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Avancos na andrologia de animais selvagens
Advances in wild animal andrology
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Resumo

As tecnologias de reproducao assistida (TRA) sdo de fundamental importancia para a conexao de
individuos em diferentes localidades, facilitando assim o intercAmbio genético e favorecendo a
variabilidade genética de uma espécie. Por esta razdo, as TRAs podem ser ferramentas importantes para a
conservagao de espécies ameagadas de extingdo. Apesar dos esforgos nas ultimas décadas, o avango no
desenvolvimento de tais tecnologias estd aquém a urgéncia de reverter processos de baixa variabilidade
genética em algumas espécies. A necessidade de refinamento das técnicas para as particularidades
fisiologicas e comportamentais de cada espécie, somada a raridade de acesso aos animais sdo os
principais fatores relacionados as dificuldades em se avangar com as TRAs. As técnicas mais recentes
desenvolvidas para a recuperagdo de espermatozoides em animais selvagens sdo a colheita farmacologica,
com uso de alfa-2-agonistas e a criopreservagao / vitrificag@o testicular com posterior cultivo. Pouco de
avangou, no entanto, em relagdo aos métodos de criopreservacdo, prevalecendo associacdo classica de
TRIS-gema-glicerol. Discutimos, entdo os métodos usados para acesso ao gameta masculino em espécies
selvagens e suas aplica¢des na conservacdo animal.
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Abstract

Assisted reproduction technologies (ART) are of fundamental importance for connecting
individuals in different locations, thus facilitating genetic exchange and favoring the genetic variability of
a species. For this reason, TRAs can be important tools for the conservation of endangered species.
Despite efforts in recent decades, the advance in the development of such technologies is short of the
urgency of reversing processes of low genetic variability in some species. The need to refine the
techniques for the physiological and behavioral particularities of each species, added to the rarity of
access to animals, are the main factors related to the difficulties in advancing with TRAs. The most recent
techniques developed for sperm collection in wild animals are pharmacological collection, with the use of
alpha-2-agonists and testicular cryopreservation / vitrification with subsequent cultivation. Little
progress has been made, however, in relation to cryopreservation methods, prevailing the classic
association of TRIS-yolk-glycerol. We therefore discuss the methods used to access the male gamete in
wild species and their applications in animal conservation.
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Introducao

A biodiversidade se manifesta em trés niveis hierarquicos: diversidade genética, diversidade de
espécies e diversidade de ecossistemas (Di Castri; Younés, 1996). A saude (diversidade) genética das
populacdes garante adaptabilidade ao ambiente e qualidade reprodutiva dos individuos, sendo assim a
base de sustentacdo da biodiversidade (O’brien et al, 1985; Wildt et al., 1983). Desta forma, as
estratégias de conservacdo devem garantir a manutencdo de populagdes geneticamente vidveis, reduzindo
a perda de individuos, e acessando e conectando o recurso genético disponivel sob cuidados humanos (ex
situ) e em seu ambiente natural (in situ).

Neste contexto, a reprodugdo assistida ¢ uma importante ferramenta para a conservagdo de
animais selvagens por facilitar o intercambio genético entre individuos em diferentes localidades
sobrepassando as intercorréncias advindas da translocagdo dos animais e otimizando o acesso a genética
dos individuos. O desafio ¢ entdo desenvolver e adaptar tais tecnologias as particularidades especificas
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das espécies selvagens, especialmente as ameagadas de extingao.

A primeira etapa do desenvolvimento de biotecnologia reprodutiva ¢ compreendida pela colheita
e analise de espermatozoides (Barnabe et al., 2002). Diversas técnicas de obtencao de espermatozoides
tétm sido desenvolvidas, possibilitando a recuperagdo por meio de métodos tradicionais como
eletroejaculacdo, masturbacdo e mais recentemente a colheita farmacologica. No entanto, a conservagao
de génadas masculinas para posterior cultivo ou xenotransplante possibilitam o acesso a espermatozoides
de animais que vieram a Obito mesmo antes de atingir maturidade sexual. Neste artigo discutimos os
métodos usados para acesso ao gameta masculino em espécies selvagens e suas aplicacdes na
conservagdo animal.

