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Resumo 
 

A reprodução assistida se faz necessária em programas de conservação de espécies ameaçadas de 
extinção, sendo um facilitador de transporte e troca de material genético. Neste contexto, o acesso ao 
material de animais de vida livre é essencial para incrementar o banco genético da espécie em questão, no 
entanto adaptar os métodos possíveis à realidade do campo torna essa área de pesquisa desafiadora. Ainda 
hoje os espermatozoides são os gametas mais acessados em animais de vida livre, porém com pouco uso 
efetivo para criopreservação e produção de filhotes. É pungente a necessidade de mais pesquisas nesta 
área, uma vez que há centenas de espécies brasileiras ameaçadas, com especificidades fisiológicas e que 
habitam habitats variados, o que demanda adaptações espécie-específicas e hábitat específicas.   
 
Palavras-chave: conservação única, biobanco, FIV, fibroblasto, tecido gonadal  
 

Abstract 
 

Assisted reproduction is necessary for conservation programs for endangered species, 
facilitating transport and exchange of genetic material. In this context, access to material from free-living 
animals is essential to increase the genetic bank of the species in question. However, adapting the 
possible methods to the reality of the fieldwork makes this area of research a challenge. Even today, 
sperm are the most accessed gametes in free-living animals, but with little effective use for 
cryopreservation and production of offspring. The need for more research in this area is acute, as there 
are hundreds of Brazilian species under threat, with physiological specificities, and that inhabit varied 
habitats, which demand species-specific adaptations and specific habitats.  
 
Keywords: One conservation, biobank, IVF, fibroblast, gonadal tissue  
 

Introdução 
 

A reprodução assistida (TRA) é uma ferramenta chave no revigoramento genético de espécies 
ameaçadas de extinção. Além disto, a manutenção e ampliação de habitats, somados à mitigação de 
conflitos humano vs animais selvagens é imprescindível para que as populações se mantenham viáveis. 
No entanto, em situações mais extremas essas ações não são suficientes para favorecer o incremento 
genético necessário. Nesses casos, a associação de outras estratégias é mandatória para otimizar a 
conexão estratégica de indivíduos de genética desejável.  

O primeiro desafio para se desenvolver a RA em espécies selvagens é adaptar os métodos 
disponíveis às variações fisiológicas e comportamentais espécie-específicas, que muitas vezes ainda nem 
conhecidas são.  Considerando que há, no Brasil, 112 táxons de mamíferos, 236 de aves, 85 de répteis, 42 
de anfíbios e 98 de peixes com algum grau de ameaça entre vulnerável e extinto, podemos ter uma visão 
do volume de trabalho que temos pela frente (ICMBio/MMA 2018a; ICMBio/MMA 2018b; 
ICMBio/MMA 2018c; ICMBio 2018). De uma forma geral, esses métodos são desenvolvidos 
inicialmente em animais mantidos sob cuidados humanos, em ambientes artificiais (ex situ), pela relativa 
facilidade de acesso aos espécimes. No entanto, fatores a serem discutidos a seguir justificam a 
necessidade de evoluir com os métodos para serem aplicados em animais de vida livre (in situ).  
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O ambiente ex situ impõe ao indivíduo a necessidade de adaptação a um ambiente para o qual a 
espécie não evoluiu, o que demanda mobilização de vias de resposta ao estresse que podem culminar com 
falhas reprodutivas (Dickens and Bentley 2014; Munson et al. 1996). Neste caso, a qualidade do ambiente 
ex situ – recintos, manejo nutricional, manejo sanitário etc. – influencia diretamente no sucesso do 
protocolo das TRA. No entanto, ainda enfrentamos a realidade de que muitos animais são mantidos em 
condições aquém das necessárias para um bem-estar adequado. Outro ponto a se considerar é o recurso 
financeiro necessário para a manutenção de uma população ex situ viável para uso em tais programas 
(Swanson et al. 2007). Além disso, muitas instituições realizam procedimentos cirúrgicos – 
principalmente a vasectomia – como forma de controle reprodutivo para a manutenção de casais, 
otimizando assim o uso do espaço. A vasectomia como método contraceptivo de eleição dificulta ou 
impossibilita a colheita de espermatozoides desses indivíduos, inviabilizando seu uso nos programas de 
reprodução assistida. Além disso, há variações genéticas dentro da espécie que devem ser consideradas 
no momento da escolha dos casais, o que dificulta ainda mais a manutenção da população ex situ como 
única fonte genética para a reprodução assistida.  

