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Resumo

Os carnivoros neotropicais incluem um grande nimero de espécies ameacadas de extingdo. E fundamental
desenvolver esforcos de conservagdo para garantir a sustentabilidade das populagdes in situ e ex situ. As principais
prioridades sdo proteger os habitats naturais e entender melhor a biologia destas espécies. Os esforcos de
conservagdo também devem ser direcionados a implementagdo de programas de preservagdo da variabilidade
genética ¢ ao desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas aplicaveis a realidade das instituigdes mantenedoras
como zoologicos e bioparques. Também ¢ fundamental criar bancos de germoplasma que contribuam para manter a
diversidade genética em populagdes pequenas e ameacadas. O presente artigo tem como objetivo revisar as
biotécnicas reprodutivas aplicadas em carnivoros neotropicais e discutir sobre os resultados ja obtidos na
conservacao dessas espécies.

Palavras-chave: conservacao, animais selvagens, extingdo.
Abstract

Neotropical carnivores include a large number of endangered species. Development of resources to
guarantee sustainability of in situ and ex situ populations are fundamental. The main priorities are to protect
natural habitats and understand about biology of these species. Conservation efforts should also be directed
towards the implementation of breeding programs and development of reproductive biotechnologies applicable to
reality of animal welfare institutions such as zoos and bioparks. It is also essential to establish genebanks that help
maintain genetic diversity in small and endangered populations. Present article aims to review reproductive
biotechniques on neotropical carnivores and to discuss results obtained in conservation of these species.

Keywords: conservation, wildlife, extinction.
Introducao

As espécies silvestres vém sofrendo um declinio acentuado nas ultimas décadas por causa de acdes
antropicas, como desmatamento, queimadas e caga furtiva (Renctas, 2016). A interferéncia humana nos
ecossistemas contribui para o desaparecimento de espécies em uma intensidade maior que as causas naturais
(Ceballos et al., 2015). Especificamente, a extensa biodiversidade neotropical (area desde o México passando pela
América Central, até a América do Sul) ¢ altamente degradada pela atividade humana presente em paises
emergentes, ¢ exige estratégias urgentes de conservagao in situ e ex situ (Salvador et al., 2011).

Os carnivoros sao as espécies mais afetadas pela perda do habitat natural. Por outro lado, a presenca destes
animais em seus habitats representa a estabilidade do ecossistema, uma vez que os carnivoros t€ém o potencial de
controlar a populag@o de espécies inferiores na cadeia alimentar (Salvador et al., 2011). Também devido a redugdo
cada vez mais intensa do habitat, ocorre a reproducdo entre pequenos grupos consanguineos, assim reduzindo a
variabilidade genética, refletindo em uma reducdo na performance reprodutiva e na baixa qualidade dos gametas
(Wildt et al., 1983). Assim, ¢ necessario o desenvolvimento de estratégias para o estudo e sustentabilidade de
espécies carnivoras, favorecendo uma utilizacdo mais dindmica dos gametas e contribuindo para aumento da
diversidade genética, consequentemente, influenciando de forma positiva na sua conservagao.

Para o sucesso da conservagdo, ¢ necessario o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas como:
criopreservacdo de gametas, controle de ovulagdo, inseminagdo artificial, fertilizagdo in vitro e transferéncia de
embrides, possibilitando sua integragdo ao manejo genético de populagdes em centros de reproducdo, zooldgicos ¢
parques (Wildt, 1992; Comizzoli ¢ Holt, 2014; Comizzoli, 2017). Assim, o objetivo desta revisdo foi descrever as
biotécnicas reprodutivas ja relatadas em algumas espécies de carnivoros neotropicais, discutindo seus principais
resultados.
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Criopreservacio de sémen

As principais técnicas descritas para a criopreservagdo estdo relacionadas ao uso de amostras do gameta
masculino em vez do gameta feminino, com as metodologias variando amplamente entre as espécies. Cdes e gatos
geralmente, sdo os modelos experimentais ideais para estas biotecnologias, embora grandes adaptacdes sejam
necessarias para o desenvolvimento da técnica em questdo (Silva et al., 2004).

Primeiramente, ¢ necessario se estabelecer o protocolo de obten¢do das amostras para dar continuidade ao
desenvolvimento da técnica. A eletroejacualagdo ¢ o método mais utilizado para a coleta de sémen em espécies
carnivoras (Wildt et al., 1983). Este método permite a coleta segura tanto para o animal, quanto para a equipe
executora, uma vez que ¢ necessario a anestesia do animal para tal procedimento, como também, geralmente ¢ o
método de primeira escolha para obtengdo de amostras em qualquer espécie selvagem. Entretanto, outros métodos
de coleta alternativos ja foram testados em carnivoros neotropicais.

