidades da propria espécie, podendo variar até mesmo entre individuos da mesma
espécie e ndo apenas relacionada ao protocolo anestésico utilizado para contencéo.

Em coatis (Nasua nasua) a eletroejaculacdo foi eficiente para coleta de sémen, sem determinar
contaminagdo do ejaculado por urina, utilizando-se diferentes protocolos anestésicos (Paz et al., 2012). Segundo
Barros et al. (2009) de nove amostras de sémen de coatis colhidas por eletroejaculacdo apenas duas apresentaram
contaminag&o por urina utilizando-se cetamina-xilazina.

No entanto, em estudo realizado em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) utilizando-se diferentes
protocolos anestésicos houve contaminacdo de 100% dos ejaculados por urina, indicando que o método de
eletroejaculacdo ndo foi eficiente para colheita de sémen independente da associacdo de farmacos utilizada para
contencdo nesta espécie (Souza et al., 2011). Em lobo guard (Crysocyon brachyurus) contaminagdo de sémen
por urina apos eletroejaculacdo também foi relatada em algumas ocasides (Silva et al., 2004).

O aparelho utilizado para a geracdo dos eletrochoques é semelhante aos utilizados para eletroejaculacéo
em bovinos, com eletrodos retais bipolares, com trés tiras longitudinais em cobre. Deve-se ressaltar que as tiras
de cobre devem apresentar distancia de 0,4 cm entre elas e ser salientes em aproximadamente 0,2 cm. O
eletrodo, previamente lubrificado com 6leo mineral, deve ser introduzido no reto com as tiras longitudinais
posicionadas ventralmente, exercendo leve pressdo para aumentar o contato com a regido do plexo pélvico. O
diametro do eletrodo utilizado deve ser especifico para cada espécie. Em coati (Nasua nasua) recomenda-se
eletrodo com 17 cm de extensdo e 1,8 cm de didmetro, com 3 tiras longitudinais em cobre de 8,8 cm de extenséo
por 0,2 cm de didmetro (Viana et al., 2007).

A série de eletrochoques segue protocolo especifico, no qual sdo utilizados 80 estimulos elétricos
divididos em 3 séries: 30 (série 1:10 estimulages 2, 3 e 4V), 30 (série 2:10 estimulacGes 3, 4 e 5V) e 20 (série
3:10 estimulages 4 e 5V), respectivamente (Howard, 1993).

O ciclo dos estimulos vai de aproximadamente 1 segundo da voltagem 0 até a desejada, permanecendo
2 a 3 s na voltagem desejada e retornando diretamente para a voltagem 0 por 3 s. Deve haver descanso de 10 min
entre as séries (Howard, 1993).

Antes do inicio da série de eletrochoques, o pénis do animal deve ser exposto, examinado e lavado com
solucdo fisioldgica e gaze. A colheita do sémen deve ser realizada em tubos plésticos aquecidos que devem ser
posteriormente mantidos em banho-maria a 37°C até o término das avaliagBes. A cada série, 0s tubos devem ser
trocados, com a finalidade de se evitar possiveis contaminages com urina dos ejaculados j& obtidos.

Em procionideos todos os ejaculados sdo utilizados, sendo o volume total de sémen a soma dos volumes
de cada ejaculado. Em canideos o sémen é ejaculado em trés fracfes bastante distintas: a primeira contendo
volume minimo, a segunda rica em espermatozoides e a terceira contendo apenas liquido prostatico. Neste caso,
somente a segunda fragdo deve ser utilizada.

Avaliacdo do sémen

A primeira avaliacdo do sémen deve ser com relagdo a sua aparéncia. Alteraces de coloracdo podem
estar associadas a patologias dos drgdos acessérios ou testiculos. O volume do ejaculado é o segundo aspecto a
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ser avaliado e deve ser determinado imediatamente apos a colheita. O registro do volume ejaculado fornece
informacgdes quanto a producdo de sémen em cada espécie de interesse. Para obtencdo do pH, uma gota do
material obtido deve ser colocada sobre tira reagente ou phgametro. A determinacdo do pH é importante, pois
pode indicar contaminagdo do sémen por urina (pH &cido) ou bactérias (pH béasico).

Para avaliagdo dos espermatozoides uma aliquota do ejaculado deve ser depositada sobre lamina de
vidro para microscopia, previamente aquecida a 37°C em mesa aquecedora, coberta com laminula também
aquecida a 37°C e levada ao microscépio 6tico binocular. Sobre platina aquecida a mesma temperatura, 0 sémen
deve ser avaliado quanto & motilidade e vigor espermaticos. Os valores de motilidade sdo expressos em
porcentagem com variacdo de 0-100%, sendo valor 0% para espermatozoides imoveis e 100% para maxima
performance. O tipo de movimento do espermatozdide é avaliado pelo vigor em escala de 0 a 5 (0- sem
motilidade, 1- fraco movimento lateral com alguma progressao, 2- moderado movimento lateral com ocasional
progressao, 3- progressao lenta, 4- progressdo regular, 5- progressao rapida; Howard, 1993).