Meétodos de colheita de espermatozoides

As técnicas classicas de colheita de sémen em animais selvagens sdo a eletroejaculacdo e a
colheita pelo epididimo: a primeira por poder ser empregada em animal sedado e a segunda por permitir o
acesso aos espermatozoides em animais que vieram a 6bito ou que foram submetidos a orquiectomia. A
colheita por masturbacdo também ¢é eventualmente empregada, porém exige um grande esfor¢o para
treinamento dos animais, logo esta restrita a animais mantidos sob cuidados humanos. Para a colheita de
sémen em cachorro do mato, por exemplo, foram necessarias 299 tentativas de colheita para colher 13
amostras de apenas dois dos cinco animais treinados (Carvalho et al., 2020).

A recuperagido de espermatozoides epididimario e/ ou do ducto deferente ¢ uma das técnicas
mais empregadas em animais selvagens, principalmente em locais onde ha abate de animais para controle
populacional em reservas. Colheitas eventuais ocorrem oportunamente em animais que vieram a obito
(Bento et al., 2019; Carelli et al., 2017). Apesar de ter o potencial aplicagdo para animais que foram
atropelados ou que vieram a Obito por catastrofes ambientais ou antropicas, ainda se limita a situagdes
mais controladas em que o acesso ao animal foi imediatamente apo6s seu 6bito — podendo o material ser
mantido refrigerado por certo tempo (Bento et al., 2019; Iolchiev et al., 2017; Keeley et al., 2012). O
desafio atual é avaliar a possibilidade de recuperar os espermatozoides mesmo de animais que ja vieram a
obito ha algum tempo (Deco-Souza et al., 2021).

A eletroejaculacdo (EE) ¢ uma técnica empregada em diversas espécies de animais selvagens e
por muitos anos foi a principal empregada em animais in vivo (Luba et al., 2015; Souza, 2009; Wildt et
al., 1991). O protocolo de estimulos elétricos varia de acordo com a espécie, e ¢ necessario adaptar
também a probe ao tamanho do animal. Um dos primeiros protocolos foi descrito por Howard et al.,
(1981) para colheita de s€émen em ungulados, e¢ foi adaptado para outas espécies de animais selvagens
(Okano et al. 2004; Wildt et al., 1983). Este consiste na aplicagdo de series cada uma consistindo em 10
estimulos de mesma intensidade, porém com intensidade crescente entre cada uma das séries. Outro
padrdo usado consiste na aplicagdo de estimulos de intensidade crescente (1 V por vez) de até 11
estimulos por série, seguidos de séries com estimulos de mesma intensidade (neste caso no seu valor mais
alto) (Kojima et al., 2001; Okano, 2004).

O protocolo anestésico usado tem efeito direto sobre a eficiéncia da EE. O propofol se mostrou
um bom anestésico para colheita de sémen em catetos, permitindo rapida recuperacao anestésica, além da
colheita de espermatozoides com melhor qualidade e integridade de membrana (Souza, et al., 2009). Em
felinos, a associagcdo de ketamina com um alfa-2-agonista (xilazina, detomidina ¢ medetomidina), é o
protocolo mais usado, porém a associacdo de tiletamina com zolazepan, também ¢ um protocolo eficiente
(Santiago-Moreno et al., 2011; Silva et al., 2014). Devido ao estimulo as inervagdes do trato génito-
urinario, as taxas de contaminagdo por urina ainda sdo elevadas pela EE, e estd relacionada com o
posicionamento da probe retal, a intensidade do estimulo aplicado e excesso de urina na bexiga. Visando
reduzir a contaminagdo por urina, a bexiga por ser esvaziada previamente, com auxilio de sonda uretral e
soro fisiologico (Deco et al., 2010). Recomenda-se também a troca dos tubos coletores a cada ejaculado
evitando a contaminagdo por amostras posteriores (Da Paz, 2019).

Apesar de ser eficiente, alguns contratempos na aplicagdo da EE como a possibilidade de
contaminagdo por urina, obten¢cdo de amostras mais diluidas, estimulagdo ao retorno do plano anestésico
(pela estimulagdo elétrica) e a necessidade de técnicos altamente treinados tem estimulado sua
substitui¢do pela colheita de sémen pelo método farmacoldgico. Este consiste no uso de drogas que
permitem a colheita de sémen apds a ejaculagdo ou diretamente da uretra por meio de sondagem (Araujo
et al., 2018; Silvatti et al, 2020). Os farmacos mais usados em mamiferos selvagens sdo os alfa-2-
Agonistas (02-A) como a detomidina, medetomidina ¢ dexmedetomidina (Araujo et al., 2018; Curry;
Roth, 2016; Franklin et al., 2018; Kheirkhah et al., 2017; Lueders et al., 2012; Silva et al., 2021; Silva,
2020). A colheita farmacologica permite a obtengédo de amostras mais concentradas e com menor risco de
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contaminagdo com urina, por meio de uma técnica simples de ser empregada e com o uso de anestésicos
ja usados para a contengdo de animais selvagens. Estas caracteristicas tém incentivado a ampliagdo do seu
uso em animais selvagens.

