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RESUMO
Trata-se da aplicacdo de biotecnicas de reproducdo na espécie Pecari tajacu para melhorar seu
potencial para a criagdo em cativeiro visando sua producéo, conservacdo e multiplicacdo de
recursos genéticos. Para determinar o tempo de maturacdo in vitro foram utilizados 48 fémeas,
foram selecionados 69 CCOs e divididos em 4 grupos por idade e tempo de MIV, e entdo
submetidos a ativacdo partenogenética em lonomicina e 6-DMAP. Para analise da progressdo
meiotica 165 odcitos foram divididos em 4 grupos conforme a suplementacdo de horménios na
MIV e tempo de maturacdo. Na criopreservacdo foram utilizados espermatozoides
epididimarios de 9 machos, diluidos em Tris-frutose e ACP-120 e divididos em grupos de
refrigeracdo a 4°C e congelamento a -196°C e presenca da glutationa (GSH), foram avaliados
os parametros motilidade, vigor e viabilidade apds a diluicdo a fresco e criopreservacao. Para
a producdo de embrides, 97 oocitos apos MIV de 36 horas foram divididos grupos de ativacdo
partenogenética, FIV e ICSI. Através da ativacdo partenogenética obteve-se taxas de clivagens
(47%) para os oocitos de fémeas com menos de 2 anos submetidos a MIV em 36 horas, em
todos os grupos observaram-se clivagens porém ndo houve diferencas significativas (P>0,05)
entre 0s grupos analisados, observou-se taxa de blastocisto (15,4%) somente no grupo de
odcitos ativados apds MIV de 44 horas. Na analise da progressao meidtica, em todos os tempos
analisados foram encontrados odcitos em MII. Na criopreservacdo dos espermatozoides
observaram-se queda nos parametros analisados nos dois diluidores em todos 0s grupos, a
presenca da glutationa ndo interferiu significativamente nos parametros analisados. No
resfriamento, as taxas de motilidade e viabilidade foram superiores no ACP-120 (> 50%) e no
congelamento em tris-frutose (33% e 18%). A producédo de embrides in vitro foi bem sucedida
na ativacao partenogenetica (62,9%) e na ICSI (52,6%), na FIV as taxas foram baixas (7%), a
producdo de blastocisto ocorreu somente nos embrides partenotos (4,5%). Os resultados
mostraram a viabilidade de biotecnicas reprodutivas como conservagao de gametas, e producéao

in vitro de embribes na espécie Pecari tajacu.

Palavras chaves: Pecari tajacu, MIV, ativacdo partenogenética, FIV, ICSI, criopreservacao,

biotecnicas da reproducéo.



ABSTRACT

This work considers the application of reproduction biotechniques on species Pecari tajacu
designed to improve its potential for upbringing in captivity and aiming its production,
conservation and the multiplication of genetical resources. To determine the maturation time in
vitro, 48 females were utilized. An amount of 69 CCOs were selected and divided in 4 groups,
per age and per time of MIV. They were then submitted to parthenogenetic activation in
ionomycin and 6-DMAP. For the meiotic progression analysis, 165 oocytes were divided in 4
groups according to supplementation of hormones in MIV and time of maturation. For the
cryopreservation, epididymal sperm of 9 males were utilized, diluted in Tris-fructose and ACP-
120 and divided in groups of refrigeration at 4°C and freezing at -196 °C in the presence of
glutathione (GSH), where the parameters of motility, vigor and viable sperm were evaluated,
after fresh dilution and cryopreservation. For the embryo production, 97 oocytes after MIV of
36 hours were divided in groups of parthenogenetic activation, IVF and ICSI. Through
parthenogenetic activation the rates of cleavages were obtained (47%) for the oocytes of
females with less than 2 years of age, submitted to MIV in 36 hours. In all groups cleavages
were observed, but with no significant difference (P>0,05) among the groups analysed. One
blastocyst rate of 15,4% was observed only in the group of oocytes activated after MIV of 44
hours. In the meiotic progression analysis, in all times analyzed oocytes were found in MII. In
the cryopreservation of the spermatozoa it was observed a drop of the parameters analyzed in
the two extenders in all groups. The presence of glutathione did not interfere significantly in
the parameters analyzed. In the freezing, the rates of motility and viable sperm were superior
in ACP-120 (> 50%) and in the freezing in tris-fructose, 33% and 18%. The production of
embryos in vitro was well succeeded in the parthenogenetic activation (62,9%) and in ICSI
(52,6%). In IVF the rates were low (7%). The production of blastocyst occurred only in the
partenotes embryos (4,5%). The results of this work showed the feasibility of reproductives
biotechniques, such gametes conservation and in vitro production of embryos of the species
Pecari tajacu.