A morfologia dos espermatozoides pode ser avaliada por meio da fixacdo do ejaculado em formol salino
10% ou glutaraldeido 2,5%, ap6s preparacdo do material em cdmara Umida. Para tanto devem ser contadas 200
células por lamina em microscépio de contraste de fase, em aumento 1000X, e as anormalidades, classificadas
em defeitos maiores e defeitos menores, apresentadas em porcentagem. Dentre os defeitos maiores, 0s
espermatozoides podem ser classificados como: macrocefalicos, microcefalicos, bicefalicos, tricefalicos, com
cabeca piriforme, lanciforme ou arredondada, com acrossoma anormal ou protuberante, com pega intermediaria
anormal, sem pega intermedidria, com cauda fortemente enrolada e biflagelado. Dentre os defeitos menores
podem ser encontrados espermatozoides com peca intermedidria quebrada com ou sem gota, com cauda
guebrada com ou sem gota, com gota proximal ou distal.

Criopreservacdo do sémen

Os procedimentos de criopreservacdo do sémen somente devem ser iniciados ap6s a lavagem do mesmo
por centrifugacdo a 300 g por 10 min em meios de cultura HEPES ou HAM’SF-10. Este procedimento é
essencial para eliminacéo de possiveis microorganismos e também para retirada do plasma seminal.

O método de criopreservagdo mais utilizado em carnivoros de maneira geral é o método conhecido
como “Passo Duplo” utilizando glicerol como crioprotetor. Este método consiste na utilizagdo de diluidor em
duas fragdes: “A” contendo constituintes nutritivos e antibioticos e “B” contendo além dos constituintes
nutritivos e antibioticos, o crioprotetor.

Em canideos uma variedade de métodos, diluidores e crioprotetores tem sido testada. Usualmente o
diluidor mais utilizado em canideos é o “Triss egg yolk” (20%) com 4% de glicerol; Amstislavsky et al., 2012).
Atualmente tem se utilizado esse diluidor acrescido de Equex STM (1%), na tentativa de se aumentar a
sobrevivéncia dos espermatozoides apds o descongelamento do sémen (Farstad, 1996; Rota et al., 1997; 1999;
Zindl et al., 2006; Lockyear et al., 2009; Bencharif et al., 2010).

Em procionideos foi possivel manter a viabilidade espermatica do sémen de coatis (Nasua nasua)
utilizando-se diluidor comercial Dilutris (Minitube®, Brasil), apés centrifugacdo com meios Ham'sF-10
(Nutricel S.A., Brasil) ou M199 (Nutricel S.A., Brasil), seguindo a metodologia de congelamento do “Passo
Duplo” (Paz e Avila, 2015; UFMT, Cuiaba, MT, Brasil; ndo publicado).

Segundo essa metodologia 0 congelamento do sémen consiste na remocdo do sobrenadante apds a
centrifugacdo do material coletado em meios de cultura e posterior ressuspensdo do sedimento na fracdo A do
diluidor, que deve estar a 37°C. Esta mistura deve ser mantida em geladeira por 2 h. Apds esse intervalo
acrescenta-se a fracdo B do diluidor, lentamente, e 0 sémen é entdo envasado em palhetas de 0,5 ml. As palhetas
sdo mantidas por mais 30 min em geladeira, sendo que ap6s esse periodo séo colocadas sob vapor de nitrogénio
liquido por 20 min. Finalizando o processo as palhetas sdo submersas no nitrogénio liquido, colocadas em raques
e podem ser conservadas em botijdo de nitrogénio liquido a -196°C por tempo indeterminado.

A identificagdo das palhetas, raques e botijdes sdo de extrema importancia, sendo fator determinante na
constituicdo de um banco de germoplasma que possa ser utilizado no futuro. Devemos lembrar que o material
colhido podera ser muito valioso para populages no futuro e que a seguranca na utilizagdo deste material
depende de sua correta identificacdo. Neste caso, as palhetas devem conter a espécie (nome cientifico), nimero
da tatuagem ou microchip do animal, no caso de ndo haver marcacgdo pode-se colocar 0 nome do animal ou algo
que o identifique, instituicdo ao qual o animal pertence e data. Em animais de vida livre as palhetas devem conter
a espécie, o local onde o animal foi capturado e a data. As raques podem ser identificadas por nimeros ou se for
0 caso por espécie, onde apenas palhetas de uma determinada espécie sdo colocadas na mesma raque. Um livro
de registro, que pode ser computadorizado, é essencial para que se registrem todas as palhetas, raques e botijdes,
facilitando dessa maneira a localizagdo do material posteriormente.

