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RESUMO

A ameaca de extingdo pesa seriamente sobre os grandes felinos, inclusive em
alguns dos maiores e mais importantes deles, a onca pintada (Panthera onca), que
tém como habitat diferentes regiées do Brasil. Atualmente ela se encontra na lista
de animais ameacados ou em perigo de extingdo https://www.iucnredlist.org/
Nesse sentido, a aplicacdo de técnicas de reproducdo assistida em espécies
selvagens ameacadas de extincdo sdo cada vez mais importantes. Mas, para que
se possa aplicar tais técnicas, informacbes sobre a fisiologia e endocrinologia
reprodutiva devem ser obtidas, como as caracteristicas normais do ejaculado, ciclo
estral da fémea, tipo de ovulagdo, sazonalidade e fatores estressantes. Essas
informagdes da onca pintada e outros felinos podem ser obtidas através de estudos
endécrinos a partir do desenvolvimento de técnicas ndo invasivas de
monitoramento hormonal. A avaliagdo seminal, superovulacdo, inseminacao
artificial, producdo in vitro de embribes (incluindo as etapas de capacitacao
espermatica, maturacao in vitro (MIV), fertilizag&o in vitro (FIV), cultivo in vitro (CIV),
transferéncia de embrides e criopreservacdo de sémen e embrides, surgem como
métodos alternativos com o intuito de minimizar a diminuicdo da variabilidade
genética das populagfes. A eletroejaculacdo € o método de eleicdo para obtencéo
de sémen em felinos e, na avaliagdo seminal, elevados indices de anormalidade
espermatica sdo comuns na familia Felidae, a qual a onga pintada se insere,
geralmente associados a trés grandes fatores: genéticos, nutricionais e ambientais.
A inseminacao artificial em onca-pintada obtém o melhor resultado quando
realizada intra-uterina por laparoscopia trans-abdominal. A PIV (producéo in vitro) é
uma técnica bem difundida em felideos selvagens e a criopreservacédo de embrides
deles é existente, mas ainda ndo € uma técnica de uso rotineiro. Portanto, &
necessario mais estudos no que diz respeito a fisiologia, endocrinologia e
comportamento reprodutivo da espécie, aperfeicoamento de técnicas de
reproducao assistida, além de maior investimento do governo para tais pesquisas,
aumentando a variabilidade genética e objetivando o sucesso em conservacao de
espécies de felideos selvagens ameacados de extingao.

Palavras-chave: Felinos. Espécies ameacadas. Protocolos de producgao in vitro
(PIV).
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ABSTRACT

The threat of extinction weights seriously upon the big felines, including one of the
biggest and more important among them, the Jaguar (Panthera once), which has as
habitat different regions of Brazil. Nowadays it is found on the list of threatened
animals or in risk of extinction.This means, the application of assisted reproduction
in wild species threatened of extinction are more and more important. But in order of
such technique to be applied, information regarding physiology and reproductive
endocrinology must be obtained, just as characteristics of the ejaculated, estrous
cycle, type of ovulation, seasonality and stress. These information about the Jaguar
and other felines can be obtained through endocrine studies from invasive
techniques of hormonal monitoring. The seminal evaluation, super ovulation,
artificial insemination, in vitro production of embryos (including sperm capacitation
steps, MIV, FIV, CIV) embryo transfer, semem and embryos cryopreservation, rises
as an alternate method intended to minimize the lowering of genetic variability of
populations. The electroejaculation, is the method used to obtain semen from
felines, in the seminal evaluation, high marks of sperm abnormality are common in
Felidae family and the Jaguar, usually associated to three big factors: Genetics,
Nutritional and Environmental. Artificial insemination in Jaguars has the best result
rate when done intrauterine through laparoscopia trans-abdominal. PIV is a well
spread technique among Jaguars, the wild cats embryos cryopreservation exists,
but it is still not a common procedure. All this Increasing the genetic variability and
aiming at the successful conservation of endangered species of wild felines.

Keywords: Felids. Endangered species. In vitro production protocols (IVPSs).
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1 INTRODUCAO

A diversidade biolégica é a chave para a manutencdo da vida que
conhecemos. Entretanto, o rapido crescimento populacional humano exerce forte
pressado nos ecossistemas, como destruicdo ambiental em larga escala, conversao

de habitats, fragmentacao de habitats e poluicao.

Todos os bidlogos conservacionistas concordam que a conservagao in situ
(manutencéo da fauna e da flora em seu habitat natural) € o melhor caminho para
conservar a biodiversidade, porém, esta pode se apresentar ineficiente em casos
de populacdes reduzidas ou quando a maioria de individuos remanescentes esta
localizada em areas desprotegidas (PRIMACK e RODRIGUES, 2002). Assim, a
conservacao ex situ (estratégias de conservacdo que sao efetuadas fora dos
ambientes naturais) (SANTOS, 2000), como os programas de reproducdo em
cativeiro, 0os bancos de recursos genéticos e as técnicas de reproducao assistida
tem sido sugeridos como importantes ferramentas para a conservacéao, incluindo

para os carnivoros neotropicais (FILHO, 2004).

Graves problemas surgem quando uma espécie atinge um tamanho de
populacdo muito pequena, como a perda de variabilidade genética,
consanguinidade, onde populacées que caem abaixo de 50 individuos sdo for¢cados
a se reproduzir com parentes proximos, o que pode levar a problemas como
fertilidade decrescente, alta mortalidade juvenil e defeitos ao nascimento; e
reproducado seletiva, causada em animais com longo tempo de cativeiro (FILHO,
2004).

Muitos programas de reproducdo em cativeiro tém planos de manejar
pequenas populacdes cativas com o intuito de minimizar todos esses processos
gue possam levar a espécie a extingdo. No entanto, a reproducdo natural de
animais silvestres em cativeiro encontra muitas dificuldades. Varios fatores
interferem na reproducdo natural desses animais em cativeiro, que dentre eles,
destacam-se recintos inadequados, estresse, doencgas infecciosas e/ou parasitarias,

deficiéncias nutricionais, alteracdes genéticas e comportamentais (PAZ, 2004).
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Algumas das biotecnologias reprodutivas vistas como solucdes potenciais
para a prevencdo da perda de biodiversidade s&o: monitoramento hormonal,
inducdo da ovulacédo e superovulacdo; inseminacao artificial (1A); transferéncia de
embrides; criopreservacdo de sémen e embrides; producgéo in vitro (PIV) (PAULA,
2011).

O principal obstaculo para o sucesso da reproducdo assistida em felideos
silvestres sdo o0s conhecimentos ainda limitados sobre o comportamento, a
fisiologia e a endocrinologia reprodutiva dessas espécies. E imprescindivel dispor,
por exemplo, de informacdes confiaveis sobre sazonalidade reprodutiva, ciclo
estral, sensibilidade ovariana, maturidade e tipo de ovulacdo. Para isso, estudos
endocrinos tém sido realizados gracas ao desenvolvimento de técnicas néao
invasivas de andlise de metabdlitos de esterbides fecais, que atualmente é o
método de escolha para monitorar a fungdo enddcrina em espécies selvagens
(BROWN, 2006).

Além da investigagdo do potencial reprodutivo destes animais, estas
tecnologias tém como aplicacédo a translocacdo apenas do material genético entre
populacdes de vida livre isoladas e entre populacdes de vida livre e animais em
cativeiro. Essas manobras podem permitir o aumento no nascimento de filhotes de
pais selecionados, de forma a aumentar a diversidade da populacdo e reduzir o
intervalo entre os partos (ANDRABI e MAXWELL, 2007).

Por serem topo de cadeia alimentar, os carnivoros, de modo geral, sédo
utilizados como animais bandeira para conservacdo das demais espécies. Neste
sentido, sdo necessarios mais estudos em reproducao assistida em felinos que
gualquer outro grupo silvestre (PAULA, 2011). Esta revisao relata a importancia e o
uso de programas reprodutivos em felideos selvagens, as técnicas de reproducao
assistida, suas limitacdes e aplicacbes para as espécies, com objetivo de informar e
incentivar mais estudos e esfor¢cos na area de biotecnologias em reproducéo para

manutencao das espécies.

12



2 ASPECTOS REPRODUTIVOS DOS FELIDEOS SELVAGENS

Na maior parte do século 20, uma das principais afirmac¢fes a respeito da
reproducdo de gatos (Felis catus) era de que a ovulacdo € induzida pelo coito;
entretanto, na Ultima década, evidéncia consideravel indica que outros estimulos
fisicos, visuais ou olfativos sdo freqUentemente capazes de induzir a ovulacéo
‘espontanea” (MOREIRA, 2007).

No entanto, as populacdes de felideos em cativeiro no Brasil ndo tem um
bom desempenho reprodutivo para que seja possivel garantir a manutencao de um
banco genético viavel. As espécies de grandes felideos, quando comparada com
0S pequenos, estdo entre as que apresentam maior numero de representantes
cativos, com maiores taxas de natalidade e menores de natimortalidade (CUBAS et
al., 2014).

Porém, quando se selecionam nos cativeiros brasileiros, as populacdes de
oncas (Panthera onca) e sucuaranas (Puma concolor) provenientes de vida livre
(mesmo nascidas no cativeiro) com informacdes sobre sua procedéncia geografica,
estas se reduzem a quantidade preocupante de apenas 50 individuos de sucuarana
e 30 de oncas-pintadas (ADANIA et al., 2005). Outro ponto de destague seria 0
grande risco de se perder a linhagem dos poucos animais de procedéncia
conhecida devido a falta de orientagcdo quanto aos cruzamentos (CUBAS et al.,
2014)

Estudos enddcrinos tém sido realizados gracas ao desenvolvimento de
técnicas ndo invasivas de monitoramento hormonal, ou seja, que empregam
ensaios imunoldgicos para quantificar hormoénios em fezes, urina e saliva
(GRAHAM, 2004). Atualmente este é o método de escolha para monitorar a funcéo
endocrina reprodutiva em espécies selvagens, incluindo felideos (BROWN, 2006).
Felizmente, para a endocrinologia de felideos, os metabolitos de esterbides séo
excretados quase que exclusivamente nas fezes, com pouco esteréide encontrado
na urina, o que resulta em uma alta correlacdo entre os niveis fecais e sanguineos
(MOREIRA, 2007).
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Muita informacéo bésica a respeito da fisiologia reprodutiva de felinos pode
ser obtida através da utilizacdo de ovarios de gatas domésticas (Felis catus)
recuperados de clinicas veterinarias apds a ovario-salpingohisterectomia (OSH) de
rotina, sem as despesas de manter uma colbnia de gatos. Estudos de fisiologia
reprodutiva felina e avancos em tecnologia reprodutiva podem ser extrapolados
para o uso em espécies ameacadas de felideos selvagens (MOREIRA, 2007).