A manipulagdo digital, que é o método mais comum de coleta de s€émen em caes, ja foi realizada com
sucesso em lobos-guara (Chrysocyon brachyurus) (Teodoro et al., 2012). J& a recuperagdo epididimaria, um método
capaz de recuperar espermatozoides de individuos que vieram a dbito, ou passaram por procedimento de
esterilizagdo, ja foi realizado para coleta de amostras de varias espécies de carnivoros neotropicais como lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus), urso andino (Tremarctos ornatos), puma (Puma concolor) e onga-pintada (Panthera
onca) (Jewgenow et al., 1997; Maksudov et al., 2008), porém, devido as condi¢cdes de coleta realizada na maioria
das vezes em animais senis ou mortos, ocorre o comprometimento da qualidade da amostra. Por fim, métodos mais
atuais para obtencdo de amostra de s€émen ja vém sendo desenvolvidos, se destacando a coleta farmacoldgica, onde
sdo utilizadas substancias anestésicas derivadas da medetomidina, que promovem a ejaculacdo sem a necessidade de
estimulos elétricos, no qual ja foram obtidos excelentes resultados em ongas-pintadas (Panthera onca) preconizando
a dose de 0,08 a 0,1 mg/kg (Araujo et al., 2017).

Apo6s o sémen coletado, previamente a criopreservacdo ¢ importante que tenha uma avaliagdo criteriosa
sobre a qualidade da amostra, como também a descricdo das particularidades presentes na espécie estudada. Por
exemplo, em procionideos como o quati (Nasua nasua) e o guaxinim (Procyon cancrivorus) ¢ verificada a presenca
de um capuz acrossomal diferenciado, que este ndo € encontrado nos outros carnivoros (Silva et al., 2014; Silva et
al., 2015), ja nos felideos em geral, ha um grande percentual de células apresentando defeitos morfoldgicos (Aratijo
et al., 2015; Aragjo et al., 2017).

Apos o sémen coletado, ¢ fundamental que este seja preparado para a criopreservagdo. Primeiramente ha
necessidade do uso de meios diluidores capazes de suprir as necessidades do espermatozoide durante a refrigeracao
até a criopreservagdo, como também evitar que a célula sofra alteragdes deletérias durante o procedimento (Silva et
al., 2018).

Viérios diluidores j& foram testados, porém aqueles que possuem em sua composi¢cdo o TRIS (Tris-
hidroximetil-aminometano) obtiveram maior sucesso em espécies carnivoras como jaguatiricas (Leopardus
pardalis), gato do mato (Leopardus tigrinus) (Araujo et al., 2015), oncas-pintadas (Panthera onca) (Silva et al.,
2017), pumas (Puma concolor) (Deco-Souza et al., 2013) e quatis de cauda anelada (Nasua nasua) (Paz e Avila,
2015). Diluidores alternativos sdo uma opg¢ao para a composicdo do meio, dentre estes, temos o derivado de dgua de
coco em pd (ACP-117¢), que ja apresentou resultados similares ao Tris até a etapa de refrigeracdo, em ongas-
pintadas (Panthera onca) (Silva et al., 2017).

Outros componentes também sdo fundamentais, para complementar o meio diluidor, dentre estes, a gema
de ovo possui fundamental importancia, pois funciona protegendo a membrana celular de alteragdes na bicamada
fosfolipidica, sendo utilizada geralmente na proporcdo de até 20% (Amstislavsky et al., 2012).

A inclusdo de um crioprotetor também se torna importante, pois este é responsavel pela protegdo contra a
formagdo dos cristais de gelo, no qual geralmente ¢ utilizado o glicerol em concentracdes variaveis de 2 a 10%,
porém outros crioprotetores como o DMSO ja foram utilizados (Johnson et al., 2014a, Silva et al., 2018).

O sémen poés-diluido, deve passar pelas etapas de refrigeracdo até a criopreservacio, podendo entdo ser
armazenadas em taques de nitrogénio por tempo indeterminado, entretanto, apenas poucas espécies ja possuem
protocolos descrevendo a criopreservagdo de sémen com sucesso, como em jaguatiricas (Leopardus pardalis), gato
do mato (Leopardus tigrinus) (Araujo et al., 2015), oncas-pintadas (Panthera onca) (Paz et al, 2007), pumas (Puma
concolor) (Deco-Souza et al., 2013) e quatis de cauda anelada (Nasua nasua) (Paz e Avila, 2015), sendo necessario
ainda o estudo em novas espécies, bem como o aprimoramento dos protocolos ja descritos.