Key words: Pecari tajacu, IVM, parthenogenetic activation, IVF, ICSI, cryopreservation,

reproduction biotechniques.
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1. INTRODUCAO.
O Brasil € um dos paises que possui maior biodiversidade, sendo a regido amazo6nica
responsavel por mais de 80% de todo esse recurso natural, de grande potencial sdcio-
econdmico, o qual € muito pouco conhecido e utilizado em beneficio das comunidades locais.

Os recursos genéticos animais, tanto domesticos como silvestres,
constituem um dos mais promissores segmentos da economia nacional.
Eles representam um nicho capaz de responder rapidamente a
investimentos pontuais. Portanto, o que hoje parece distante e utopico
do ponto de vista de aplicabilidade pode se tornar uma realidade
amanha, ja que o elemento determinante na relacéo custo/beneficio das
modernas biotécnicas da reproducdo animal é o mérito genético do
material a ser multiplicado (RUMPF, 2000).

Sobre as espécies silvestres, 0 manejo de fauna compreende uma area
tdo nova quanto ampla, e vem despertando interesses, principalmente
em relacdo a real importancia que possa ter no contexto cientifico,
econdmico e politico. Nessa area, devem-se considerar trés aspectos: 1-
0 conservacionista, uma vez que a reducdo de habitat promove o
isolamento de populagbes silvestres e a reducdo de variabilidade
genética; 2- 0 uso de espéecies silvestres mantidas em criatorios
cientificos para pesquisa; 3- a criagdo de animais silvestres em cativeiro
para o uso comercial (GUIMARAES, 2008).

Com relacéo a este ultimo item, hd uma lista de animais da fauna nativa de interesse em
bioprospeccdo. Algumas espécies como o caititu (Pecari tajacu), a capivara (Hydrochoerus
hydrochaeris), a cutia (Dasyprocta sp.), a paca (Cuniculus paca) e alguns quelbnios sdo
amplamente utilizados para o consumo de carne e/ou ovos (BONAUDO et al., 2005; PEZZUTI
et al., 2004). Em florestas tropicais, a carne de caca silvestre é a Gnica fonte de proteina animal
para algumas populagdes locais (BAIA-JR et al. 2010), a importancia do uso desse recurso
natural conduz a diversos estudos realizados em areas rurais da Amazénia com objetifvo de
avaliar as atividades de caca nessas comunidades locais e suas implicacdes na biodiversidade
(BODMER et al. 2004a, BONAUDO et al. 2005; BAIA-JR, 2010)

O uso da biotecnologia da reproducdo possibilita a conservacdo da diversidade

bioldgica, sendo mais um recurso para evitar a perda das espécies (ANDRABI; MAXWELL,
2007).

Neste contexto, Rumpf et al. (2000) comentam que: Os marcadores
genéticos; a formacdo de bancos de sémen, dvulos, embribes e
foliculos; a sexagem do sémen e de embrido; a transferéncia de
embrides;a producdo in vitro de embrides; a clonagem; e a propria
transgenia sdo ferramentas disponiveis aos programas de melhoramento
e conservagdo de recursos genéticos animais.
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Nas especies silvestres existe pouco estudo relacionado a este conhecimento, sendo
necessarias pesquisas que enfatizem as variages fisiologicas espécie-especificas, assim como,
as alteracbes dos gametas durante a refrigeracdo, congelamento e poés-descongelamento
(FICKEL et al. 2007).

O caititu € um dos animais mais cacados na Amazonia para alimentacdo humana, a
espécie é apreciada por sua carne e couro de excelente qualidade (BODMER; ROBINSON,
2004b). Essa espécie apresenta potencial para a criagdo em cativeiro, tanto por sua capacidade
produtiva quanto pela demanda de mercado para os seus produtos (MAYOR et al., 2007a).
Segundo Nogueira e Nogueira-filho (2011) a sua produtividade ¢ melhor do que quando
comparada ao bovino.