2.1 Morfologia reprodutiva e espermatogénese do macho felideo

A morfologia do sistema genital esta envolvida com a acédo sexual, selecao
dos caracteres e habilidade do macho em fertilizar a fémea (CARNEIRO et al.,
2010).

Em um trabalho de Carneiro e colaboradores (2010), os autores descrevem
a morfologia do sistema reprodutor masculino da jaguatirica (Leopardus pardalis), e
gue as principais partes funcionais de seu aparelho genital sdo: o pénis, prepucio,
escroto, testiculos, epididimos (cabeca, corpo e cauda), ductos deferentes e
glandulas genitais acessorias, sendo elas a prostata e as glandulas bulbouretrais,
nao possuindo glandulas vesiculares. Estes componentes condizem com o que foi

descrito por Dyce e pesquisadores (2004) para o gato doméstico (Felis catus).

A partir de trabalhos como este, pode-se estudar o sistema reprodutor
masculino de outros felinos silvestres, formando-se assim uma visdo geral sobre a
morfologia reprodutiva desses animais, e a partir deste entendimento, é possivel

iniciar a elaboracéo de técnicas de auxilio a reproducéo (CARNEIRO et al., 2010).

A pesquisa basica tem mostrado que muitas espécies de felideos
apresentam altas porcentagens de espermatozéides morfologicamente anormais e
baixo numero de espermatozoides por ejaculado. A teratospernia afeta
adversamente multiplos aspectos da funcdo espermatica e a obtengcdo de
pequenos ejaculados limita a disponibilidade de sémem para o congelacéo e para o

uso em procedimentos de reproducéo assistida (CUBAS et al., 2014).
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A eficiéncia do processo espermatogénico pode ser avaliada através dos
indices celulares obtidos a partir das coletas celulares nos diferentes estadios do
ciclo do epitélio seminifero. Esta préatica permite a comparacédo entre diferentes
espécies, uma vez que revela numericamente a producdo nas diferentes fases do
processo espermatogénico (PAULA e GUIAO-LEITE, 2003).

Estes indices celulares constituem o0 rendimento intrinseco da
espermatogénese e referem-se: ao coeficiente de eficiéncia de mitoses
espermatogoniais, que é a quantificacdo das perdas ou degeneragBes ocorridas
durante a fase espermatogonial; o rendimento meiético, que revela a eficiéncia das
divisbes meidticas durante o processo espermatogénico; e o rendimento geral da
espermatogénese, que avalia a eficiéncia do processo como um todo (PAULA,
1999). Além desse método de avaliacdo do processo espermatogénico, hd também
a determinacdo da producdo espermatica diaria por grama de testiculo, que
constitui num dos parametros mais efetivos e de facil comparacdo entre as
espécies, pois elimina a disparidade exercida pelo peso testicular e a duracédo da
espermatogénese (PAULA e GUIAO-LEITE, 2003).

O numero de células de Sertoli por testiculo € o principal fator na
determinacao da producéo espermatica e no tamanho do testiculo (FRANCA et al.,
1995). Isso se deve ao fato de que as células de Sertoli ttm uma capacidade de
suporte de células germinativas relativalmente fixa para cada espécie e que a
populacdo deste tipo celular ndo aumenta apdés a puberdade (FRANCA e
RUSSELL, 1998). Desta forma, o numero de células germinativas suportado por
uma unica célula de Sertoli (indice de células de Sertoli) € o melhor indicativo da
eficiéncia funcional destas células (RUSSELL e PETERSON, 1984).

Em um estudo com oncas-pardas (Puma concolor) foram analisados esses
parametros sobre a morfologia testicular e o processo espermatogénico, que
mostraram valores proximos aos de gata doméstica (Felis catus) (PAULA e GUIAO-
LEITE, 2003), representados na tabela 1.
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Tabela 1 — Rendimento intrinseco da espermatogénese e indices de células de
Sertoli em onga parda adulta (Puma concolor).

PARAMETRO MEDIA + DESVIO PADRAO
Coeficiente de mitoses espermatogoniais 7,7+£16
Rendimento meidtico 30£13
Rendimento geral da espermatogénese 22,7+3,1
Total de cél. Germinativas por cél. de Sertoli 125+1.2
Espermatides arredondadas por cél. de Sertoli 7,3+0,7
Producédo espermatica diaria por grama de 26,8x10° + 5,3x10°

testiculo

Fonte: PAULA e GUIAO-LEITE, 2003

Conforme a literatura, é permitido agrupar a producdo espermética diaria por
grama de testiculo em trés patamares: espécies com alta eficiéncia
espermatogénica e que produzem cerca de 20 a 30 milhdes de espermatozdides,
como 0s suinos, equinos, ovinos e coelhos (FRANCA e RUSSELL, 1998); espécies
com eficiéncia espermatogénica meédia, produzindo de 10 a 20 milhdes de
espermatozoides, incluindo-se os bovinos e bufalos (FRANCA e RUSSELL, 1998),
o0 gato doméstico (Felis catus) (GODINHO, 1998) e a capivara (PAULA, 1999); e
por ultimo, espécies com baixa eficiéncia espermatogénica, que produzem abaixo
dos 10 milhdes de espermatozoides, como o homem e o gambéa (Didelphis

albiventris).

2.2 Ciclo reprodutivo da fémea felidea

Os estagios do ciclo reprodutivo da fémea felina incluem proestro, estro,
interestro, diestro e anestro. As fémeas passam consecutivamente por proestro,
estro e interestro quando mantidas em adequado fotoperiodo sem ovulagdo, com

ou sem acasalamento (SILVA et al., 2006).
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A primeira fase do ciclo estral € conhecida como proestro. Muitas fémeas
felina irdo esfregar a cabeca e o0 pescoco em locais convenientes e apresentar
comportamento afetivo, porém sem permitir a monta por um macho. Esta fase pode
durar aproximadamente um a dois dias (na gata doméstica), e normalmente é tao
sutil que freqientemente ndo € detectada. Durante esse periodo, o horménio
foliculo-estimulante (FSH) da hipofise induz o desenvolvimento folicular ovariano. O
recrutamento folicular coincide com o inicio do proestro, enquanto os foliculos estdo
dilatando e ha um aumento nas concentracdes séricas de estradiol secretado pelas
células da granulosa do ovario. O estradiol estimula a cornificacdo vaginal e causa
0 estro comportamental. Assim que o estro aproxima-se, alguns foliculos tornam-se
dominantes, enquanto outros foliculos que estavam em desenvolvimento sofrem
atresia (MOREIRA, 2007).

O estro ¢é caracterizado pela receptividade comportamental ao
acasalamento. O comportamento associado com o estro pode incluir um aumento
na frequéncia dos seguintes sinais: agachamento, pisar caracteristico dos membros
pélvicos, vocalizagdo, rolamento, lordose, deflexdo da cauda, aumento da secrecao
vaginal, esfregar-se contra superficies, afeicdo ou receptividade. H& uma
correlacdo positiva entre o pico da atividade folicular, o pico da secrecdo de
estradiol e numero de células cornificadas na citologia vaginal durante o estro. Se a
fémea ndo ovular durante o estro, caso ndo tenha sido acasalada ou ndo tenha
ovulado apds a coépula, ela ndo entrard no metaestro (periodo do desenvolvimento
do corpo lateo) e sim no interestro. Esse periodo dura até que a fémea retorne ao
proestro, seguido entdo novamente pelo estro (BRISTOL-GOULD e WOODRUFF,
2006).

7

Diestro € a fase luteal seguinte ao estro na fémea que recebeu estimulo
adequado para ovular. Durante este periodo, ha corpos luteos funcionais (CL)
acompanhados por uma alta concentracdo de progesterona no soro e de
metabolitos de progestagenos nas fezes. Caso a fémea tenha ovulado e a
fertilizagdo ndo tenha ocorrido, ocorrera uma pseudogestacdo que dura, na gata,
quase 70% do periodo normal de gestagcdo. Por fim, o0 anestro é caracterizado por

uma auséncia de atividade ou ciclicidade ovariana. A progesterona e o estradiol
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estdo em niveis basais durante esta fase e a fémea apresenta-se sexualmente
inativa (MOREIRA, 2007).

A ocorréncia da ovulacdo durante o estro depende de um adequado nivel
de liberacdo de horménio luteinizante (LH) que, por sua vez, €
dependente do numero de copulas (geralmente varias sao requeridas) e do periodo
do estro (CONCANNON et al., 1980; WILDT et al., 1980).

Entretanto, ha registros de altas concentracbes de progesterona sérica ou
progestagenos fecais e presenca de CL (corpo luteo) em fémeas de felideos que
nao tiveram contato fisico com um macho. Esses resultados mostram que fémeas
de determinadas espécies podem algumas vezes ovular espontaneamente, ovular
em resposta a um estimulo diferente do coito, ou que os foliculos podem sofrer
luteinizacdo, ao invés de atresia, apds um ciclo ndo ovulatério (BRISTOL-GOULD e
WOODRUFF, 2008).

Ha um alto grau de variabilidade no tipo de ovulacdo (espontanea versus
induzida) das diversas espécies de felideos. Mesmo dentro de uma espécie, alguns
individuos apresentam ovulacdo que é apenas induzida, enquanto outros também

ovulam espontaneamente (BROWN, 2006).

