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Resumo

Frente a importincia ecoldgica, zootécnica e econdmica dos catetos ou caititus (Pecari tajacu), a
presente revisdo compila os principais avangos em termos de técnicas de reproducdo assistida desenvolvidos
para a conservacao e multiplicacdo da espécie nos ultimos anos. Em especial, o texto representa um historico dos
esforcos empreendidos pela equipe do Laboratorio de Conservacdo de Germoplasma Animal da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido com este proposito. Tais esforcos se refletem no desenvolvimento de metodologias
para obtencdo de espermatozoides, refrigeracao e congelacdo de sémen, métodos de monitoramento e controle de
ciclo estral associados a inseminagdo artificial, e protocolos de criopreservagdo e cultivo de tecido testicular,
ovariano e somatico.
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Abstract

Due the ecological, zootechnical and economical importance of the collared peccaries (Pecari tajacu),
this review brings the main advances related to assisted reproductive techniques developed for the conservation
and multiplication of the species in last years. Specially, the text represents a historic of the effort conducted by
the Laboratory on Animal Germplasm Conservation team of the Federal University of Semiarid in this purpose.
Such efforts are reflected in the development of methodologies for sperm recovery, semen chilling and freezing,
methods for estrus cycle monitoring and control associated to artificial insemination, and protocols for the
cryopreservation and culture of testicular, ovarian and somatic tissues.
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Introducao

O cateto ou caititu (Pecari tajacu) ¢ um mamifero da familia Tayassuidae pertencente a ordem
Artiodactyla (Carter et al., 2005), os quais sdo atualmente classificados como uma populacdo estavel (IUCN,
2017), embora em declinio em alguns biomas como a Caatinga e a Mata Atlantica (Gongora et al., 2017). Esta
espécie apresenta um grande potencial para criagdo em cativeiro com fins econdmicos, devido ao interesse
mercadoldgico por sua carne e seu couro (Garcia et al., 2015). Adicionalmente, esses animais podem servir de
modelo experimental para outros taiassuideos ameagados de extingdo como o Tagua (Catagonus wagneri)
(IUCN, 2017) e ainda desempenham importante fun¢do ecoldgica no equilibrio e na composi¢do de cadeias
alimentares, participando da cadeia tréfica como parte da dieta de grandes felinos (Garla, 1998).

Diante do exposto, faz-se necessario a aplicagdo de programas de reproducdo em cativeiro com o uso de
biotécnicas de reprodugdo assistida como ferramentas para garantir a conservagdo do material genético, pelo
estabelecimento de bancos de germoplasma, bem como, para a otimizagdo do desempenho zootécnico destes
animais (Silva et al., 2012). Neste sentido, o presente trabalho compila os principais avangos em termos de
técnicas de reproducgdo assistida desenvolvidos para a conservagdo e multiplicagdo dos catetos nos tltimos anos,
em especial, representando um historico dos esfor¢os empreendidos pela equipe do Laboratério de Conservagdo
de Germoplasma Animal da Universidade Federal Rural do Semi-Arido com este propésito.

Biotécnicas reprodutivas aplicadas ao macho cateto
Obtengdo de espermatozoides
Por se tratar de uma espécie silvestre, a coleta de sémen ¢ realizada pela eletroejaculagdo, visto a

dificuldade e os riscos que envolvem o manejo destes animais. Em vista de diversas varidveis que podem
interferir na eletroejaculacdo (Castelo et al., 2014), uma das primeiras etapas consiste no estabelecimento de um
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protocolo anestésico que nao interfira na eficiéncia da coleta ou na qualidade do sémen. Neste sentido, Souza et
al. (2009) compararam o uso do propofol com a tiletamina-zolazepam, e verificaram que o Propofol proporciona
tanto uma melhor eficiéncia de coleta (80%) quanto um melhor bem-estar dos animais, por permitir uma rapida e
tranquila recuperagdo em até 15 minutos. Posteriormente, Paiva et al. (2014) demonstraram que o uso do
Propofol para a eletroejaculagdo inclusive dispensa a necessidade de administragdo de medicamentos pré-
anestésicos como o atipamezole ou a medetomidina.