Outra forma mais recente para recuperacdo de espermatozoides em animais selvagens ¢ a
vitrificagdo ou mesmo congelamento das goénadas. A criopreservagdo e cultivo de gonadas tem a
vantagem de recuperar genética de animais que vieram a Obito mesmo antes de atingirem maturidade
sexual (Silva et al, 2020). Estas técnicas aumentam a possibilidade de recuperacdo da genética de
animais, mesmo que estejam longe de um laboratorio para processamento, pois aumentam o tempo de
armazenamento do material, porém ainda estdo em fase de aprimoramento das técnicas de preservagao e
cultivo.

Avaliacio espermatica

A avaliagdo da qualidade espermatica é um passo necessario para se predizer a capacidade dos
espermatozoides de fecundar um odcito (Pefia Martinez, 2004). A combinagdo de critérios mais
amplamente usada para avaliar o s€émen incluem: aspecto, volume, pH, motilidade, vigor, concentragdo e
morfologia espermatica. Posteriormente foram incluidas avaliagdes espermaticas mais sofisticadas, como
a avalia¢do da integridade dos espermatozoides utilizando marcadores fluorescentes em microscopia de
fluorescente e/ou citometria de fluxo; e analise seminal por sistema computadorizado (CASA - Computer
Assisted Sperm Analysis).

O uso de sondas fluorescentes ou fluorocromos isoladas ou em combinagdes possibilita uma
analise mais criteriosa da integridade estrutural dos componentes dos espermatozoides, devido a sua
caracteristica de marcar estruturas especificas das células e detectar a integridade estrutural e funcional de
forma clara (Peterson et al., 1974).

Pesquisas de integridade da membrana plasmatica com animais selvagens tém sido realizadas
utilizando diferentes associagdes de sondas fluorescentes. Tebet (2004) utilizou lodeto de Propideo e
Diacetato de carboxifluoresceina para verificar a integridade da membrana plasmatica de espermatozdides
criopreservados de Jaguatirica (Leopardus pardalis) e Gato do mato pequeno (Leopardus tigrinus). O
Iodeto de Propideo (IP) possui afinidade ao DNA e cora em vermelho o nicleo da célula com membrana
plasmatica lesionada. O diacetato de carboxifluoresceina (CFDA), por sua vez ¢ hidrolisado por esterases
transformando-se em diacetato de carboxifluoresceina na forma livre, sendo retida apenas dentro da
célula com membrana intacta, emitindo assim uma fluorescéncia de colorag@o verde amarelada (Harrison;
Vickers, 1990; Souza, 2001). Baudi (2005) em seu estudo do efeito do resfriamento sobre a fungéo
espermatica de sémen criopreservado de felinos (Lepardus tigrinus, Leopardus pardalis e Felis catus)
avaliado pelo ensaio competitivo de ligagdo em ovoécito de gata doméstica (Felis catus), usou o lodeto de
propideo e como contra corante o corante supravital Hoechst. Esse corante ¢ comercializado na forma do
Hoechst 33258 (H258) ou do Hoechst 33342 (H342), sendo ambos utilizados para verificar a integridade
de membrana plasmatica, ligando-se especificamente ao DNA e marcando o nucleo da célula em azul
(Casey et al., 1993; Maxwell et al., 1996). A diferenga entre esses corantes estd na permeabilidade da
membrana, uma vez que o H258 marca células com membrana lesada e o H342 marca células com
membrana integra (Casey et al., 1993; De Leeuw et al., 1996). Ja Queiroz (2003), em seu estudo do efeito
das condi¢des de manipulagdo do sémen de jaguatiricas sobre a capacitagdo e a integridade morfologica e
funcional dos espermatozoides, usou o lodeto de propideo associado ao FITC-PNA. Este é uma
associagdo de aglutininas de vegetais, nesse caso o amendoim (Arachys hypogaea), que possuem
afinidade por glicoproteinas encontradas nas membranas acrossomais dos espermatozoides (yanagimachi,
1994). Essa aglutinina associada como o isotiocianato de fluoresceina (FITC), um marcador fluorescente,
emite coloragdo esverdeada no acrossoma lesado. A utilizagdo do FITC-PNA ja foi validada por Long et
al (1996) que através da microscopia eletronica de transmissdo verificou que o corante apresentava uma
ligagdo bastante especifica na membrana externa do acrossomo de espermatozoides de gato doméstico.
Outra aglutinina bastante associada ao FITC ¢ a aglutinina da ervilha (Pisum savitum — PSA), que se liga
aos glicoconjugados da matriz acrossomal e emitem coloracdo esverdeada no acrossoma lesado (Cross;
Meizel, 1989).