Os padrbes do ciclo ovariano de producéo de esterdides foram publicados
para quase a metade das espécies de felideos selvagens (MOREIRA et al., 2001),
com andlise de esterdides fecais utilizada em acima de 75% dos estudos.
Elevacbes de estrégenos fecais distinguem o estro de periodos de interestro ou de
anestro, e em geral as fémeas ciclam em intervalos de duas a quatro semanas
com o estro durando de trés a dez dias. Em algumas espécies como a jaguatirica
(Leopardus pardalis), lince (Lynx sp.), onca-pintada (Panthera onca), as progestinas
fecais apresentam-se aumentadas durante os picos de estrogenos. Isto ndo é
observado em todas as espécies, e a significancia funcional desta correlacdo
positiva € desconhecida. As progestinas sdo provavelmente de origem folicular,
porque as concentracdes representam apenas uma fracdo daquelas observadas
apos a ovulacdo (BROWN, 2006).

Em um estudo de Furtado (2003) foi avaliada a atividade ovariana de fémeas
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de onca-pintada (Panthera onca) adultas n=2 e pré-puberes n=3) mantidas em
cativeiro, pela extracdo e quantificacdo de estrogenos e progestinas fecais. Foram
colhidas amostras fecais de duas a sete vezes por semana durante 16-18 meses e
realizada a validacdo dos radioimunoensaios em fase solida, progesterona e 17B-

estradiol, para uso em extratos fecais em onca-pintada.

A duracdo média do ciclo ovariano definido por 2 picos consecutivos de
estrogenos fecais foi de 38, 28 dias (variando de 25 a 44 dias). A fase de estro teve
duracdo média de 10,42 dias (variando de 7 a 15 dias). E a fase de inter- estro
durou em média 28 dias (variando de 28 a 31 dias). O nivel basal médio de
estrogenos fecais no periodo de inter-estro foram de 31,26 ng/g de fezes secas. Ja
no periodo de estro, os valores médios encontrados foram de 115,91ng/g de fezes
secas (FURTADO, 2003).

A gata domeéstica (Felis catus) foi caracterizada como ovuladora induzida ou
reflexa, entretanto, ovulacdes espontaneas podem acontecer dependendo das
condicdes de alojamento, da proximidade de um macho e, possivelmente, da
genética. De forma semelhante, ovulagbes espontaneas foram documentadas em
leopardo-das neves (Panthera uncia), ledo (Panthera leo), leopardo (Panthera
pardus), gato-de-Pallas (Otocolobus manul), gato-pescador (Prionailurus viverrinus)
e gato-maracaja (Leopardus wiedii). Geralmente, os aumentos nas concentracdes
de progestinas, ndo induzidos por cépula, sdo mais frequentes em fémeas alojadas
juntas, préximas a um macho ou em respostas individuais especificas a estimulos

ainda nao identificados de natureza fisica e/ou psico-social (MOREIRA, 2007).

2.3 Influéncia da sazonalidade na reproducéao

Para o sucesso dos trabalhos de reproducdo assistida, € necessario
identificar se ha o efeito da sazonalidade na reproducdo das espécies e, se sim, é
preciso conhecé-lo. O gato domeéstico (Felis catus) no hemisfério norte, por
exemplo, produz espermatozoides o ano todo, apesar de a reproducdo ocorrer
normalmente na primavera e no verdo (BLOTTNER e JEWGENOW, 2007). Nessa

regido, nota-se uma reducao significativa na producdo de espermatozoides nos
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meses de dezembro e janeiro (inverno) e um aumento na concentragao
esperméatica no més de marco (primavera) (BLOTTNER e JEWGENOW,
2007).

Esse fato estd possivelmente ligado aos efeitos da sazonalidade reprodutiva
na fémea, que, em regibes temperadas, € poliéstrica sazonal (BROWN, 2006),
apresentando ciclos estrais apenas na primavera e no verdo. Em condicdes
tropicais, ocorre a poliestria anual tanto em gatas domésticas (Felis catus) quanto
em fémeas de jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-do- mato-pequeno (Leopardus

tigrinus) e gato-maracaja (Leopardus wiedii) (MOREIRA, et al., 2001).

Em felideos de vida livre, a sazonalidade reprodutiva € dependente
principalmente do fotoperiodo, ndo esquecendo também da influéncia das
flutuacbes na disponibilidade alimentar que podem ocorrer na natureza. A
reproducdo é até certo grau sazonal em alguns felideos selvagens como o tigre
(Panthera tigris), leopardo-nebuloso (Neofelis nebulosa), gato-de-Pallas
(Otocolobus manul) e leopardo-das-neves(Uncia uncia). Por outro lado, a atividade
folicular de fémeas em cativeiro das seguintes espécies nédo foi influenciada pela
estacdo: ledo (Panthera leo), leopardo (Panthera pardus), sucuarana (Puma
concolor), gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), jaguatirica (Leopardus
pardalis) e gato-maracaja (Leopardus wiedii) e gato- pescador (Prionailurus
viverrinus) (MOREIRA, 2007).

A sazonalidade pode, ainda, comprometer a obtencdo de espermatozoides
viaveis para a fertilizagdo in vitro (FIV), a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI) e influenciar a taxa de clivagem de embrides in vitro
(MICHELETTI et al.,, 2011). Embrides de gata doméstica gerados de odcitos
extraidos fora do periodo reprodutivo, podem ter a viabilidade comprometida, pois
nao se desenvolvem da mesma maneira que embrides gerados a partir de oocitos
coletados em periodos reprodutivos (SPINDLER e WILDT, 1999). E necessario,
portanto, desenvolver pesquisas visando aperfeicoar as técnicas de maturacdo de
oqcitos e de aumentar a viabilidade espermatica do sémen colhido em periodos de
baixa producdo espermética. (MICHELETTI et al., 2011).

Quando a coleta de odcitos em espécies sazonais ndo pode ser realizada
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durante a época reprodutiva, é possivel utilizar-se da técnica de maturacdo de
odcitos in vitro (MIV) em meios de cultivo contendo antioxidantes (cisteina ou acido
ascorbico) e FSH (horménio foliculo-estimulante). Essa técnica foi
comprovadamente eficaz na melhoria do desenvolvimento in vitro de embribes de
gato domeéstico (Felis catus) (COMIZZOLI et al., 2003) e, portanto, apresenta

potencial para ser utilizada com espécies selvagens.

2.4 Influéncia do estresse nareproducéo

Em vista da interferéncia do estresse do animal em cativeiro, seu
comportamento sofrera distor¢cdo de acordo com seu grau de perturbacdo. Ja com o
animal livre na natureza, em seu habitat natural, seu comportamento € original,

influenciado apenas pelos seus instintos e condi¢des do habitat. (ARCHER, 1979).

Em felideos, o estresse decorrente do cativeiro pode ser devido a recintos
inadequados e/ou falhas de manejo. Conseguiu-se comprovar o efeito benéfico da
ambientacdo de recintos através da consequente reducdo das concentracfes de
cortisol do animal. Em um estudo de Moreira e pesquisadores (2002) com fémeas
de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) e gato-maracaja (Leopardus wiedii),
estas foram submetidas a trés condicdes de recintos durante trés periodos
sucessivos: fase |, com recintos grandes e ambientados por trés meses; fase II,
recintos pequenos e completamente vazios, por seis meses; fase Ill, os mesmos
pequenos recintos enriquecidos com troncos, plantas e caixa para abrigo, por mais

seis meses.

As fémeas de ambas as espécies exibiram elevacfes evidentes nas
concentracfes de corticéides apds a transferéncia dos recintos grandes e
ambientados para 0s pequenos recintos sem ambientacdo, elevacbes essas que
foram simultaneas ao comportamento agitado, caracterizado pela alta frequéncia de
andar estereotipado, especialmente durante os trés primeiros dias apdés a
transferéncia. As concentracbes de corticoides fecais apresentaram-se entdo
reduzidas ap6s o enriquecimento dos recintos em gato- do-mato-pequeno, mas

ndo no gato-maracaja, indicando uma diferenca
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espécie-especifica na resposta a técnicas de enriqguecimento (MOREIRA et al.,
2002).

3 BIOTECNICAS DA REPRODUCAO APLICADAS AOS FELIDEOS SELVAGENS

A aplicacéo de técnicas de reproducéo assistida como inseminacéo artificial
(IA), fertilizacao in vitro, criopreservacdo de gametas e transferéncia de embrides
surgem como métodos alternativos com o intuito de minimizar a diminuicdo da
variabilidade genética de populacdes ameacadas (LOPES, 2002) e garantindo

especialmente a sobrevivéncia fetal e neonatal (MICHELETTI et al., 2011).

O sucesso desses procedimentos em felideos silvestres, determinado pelo
nascimento e sobrevivéncia dos filhotes, ainda é baixo atualmente, chegando a
20%. A extrapolacdo de protocolos de animais domésticos para espécies silvestres
€ um método ainda muito utilizado, porém nédo ideal (BROWN, 2006).
Particularidades de cada espécie tornam, muitas vezes, a extrapolacdo de
protocolos ineficiente. Acredita-se que os baixos indices de sucesso na reproducao
assistida de felideos silvestres sdo decorrentes do desconhecimento da fisiologia
reprodutiva e da auséncia de técnicas laboratoriais mais refinadas para espécies
selvagens. Portanto, essas particularidades fisiolégicas podem ser, em parte,
responsaveis pelas baixas taxas reprodutivas em felideos neotropicais cativos,

guando empregadas técnicas de reproducéo assistida (MOREIRA et al., 2001).

3.1 Monitoramento hormonal

O monitoramento hormonal é indispensavel nas pesquisas em reproducéo,
pois fornece informacdes sobre a fisiologia reprodutiva das espécies e a condicéo
fisiologica do animal estudado. Ter conhecimento sobre o nivel de atividade
ovariana de uma fémea, se esta apresenta ou ndo ciclos hormonais regulares,
em gue fase do ciclo estral esta se encontra, os niveis de concentracfes hormonais
circulantes, além de informacOes sobre as concentracdes de androgenos em

machos, é essencial para o sucesso da reproducédo assistida (figura 1) (GRAHAM,
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2004).

Figura 1 — Fotografia de coleta de sangue em onca-pintada (Panthera onca),
proveniente da natureza, a campo para check-up e analises hormonais.

Fonte: Jaguar.org
Disponivel em: http://www.jaguar.org.br/iop/pt/projetos/epidemiologic/index.html.
Acesso em: 10 mar 2017.