Diante de seu potencial comercial, o interesse pela criagcdo de caititus em cativeiro tem
sido crescente, por isso, o desenvolvimento de modelos sustentaveis de criagcdo constituem uma
alternativa racional para aproveitar economicamente 0s animais cativos, favorecer a seguranca
alimentar de populagdes tradicionais e contribuir para reduzir a pressao de caca (KAHWAGE
et al. 2010). Todavia, para a manutencao da espécie em cativeiro e obtencdo de resultados
positivos, seja para conservacao ou melhoramento genético, se faz necessario o conhecimento
de sua biologia reprodutiva (GARCIA et al. 2009).

Os aspectos reprodutivos de machos e fémeas de caititus vém sendo amplamente
estudados (GUIMARAES et al. 2005; MAYOR et al. 2006a; MAYOR et al. 2007a; MAYOR
et al. 2007b; KAHWAGE et al. 2008; COSTA et al. 2010), o que € fundamental para 0 emprego
de biotecnologias da reproducao. Dentre as biotécnicas, algumas ja estdo sendo empregadas na
espécie, como, a criopreservacdo de sémen (GARCIA et al., 2012), sendo esse 0 passo inicial
para 0 emprego de outras como a producao in vitro de embrides.

Desta forma, este trabalho visa a aplicacdo de biotécnicas da reproducdo em caititus,
com o intuito do melhoramento genético animal, apresentando as seguintes hipdteses: odcitos
de Pecari tajacu submetidos a maturacdo in vitro durante 36 e 44 horas apresentam
desenvolvimento competente apds ativacdo partenogenética; a adicdo de glutationa reduzida
(GSH) no meio de criopreservacdo em dois diferentes diluidores melhora a viabilidade apds o
descongelamento dos espermatozoides de Pecari tajacu; é viavel a producdo de embribes in
vitro de Pecari tajacu através da fecundacdo in vitro e injecdo intracitoplasmatica de

espermatozoides.
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2. OBJETIVOS.
2.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar biotécnicas reprodutivas em Pecari tajacu criado em cativeiro visando a producao,

conservagao e multiplicacdo de recursos genéticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1 - Determinar o tempo de maturagdo in vitro de odcitos de Pecari tajacu e o seu

desenvolvimento competente, por meio da ativacao partenogenética;

2.2.2 - Estabelecer protocolos de criopreservacdo de espermatozoides, obtidos a partir da
cauda do epididimo.

2.2.3 - Analisar o efeito de antioxidantes na viabilidade dos espermatozoides, durante a

criopreservagéo.

2.2.4 - Produzir embrides por fecundagdo in vitro e injecdo intracitoplasmatica de

espermatozoides, e viabilizar o desenvolvimento dos embrides produzidos de Pecari tajacu.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. CARACTERISTICAS GERAIS

Segundo Hassanin et al (2012) a Ordem Cetartiodactyla constitui os animais que
apresentam numero de dedos pares nos membros, tendo com alguns exemplos, camelos, suinos,
pecari, cervos. A subordem Suina é representada por duas familias a Suidae, que sdo 0s suinos
do velho mundo e Tayassuidae que séo 0s porcos do mato neotropicais.

Segundo Sowls (1997); Wilson e Reeder (2005), a familia Tayassuidae (Figura 1) inclui
a espécie Pecari tajacu, cujos representantes sao conhecidos vulgarmente como caititus ou
catetos, 0 queixada (Tayassu Pecari) e o tagua ou porco-do-chaco (Catagonus wagneri).

Os tayassuideos caracterizam-se por possuirem quatro dedos nos
membros anteriores e trés nos posteriores, sendo apenas dois
funcionais, munidos de pequenos cascos. Nao se observa dimorfismo
sexual, a distin¢do entre os sexos se faz pela visualizacdo do escroto,
uma vez que os dentes caninos e o0 tamanho dos machos sdo apenas um
pouco maior do que das fémeas (SOWLS, 1997).

Figura 1: Familia Tayassuidae, representadas pelas seguintes espécies: A- Pecari tajacu;
B- Tayassu pecari e C- Catagonus wagneri (Fonte: pt-fotopedia.com).