Desta forma, a manutenção de animais sob cuidados humanos associada ao acesso de material 
genético de animais de vida livre, torna-se uma estratégia mais completa para o revigoramento genético 
de animais ameaçados e reforça a teoria de conservação integrada “One Conservation” (Pizzutto et al, 
2021). Neste artigo discutimos as perspectivas e desafios para o efetivo acesso ao material genético em 
animais de vida livre.  
 
Acesso ao material genético de animais de vida livre 
 

Atualmente o material genético para reprodução mais acessado em animais de vida livre são os 
espermatozoides. Ainda assim, seu uso efetivo para produção de filhotes é insuficiente (Benham et al. 
2021; Hermes et al. 2013; Hildebrandt et al. 2012; Hildebrandt et al. 2009; Penfold et al. 2005), isso 
porque os métodos de colheita e criopreservação de espermatozoides aplicados em animais sob cuidados 
humanos nem sempre são viáveis para os indivíduos em vida livre (Araujo et al. 2020a).  

Um dos métodos possíveis é a recuperação de espermatozoides do epidídimo e/ou ducto 
deferente em animais submetidos à orquiectomia, in vivo ou post mortem. Esta técnica permite o 
aproveitamento de material genético de animais que foram atropelados, vieram a óbito por catástrofes 
ambientais ou antrópicas, ou mesmo que foram abatidos ou castrados para controle populacional. Nesses 
casos, os testículos, juntamente com o epidídimo e ducto deferente, são enviados sob refrigeração (5°C) 
para processamento em laboratório. O tempo decorrido entre o óbito, a remoção das gônadas para 
refrigeração e o processamento em laboratório influenciam diretamente na viabilidade e congelabilidade 
dos espermatozoides recuperados (Fernández-Santos et al. 2009). Em uma espécie de caprino selvagem 
(Rupicapra pyrenaica parva), por exemplo, a motilidade progressiva (MP) caiu (queda em média de 
37%) nas amostras em que os espermatozoides foram colhidos do epidídimo após 72 e 96h de 
armazenamento a 5°C (animais de caça). Por outro lado, a MP das amostras mantidas a 5°C por até 48h 
não diferiram em relação àquelas processadas entre 6 e 24h de armazenamento (Álvarez-Rodriguez et al. 
2018). Resultados observados em uma espécie de cervo, indicaram que não houve diferença na 
motilidade total e na motilidade progressiva de espermatozoides colhidos do epidídimo após 96h de 
armazenamento do órgão a 5°C em relação àqueles processados logo após o óbito (Fernández-Santos et 
al. 2009). O ponto chave entre esses trabalhos é que os testículos e epidídimos foram armazenados sob 
refrigeração logo após o óbito dos animais, o que limita o uso da técnica para situações mais controladas 
como abates ou castrações para controle populacional, abates em fazendas de caça e animais eutanasiados 
(Bento et al. 2019; Iolchiev et al. 2017; Keeley et al. 2012). O desafio é então recuperar espermatozoides 
mesmo após algumas horas de óbito do animal, viabilizando assim a recuperação genética de animais 
atropelados e vítimas de catástrofes, por exemplo.  