Normalmente, os estudos enddcrinos requerem inimeras colheitas seriadas
de sangue para obtencdo dos niveis hormonais circulantes. Para espécies
silvestres, essas colheitas geram um alto nivel de estresse no animal, o que por si
s6 ja contra-indicaria essa opc¢ao pelo risco de se perder o exemplar, além de essas
amostras apresentarem alteracdes relevantes nos perfis hormonais (GONCALVES,
2008). Sendo assim, o tipo de monitoramento hormonal para o estudo da fisiologia
e endocrinologia reprodutiva e comportamental em animais silvestres
preferencialmente utilizado no momento é baseado em técnicas nédo invasivas,
como extracdo e dosagem de hormonios e metabolitos hormonais de esterdides
sexuais das fezes ou da urina (GRAHAM, 2004).
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Essas técnicas podem ser utilizadas em diferentes espécies, tanto em
condi¢cBes de cativeiro como em vida livre. Para tanto, deve ser determinado quais
horménios ou metabdlitos hormonais serdo pesquisados e em qual matriz (fezes ou
urina) (GRAHAM, 2004). Felizmente, para a endocrinologia de felideos, os
metabdlitos de esterdides sdo excretados quase que exclusivamente nas fezes,
com pouco esterdide encontrado na urina, 0 que resulta em uma alta correlacao

entre os niveis fecais e sanguineos (MOREIRA, 2007).

A extracdo de metabolitos de esterdoides das fezes geralmente envolve
fervura e agitacdo (através de Vortex® ou outro mecanismo) das amostras em
combinacdes de solventes organicos, como o etanol e metanol, e solventes
aquosos. Os métodos devem obter uma recuperacdo da extracdo superior a 80%.
Como alguns metabdlitos sdo conjugados, a inclusdo de 10% de agua pode
aumentar a eficiéncia da extracdo significativamente em relacdo aos solventes
organicos puros. A variabilidade no interior das amostras pode ser reduzida pela
secagem das fezes e mistura do poé resultante antes da extracdo (BROWN et al.,
1994), entretanto, resultados acurados tém sido obtidos através de amostras
Umidas bem misturadas (MOREIRA et al., 2001). O metabolismo de esterdides
parece ser conservado dentro do taxon, porém as taxas de producéo absoluta e/ou

excrecdo sao mais espécie-especificas (MOREIRA, 2007).

Até meados da década de 90, utilizava-se o radioimunoensaio para
guantificar a concentracdo hormonal em excrementos e secrecdes. Atualmente,
privilegia-se o teste do enzimoimunoensaio, mediado por reacdes enzimaticas e
gue nado requer o uso de substancias radioativas que podem ser prejudiciais a
salde humana. As limitagdes sdo 0s custos relativamente altos das analises e, para
o Brasil, o fato de poucos laboratérios realizarem estes testes com materiais
procedentes de animais silvestres (MICHELETTI et al., 2011).

3.2 Colheita e avaliagcdo seminal em felideos selvagens

Para que possamos aplicar técnicas artificiais de reproducéo em espécies de

interesse, informacdes basicas de fisiologia reprodutiva devem ser obtidas, como as
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caracteristicas normais do ejaculado. Para tanto, métodos seguros de colheita de
amostras devem ser desenvolvidos de forma a garantir o bem-estar do animal,

assim como tranquilidade para a equipe que o assiste. (MORATO, et al., 1998).

A primeira etapa para a criopreservacao espermatica é colheita de sémen,
ilustrada na figura 2. Em felinos, pode ser utilizada a eletroejaculacdo, a vagina
artificial, a cateterizacdo uretral, lavagem da vagina po0s-coito e ainda a
recuperacdo espermatica da cauda de epididimo, ap0s a orquiectomia ou a morte
do reprodutor (MARTINS e JUSTINO, 2015). Porém, a eletroejaculacdo €é o
meétodo de eleicdo para obtencdo de sémen em felinos, ja que para a aplicacdo da
manipulacdo manual/digital e da eletrovibragdo, os animais ndo podem estar
anestesiados, sendo necessario que sejam treinados para aceitar esses
procedimentos, o que precisa de um longo periodo de condicionamento (MORATO
et al., 1998).
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Figura 2 — Fotografia de coleta de sémen de onca pintada (Panthera onca) de vida

livre.

Fonte: YouTube.
Disponivel em: https://www.youtube.com/watch?v=ioT_CL3KnSk
Acesso em: 10 mar 2017.



A eficiéncia do método de eletroejaculacdo varia dramaticamente entre
individuos e entre colheitas de um mesmo animal, sendo os protocolos propostos
na literatura apenas o ponto de partida para o procedimento. A maior parte dos
protocolos existentes recomenda que esse procedimento seja realizado com o

animal sob contencéo quimica e plano cirtrgico de anestesia (GONCALVES, 2008).

Dentre os protocolos anestésicos mais utilizados para a eletroejaculagdo em
gatos domeésticos e felideos silvestres encontram-se o0 uso de cloridrato de
cetamina (PLATZ & SEAGER, 1978) e as associag0es de cloridrato de cetamina e
xilazina (MORAIS et al, 2002) e tiletamina e zolazepam (MORAIS et al., 2002;
MORATO et al., 2002; TEBET et al., 2006).

Outros farmacos utilizados isoladamente ou em associacdes também ja
foram utilizados com esse propésito para gatos domésticos (Felis catus), tais como:
tiletamina, zolazepam e morfina; tiletamina, zolazepam, butorfanol e acepromazina
(TEBET et al., 2006). Leite e pesquisadores (2006) citam a inducdo anestésica com
propofol e anestesia epidural com lidocaina, ja Silva e colaboradores (2008) relatam
0 uso de anestesia inalatéria com inducdo anestésica a base de cetamina

ediazepame e manutencdo anestésica com isoflurano.

Em um estudo realizado por Silva e pesquisadores (2011) onde fez-se o
comparativo entre quatro protocolos anestésicos com 14 gatos domésticos (Felis
catus) em cada grupo, entre eles: cloridrato de cetamina e xilazina (protocolo A);
cloridrato de tiletamina e zolazepam (protocolo B); cloridrato de tiletamina e
zolazepam tramadol (protocolo C); ou inducdo da anestesia com cloridarato de
cetamina e diazepam e manutencdo com isoflurano (protocolo D), este ultimo foi o
gue melhor promoveu analgesia, seguranca ao procedimento anestésico e a equipe
e rapida recuperacdo, para eletroejaculacdo em gatos domésticos, podendo ser

extrapolado para felideos silvestres.

Certas drogas como diazepam, acepromazina, halotano e isoflurano podem
promover acentuado relaxamento da musculatura ao redor da vesicula urinaria,
produzindo contaminag¢do do ejaculado por urina. Mas, a incidéncia desse tipo de
contaminacao relatada na literatura, possivelmente esta relacionada de forma

majoritaria a intensidade excessiva dos eletrochoques, ou ao posicionamento do
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eletrodo (mais cranial), ou até mesmo as doses das drogas utilizadas (HOWARD,
1993).

O protocolo de estimulos elétricos mais utilizado consiste em trés séries de
estimulos (30, 30 e 20) de dois a seis volts, com descanso entre as séries de cinco
minutos, o equipamento utilizado deve ser adaptado para espécie, com voltagem
maxima de 12 volts e probes retais que variam de acordo com o porte do animal
(HOWARD et al., 1990). Para a utilizacdo da vagina artificial na colheita de sémen
de gatos, € necessario um periodo de treinamento de duas a trés semanas, o qual
normalmente 60 a 70% dos animais respondem (ZAMBELLI et al., 2008).

Geralmente s&o utilizadas fémeas em estro, mas pode ser feito o
treinamento do macho com uma fémea castrada ou ndo, que aceite a monta ou um
manequim de pellcia. E um método de coleta que apresenta grande aplicabilidade
em colbénias de pesquisa, quando colheitas seriadas sdo necessarias. A
cateterizacdo uretral € uma técnica de colheita dos espermatozdides felinos, que
consiste na introducdo de uma sonda uretral fina apés a sedacdo do animal com
130 a 140 ug/kg medetomidina (agonista de receptor a2), via intramuscular, que
permite a eliminacdo uretral de espermatozoides sem que haja ejaculacao
completa. As desvantagens desse método sdo a necessidade de sedacdo do
macho e o volume obtido de aproximadamente 20 uL (ZAMBELLI et al., 2008).

3.3 Avaliagdo seminal

Uma vez obtido o ejaculado, a andlise imediata é efetuada segundo
metodologia padronizada para espécies domésticas, abrangendo caracteristicas
fisicas, volume (em mililitros), motilidade (percentual de células mdveis), vigor
(movimento progressivo do espermatozoide em classificacéo de 0 a 5) e percentual

de células vivas (coloragéo eosina-nigrosina) (NUNEZ- MARTINEZ et al., 2006).

O movimento esperméatico pode ser avaliado por método computadorizado
(CASA - Computer Assisted Sperm Analysis), o qual avalia a motilidade total e
progressiva, velocidade espermatica, amplitude de deslocamento lateral de cabeca,

frequéncia de batimentos, retilinearidade, linearidade do movimento, coeficiente de
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oscilacdo e espermatozoides rapidos. Baseados nos pardmetros avaliados séo
calculados o indice de movimento e o indice de velocidade espermatica (NUNEZ-
MARTINEZ, et al., 2006).

E interessante destacar caracteristica comum & maioria das espécies de
felideos silvestres, em que o percentual de células espermaticas anormais é
superior a 40%. (GONCALVES, 2008). As anormalidades espermaticas mais
frequentes em amostras seminais de gatos domésticos (Felis catus) sao:
macrocefalia, microcefalia, formas duplas, cauda fortemente enrolada ou dobrada,
peca intermediaria dobrada, gota citoplasmatica proximal ou distal e cabeca isolada
(JOHNSTON et al., 2001). Alguns estudos tém sido realizados com a avaliagdo do
plasma seminal de felinos e a influéncia dos microelementos na qualidade
espermatica; acredita-se que as concentracdes de Se e Zn possam predizer a

qualidade espermatica nessa espécie (VILLAVERDE et al., 2014).