Os caititus sdo caracterizados pela cabeca relativamente grande, em comparacdo com o

tamanho do corpo, e pela presenca de um colar de pelos brancos ao redor do pescoco (Figura
2). Os pelos do dorso formam uma crina erétil, o0s membros sdo delgados e o corpo robusto
(SOWLS, 1997). De acordo com Santos et al. (2007), o caititu vive aproximadamente 15 anos
na natureza e até 24 anos em cativeiro.

Os caititus adultos medem entre 70 a 100 cm de comprimento e pesam de 15 a 28 kg, a

pelagem é acinzentada, diferente dos infantes que sdo mais avermelhados (Figura 2).
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Figura 2: Recinto de criacdo de caititus, em sistema intensivo de producéo, localizado
na Embrapa Amazonia Oriental. A unidade familiar é formada por machos e fémeas adultos,
jovens e filhotes. (Fonte: Suleima Silva, 2013).

Iy

A distribuicdo geografica dos caititus estende-se do sul dos Estados Unidos da América
até o norte da Argentina (Figura 3), onde habitam regides desérticas, estepes aridos e florestas
(BODMER; SOWLS, 1993). Na natureza sdo predominantemente herbivoros, alimentando-se
de raizes, frutos, bulbos, caules e folhas (BODMER; SOWLS, 1993; KEUROGHLIAN et al.,
2004). Ocasionalmente, podem comer larvas, pequenos vertebrados e carnica (DESBIEZ,
2007). Em cativeiro sdo alimentados com gréos, frutos, hortalicas, forragens, além de racao
comercial para suinos (NOGUEIRA FILHO, 1997; 1999). Os caititus sdo animais sociais que
vivem em grupos coesos e estaveis por longos periodos de tempo com machos e fémeas de
diferentes idades em uma razdo sexual de 1:1. A espécie é territorial e individuos estranhos ao

grupo podem ser perseguidos em ambiente natural (BYERS; BEKOFF, 1981).

Figura 3: Distribuicdo geografica de caititus (Fonte: CENAP/ICMBio/novembro de 2011).
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3.2. BIOLOGIA REPRODUTIVA DO CAITITU (PECARI TAJACU)

O inicio da vida reprodutiva de machos e fémeas ocorre dos 8 aos 16 meses de idade. A
duracéo do ciclo estral é de 22 a 28 dias, e a duracdo media da gestacdo em caititus é de 140 a
150 dias. Fémeas em fase de estro apresentam maior abertura vaginal, intumescimento e
vermelhiddo da vulva, além de secrecao de fluido mucoso ap6s o pico de estrégeno (MAYOR
et al., 2007a). O tamanho da ninhada varia de um a quatro filhotes (média de dois), sendo que
0 peso ao nascer € aproximadamente de 604 gramas, e o desmame ocorre em torno de dois
meses. O primeiro estro pds-parto ocorre somente de quatro a 16 dias apds o desmame dos
filhotes (SOWLS, 1966, 1984; GARCIA et al, 2009). Em respeito ao desempenho reprodutivo
em cativeiro o tamanho médio das ninhadas é 1,85 * 0,43 filhotes por parto, a idade média do
primeiro parto foi de 639 * 243 dias, o intervalo de partos foi de 196 + 104 dias, o intervalo
observado do parto a reconcepcéo foi de 58 + 104 dias. A maioria dos partos em caititus é duplo
(79,7%), havendo também partos Unicos (17,6%) e triplos (2,7%). A proporcdo sexual ao
nascimento é de 52,6% de fémeas para 47,7% de machos. Os caititus podem apresentar mais
de um parto por ano, sendo a producdo média por fémea de 1,03+0,73 ninhadas por ano. Fémeas
multiparas sdo mais prolificas, com 1,40 + 0,5 partos por ano e 2,47 + 0,99 filhotes por ano, o



18

que faz com que a produgdo média em um rebanho composto por fémeas de diversas idades
seja de 2,35 partos e 4,7 filhotes por fémea ao ano (MAYOR et al., 2007a).

Os 6rgdos reprodutivos femininos do caititu compdem-se internamente de ovarios, tubas
uterinas, Utero e vagina (Figura 4); além da genitalia externa (MAYOR, et al. 2006b). Os
ovarios localizam-se na parte superior da cavidade abdominal, abaixo da quarta vértebra
lombar, suspensos por uma prega de peritonio e sdo revestidos parcialmente pela bolsa ovérica
(SANTOS et al. 2000; PAULA et al. 2003; MAYOR, et al. 2006b).