Em se tratando de animais vivos, a eletroejaculação (EE) ainda é o método mais usado para 
obtenção de sêmen. Este método tem por vantagens a possibilidade de aplicação em animais anestesiados 
e sem a necessidade de treinamento prévio, o que viabiliza o uso em animais de vida livre. A EE é usada 
em mamíferos (Wildt et al. 1983), répteis (Assumpção et al. 2017) e aves (Gee et al. 2004), porém em 
relativamente pouca das oportunidades o sêmen colhido de animais de vida livre foi criopreservado 
(Hermes et al. 2013; Hildebrandt et al. 2012; Hildebrandt et al. 2009; Okano et al. 2004; Oliveira et al. 
2016; Penfold et al. 2005). A possibilidade de contaminação por urina e a obtenção de amostras mais 
diluídas, somadas a estimulação ao retorno do plano anestésico (pela estimulação elétrica) e a 
necessidade de técnicos altamente treinados, são fatores que dificultam o efetivo uso da EE em animais 
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de vida livre (Araujo et al. 2018). Soma-se ainda aos fatores citados a necessidade de energia elétrica, 
recurso não disponível em hábitats remotos onde populações chave encontram-se isoladas 
geograficamente. No entanto, esta foi até poucos anos a opção de escolha pela falta de um método 
alternativo eficaz.  

Nas últimas décadas os métodos farmacológicos para colheita de sêmen vêm emergindo como 
substituto à EE (Araujo et al. 2020b; Araujo et al. 2018; Lueders et al. 2012; Silva et al. 2019). Esse 
método consiste em usar de fármacos que estimulam a liberação de espermatozoides na uretra, com ou 
sem ereção ou ejaculação. Os fármacos mais usados em mamíferos selvagens são os alfa-2-Agonistas 
(α2-A) como a detomidina, medetomidina e dexmedetomidina (Araujo et al. 2018; Curry and Roth 2016; 
Franklin et al. 2018; Kheirkhah et al. 2017; Lueders et al. 2012; Silva et al. 2021). Seu uso é crescente e 
promissor para diversas espécies ameaçadas e vem sendo um divisor de águas pra viabilizar a 
criopreservação de sêmen em animais de vida livre (Araujo et al. 2018; Silva 2020; Silva et al. 2019).  

O refinamento para a criopreservação de sêmen, como o tipo e a concentração do crioprotetor a 
ser usado, a melhor fonte de energia, curva de resfriamento, tempo de equilíbrio e curva de congelação, 
são espécie dependentes (Nagashima and Songsasen 2021). Porém alguns aspectos devem ser 
considerados para viabilizar a criopreservação de sêmen / espermatozoides em animais de vida livre. 
Cabe salientar que as condições de campo não são uniformes e vão desde áreas preservadas com acesso à 
energia elétrica e até internet, até áreas isoladas sem qualquer acesso à energia (nem mesmo a 
possibilidade de deslocamento de geradores). Obviamente todo o protocolo a ser usado dependerá da 
logística disponível. Em situações em que a energia elétrica é inexistente ou instável o uso de meios mais 
estáveis é fundamental. Neste caso a gema de ovo, é uma barreira a ser transposta por ser perecível e ter 
variações em sua composição, uma vez que é um produto de origem animal não purificado. Meios com 
lecitina de soja ou lipoproteínas extraídas da gema de ovo têm sido usados ainda que de forma discreta 
em animais selvagens – com a vantagem de reduzir contaminação e transmissão de doenças, reduzindo 
barreiras para o transporte do material, e de serem mais estáveis – sendo assim a alternativa de escolha 
para as situações de campo (Saragusty et al. 2006; Silva 2020). Outro ponto é o acesso a equipamentos e 
materiais que dispensem a energia elétrica para a etapa de refrigeração. Uma alternativa é a congelação 
em nitrogênio líquido blocos de gelo reciclável a serem usados em caixas térmicas para a refrigeração e 
estabilização das amostras – visto que o nitrogênio líquido é indispensável à criopreservação (Araujo et 
al. 2020a). Outra opção é o uso de equipamentos com bateria que já estão disponíveis no mercado (Jorge-
Neto et al. 2020). Sendo assim, a portabilidade e autonomia dos equipamentos assim como a estabilidade 
dos meios de criopreservação, aliados a um método prático e seguro de colheita de sêmen, são cruciais 
para viabilizar os procedimentos de criopreservação de sêmen em animais de vida livre.  