A literatura apresenta poucos trabalhos avaliando sémen de oncga- pintada
(Panthera onca) tornando dificil a interpretacdo das causas do elevado indice de
espermatozoides morfologicamente anormais da espécie estudada (MORATO et
al., 1998). Porém, os resultados obtidos em alguns estudos mostram um numero
de espermatozoides anormais encontrados em onca-pintada (Panthera onca),
gue variou de 33,7%14 a 41,8%10. Em um estudo realizado em zooldgicos
brasileiros, a morfologia esperméatica mostrou elevado indice de espermatozoides
anormais (53,3%), sendo que esses resultados podem indicar comprometimento da
fertilidade (PAZ et al., 2000).

Segundo Howard (1993), elevados indices de anormalidade espermatica sao
comuns na familia Felidae. Geralmente as alteracdes de qualidade espermatica
estdo diretamente relacionadas a trés grandes fatores: genéticos, nutricionais e

ambientais.

Considerando-se o fator genético, elevado indice de espermatozoides
anormais (75%) tem sido associada a baixa variabilidade genética em guepardos
(Acinonys jubatus). Em pantera da Florida (Felis concolor coryi), subespécie de
puma que apresenta elevado grau de consanguinidade e concomitante perda de

variabilidade genética, a incidéncia de espermatozoides anormais esta em torno de
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95%. Sendo os animais estudados de origem desconhecida, o estudo de
paternidade pode contribuir substancialmente para a elucidagdo da causa do
elevado indice de espermatozdides morfologicamente anormais (MORATO et al.,
1998).

Quanto ao aspecto nutricional, deve-se considerar que as dietas fornecidas
pelos zooldgicos sul-americanos sdo baseadas em carne (equina ou bovina) ou
frango e pescoco de frango sem suplementacdo mineral e vitaminica, diminuindo a
concentragdo espermatica e aumentando a porcentagem de espermatozoides
morfologicamente anormais, quando comparadas as dietas suplementadas
(MORATO et al., 1998). Este elevado indice de anormalidades espermaticas em
ongas-pintadas (Panthera onca) mantidas em cativeiro pode estar relacionado
também a deficiéncias de vitamina A e E. Alteracbes e reducdo ha
espermatogénese foram associadas a deficiéncia dessas vitaminas (PAZ et al.,
2000).

Condicdes ambientais desfavoraveis podem conduzir ao estresse, afetando
o ciclo espermatogénico (MORATO et al., 1998). O tipo de recinto, o0 numero de
animais por recinto e a interagéo tratador-animal sdo determinantes para 0 sucesso
reprodutivo de felinos em cativeiro (MELLEN, 1991). No entanto, é dificil avaliar o
impacto da condicdo de cativeiro, uma vez que ndo h& informacdes suficientes
guanto as caracteristicas do sémen de onca-pintada (Panthera onca) em vida livre

gue permita a comparacdo (MORATO et al., 1998).

Mais estudos devem ser conduzidos com a finalidade de avaliar a fertilidade
destes animais e até que ponto a variabilidade da espécie pode estar
comprometida. Assim como sao necessarias avaliagbes complementares,
realizadas principalmente experimentalmente, que incluem integridade da
membrana espermatica e acrossomal, fragmentacdo de DNA, capacitacao
espermatica, peroxidacéao lipidica, indice de apoptose, teste de ligacdo/penetracao

espermatica em oocitos e fertilizagdo in vitro (MARTINS e JUSTINO, 2015).

3.4 Criopreservacao e refrigeracdo de sémen
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A criopreservacdo de sémen (figura 3) tem potencial significativo na
conservacao de felideos selvagens, permitindo o cruzamento de individuos com
dificuldade de acasalar, além de facilitar o intercambio genético e permitir a

formacao de um banco de reserva gendmica (ABRAVAS, 2008).

Figura 3 - Fotografia de criopreservacédo de sémen em tambor de nitrogénio liquido.

Fonte: Medicina Reprodutiva. Disponivel em:
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Sao dois os métodos de criopreservacdo de sémen: a refrigeracdo e a
congelacao. A refrigeracdo consiste na manutencdo do sémen a 4 ou 5°C, apés a
diluicdlo em meio extensor (HARRIS et al.; 2002). E o método indicado para
utilizacdo em biotécnicas reprodutivas, quando o transporte do sémen pode ser em
guestdo de horas ou até poucos dias. A congelacdo espermatica em nitrogénio
liguido é o segundo método, € a forma de armazenamento de eleicao para integrar
0 Banco de Recursos Genéticos. O sémen congelado tem um grande potencial
para conservagdo, jA que pode ser armazenado por tempo indeterminado e
transportado a qualquer distancia para utilizagdo em biotécnicas reprodutivas
(MARTINS e JUSTINO, 2015).

A técnica de inseminacao artificial (IA) com sémen criopreservado oferece
vantagens que devem ser consideradas. Apesar de a inseminacdo com sémen
fresco resultar em melhores resultados do que com sémen criopreservado

(SWANSON, 2006), nem sempre € possivel realiza-la devido as dificuldades


http://medicinareprodutiva.com.br/2010/07/congelamento-de-semen/

logisticas inerentes a colheita de sémen e imediata inseminagdo. Ja a inseminagao
com sémen criopreservado pode ser mais facilmente planejada, uma vez que
elimina a etapa de coleta prévia a realizacdo da IA. Outra vantagem da
inseminacdo com sémen criopreservado é a facilidade de intercambio de material
genético entre instituicdes, o que é essencial para a conservacdo ex situ. A
possibilidade de intercambio de sémen criopreservado € extremamente vantajosa
atualmente devido as crescentes dificuldades de intercambio de animais entre
instituicbes em razdo de barreiras sanitarias e leis ambientais (WILDT e ROTH,
1997; SWANSON e BROWN, 2004; SWANSON, 2006; ANDRABI e MAXWELL,

2007).

Para minimizar os efeitos indesejaveis das baixas temperaturas sobre o0s
espermatozoides, alguns trabalhos recomendaram adaptar os protocolos de
espécies domésticas para espécies silvestres. Para que se consiga manter a
integridade espermatica ap6s a descongelacdo. E necessario investimento em
pesquisa, especialmente na area de criobiologia, que envolve composicdo e
permeabilidade de membrana, transicdo de fases dos componentes liquidos da
estrutura interna dos espermatozoides, crioprotetores, resposta espermatica ao
estresse hipo e hiperosmético e monitoramento microscépico da formacédo de
cristais de gelo intra e extracelular (MICHELETTI et al., 2011).

Magalhdes (2013) utilizou trés aliquotas de cada uma das amostras de
sémen fresco utilizadas para o seu estudo de liofilizacdo de sémen provindas de
cada um dos gatos. Foram testadas através do CASA para verificar a qualidade do
sémen antes do processo e ap0s descongelacdo de forma a verificar a qualidade
do sémen apds criopreservacdo convencional. Nao houve diferenca estatistica

entre o sémen fresco e descongelado (tabela 2).
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Tabela 2: Médias (+ desvio padrao) obtidas para as caracteristicas espermaticas do
sémen de gato doméstico (fresco e descongelado) através do CASA (Computer-
Assisted Sperm Analyzer, HTR-IVOS-10, Hamilton Thorne Research — Animal
Version 12,0 L, Beverly, MA, EUA).

Variavel , Sémen fresco ) ’Sémen descongeladoN
MEDIA + DESVIO PADRAO MEDIA + DESVIO PADRAO
MT 88,1+1,5 85,4+1,2
MP 68,2+2,5 66,1+1,1
VAP 140,5+£3,0 131,5+2,5
VSL 122,3+3,1 109,3+2,1
RAP 84,1+2,5 78,2+2,8

* MT (motilidade total); MP (motilidade progressiva); VAP (velocidade espermatica
ao longo de uma trajetéria média); VSL (velocidade ao longo de uma linha reta);
RAP (rapidos).

Fonte: MAGALHAES, (2013).

E importante investir no aprimoramento de protocolos de criopreservacéo
gue deram certo em animais domésticos e que possam ser utilizados em animais
silvestres. Algumas propostas de trabalho incluem pesquisas para o
aperfeicoamento de crioprotetores, da curva de congelagédo e meios de cultivo, e a
melhoria das técnicas de sexagem de espermatozoides. Nas Ultimas duas décadas,
foram publicados diversos trabalhos sobre criopreservacdo e descongelacdo de
espermatozoides em felideos silvestres, buscando manter a viabilidade celular.
Porém, nenhum protocolo utilizado conseguiu manter as taxas de viabilidade do
ejaculado pos-descongelacdo tdo elevadas quanto as geralmente obtidas em
animais domésticos (SWANSON e BROWN, 2004; SWANSON et al., 2006). Isso
ocorre provavelmente por caracteristicas proprias dos espermatozoides dos
felideos (ex.: alto indice de teratospermia) e pela utilizacdo de protocolos ainda nédo

adequados.
3.5 Inducéo da ovulagéo e superovulagéo

Para que qualquer procedimento de IA e/ou outros programas de reproducéo



assistida sejam bem-sucedidos, € necessario que a fémea esteja prestes a ovular
ou tenha recém-ovulado. Isso garante que haja condi¢des hormonais e de ambiente
uterino adequadas para a implantacdo e o desenvolvimento do embrido (BROWN,
2011). Rotineiramente, em cativeiro, sao utilizadas gonadotrofinas exdégenas que
simulam hormdnios enddégenos com intuito de estimular o estro nas fémeas fora do
seu periodo comum. Durante esse periodo, ocorre o crescimento de foliculos e,
posteriormente, a ovulagcdo. Com esse procedimento e com 0 acompanhamento
continuo dos hormoénios esteroides reprodutivos, é possivel quantificar a atividade
ovariana, o tipo de ovulacdo apresentada, a duracdo do estro e 0 momento da
ovulacéo (MICHELETTI et al., 2011).

Porém a resposta ovariana a elas varia ndo s0 entre espécies, mas também
entre individuos de uma mesma espécie (POPE et al., 2006). Trabalhos como o de
Moreira e pesquisadores (2001), que identificaram ovulagbes espontaneas e com
maior frequéncia em gato-maracaja (Leopardus wiedii) do que em gato-do-mato-
pequeno (Leopardus tigrinus) e jaguatirica (Leopardus pardalis), sugerem ocorrer
ovulacdes espontaneas e a consequente presenca de CL (corpo luteo) em fémeas
mantidas isoladas de machos.