As razbes da pobre qualidade do sémen de animais selvagens pés-descongelamento séo ainda
desconhecidas e envolvem um leque de informacOes e caracteristicas especificas para cada espécie, que ainda
ndo estdo claramente entendidas. A realizacdo de novos testes com diferentes protocolos e diferentes
crioprotetores para cada espécie de interesse sdo necessarios para maximizar a viabilidade de espermatozoides
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apods procedimentos de criopreservagao.
Dosagens hormonais

Recentemente surgiu uma forte tendéncia a adocéo de técnicas ndo invasivas que poderiam evitar a
contencdo do animal para coleta de sangue. Dentre essas técnicas incluem a extracéo e dosagem de metabdlitos
hormonais em fezes e dosagem de metabdlitos em urina.

Como o metabolismo e excrecdo de esterdides diferem significativamente entre as espécies, mesmo em
espécies estreitamente relacionadas, estes métodos ndo invasivos devem ser validados para cada uma das
espécies. A validagdo fisiologica deve ser realizada para demonstrar que a anélise € capaz de detectar mudancas
nos niveis de metabdlitos esteroidais fecais e urinarios, em comparacdo com respectivas mudancas de
concentracdes de esterdides no sangue. A validacdo reprodutiva é realizada observando como os metabdlitos
esterdides variam de acordo com eventos reprodutivos: ciclo estral, gestacdo, puberdade ou sazonalidade (Palme,
2005; Schwarzenberger, 2007).

A maioria dos Canideos Sul Americanos sao solitarios e apresentam estacdo reprodutiva caracteristica,
formando casais que permanecem juntos apenas durante o periodo reprodutivo. Souza et al. (2012)
demonstraram através de dosagens hormonais séricas e fecais e ultrassonografia abdominal que cachorros-do-
mato (Cerdocyoun thous) em cativeiro na regido central do Brasil apresentaram ciclo estral anual, sazonal, com
época reprodutiva ocorrendo nas estacfes de inverno a primavera, acasalamentos nos meses de junho a setembro
e filhotes nascendo nos meses de agosto a novembro. Também demonstraram que a maturidade sexual ocorreu
aos nove meses nas fémeas.

Em lobo guara (Chrysocyon brachyurus) sinais visiveis de cio podem ser caracterizados como inchago
vaginal de coloracdo rosea e secre¢les vaginais réseas ou sanguinolentas no inicio do cio, que passam a
apresentarem-se espessas e amareladas no final (Weinhardt e Rodden, 1995). Dosagens de esteroides fecais
determinaram niveis elevados de estrdgenos (231.8 + 68.2 ng/g) seguidos de um aumento sustentado nos niveis
de progestinas (27.2 + 2.65 ug/g) em ciclos conceptivos (gestacdo) e niveis baixos de progestinas (7.6 + 0.73
ug/g) em ciclos ndo conceptivos (Wasser et al., 1995). Neste contexto, métodos ndo invasivos, como a utilizacdo
de fezes para quantificacdo de metabdlitos hormonais e determinacdo do perfil dos hormdnios sexuais estdo cada
vez mais sendo utilizados em animais selvagens.

Atualmente, 0 método mais empregado para a dosagem de esterdides plasmaticos, urinarios e fecais em
mamiferos é o radioimunoensaio (RIA). Este método utiliza a especificidade de ligacdo de anticorpos a
antigenos, sendo nesse caso, considerados antigenos os hormdnios esterdides (Brown, 2008; Moreira, 2001).

Colpaocitologia

Como a colpocitologia € rotineiramente utilizada no monitoramento do ciclo estral de carnivoros
domesticos, é razoavel se esperar uma associacdo similar entre a citologia vaginal e os eventos relacionados ao
estro em canideos selvagens.

Em estudo conduzido por Bittencourt et al. (2002) esfregacos vaginais foram coletados semanalmente
de uma fémea de lobo guara (Chrysocyon brachyurus) verificando-se que estes animais apresentam trés fases
distintas durante o ciclo reprodutivo: fase folicular, fase de receptividade sexual e fase luteinica.

Em razdo da necessidade de se utilizar métodos ndo invasivos em animais selvagens, a colpocitologia
surge como um método alternativo na deteccdo do estro, uma vez que é um parametro de diagndstico confiavel,
muito utilizado em pesquisas para monitorar a progressdo do ciclo estral.