Inducio da atividade ovariana

A inducdo da atividade ovariana com o uso de gonadotrofinas exdgenas ja ¢ uma realidade bastante usual
no controle da reprodugdo em diferentes espécies de felideos visando a utilizagdo de outras biotécnicas como a
sincronizagdo, a inseminagdo artificial, a fertilizacdo in vitro, além da transferéncia e criopreservacao de embrides.
(Lima Neto et al., 2017).

Protocolos utilizando a gonadotrofina corionica equina (eCG) e a gonadotrofina coridénica humana (hCG)
sdo bastante usuais pois possuem uma prolongada meia vida na circulag@o (24 — 48h). Também podem ser utilizados
métodos alternativos como o uso do foliculo estimulante suino (pFSH), ou o horménio luteinizante suino (pLH) e
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seus derivados, estes possuem a biodisponibilidade inferior aos anteriormente citados, sendo de aproximadamente
2h (Paz, 2013).

Os protocolos estipulados com eCG e hCG para estimulag@o ovariana, visando inseminagéo artificial e FIV,
ja foram utilizados em varios felideos como: jaguatirica (Leopardus pardalis), gato do mato pequeno (Leopardus
tigrinus) (Swanson et al., 2002; Paz et al., 2006); puma (Puma concolor) (Barone et al., 1994); e onga-pintada
(Panthera onca) (Jimenez et al., 1999; Morato et al., 2000). Em canideos apenas em lobo guard (Chrysocyon
brachyurus), foi realizado um estudo por Johnson et al., 2014b, realizando a indug¢do ovariana pelo uso de LH, e foi
percebido que dentre as espécies de canideos ja estudadas, apenas no lobo guara, ha necessidade da presenca do
macho para que ocorra a ovulagao.

Inseminacao artificial

O sucesso da inseminag¢do artificial em carnivoros esta diretamente ligado ao local de deposi¢do do sémen
no trato reprodutivo da fémea. Os resultados relacionando os métodos de inseminagdo com deposi¢ao do sémen na
vagina e por meio cirurgico diretamente no utero, demonstram que a deposicao direta no utero apresenta resultados
mais satisfatorios (Howard, 1993). Outro fator que pode interferir diretamente no sucesso da técnica ¢ a qualidade
do sémen, no qual € visto uma resisténcia menor do sémen descongelado quanto comparado a amostra fresca.

Em felideos, ja é possivel realizar a técnica da inseminagdo artificial em algumas espécies com o resultado
de gestacdo e filhotes ao complemento da técnica. As espécies que ja foram descritas sdo: puma (Puma concolor)
(Barone et al., 1994), no qual foi possivel produzir um filhote saudavel, utilizando a técnica da inseminagdo artificial
por video-laparoscopia; em jaguatirica (Leopardus pardalis) (Swanson et al., 1996) também da mesma forma, foi
possivel produzir um filhote saudavel; em gato do mato pequeno (Leopardus tigrinus) (Moraes et al., 1997).
Recentemente, uma parceria da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT), Mata Ciliar ¢ o Zooldgico de
Cincinnati/EUA foi possivel obter um filhote sadio através da técnica de inseminagdo artificial por video-
laparoscopia em onga-pintada (Panthera onca) (Cincinnati, 2019).

Em canideos, apenas no lobo guard (Chrysocyon brachyurus), estdo sendo realizados protocolos para a
inseminagdo, onde o Smithsonian Conservation Biology Institute realiza estudos avancados para o desenvolvimento
de biotécnicas reprodutivas que favorecem a conservagao desta espécie, entretanto, estes ainda estdo em fase inicial.

Fertilizacio in vitro

A fertilizagdo in vitro (FIV) é uma técnica bastante til para a preservacao de espécies ameacadas, uma vez
que pode ser realizada previamente a recuperagdo de oocitos por meio de laparoscopia em animais que tiveram de
passar por procedimento de ovariectomia, ou em individuos pos-mortem que ainda possuam tempo habil para
recuperacdo, ndo havendo comprometimento do material bioldgico (Paz, 2013).