A presenca de CL pode comprometer a resposta ovariana as gonadotrofinas
exdgenas, ja que uma fémea que apresenta CL mantém a producdo continua de
progesterona, onde esta reduz a atividade ovariana por meio de retroalimentacéo
negativa no eixo hipotalamico-hipofisario, alterando a resposta fisiolégica do
organismo a administracdo de analogos do FSH e LH (MICHELETTI et al., 2011).
Em espécies que tém ovulagdo induzida, a simples presenca de CL pode interferir
reduzindo a resposta as gonadotrofinas exdgenas (PELICAN et al., 2008).

Além desse fato, diferentemente de outras espécies (bovinos), a
prostaglandina F2a (PGF2a) néo surte efeito quando aplicada com o intuito de
regredir o CL em gatas domeésticas no inicio da fase luteal. Em determinados
exemplares, essa prostaglandina pode ter um efeito luteotrofico, apesar de nao ter
sido explorado a razdo pela qual isso ocorre. De qualguer maneira, o fato de a
PGF2a nao apresentar efeito Iuteoliico em gatas domésticas leva os
pesquisadores da area a uma busca por protocolos alternativos (MICHELETTI et

al., 2011). Assim, diferentes protocolos hormonais foram desenvolvidos para
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diferentes espécies de felideos (SWANSON e BROWN, 2004).

A resposta ovariana as gonadotrofinas também pode variar com o intervalo
entre as aplicacbes dos hormoénios. Macromoléculas exdégenas como a
gonadotropina coribnica equina (eCG), aplicadas sucessivamente em intervalos
curtos, podem sensibilizar o sistema imunoldgico da fémea, induzindo a formacéao
de imunocomplexos que interferem na resposta ovariana, na eficacia da

inseminacao artificial e na recuperacao de odcitos (PELICAN et al., 2006).

Estudos es sobre superovulagédo em jaguatirica (Leopardus pardalis) e gato-
do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) indicaram que o intervalo de quatro meses
entre  aplicacbes alternadas de eCG/hCG  (gonadotropina  coridnica
equina/gonadotropina coribnica humana) e FSH/LH purificados (hormonio foliculo
estimulante purificado/horménio luteinizante purificado) ndo reduz a resposta
ovariana (PAZ et al., 2005).

Mesmo que algum progresso tenha sido feito, fatores limitantes, como a
grande variabilidade na resposta a utilizacdo de produtos altamente heterélogos
como o0 eCG e o hCG, tém dificultado a obtencdo de melhores resultados na
inducdo da atividade ovariana. J&a foi comprovada também em fémeas felideas com
idades avancada, a diminuicdo da eficiéncia reprodutiva, causa provavelmente
relacionada com a diminuicdo da qualidade oocitaria, alteracdo do ambiente uterino
e alteracdes enddcrinas. As diferencas espécie- especificas sdo significantes; e é
facil causar hiperestimulacao ovariana e perfis endécrinos alterados que, por sua
vez, podem comprometer a reproducdo. Estudos com a utlizagdo de
progestagenos no pré-tratamento que objetivam melhorar a resposta ovariana tém
fornecido resultados promissores em varias espécies de felideos (PELICAN et al.,
2006).

Pesquisas futuras precisam indicar protocolos que suprimam a atividade
ovariana de forma reversivel e controlavel, como dose e intervalo de aplicacdo de
gonadotrofinas, para cada espécie. Entretanto, estas pesquisas precisam de mais
bases fisioldgicas. E necesséario que novos estudos foquem em protocolos
especificos para inducdo a superovulagcdo (PELICAN et al, 2006). O

desenvolvimento desses protocolos, associados a criopreservacao de sémen e
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embrides e ao desenvolvimento de gonadotrofinas especificas para felideos,
aumentara a utilidade das técnicas de reproducdo assistida para a conservacao
dessas espécies (MOREIRA, 2007).

3.6 Inseminacéao artificial (IA)

Inseminacédo artificial € a introducdo de sémen através de uma pipeta no

trato reprodutivo de uma fémea no estagio correto do seu ciclo (FILHO, 2004).

A técnica de IA vem sendo aplicada a inUmeras espécies silvestres, algumas
com éxito outras ndo, sendo considerada uma importante ferramenta para
conservacio de espécies ameacadas (GUIMARAES, 2008). Esta técnica pode ser
benéfica para trés fatores principais: individuos que falham em acasalar-se por
incompatibilidade comportamental ou clinica; aumentar a diversidade genética
dentro de uma populacao e expandir o grupo de genes através do acasalamento de
individuos selecionados; e distribuir o sémen com seguranca entre diferentes
localizacBes geograficas sem o risco e o0 custo de transportar animais vivos
(HOWARD et al., 1992).

E essencial que os métodos de reproducéo assistida utilizados sejam isentos
de qualquer risco de contaminacdo ou transmissao de doencas. Para isso, algumas
medidas devem ser tomadas para ndo se comprometer 0s procedimentos
utilizados. A centrifugacdo do sémen e retirada do liquido seminal séo
importantes para procedimentos de inseminacgdo artificial com sémen fresco ou
congelado (HOWARD, 1993).

Métodos de processamento de sémen sem centrifugacdo e retirada do
plasma seminal levaram ao desenvolvimento de piometra em 40% de gatas
domeésticas inseminadas, mesmo com o fato de o sémen estar diluido em meio de

cultura contendo antibioticos, penicilina e estreptomicina (HOWARD, 1993).

Acredita-se que o sémen de doadores possa conter bactérias da flora normal
como Escherichia coli, que seriam causadoras de infeccdo nas fémeas. Casos de
brucelose, que tem grande implicacdo reprodutiva, ja foram relatados em tigresas

(Panthera tigris) e fémeas de oncas-pintadas (Panthera onca) (ABRAVAS, 2008).
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Conforme Ruiz (1999), o conteudo do prepucio (invaginacao de pele que cobre a
parte livre do pénis no estado ndo erétil), mistura-se com o sémen durante a

ejaculacdo, sendo essa uma das principais fontes de contaminacéo.

Em felinos silvestres, apds muitos testes comparativos entre inseminacgao
vaginal, transcervical e intra-uterina, chegou-se a conclusdo que esta Ultima,
realizada por laparoscopia trans-abdominal, obtinha o melhor resultado
(GUIMARAES, 2008), tornando esta técnica o melhor método de IA, podendo
justificar o alto indice de contaminacdo das fémeas, o que ndo acontece durante a
copula natural pelo fato do depdsito do sémen ser vaginal. Neste contexto,
cuidados como centrifugacdo do sémen e retirada do liquido seminal ja citados,
além de outros como avaliacdo reprodutiva e exame clinico completo dos animais,
devem ser realizados antes da utilizacdo dos mesmos na IA e em outros

programas de reproducéo assistida (ABRAVAS, 2008).

Uma das vantagens da IA é o fato de ser um procedimento relativamente
simples, mas ainda dependente do aperfeicoamento de protocolos de inducédo do
desenvolvimento folicular e da ovulagdo. Outra vantagem € a possibilidade de
utilizacdo tanto de sémen resfriado quanto criopreservado. (MICHELETTI et al.,
2011).

A inseminacdo usando sémen congelado tem sido amplamente reportada,
mas em geral, as taxas de fertilizacdo sdo mais baixas do que as conseguidas com
sémen fresco. Até os dias de hoje, a inseminacao artificial com sémen fresco ou
descongelado tem sido utilizado com sucesso, porém com dificuldades para
produzir filhotes em espécies de felideos (FILHO, 2004).

Segundo Swanson e Brown (2004), h& especula¢des que estas dificuldades
existentes da IA estejam relacionadas a variabilidade na resposta ovariana, a
necessidade de um procedimento cirargico para a deposicéo intrauterina do sémen
em felideos, ao uso de anestésicos, ao estresse de captura e, nos casos de IA

cirdrgica, ao estresse pds-operatorio.

Lacerda-Neto e pesquisadores (2004) relataram que gatas domésticas (Felis
catus) submetidas a cirurgias para inseminacdo apresentaram concentracoes de

cortisol aumentadas ap0s os procedimentos cirdrgicos, retornando aos niveis
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basais apd6s aproximadamente 72 horas, o que indica que procedimentos
cirGrgicos podem ser fatores de estresse prolongado. E necessario também saber
se as cirurgias em si afetam as taxas de fecundacéo e a viabilidade dos embrides.
Pode haver a interferéncia do cortisol na liberacdo do horménio reprodutivo LH
logo apoOs os procedimentos cirargicos, apesar de as concentracbes de LH nao
terem sido significativamente diferentes nos periodos analisados de 24, 48 e 72
horas apos o procedimento (MICHELETTI et al., 2011).

Para aumentar as taxas reprodutivas em felideos mantidos em cativeiro,
seria necessario desenvolver técnicas nao cirurgicas (i.e., transvaginal) de IA para
a deposicdo de sémen no corno uterino, o que eliminaria o efeito da elevacéo pos-
cirdrgica do cortisol. Porém, mesmo eliminando o efeito da elevacéo do cortisol pela
cirurgia, € possivel que ainda ocorra uma elevacéo dele devido a contencéao fisica e
guimica dos animais estudados. A inseminac¢do via laparoscopia tem apresentado
bons resultados em diversas espécies de felideos, mas ainda precisa ser
aprimorada (SWANSON et al., 2002).

3.7 Producéo in vitro de embrides

A producéo in vitro de embrides (PIV) é um procedimento que envolve varias
técnicas de reproducao assistida, entre elas a capacitacdo espermatica; a coleta de
odcitos dos foliculos ovarianos, incluindo nesta, trés etapas biologicas (figura 4):
maturacéo in vitro dos odcitos (MIV); fecundacéao in vitro (FIV); e cultivo in vitro de
embrides (CIV). Estes, junto com as técnicas de transferéncia de embrides (TE),

completam o procedimento (HAFEZ, 2004).

Figura 4 - llustracdo esquematica de etapas basicas na producéo
in vitro de embrides bovinos. Os o0citos sdo aspirados dos foliculos
ovarianos e maturados (MIV), fecundados com sémen capacitado
(FIV) e os zigotos séo cultivados (CIV) por 8 a 9 dias para obter
blastocistos para transferir para o Gtero.