As tubas uterinas sdo longas, finas e ndo tdo sinuosas como nos suinos, medindo em
media 8,88 cm + 2,59 cm no lado direito, e 8,26 cm + 2,14 cm no lado esquerdo (PAULA et al.
2003). Podem ser divididas em trés segmentos funcionais: 1- o istmo, porcao estreita proxima
do Utero e bem visivel, 2- a ampola, uma dilatacdo na tuba uterina, e 3- o infundibulo,
caracterizado por numerosas pregas, as fimbrias, que se projetam sobre a superficie do ovario
(SANTOS et al. 2000).

O utero pode ser classificado como bicorneo, semelhante ao dos suinos (SOWLS, 1997;
SANTOS et al.,, 2000; PAULA et al.,, 2003; MAYOR et al., 2006b). Os cornos uterinos
apresentaram-se grossos, curtos e pouco flexivel, comunicando-se com o corpo uterino e com
as tubas uterinas (SANTOS et al., 2000). O corpo uterino é curto e possui comprimento de 3,08
cm+ 0,32 cm. A cérvix apresenta-se longa e espessa nas fémeas pluriparas, e fina nas nuliparas,
apresentando varias projecdes da mucosa para sua luz (SANTOS et al., 2000).

A vagina € um orgdo tubular com as paredes finas constituida de longas dobras
longitudinais (MAYOR et al., 2006b), e medindo aproximadamente 7,74 cm + 2,60 cm.
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Figura 4: Anatomia do sistema reprodutor feminino de Pecari tajacu. (1) ovarios; (2)
tubas uterinas; (3) cornos uterinos; (4) corpo uterino; (5) cervix; (6) vagina. (Fonte: Arquivo
pessoal, 2013)
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Os machos apresentam bolsa escrotal localizada na regido pélvica, em posicéo
intermediaria entre a regido perineal e inguinal, de modo que o eixo maior dos testiculos inclina-
se para a regido dorsocaudal (GARCIA et al., 2009). Os testiculos sdo posicionados mais
ventralmente que nos suinos, devido a grande curvatura dorsal da coluna vertebral presente nos
caititus. A pele da bolsa escrotal possui pigmentacdo como no restante do corpo, porém nao
apresenta pelos longos e espessos, caracteristicos de tayassuideos, com apenas alguns pelos
finos (SONNER et al., 2004).

Os testiculos projetam-se caudalmente na superficie corporal, possuem forma ovalada e
sdo achatados laterolateralmente. Possuem duas margens (livre e epididimaria) e duas
extremidades (capitata e caudata). Na extremidade capitata, localiza-se o funiculo espermatico,
gue contém artérias, ducto deferente, vasos linfaticos, veias, além de nervos, musculo cremaster
e a tanica vaginal. Na extremidade caudata, o epididimo origina o ducto deferente. O tubulo
seminifero de caititus apresenta 224 + 48,45 m de comprimento, altura de 66,33 £+ 5,12 um e
didmetro médio de 278 + 16,54 um, estando esses valores dentro da faixa considerada tipica
para a maioria dos amniotas (GARCIA et al., 2009).

Em geral, a espermatogénese dos caititus é considerada muito semelhante a dos suinos,
caracterizada pela alta eficiéncia na producdo espermatica, uma vez que os caititus possuem um

dos mais baixos numeros de células de Sertoli por grama de testiculo e uma das mais altas
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propor¢cdes volumétricas, em que 16% do parénquima é ocupado por compartimento
intertubular e 84% por tdbulos seminiferos (COSTA et al., 2004). A eletroejaculacdo € o
principal método de coleta de sémen em caititus, o0 sémen do caititu pode ser dividido em trés
fracBGes: uma pobre (constituida de secrecdo das glandulas acessorias e pobre em células), uma
rica e uma fragdo gel. As analises das caracteristicas seminais de caititus mostram que o volume
total do ejaculado é de 2,0 + 0,2 mL, a concentragdo média é de 49,68 + 65 x 10° SPTZ/mL
(GARCIA et al., 2009). A coleta por eletroejaculagdo demonstra um sémen de aspecto ralo, de
cor esbranquicada (KAHWAGE et al., 2010).