Nos felideos a maturag@o oocitaria ocorre dentro de 24 a 32 horas no meio de cultivo, porém destes que
atingem a maturagdo, 70% sdo capazes de serem fertilizados, e apenas 20 a 30% conseguem o desenvolvimento até
blastocisto (Johnston et al, 1989). Nos canideos como citado anteriormente, a taxa de sucesso ¢ ainda menor devido
principalmente, ao desenvolvimento do o6cito ser mais tardio que em outras espécies (Santos et al., 2006).

Nos carnivoros neotropicais, um dos primeiros trabalhos realizados foi em puma (Puma concolor), no qual
foi possivel a recuperacdo de 106 odcitos, com 43,8% maturados, e destes 40% sendo fertilizados com
espermatozoide coespecifico e 26,5% com espermatozoide de gato doméstico (Miller et al., 1990). Ja em 1998, Pope
et al., produziu embrides de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) com taxa de sucesso de 55,6%.

Os primeiros trabalhos envolvendo a producdo in vitro de embrides no Brasil foram realizados em onga
pintada (Panthera onca), onde por meio de estimulagdo ovariana utilizando pFSH e LH, foram obtidos 25 foliculos
viaveis/fémea. Entretanto, em menos de 25% foi possivel a realizacdo da fertilizagdo (Morato et al., 2000). J4 em
jaguatirica (Leopardus pardalis) e em gato do mato pequeno (Leopardus tigrinus), no qual as fémeas foram tratadas
com ¢CG/hCG, a obtengdo média foi de 10 foliculos viaveis/fémea. Destes foliculos 60% foram possiveis de
realizar a FIV, sendo ao final obtidos 76 embrides de jaguatirica (Leopardus pardalis) e 52 de gato do mato pequeno
(Leopardus tigrinus) (Swanson e Brown, 2004).

Transferéncia de embrioes

As técnicas relacionadas a transferéncia de embrides realizadas nas espécies carnivoras neotropicais tém
uma baixa taxa de sucesso. Este fato pode estar relacionado com a baixa porcentagem de clivagem embriondria pos
descongelamento, como por exemplo em felinos, que possuem taxas inferiores a 70% (Pope, 2000). Tal fator pode
estar associado devido uma baixa resisténcia dos embrides a criopreservagdo, ou até mesmo a uma sincronizagao
inadequada da fémea receptora a fim de manter a sobrevivéncia fetal (Swanson ¢ Brown, 2004).

Uma tentativa de transferéncia de embrides de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) para gato
doméstico foi realizada por Pope et al., (1998). Apesar de conseguir levar a técnica até a formacdo de embrides, ndo
foi possivel a obtengao final de filhotes.

Até o momento o Unico sucesso na transferéncia de embrides em carnivoros neotropicais foi através do
trabalho em parceria do Zooldgico de Sdo Bernardo do Campo no Brasil e do Zooldgico de Cincinnati nos Estados
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Unidos, no qual foram produzidos filhotes de jaguatirica (Leopardus pardalis), através da transferéncia de embrides
por meio de laparoscopia na tuba embrionaria (Swanson, 2012).

Consideracdes finais

Ha grande dificuldade em conservar espécies ameacadas de extingdo. Instituigdes como zooldgicos e
demais mantenedores de espécies selvagens, ndo estdo conseguindo atingir os indices de manutencdo demografica e
genética, que deveriam ter pelo menos 90% de armazenamento da diversidade genética.

Recentemente, houve um aumento no nimero de trabalhos destinados & conservacdo de espécies
carnivoras, mas ainda ha dados insuficientes para estabelecer protocolos ideais. Espécies carnivoras neotropicais,
como cachorro-vinagre (Speothos venaticus), tara (Eira barbara), ariranha gigante (Pteronura brasiliensis), urso-de-
oculos (Tremarctos ornatus), entre outras, ndo foram submetidas a pesquisas relacionadas a utilizagdo de biotécnicas
que visem a preservagdo destas espécies. Muitas destas ndo possui sequer uma descrigdo simples dos parametros de
sémen fresco, ou nem o protocolo de coleta de sémen foi estabelecido.

Mesmo com a aplicagdo das biotécnicas reprodutivas, apenas em jaguatirica (Leopardus pardalis), foi
possivel o sucesso final com a produgdo de filhotes. Entretanto, muitas pesquisas relacionadas as espécies carnivoras
neotropicais, como por exemplo na ong¢a pintada (Panthera onca) e no lobo guard (Chrysocyon brachyurus) estdo
em fase de desenvolvimento por Universidades brasileiras e instituigdes estrangeiras a fim de utilizar o recurso
genético desses animais e de outras espécies ameacgadas como estratégias de conservagao.
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