37



et
//: B @ ‘\ Aspiracao folicular

Ovario

Odcitos imaturos

Meio de maturagao v

EoRear —

Maturagso in vitro

Culiivo in vitro

Embrides pré-implantagéo
(8-9 dias apés o ClI

Fonte: HAFEZ e HAFEZ, 2004.

A PIV é uma técnica relativamente difundida em animais silvestres, tendo
sido testada em diversas espécies de felideos neotropicais, como em gatos-do-
mato-pequenos(Leopardus tigrinus) e jaguatiricas (Leopardus pardalis) (SWANSON
et al., 2002) e em oncas-pintadas (Panthera onca) (MORATO et al., 2000). Apesar
de ser uma técnica relativamente simples, a partir do momento em que se possui 0
oo6cito maturado e o sémen capacitado, a producdo in vitro de embrides (PIV)
apresenta baixa taxa de sucesso para certas espécies de felideos, mesmo quando
0s odcitos recuperados para o procedimento sdo de boa qualidade (MORATO et
al., 2000).

Entretanto, pesquisas utilizando as biotecnologias da reproducao em felinos
selvagens vém cresce cada vez mais devido a sua importancia como ferramenta na

conservacao de espécies ameacadas (SILVA et al., 2004).

3.7.1 Capacitagdo dos espermatozoides

Os espermatozéides nao conseguem atingir sua total capacidade de
fecundacédo antes de serem transportados através do trato reprodutivo feminino.

Eles devem sofrer modificacbes fisiologicas adicionais (capacitacdo) antes de
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conseguirem penetrar na zona pellucida e fundir-se com o vitelo do odcito. A
capacitacdo permite ao espermatozéide sofrer uma reacdo acrossémica normal
antes da fecundacdo (HAFEZ, 2004).

O sémen pode ser capacitado em meio de alta for¢a ibnica, ionéforo de
Ca2+, cafeina, incubacao prolongada (28 a 24 horas), pH elevado e lavagem em

um gradiente de Percoll, mas os resultados ndo tem repetibilidade (HAFEZ, 2004).

O primeiro passo para a capacitacdo espermatica € a obtencdo de uma
amostra do sémen ejaculado com alta porcentagem de espermatozoides mostrando
motilidade progressiva. Se for utilizado sémen congelado, a motilidade espermética
pode ser intensificada (hipermotilidade) por métodos fisicos (técnica do nado
ascendente swim-up, gradiente de densidade de Pecoll) ou por agentes quimicos
(cafeina, teofilina) (HAFEZ, 2004).

3.7.2 Maturacdao in vitro de odcitos

Ao contrério do espermatozéide, apos a liberacdo da gbnada, o odcito ndo
requer exposicdo ao trato reprodutivo para ser fértil. Eles podem ser coletados
através da dissecacdo, fatiamento ou aspiracdo, sendo a Ultima a técnica mais
eficiente para se obter oécitos (HAFEZ, 2004), usando uma agulha guiada por fibra
Otica ou ultra-som (GONCALVES et al., 2008).

A técnica de aspiracdo folicular por via laparoscépica deve ser precedida por
tratamentos hormonais para inducdo da atividade ovariana. A combinacédo de FSH
e LH tem sido utilizada com sucesso em tigres (Panthera tigris) e oncas pintadas
(Panthera onca) (MORATO et al., 2000).

Magalhdes (2013) demonstra a recuperacao e selecdo de odcitos de ovarios
de gata doméstica (Felis catus) (figura 5) através da técnica de slicing (fatiamento),
em placas de Petri de plastico, contendo 8mL de DPBS (Dulbecco’s phosphate
buffered saline) suplementado com 100mg/mL de estreptomicina e 100UIl/mL de

penicilina, aquecidos a 38° C.

Nessa mesma placa, sob lupa estereomicroscopica, procedeu-se a

classificacdo dos CCOs (figura 6). Foram utilizados apenas CCOs que
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apresentavam citoplasma uniforme e fortemente pigmentado, envoltos por duas ou
mais camadas de células da granulosa firmemente aderidas (CCOs de grau )
(MURAKAMI et al., 2002).

Figura 5 — Fotografia de ovarios de gatas domeésticas (Felis catus) coletados durante

a ovariosalpingohiesterctomia eletiva (OSH). A — ovarios integris preservados em

solucdo. B — ovarios sendo submetidos a técnica de Slicing.

Fonte: MAGALHAES, 2013.

Figura 6 — Fotografia de lamina de microscopia 6ptica de CCOs gatas domésticas
(Felis catus). A - Graus variados de CCOs de gata (Felis catus). B - CCO de grau | de

gata (Felis catus). (Microscépio de luz, aumento 400x).

Fonte: MAGALHAES, 2013.

Apbs a recuperacao e selecao dos odcitos, eles sao transferidos para uma



placa contendo um meio de maturacdo. Apds romper os foliculos para a liberacéo
do complexo cumulus-oécito (CCO), quatro a cinco ou um grupo de CCO séo
colocados em microgotas do mesmo meio sob Oleo de parafina em placas de Petri
e incubados a 39°C em 5% de CO2 e 95% de ar com alta umidade por 24 horas
(HAFEZ, 2004). Diversos outros meios para maturacdo de o0citos sdo propostos,
mas a eficiéncia deles é avaliada pela competéncia em produzir embribes e a
avaliagdo morfologica dos embribes produzidos. Alguns dos métodos utilizados
para a avaliacdo dos meios s&o: proporcdo de oocitos maduros apdés MIV,
embrides produzidos apos FIV, tempo de clivagem, porcentagem de blastocistos e
namero de blastdbmeros (HRIBAL et al., 2013).

Magalhdes (2013) realizou a maturacdo oocitaria in vitro em placas do tipo
four-well. Em cada pog¢o foram colocados 400uL de meio SOF e 20 CCOs de grau |
e o periodo de maturacao foi de 30 horas em atmosfera umida de 5%02, 5%CO: e
90% N2 (figura 7). A taxa de expansdo de células do cumulus foi da ordem de
94,3% provando que o meio de maturacao foi eficiente e adequado. Somente 0s
CCOs que apresentaram expansao das células do cumulus foram utilizados para a
fertilizacdo. N&o houve diferenca estatistica entre o numero de CCOs |
selecionados e o numero de CCOs | resgatados com expan¢do das células do

cumulus, conforme informado na tabela 3.
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Figura 7 - Fotografia de placa do tipo four-well com 400uL de meio MIV para maturacéo
de odcitos de gata (Felis catus).

Fonte: MAGALHAES, 2013.
Tabela 3: Média e desvio padrdo do nimero de Complexo Cumulus Oophorus



(CCOs) de grau | antes e apos expansédo das células do cumulus, em placa do tipo
four-well com 400uL de meio MIV (SOF).

NUumero de gatas CCO l/animal  CCO | (cumulus expandido)

11 19,2+4,0a 18,2+4,0a

* Médias seguidas de letras diferentes numa mesma linha diferem entre si (P<0,05).

3.7.3 Fertilizagao in vitro

Durante a co-incubacdo de um odcito MIV com sémen capacitado, um
espermatozoide penetra 0 oocito, desencadeando uma série de eventos que levam
a fecundacéo (HAFEZ, 2004).

A taxa de FIV (clivagem) de odcitos nas gatas (Felis catus) varia entre 40% e
50% em od6citos maturados in vitro e 60—-80% para maturados in vivo (POPE et al.,
1999). A FIV em gato doméstico vem apresentando sucesso na producéo tanto de
embrides, como de filhotes. Em alguns felideos selvagens como o guepardo
(Acinonyx jubatus) e o gato do deserto indico (Felis margarita) a técnica de FIV
mostrou ser capaz de produzir embrides (SWANSON, 2012), e no caso do tigre
(Panthera tigris) foi capaz de produzir filhotes (DONOGHUE et al., 1990).

Uma grande porcentagem de embrides felinos produzidos in vitro apresenta
um bloqueio de desenvolvimento no estagio entre mérula e blastocisto, periodo
mais tardio do que o bloqueio ocorrido em outros mamiferos (HOFFERT et al.,
1997).

Pope e pesquisadores (1999) observaram que tanto a suplementacdo de
cisteina ao meio de maturacdo como a reducdo da atmosfera de oxigénio
melhoraram significativamente o desenvolvimento de embrides in vitro até o estagio
de blastocisto. Portanto, assim como na FIV de bovinos, os odcitos de gata
maturados in vitro ndo se desenvolvem até blastocistos tdo rapidamente como o0s
oocitos maturados in vivo, mas a diferenca € minima devido aos avancos ocorridos
nas condic¢des de cultivo (SWANSON, 2006).
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O procedimento de FIV para animais domeésticos envolve o preparo de
microgotas de 25mL de suspenséo de sémen e 25mL de meio contendo 10mg/mL
de heparina. A seguir, de quatro a cinco CCO (cumulus-o6cito) sdo colocados em
uma microgota de meio de fecundacdo (volume final de 50mL sob o6leo de
parafinas e incubados em 5% de CO:2 e 95% de ar com alta umidade a 39°C, por 24
horas (HAFEZ, 2004).

Em odcitos envelhecidos, a incidéncia de poliespermia é alta; caso o odcito
seja muito envelhecido, o desenvolvimento primario € anormal ou a fecundac¢ao nao
pode ocorrer (HAFEZ, 2004). Porém, estudos demonstraram que 0s ovarios de
guepardos (Acinonyx jubatus) de idade avancada s&o responsivos ao tratamento
com gonadotrofina sérica de éguas gravidas (PMSG, também conhecido por eCG)
e que oOvulos maduros podem ser coletados eficientemente de cada uma das
espécies usando técnica laparoscopica. A jaguatirica (Leopardus pardalis) tem uma
baixa sensibilidade intrinseca ao eCG/hCG e requer proporcionalmente ao seu
peso de trés a dez vezes a dose rotineira administrada a guepardos (Acinonyx
jubatus), pumas (Puma concolor) e panteras nebulosas (Neofelis nebulosa)
(SWANSON et al., 1996).