Para a eletroejaculacdo, Castelo et al. (2010ab) propuseram um protocolo utilizando eletrodos
longitudinais e uma corrente senoidal que consiste em estimulos continuos iniciando-se com dez repeticdes de 5
V, com a intensidade aumentada em 1 V, até atingir 12 V, durante 10 minutos. Utilizando este protocolo, Peixoto
et al. (2012) obtiveram um total de 52 ejaculados de catetos, e demonstraram que a biometria testicular nio
apresenta relagdo com os pardmetros seminais da espécie. Os autores também estabeleceram valores de
referéncia para os referidos pardmetros seminais, demonstrando existir uma ampla varia¢do individual na
espécie.

No intuito de recuperar germoplasma de individuos de alto valor ecoldgico ou zootécnico
acidentalmente mortos, ¢ possivel a recuperacdo de espermatozoides epididimarios. Neste sentido, Bezerra et al.
(2014) demonstraram que espermatozoides poderiam ser recuperados eficientemente da cauda do epididimo de
cateto por meio das técnicas de lavagem retrograda ou flutuagdo. Além disso, os autores ndo recomendam o uso
da centrifugacdo para separagdo dos espermatozoides, haja vista que a mesma promove danos mecanicos as
células espermaticas. Por isso, para posterior processamento, a lavagem retrograda seria mais indicada quando
realizada ja com o diluente, haja visto promover uma menor contaminagdo com células sanguineas e debris.

Avaliagdo espermatica

Varias pesquisas foram realizadas na otimiza¢do de métodos especificos para a avaliagdo do sémen dos
catetos. Em 2014, Silva et al. tentaram estabelecer o uso da espectofotometria utilizando diferentes
comprimentos de onda para a determinagdo da concentracdo espermadtica na espécie, porém, verificaram que a
camara hematimética de Neubauer €, de fato, o método mais confidvel para o referido proposito.

No tocante a analise da membrana plasmatica dos espermatozoides de catetos, Santos et al. (2013)
compararam a agua destilada (0 mOsm) com solugdes a base de frutose com diferentes osmolaridades (50, 100,
150 e 200mOsm/L) para a analise funcional por meio do teste hiposmotico, determinando a melhor eficiéncia da
agua destilada. Em termos de analise da integridade da membrana plasmatica, Souza et al. (2014) validaram o
uso da associag@o dos fluoroforos lodeto de Propidio (IP) com o Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) para
a espécie.

O detalhamento da morfologia e morfometria do espermatozoide de catetos foi demonstrado por meio
da comparacdo de diferentes métodos de coloragao (Rosa de Bengala, Azul de Bromofenol e Eosina-Nigrosina),
dos quais o corante Rosa de Bengala proporcionou uma melhor qualidade tintorial (Sousa et al., 2013). Em
adicdo, determinou-se que os catetos apresentam um minimo de 80% de espermatozoides morfologicamente
normais no ejaculado, sendo a cabeca destacada e a cauda enrolada os defeitos mais predominantes. Foi ainda
demonstrado que o espermatozoide de catetos, cuja cabeca apresenta uma média de 6 um de comprimento, &
bem menor que o do suino doméstico (~9 pm).

No ambito da biologia molecular, Santos et al. (2014) realizaram espectrometria de massas e
caracterizaram as principais proteinas do plasma seminal de catetos e estabeleceram o mapa protedmico
referente ao seu plasma seminal. Os autores relataram que as proteinas espermadesina (20,9%), clusterina
(19,8%) e bodesina 2 (10,2%) foram encontradas em maior abundancia.

Recentemente, Campos et al. (2017) estimaram a capacidade de ligagdo dos espermatozoides de catetos
a substratos heterologos. Os autores demonstraram que o referido gameta pode ndo apenas de se ligar
adequadamente a odcitos de suinos domésticos, mas ainda penetra-los. Além disso, os autores demonstraram a
eficiéncia e praticidade de um teste com base no uso da membrana perivitelina da gema de ovo de galinha para
avaliar a capacidade de ligagdo dos espermatozoides de catetos.