Um desafio ainda maior é acessar o material de fêmeas de vida livre, visto que para fazê-lo com 
animais vivos seria necessário realizar procedimentos cirúrgicos a campo, com pouco ou nenhum 
controle pós-cirúrgico, o que pode ser eticamente questionável. Sendo assim, as ações são focadas em 
recuperar material post-mortem de fêmeas abatidas para controle populacional (Benham et al. 2021; 
Herrick et al. 2004; Meintjes et al. 1997). Uma alternativa a se explorar é a manutenção temporária em 
ambiente ex situ. Apesar de parecer um contrassenso retirar animais de espécies ameaçadas da natureza, 
estamos considerando aqui situações críticas em que a população está em declínio e os métodos para 
conservação in situ não estão sendo eficazes no curto prazo. Apenas alguns meses em ambiente ex situ 
podem ser suficientes para pareamento de casais e nascimento de filhotes e colheita de oócitos após 
estimulação hormonal. Essas técnicas isoladas ou em conjunto podem ser usadas para a fixação de uma 
genética desejável ex situ, sem causar impacto na população in situ.  

Métodos ainda mais incipientes são a congelação de gônadas e a clonagem a partir de 
fibroblastos. A partir de ovários obtidos após procedimentos de eutanásia ou castração é possível obter 
oócitos para maturação in vitro e criopreservação de fragmentos da gônada para posterior xenotransplante 
em camundongos imunossuprimidos (Wiedemann et al. 2013; Wiedemann et al. 2012; Wolvekamp et al. 
2001). De forma semelhante, tecido testicular pode ser criopreservado para posterior xenotransplante em 
camundongos e obtenção de espermatozoides (Silva et al. 2020). A criopreservação e cultivo de gônadas 
tem a vantagem de recuperar genética de animais que vieram a óbito mesmo antes de atingirem 
maturidade sexual. Ainda assim, são métodos limitados a animais que vieram a óbito há pouco tempo e 
ainda estão em fase de aprimoramento das tecnologias, não sendo uma realidade para animais de vida 
livre no momento. A clonagem a partir de fibroblastos é uma alternativa aplicável a animais que não 
estejam produzindo gametas (por idade avançada, degeneração patológica, ou mesmo imaturidade sexual) 
e em situações de campo em que não há a possibilidade de acesso aos gametas. Neste caso, um fragmento 
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de tecido cutâneo é cultivado para produção de fibroblastos, que posteriormente serão fundidos a oócitos 
enucleados para produção de embriões (Kim et al. 2007).  

 
Conclusão 

 
O acesso ao material genético de animais de vida livre é um passo crucial para a conservação de 

espécies ameaçadas de extinção. Porém, as dificuldades de acessibilidade aos locais de captura aliadas 
aos equipamentos necessários ao processamento do material exigem adaptações dos métodos disponíveis 
para situações ex situ. Os métodos alternativos que vêm surgindo aparecem como aditivos estratégicos 
para a obtenção desses materiais. No entanto, tudo isso requer o refinamento de técnicas, o que demanda 
tempo que talvez não tenhamos visto que algumas espécies precisam de intervenções urgentes. Nesse 
sentido, o foco do trabalho deve ser tentar aproveitar os possíveis materiais, mesmo com baixa qualidade, 
e aprimorar em paralelo as técnicas para obter melhores resultados posteriormente. Se não tivermos 
genética armazenada hoje, podemos não ter animais suficientes para acessá-la quando os protocolos 
estiverem estabelecidos. 
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