3.3 BIOTECNOLOGIAS REPRODUTIVAS

As técnicas de reproducdo assistida como, inseminacao artificial (1A), produgéo in vitro
de embrides (PIVE), transferéncia de embrides (TE) e criopreservacdo de gametas séo
essenciais ao melhoramento do desempenho reprodutivo, conservacdo da biodiversidade e
desenvolvimento de pesquisas basicas (GOBELLO; CORRADA, 2003), no entanto, para o
sucesso da aplicacdo dessas biotecnologias é necessario o conhecimento da fisiologia

reprodutiva da espécie em estudo.

3.3.1 Producdo in vitro de embrides

A producéo in vitro de embriBes envolve etapas de maturacao (MIV),
fecundacéo, e cultivo ou co-cultivo de zigotos e estruturas embrionarias
(CIV). Tem sido utilizada nos diferentes segmentos da reproducéao
assistida, sendo inicialmente empregada como instrumento para estudar
os fendbmenos fisioldgicos relacionados aos gametas. Fato esse que
permitiu o melhor entendimento dos fendmenos de crescimento,
maturacdo e fecundacdo de odcitos, da capacitacdo espermatica, bem
como o desenvolvimento embrionario precoce e 0s seus mecanismos de
regulacdo (GONCALVEZ, et al., 2008).

A PIVE envolve quatro aspectos principais: 1) a aquisicdo suficiente de niamero de

odcitos com maturacao nuclear e citoplasmatica; 2) a fertilizacdo in vitro desses odcitos; 3) o

cultivo dos embrides e a transferéncia desses embrides para as fémeas (BIGGERS, 2012).

3.3.1.1 Maturacao in vitro de o6citos
O ovério apresenta duas fungbes principais, sendo a primeira a producdo ciclica de
odcitos fertilizdveis e a segunda a producdo de hormdnios esteroides em proporcoes

balanceadas (HAFEZ, 2004). A maturacdo oocitaria envolve um periodo de crescimento e um
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periodo de preparacdo nuclear e citoplasmatica final sendo um pré-requisito para a fertilizacéo
e o desenvolvimento final.

O odcito, no interior do foliculo, esta envolto por células da
granulosa, formando o complexo cumulus-odcito (CCO), o cumulus
apresenta funcdo diferenciada devido ao seu contato intimo com o
odcito. Substancias reguladoras produzidas pelo odcito tem fungéo
importante na atividade das células do cumulus, assim como essas
células somaéticas tem participacdo ativa no mecanismo de crescimento
e maturacdo dos odcitos (GONCALVEZ et al., 2008).

A maturacdo in vitro envolve mudangas nucleares e citoplasmaticas do odcito, que
devem ocorrer de forma simultdnea de modo a capacitar a fecundacdo e possibilitar o
desenvolvimento embrionario adequado (DODE et al., 2000; SILVA, 2010). Os eventos
nucleares envolvem a retomada da meiose e prosseguimento da maturagdo apos pico de LH.
Este processo inicia com a quebra da vesicula germinativa e formacéo do fuso da meiose I. A
posicao central do fuso conduz uma diviséo celular assimétrica ocorrendo a reducéo do numero
cromossdmico, extrusdo do 1° corpusculo polar e retengdo maxima do citoplasma do oécito. O
processo de maturacéo finaliza com a conducao da meiose 11 até a parada na metéafase 11, sendo
que aquela so seré finalizada com a fertilizacdo do odcito e extrusdo do 2° corpusculo polar (LI
& ALBERTINI, 2013). As mudancas citoplasmaticas envolvem reprogramacdo na sintese
proteica, mudanca na atividade do fator promotor de maturacdo, desenvolvimento dos
mecanismos de liberacdo de Ca2+, aumento de deposicdo lipidica, reducdo do aparelho de
Golgi, alinhamento dos granulos corticais proximos a membrana plasmatica e expansdo das
células do cumulus (DIELEMAN et al., 2002).

Além da maturacdo nuclear e citoplasmatica, as células somaticas
que envolvem o oocito, a granulosa e do cumulus desempenham
importantes fungbes nesse processo. As células do cumulus tornam-se
suspensas em uma matriz de muco durante a maturagdo. Hormdnios
enddgenos e fatores produzidos pelo odcito estimulam a sintese de
acido hialurénico pelas células do cumulus induzindo a sua expanséo
durante o periodo de maturacdo (GONCALVEZ, et al., 2008).