Conservagdo de Germoplasma masculino

Sdo ainda escassas as informagdes relativas a refrigeracdo do sémen de catetos. Apenas recentemente,
Souza et al. (2016) demonstrou a possibilidade de conservagdo do sémen desta espécie sob refrigeragdo a 5°C em
diluente contendo gema de ovo ou Aloe vera na concentragdo de 20% por até 36 horas.

Por outro lado, no tocante a criopreservacdo, os estudos ja se encontram bastante avancados desde os
primeiros relatos publicados por Castelo et al. (2010ab). Nestes trabalhos, os autores utilizaram uma curva de
congelacdo de s€émen de suinos domésticos e demonstraram que o sémen de catetos poderia ser eficientemente
congelado utilizando-se um diluente & base de Tris acrescido de frutose ou glicose, bem como sugeriram a
realizagdo da descongelag@o a 37°C/1 min. Em seguida, Alves et a. (2012) testaram diferentes concentragdes de
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crioprotetores e sugeriram a suplementagdo preferencial do diluente Tris com 10% de gema de ovo e 3% de
glicerol. Posteriormente, Silva et al. (2013), modificaram a curva de congelagdo que demorava em torno de 180
min para uma curva mais rapida de apenas 70 min, conferindo mais praticidade ao procedimento.

Em 2014, Campos et al. demonstraram que o sémen de catetos apresenta uma baixa longevidade
espermatica apos a descongelag@o por apenas 15 minutos, tanto no uso do diluente a base de Tris como na agua
de coco em pd (ACP). Além disso, também sugeriram que ndo ha necessidade de centrifugacdo das amostras
apos a descongelag@o para remocao dos diluente.

Na tentativa da substituicdo da gema de ovo nos diluentes, demonstrou-se que tanto as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) (Souza et al., 2015) como o gel de Aloe vera (AV) (Souza et al., 2016) poderiam ser
utilizados como crioprotetores externos, ambos na concentracdo de 20%, para a criopreservagdo do sémen de
catetos. Atualmente, estes resultados tem promovido uma taxa de recuperacdo de até 50% de espermatozoides
moveis apo6s a descongelacdo (Souza et al.,, 2016), valor amplamente aceitdvel para uso em posteriores
inseminagdes artificiais.

Como outro modo de aproveitamento do germoplasma masculino, em catetos, estudou-se a
criopreservacdo do tecido testicular. Borges et al. (2014) demonstraram esta possibilidade através de um
protocolo de vitrificagdo em superficie sélida testando-se varios crioprotetores, dos quais o etilenoglicol a 3 ou 6
M foi o mais eficiente na preservagdo do tecido, conservando adequadamente as células germinativas para
posterior uso em outras biotécnicas.

Biotécnicas reprodutivas aplicadas a fémea do cateto
Monitoramento e controle do ciclo estral

O ciclo estral de fémeas de cateto criadas em cativeiro na regido semiarida do nordeste brasileiro foi
descrito por Maia et al. (2014a) como tendo duracdo de 21,0 £ 5,7 dias, com fase estrogénica durando
aproximadamente 6 dias, e maiores valores de estrogeno plasmatico em torno de 55,6 pg/ml. Ainda, os autores
descreveram caracteristicas de estro como edema de labios vulvares e hiperemia da mucosa vaginal, que
coincidiam com o desenvolvimento de foliculos ovarianos monitorados por ultrassonografia. Neste mesmo
estudo, a fase progesterdnica correspondeu ao periodo médio de 15 dias, com valores elevados de progesterona
em torno de 35,3 ng/mL.

Necessario ressaltar as dificuldades no monitoramento do ciclo nesta espécie por meio da citologia
vaginal, visto que ndo ocorrem mudangas significativas na proporcéo de células epiteliais vaginais ao longo do
ciclo estral (Maia et al., 2014a). Adicionalmente, destacam-se também dificuldades quanto ao monitoramento da
dindmica ovariana por meio da ultrassonografia, embora esta tenha sido eficiente na identificacdo de foliculos
preovulatorios com didmetro de 0,23 + 0,1 coincidentes com o pique estrogénico (Maia et al., 2014a).