A avaliagdo de amostras seminais por sistemas computadorizados possibilita uma avaliagdo
padronizada dos parametros espermaticos entre diferentes estudos e instituigdes. No entanto, para isso
faz-se necessario o desenvolvimento de uma configuragio padrao para cada espécie estudada, ou grupo de
espécies que possuam morfometria espermatica similar. Ainda, ¢ fundamental a descri¢do do
procedimento de preparo das amostras e da camera de analise para permitir a repetibilidade e a
comparagdo entre os experimentos (Aragjo et al., 2021).
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A configurag@o para a CASA em felinos neotropicais foi realizada pela primeira vez padronizado
por Jorge-Neto et al. (2020) para ongas-pintadas, podendo também ser utilizada para outros felinos, como
a oncas-pardas. A analise no CASA pode ser realizada com a diluicdo de uma aliquota do ejaculado em
solucdo tampao (EasiBuffer B; IMV Technologies) ou diluente de sémen (OptiXcell; IMV Technologies).
O fator de diluigdo a ser utilizado deve almejar a concentragdo espermatica de ~20 x 106 espermatozoides
por mL, que resultara em uma quantidade aproximada de 80 células — nimero considerado ideal — por
campo de andlise no CASA (Aratjo et al., 2021).

Em seguida, 3puL do sémen diluido devem ser carregados em uma camera de andlise modelo
LEJA (4 pogos, 20um, IMV Technologies) e analisada em sistema de analise computadorizado da
movimentagdo espermatica. Para definir a configuragdo em ongas-pintadas, Jorge-Neto et al. (2020a)
usaram o sistema IVOS Il pelo software Animal Breeders II (Hamilton Thorne).

Criopreservacio de sémen

O refinamento dos métodos de criopreservacdo em animais selvagens ¢ ainda mais desafiador,
pois as particularidades fisiologicas imprimem variagdes espécie especificas que interferem diretamente
na resposta ao protocolo empregado. Exemplo emblematico ¢ o caso dos canideos em que lobos-guara
toleram melhor o DMSO como crioprotetor enquanto o lobo vermelho tem melhor resultados com o
glicerol (Franklin et al. 2018; Lueders et al., 2013).

Para a maioria das espécies as formulagdes classicas com meio TRIS-Citrato com gema de ovo e
glicerol sdo replicadas (Araujo ef al., 2021). O efeito crioprotetor da gema ¢ explorado ha décadas, porém
a variagdo em sua composicdo ¢ a maior possibilidade de contaminacdo bacteriana tem motivado
pesquisadores a procurar por alternativas como a lecitina de soja ¢ fosfolipidios (Erdmann, 2014;
Erdmann et al., 2020; Vansandt et al., 2019; Vick et al., 2011).

Outra possibilidade é a vitrificagdo de espermatozoides, uma técnica de congelamento
ultrarrapido (2000 a 100000 °C/min), que pode ser mais pratico para aplicagdo a campo (O’Brien et al.,
2019). Esta técnica tem demonstrado bons resultados em algumas espécies de animais selvagens (Boveda
etal.,2018; O’Brien et al., 2019; Pradiee et al., 2017, 2015; Pradieé et al., 2018).

Consideracoes finais

Apesar dos avangos na andrologia de animais selvagens, esse ainda ndo sdo suficientes para a
efetiva aplicagdo em programas de reprodugdo assistida. Muito se evoluiu nas técnicas de recuperagdo de
espermatozoides, porém na maioria das vezes a qualidade seminal (principalmente apds o
descongelamento) ainda sdo baixas. Em vista da raridade — e muitas vezes baixa qualidade do material —
técnicas como a inje¢do intracitoplasmatica de espermatozoides devem ser consideradas para o
aproveitamento de todo o material disponivel.
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