A taxa de fecundacdo pode ser avaliada com o exame microscopico para
clivagem, mas para uma analise mais precisa, alguns odcitos devem ser fixados,
corados e examinados sob microscopia de contraste de fase 18 a 22 horas apés a
inseminacao. Altas taxas de fecundacao na FIV dependem de um namero 6timo de
espermatozoides fecundantes com motilidade vigorosa e de um oécito fecundavel

com o primeiro corpusculo polar (HAFEZ, 2004).

Alguns critérios sdo usados como evidéncia de fecundacédo, que incluem a
penetracdo do espermatozéide no ooplasma; inchaco da cabeca do
espermatozoide e formacdo de pré-nucleo; clivagem morfologicamente normal e
formacao de blastocisto; rompimento dos granulos corticais; e evidencia de cauda

de espermatozoide no ooplasma (HAFEZ, 2004).

O protocolo para superovulagéao e posterior fecundagéo in vitro, preconizado
para tigres (Panthera tigris), foi capaz de produzir embrides em ongas-pintadas

(Panthera onca), porém ha a necessidade de adequacéo deste protocolo devido a
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baixa taxa de clivagem. Entre 0,5 a 3 horas pds- inseminacao, cerca de 90% dos
odcitos ja estdo penetrados. Entre os felideos, filhotes nascidos através da
fertilizacdo in vitro foram produzidos no gato do deserto Indiano (Felis margarita)
(POPE et al., 1989) e no tigre (Panthera tigris) (DONOUGHUE et al., 1990).

3.7.4 Cultivo in vitro

Apés a FIV, os zigotos devem ser cultivados para posterior desenvolvimento

antes de serem transferidos para o utero ou criopreservados (HAFEZ, 2004).

Apos a FIV ou a ICSI, é necessario o cultivo dos embrides in vitro (CIV) para
gue eles se desenvolvam até o estadio de blastocisto expandido, de quatro a seis
dias (POPE et al., 2006), quando estarao prontos para serem transferidos para uma
fémea receptora (MICHELETTI et al, 2011).

Diversos trabalhos com gatas domésticas demonstraram que quanto mais
desenvolvido o odcito na coleta, maior a viabilidade para fecundacéo apds atingir a
metafase Il (Ultima fase de desenvolvimento antes de fecundar) (POPE et al.,
2006). Em felideos domésticos, o cultivo de embrides é feito em grupo (cultivo de
varios embrides na mesma gota ou poc¢o), o que proporciona melhores indices de
crescimento e desenvolvimento embrionario em comparacao ao cultivo de células
isoladas (SPINDLER et al., 2006). Como a producao em laboratério de embrides de
felideos ameagados de extingdo € escassa, dificilmente s&o utilizadas técnicas
como o cultivo em grupo intraespecifico. Porém, foi comprovada a eficacia da
utilizacdo de embribes de outras espécies (de roedores e de bovinos) para o cultivo
conjunto com embrides de gatas domésticas como estimulo para o
desenvolvimento deles (SPINDLER et al., 2006).

Para o sucesso das técnicas de cultivo de embrides, € fundamental a
utilizacdo de meios de cultivo adequados para que ocorra a clivagem deles. Alguns
estudos em gato doméstico demonstraram que 0os embrides apresentam respostas
especificas a diferentes carboidratos no meio, conforme o0 estadio de
desenvolvimento em que se encontram. Foi também comprovada certa

sensibilidade dos embribes a aminoacidos essenciais presentes no meio de cultivo
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(HERRICK et al., 2007).

O CIV é uma técnica recente e encontra-se em desenvolvimento. Pesquisas
sobre estimulacdo ovariana e coleta e cultivo de odcitos sdo importantes para
melhor aplicacdo das técnicas de FIV e ICSI e, consequentemente,
melhor desenvolvimento embrionario. Entretanto, o desenvolvimento de meios
adequados de cultivo de odcitos e embrides € essencial para o sucesso dos
protocolos de producdo in vitro de embrides (PIV) (MICHELETTI et al., 2011).

3.8 Transferéncia de Embrides

Os requisitos basicos para um programa de transferéncia de embrides (TE)
sdo: uma fonte de embribes, um método confiavel para transferir os embrides; e

receptoras adequadamente sincronizadas (HAFEZ, 2004).

Na transferéncia de embribes, oOvulos fertilizados ou embribes precoces
(geralmente no estagio de cerca de oito células) sdo removidos do trato reprodutivo
da fémea doadora e transferidos para o trato de uma méae adotiva, que carrega 0s
embrides ao termo e produzem filhotes vivos. A producdo de embrides in vitro é a
geracdo artificial de um embrido em cultura usando gametas (6vulos e
espermatozoides) que foram coletados em um estado maduro ou imaturo. Os
procedimentos de transferéncia de embrides em espécies ndo-domésticas sao
freqientemente realizados em conjunto com protocolos de estimulacdo ovariana
para permitir a coleta de grande quantidade de embrides seja para uso imediato

seja para congelar (FILHO, 2004).

Ha um numero de pré-requisitos essenciais para a coleta de embrides de
qualquer espécie que inclui um grande conhecimento da biologia da reproducéo da
espécie; boas técnicas de manejo animal e a disponibilidade de locais para
restricdo do animal; recursos laboratoriais e pessoal treinado na coleta e manejo de
embrides e o0 uso de animais que sao comprovados reprodutores. A coleta de
embrides € geralmente aplicada no estagio de blastocisto expandido, que é durante
a primeira semana de desenvolvimento e pode ser feita por técnicas cirargicas e
nao-cirurgicas (FILHO, 2004).
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A transferéncia de embrides aumenta o numero de ninhadas por fémea;
previne a transmissdao de doencas entre populacdes; os filhotes adquirem
imunidade passiva da mée adotiva via sangue da placenta ou leite; os animais
podem ser transferidos de um local para outro como embriées em tubos de ensaio
e os embrides podem ser congelados antes de transferidos para fémeas receptoras
(FILHO, 2004).

3.9 Criopreservacao e refrigeracao de embrides

A eficiéncia da transferéncia de embrides depende da manutencdo da
viabilidade dos embrides do momento da coleta até o momento da transferéncia. A
sobrevivéncia embrionaria pds-descongelacdo depende da qualidade inicial do
embrido, do estadio de desenvolvimento, da espécie, do tempo entre a coleta e

congelacao, do tipo de crioprotetor e do protocolo de resfriamento (HAFEZ, 2004).

Os embrides séo criopreservados por congelagao lento ou por vitrificagdo. O
desenvolvimento embrionario ocorre em vérias condi¢cdes de cultivo, meios e
suplementos e atmosferas gasosas. Para animais domeésticos, culturas em tubos
fechados produzem resultados iguais aqueles notados em microgotas de meio sob
Oleo de parafina. Uma atmosfera de oxigénio reduzido, de 5% de CO2, 5% de Oz e
90% de N2 € no minimo igual e em algumas espécies superior a 5% de CO2 no ar

para promover o desenvolvimento embrionario (HAFEZ, 2004).

Ovulos ndo fertilizados sdo mais sensiveis a criopreservacdo do que os
embrides. Os embribes formados in vitro sdo mais sensiveis a criopreservacédo do

gue os embrides fertilizados in vivo (FILHO, 2004).

Swanson e pesquisadores (2002) realizaram a reproducdo através
transferéncia de embrides apoOs criopreservacdo, de gato-silvestre-africano
(Felis silvestris) e o caracal (Caracal caracal), e a jaguatirica (Leopardus pardalis).
Apesar de essas técnicas nao apresentarem muita dificuldade em termos de
procedimentos, dificiimente se obtém filhotes. Isso se da principalmente em razao
das falhas na sincronizacdo hormonal das receptoras e da dificuldade em se

estabelecer um ambiente uterino adequado para o desenvolvimento dos embribes
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(SWANSON e BROWN, 2004; PELICAN et al., 2008).

A criopreservacao de embrides de felideos silvestres € existente, mas ainda
nao € uma técnica de uso rotineiro. Isso certamente ocorrera quando as técnicas de
cultivo e congelacdo de embriGes in vitro estiverem mais avangadas. Poucos
trabalhos realizados com felideos silvestres conseguiram desenvolvimento de
embrides viaveis ou aptos a transferéncia ou inovulagédo para as receptoras a partir

de embribes criopreservados (GOMEZ et al., 2003).
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4 CONCLUSAO

Para melhorar as taxas de reproducéo de espécies ameacadas de extingao é
preciso ampliar a pesquisa basica em fisiologia reprodutiva e aprimorar as técnicas

de reproducéo assistida.

A biotecnologia aplicada a reproducédo pode contribuir para minimizar o risco
de extincdo de inumeras espécies consideradas vulneraveis ou ameacadas e
garantir um futuro para elas, importantes para a manutencao do equilibrio natural
do planeta. Para isto torna-se necessério identificar o efeito da sazonalidade na
reproducdo das diversas espécies dos felideos selvagens, corrigir o fator estresse
com enriquecimento ambiental, aperfeicoar as técnicas de reproducdo assistida
desde os protocolos anestésicos para colheita de sémen do macho e os protocolos
hormonais para a indugéo de desenvolvimento folicular e ovulagéo da fémea até os
protocolos de inseminacao artificial (I1A), maturacéo in vitro (MIV) fertilizacdo in vitro

(FIV), criopreservacgao de gametas e transferéncia de embrides (TE).

A partir da correta aplicacao das biotecnologias de reproducao com o intuito
de se conseguir um bom desempenho reprodutivo, sendo possivel garantir a
manutencdo de um banco genético viavel e consequentemente aumentar a
variabilidade genética destas espécies, se conseguira alcancar com sucesso a

conservacdo das mesmas.

Apesar dos avancos que vém ocorrendo na area de reproducdo assistida de
animais selvagens desde a década de 90, ainda h& muito a ser desenvolvido nessa
area. As pesquisas demandam alto investimento em profissionais experientes,
equipamentos e suprimentos, mas se justificam pelos resultados significativos que
trazem & conservacdo de espécies ameacadas de extincdo. E necessario que haja
também maior esfor¢co de governos, 6rgados financiadores, instituicdes de ensino e
pesquisa e da comunidade cientifica para incentivar a pesquisa e 0 avango

tecnoldgico nessa area de conhecimento.
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