No intuito de se manipular o ciclo estral dessas fémeas, Maia et al. (2014b) verificaram a eficiéncia de
um analogo da prostaglandina, o D-cloprostenol 60pg, administrado em duas doses com 9 dias de intervalo.
Verificou-se que 80% das fémeas sincronizaram seus estros, o qual se manifestou tardiamente aos 9,5 + 0,5 dias
apos a segunda administragdo da droga. Posteriormente, novos protocolos de sincronizagdo foram testados por
Peixoto et al. (2016), os quais elevaram a dose de D-cloprostenol para 120 ug e a compararam com uma dose
tnica de associagdo de 400 Ul de gonadotrofina coridnica equina com 200 Ul de gonadotrofina coridnica
humana. O aumento da dose da prostaglandina ndo promoveu incremento quando comparado ao experimento
anterior de Maia et al. (2014b), no entanto, a associagdo de gonadotrofinas promoveu uma eficiéncia de 100%
das fémeas com estro sincronizado aos 6 dias apos aplicagdo da droga.

O passo seguinte foi a realizagdo da primeira tentativa de sincronizagdo do estro associada a
inseminagdo artificial (IA) em catetos por Peixoto et al. (2017). As fémeas foram eficientemente sincronizadas
utilizando-se a associagdo de gonadotrofinas, e posteriormente submetidas a duas inseminagdes artificiais por via
intravaginal com 48 h de intervalo, utilizando-se sémen fresco. O diagnéstico de gestacdo foi realizado aos 30
dias ap6s inseminag@o por ultrassonografia, porém, nenhum embrido foi identificado. Mesmo apds 60 dias,
nenhuma das fémeas havia retornado ao cio, sendo verificada a presenga de liquidos no interior do titero de duas
fémeas por ultrassonografia e altos niveis de progesterona plasmaticos. Dessa forma, ndo se pode descartar a
ocorréncia de fecundagdo seguida de reabsor¢do embriondria com persisténcia de corpo liteo nestas fémeas,
sendo necessaria ainda uma melhor adequagéo do protocolo de controle hormonal de seu ciclo estral.

Conservagdo e cultivo de germoplasma feminino
A primeira etapa para a conservagdo de material genético das fémeas de cateto consistiu em caracterizar
sua populacdo de foliculos ovarianos (Lima et al., 2013) Assim, estimou-se que cada ovario nesta espécie abriga

uma populagdo em torno de 33 mil foliculos ovarianos preantrais, sendo a maioria constituinte do pool de
reserva caracterizado como primordial (91,56%).
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Visando o transporte de ovarios desta espécie, Lima et al. (2014) demonstraram que o uso de solucdo a
base de agua de coco (ACP™) seria mais eficiente que o PBS (49.4%) em preservar a integridade morfologica de
mais de 60% dos foliculos ovarianos apds 36 h sob refrigeragdo. Para o armazenamento do germoplasma, Lima.
(2015) sugerem o uso da técnica de vitrificagdo em superficie solida utilizando DMSO ou EG a 3 M como
crioprotetores para o tecido ovariano, os quais possibilitam a recuperagdo de até 70% de foliculos
morfologicamente normais e viaveis.

Para o cultivo in vitro do tecido ovariano, Lima (2015) sugere que a adi¢do do FSH ao meio TCM-199
possibilita a manutencdo da morfologia e viabilidade, bem como a ativacdo e a atividade proliferativa dos
foliculos preantrais dos catetos dentro de um curto periodo de 7 dias. Entretanto, ¢ necessario ainda um longo
caminho para se obter sucesso no desenvolvimento do material genético feminino por meios de técnicas in vitro.

Estudo e conservacio de tecidos somaticos de catetos com objetivos de clonagem

A preservagdo de amostras somaticas possibilita o emprego de tecidos e células na conservacdo da
biodiversidade, bem como na otimizagdo do manejo reprodutivo desses individuos (Costa et al., 2016). Em
catetos, o tecido pode ser obtido através do procedimento de manejo de identificagdo desses animais mantidos
em criadouros autorizados. A partir do processamento, ou seja, limpeza, tricotomizagdo e fragmentagdo deste
material, o mesmo pode ser utilizado tanto para a conservacao de fragmentos teciduais visando a formagio de
criobancos (Borges et al., 2017b), como para o cultivo imediato visando a obten¢do de células somaticas (Santos
etal., 2016).