Inseminacéo artificial

Em carnivoros de maneira geral o sucesso do método de inseminagdo é altamente influenciado pela
local de depdsito do sémen. Inseminac0es artificiais usando métodos ndo cirdrgicos, ou seja, deposicdo do sémen
na vagina tem apresentado resultados inferiores quando comparado ao método cirdrgico com depdsito de sémen
diretamente no corno uterino. Isto pode ser explicado pela necessidade da contencdo quimica dos animais, sendo
gue a anestesia comprometeria 0 transporte do sémen em fémeas inseminadas pelo método ndo cirdrgico
(Howard, 1993). Sucesso na inseminacdo artificial com depésito de sémen no corno uterino foi descrito em
algumas espécies de canideos como raposa do Artico (Alopex lagopus) e raposa vermelha (Vulpes vulpes), sendo
que IA vaginal ndo resultou em gestacdo, entretanto, o depésito de sémen intrauterino resultou em nimero de
gestacBes comparaveis as obtidas na reproducdo natural destas espécies (Fougner, 1989).

Inseminacéo artificial intrauterina por laparoscopia

A Inseminacdo artificial intrauterina por video-laparoscopia consiste na deposicdo do sémen
diretamente no interior do corno uterino utilizando uma abordagem menos invasiva.
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oF,

Neste procedimento ovarios e cornos uterinos podem ser acessados. Os cornos uterinos podem ser
facilmente acessados e avaliados quanto a espessura, consisténcia e coloragdo em todas as espécies. Em canideos
a visualizagdo dos ovarios é dificultada pela presenca de uma estrutura denominada Bursa que recobre os ovarios
dificultando a visualizagdo de estruturas importantes como foliculos pré-ovulatérios e corpos liteos pds-
ovulatorios.

Em canideos o6citos sdo ovulados imaturos e necessitam de um periodo de 2-4 dias de maturagdo no
oviduto para atingir o estagio de metéfase Il e tornarem-se aptos a fertilizacéo (Farstad et al., 2001). Seguindo o0s
protocolos de estimulagdo ovariana os animais devem ser inseminados ap6s a administragdo de hCG ou pLH, ou
seja, apds o processo de ovulacdo. No entanto, em canideos 0 melhor momento para realizacdo da 1A também
pode ser determinado pela citologia vaginal ou pela dosagem de metabdlitos fecais uma vez que a ovulagdo é
expontanea.

Para a realizagdo do procedimento ha necessidade de anestesia inalatoria, sendo que o equipamento
bésico utilizado para laparoscopia consiste em endoscopio rigido, trocater, agulha de “Verres”, fonte de luz,
insulflador (automatico ou manual) e fibra 6tica. Dentre os acessérios estdo microcamera acoplada a impressora
e TV para captacao e registro da imagem. Para inseminacao artificial pinca tipo “Grasping forceps” é necessaria
para estabilizar o corno uterino a ser inseminado.

O aparelho reprodutor feminino é acessado por laparoscopia onde endoscopio rigido é inserido a 30°, de
acordo com o plano longitudinal do animal, 2 a 4 cm cranialmente a cicatriz umbilical no abdémen insuflado.
Para estabilizar o corno uterino, ao qual serd introduzida a canula para o depdsito do sémen, uma pinca tipo
“Grasping forceps” é inserida lateralmente, 4 a 5 cm da cicatriz umbilical. Esta pinga auxilia na elevacdo do
corno uterino o mais préximo possivel da parede abdominal.

Para o depdsito do sémen o corno uterino é canulado utilizando-se uma agulha estéril 20G com cateter,
a qual é inserida através da cavidade abdominal, proximo ao limen uterino. Assim que a agulha perfura o corno
uterino, esta é retirada, mantendo-se o cateter. No interior do cateter deve ser inserido um tubo de polipropileno
estéril, ao qual serd conectada uma seringa de 1 ml contendo o sémen a ser introduzido. O contelido da seringa é
depositado no interior do corno uterino através do tubo de polipropileno efetuando assim a inseminacéo.

A importancia da utilizacdo da inseminagdo artificial em animais selvagens consiste na producéo de
individuos geneticamente viaveis a populagdo, a partir de cruzamentos recomendados por um programa de
manejo. No entanto, é essencial que os métodos utilizados sejam isentos de qualquer risco de contaminagao ou
transmissao de doencas. Nesse sentido, cuidados como avaliagdo reprodutiva e exame clinico completo dos
animais devem ser realizados antes da utilizagdo dos mesmos nos programas de reproducgdo assistida.
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