Uma grande variedade de meios tem sido utilizados para maturacao in vitro, sendo o
mais comum o TCM-199 com sais de EARLE, a esse meio sdo adicionados outros aditivos e
horménios. Na MIV em suinos ainda nao existe um meio padrdo (SANTOS et al., 2011), porém
ja foram desenvolvidos alguns meios como o NCSU-23 e NCSU-37 (PETTERS; WELLS,
1993; SUZUKI et al., 2006), 0 PZM e PGM (YOSHIOKA et al., 2002), e 0 TCM-199 como
meio base (HULINSKA et al., 2011)

3.3.1.2. Capacitacéo espermatica.



22

O espermatozoide é funcionalmente imaturo, enquanto permanece no testiculo, somente
adquirindo potencial fecundante durante o trénsito pelo epididimo (KNOBIL & NEILL, 1994).
Os espermatozoides, quando em contato com o plasma seminal, sofrem incorporacgdes e
modificacOes de varias substancias de sua superficie que inibem o potencial fecundante dos
mesmos. Este fendmeno bioquimico é denominado decapacitacdo espermatica (RATH, 2001).
Portanto, é fundamental a ocorréncia da capacitacdo espermatica, ou seja, a retirada de uma
camada glicoproteica e de proteinas do plasma seminal, as quais estdo aderidas a membrana
plasmatica na regido que sobrepde a regido do acrossoma (RATH, 2001).

Durante a capacitacdo proteinas adicionadas na cauda do epididimo e plasma seminal
sdo removidas da superficie dos espermatozoides, fendmeno essencial para a série de eventos
que ocorrem na fertilizacdo (MACHATY et al. 2012). A capacitacdo espermatica é efetivada
pela remocdo de fatores inibidores deste processo, derivados do plasma seminal e da interagédo
das células espermaticas com os chamados fatores capacitantes, 0s quais se encontram no trato
genital feminino.

A capacitacdo é desencadeada a partir da ejaculacdo no trato genital
feminino e acredita-se que se inicie no Utero, todavia, o principal local
da capacitacdo parece ser a tuba, especificamente, a regido do istmo
(RATH, 2001). Glicosaminoglicanos e proteoglicanos presentes na
tuba uterina estdo envolvidos na capacitagdo. Tais informacgoes
conduzem ao desenvolvimento de métodos efetivos de capacitacao in
vitro, onde as proteinas de superficies sdo removidas através da
lavagem e centrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade
(MACHATY et al. 2012)

A fecundacdo in vitro (FIV) tem sido realizada com sémen capacitado em meio de alta
forca i6nica, com a utilizagdo de iondforo de Ca 2* e em bovinos, por exemplo, a heparina tem
sido usada como o glicosaminoglicano na capacitacdo espermatica (ANDERSON, 1991). Em
suinos utiliza-se a cafeina na inducédo da capacitacdo espermatica (MARTINEZ et al., 1993).

O espermatozoide capacitado na presenca do calcio extracelular tem habilidade de se
ligar a zona pellcida e sofrer a reacdo acrossémica. Essa ligacéo se da pela ZP3 (glicoproteina
da zona peltcida). Esse processo envolve a segmentacdo progressiva do acrossomo, e a fusao
das membranas plasmatica e acrossdmica externa, permitindo a liberacdo de enzimas que sao

importantes para a penetracdo e fecundacdo (GONCALVES et al. 2008).

3.3.1.3 Fecundagdes in vitro e desenvolvimento embrionario.
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A fusdo do odcito com o espermatozoide ocorre ap0s a penetracéo,
especificamente, pelo contato entre o segmento equatorial do
espermatozoide e a membrana plasmatica do odcito. Dessa forma, dois
fendmenos ocorrem simultaneamente: 1) a inclusdo da carga genética
paterna, com o reestabelecimento do ndmero diploide dos
cromossomos; 2) a ativacdo do o00cito, necessaria ao bloqueio a
polispermia e o inicio da clivagem embrionaria (GONCALVES et al.
2008).