Como uma etapa inicial, Santos et al. (2016) avaliaram a composi¢do do meio de cultivo mais
apropriado para o tecido somatico de catetos, objetivando a obtencdo de células, e evidenciaram que 20% de soro
fetal bovino (SFB) foi uma suplementacdo adequada para a recuperacao de células somaticas em meio essencial
minimo modificado por Dulbecco (DMEM) constituido ainda por 2,2 g/L de bicarbonato de sodio, antibidticos
(10 000 U/mL de penicilina G, 10 000 mg/mL de estreptomicina).

Além disso, nas avaliagdes do cultivo in vitro desses fragmentos e células foi possivel observar a
necessidade de esclarecimentos sobre os componentes estruturais do tecido auricular periférico de catetos, uma
vez que tais informacdes colaborariam para o desenvolvimento adequado de protocolos mais especificos de
conservacao. Nesse contexto, o tecido tegumentar de catetos foi caracterizado histomofologicamente por Borges
et al. (2017a) que demostraram que este tecido possui algumas peculiaridades quando comparado aos demais
mamiferos domésticos, como niimero de camadas e espessura da epiderme, quantidade de células epidermais,
melanocitos e parametros proliferativos.

Posteriormente, técnicas de vitrificagdo foram avaliadas de acordo com a caracterizagdo morfologica,
analise dos dados sofridos, bem como a manutengdo da viabilidade tecidual para a obtengdo de células (Borges
et al., 2017b). Nesse estudo, foi definido que a técnica de vitrificagdo em superficie sélida (VSS) foi a mais
eficiente quando comparada a vitrificagdo convencional direto em criotubos (Borges et al., 2017b).

Ainda, objetivando a otimizacao da técnica de VSS como método de conservacdo de tecido somatico de
catetos, diferentes crioprotetores foram testados. Assim, crioprotetores intracelulares frequentemente utilizados
para a formacdo de criobancos, etilenoglicol (EG) e o dimetilsuféoxido (DMSO) na concentra¢dao de 3,0 M, na
presenca de sacarose a 0,25 M foram avaliados e demostraram serem eficientes na preservacao da integridade
tecidual, avaliada por histologia convencional, marcacdo da atividade proliferativa e atividade metabolica
(Borges, 2016). Posteriormente, avaliando esses fragmentos durante o cultivo in vitro foi evidenciada a
capacidade da sacarose em combinagdo com EG ou DMSO em manter apés vitrificagdo do tecido a obtengédo de
células com boas caracteristicas durante todo o cultivo in vitro, evidenciadas pelas analises de viabilidade,
atividade proliferativa e perfil metabolico (Borges, 2016).

Em sintese, o desenvolvimento de protocolos adequados para o armazenamento de fragmentos
somaticos de catetos, bem como as condi¢des de cultivo para a recuperacdo de suas células encontram-se
estabelecidos. Esses procedimentos permitirdio o emprego dessas células de maneira adequada como
carioplastos, visando a clonagem nesta espécie e sendo uma ferramenta alternativa na conservagio de catetos.

Consideracoes finais

E necessario salientar que os resultados aqui apresentados sdo fruto de um trabalho desenvolvido ao
longo de dez anos pela equipe do Laboratorio de Conservagdo de Germoplasma Animal da UFERSA. Entretanto,
importantes informagdes relativas tanto a fisiologia (Mayor et al. 2005; Kahwage et al., 2010; Garcia et al. 2015)
como a biotecnologia (Campos-Junior et al. 2014) da reprodugdo dos catetos tém sido também estabelecidas por
outros autores. Assim, a soma destes esfor¢os tem contribuido de sobremaneira para o conhecimento da espécie,
o que tem facilitado sua criagdo em cativeiro. De fato, nos Ultimos anos, varios criatorios autorizados foram
estabelecidos ao no Brasil, os quais podem rapidamente absorver estes conhecimentos, contribuindo assim para a
perpetuagdo e aproveitamento comercial da espécie.
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