A fecundacdo in vitro ja esta bem estabelecida em animais domésticos,
porém em animais silvestres apresenta sucesso restrito. Foram
registrados  resultados  satisfatérios utilizando-se a injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) em espécies primatas e
felinos silvestres. O principal fator limitante para essa biotécnica é a
necessidade de um grande nimero de od6citos, principalmente para
espécies raras ou ameagadas de extincao, uma vez que existem poucos
exemplares em cativeiro (GUIMARAES, 2008).

Para a fecundagdo in vitro apés a maturacdo dos odcitos e separacdo dos
espermatozoides viaveis deve-se promover um ambiente adequado para a capacitacao
espermatica e a fecundacdo. O meio mais utilizado é o Fert-TALP (Tyrode’s albumina, lactato
piruvato), contendo heparina para a capacitacdo dos espermatozoides, 0s quais S0 CO-
cultivados com os 06citos por um periodo que varia de 6 a 22 horas (GUIMARAES, 2008). Em
suinos 0 meio que apresenta os melhores resultados ¢ 0 TCM-199, acrescido de 10% soro fetal
bovino e cafeina que utilizando sémen fresco, apresentou taxa de fecundacdo de 94%
(FUNAHASHI; DAY, 1993; SERRET et al. 2007).

Para o desenvolvimento embrionario € necessario a utilizacdo de um
meio simples que suporte a nutricdo celular e o desenvolvimento,
durante a fase de pré-implantacdo embrionaria. Nessa fase, ocorrem
eventos significativos como clivagens, ativagdo do genoma
embrionario, agregacdo e compactacdo dos blastdmeros, expansdo da
blastocele, diferenciacdo do trofoblasto e embrioblasto, formacéo e o
rompimento da zona peltcida (GONCALVES, 2008).

Os métodos de cultivo foram aperfeicoados para permitirem o desenvolvimento in vitro,
utilizando-se sistemas de co-cultivo com uma variedade de células somaticas, tais como: células
epiteliais do oviduto (CEOB), células da granulosa, células VERO, células BRL
(GONCALVES, 2008; MACHATY et al. 2012). Dentre 0s meios mais utilizados estéo o fluido
sintético do oviduto (SOF), baseado na composicdo bioquimica do fluido tubario-uterino de
ovelhas, e os meios CR 1 e 2 (Charles Rosenkrans). S&o adicionados a esses meios: glutamina,
citrato e aminoacidos ndo essenciais e BSA para dar suporte ao desenvolvimento até o estagio

de blastocisto (MACHATY et al., 2012).
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Em suinos um fator limitante para o cultivo dos embrides é o desenvolvimento até o
estagio de quatro células. Considera-se que este fato ocorra por condi¢fes inadequadas de
cultivo, e que coincida com o tempo das primeiras ativacées do genoma embrionario (SERRET
et al., 2007). Porém utilizando-se 0 meio NCUS a taxa de desenvolvimento embrionario € de
30%.

3.3.1.4 AtivacOes partenogenética de o06citos

Em mamiferos, estad bem estabelecido que a penetracdo de um espermatozoide em um
odcito em metafase Il inicia uma serie de oscilagdes de Ca?* por diversas horas induzindo a
retomada da meiose e iniciando o desenvolvimento embrionario (CHA et al. 1997)

A ativacdo artificial € utilizada na obtencdo de embrifes partenogenotos e serve como
modelo no estudo de eventos bioquimicos e morfologicos durante a embriogénese inicial
(MEERSCHAUT et al. 2014). Na auséncia do espermatozoide, a concentragdo de calcio
intracelular pode ser elevada por diferentes tratamentos como estimulo elétrico ou por uma
variedade de agentes quimicos como etanol e estroncio (MEO et al. 2004), lonoforo A23187
(FUNAHASHI et al.,1994a), a ciclohexamida (CHA et al., 1997), estroncio (OKADA et al.
2003), 6- dimetilaminopurina (GRUPEN et al. 2002).

O aumento do ca®* destroi o fator citostatico Calcio dependente (CSF) resultando na
diminuicdo da atividade do fator promotor de maturacdo (MPF), resultando na ativacdo
partenogenética. O MPF é constituido pela kinase CDC2 e ciclina B, sendo essencial para a
parada da meiose em metafase 1l (VARGA et al. 2008).

Os métodos de ativacdo mais eficientes sdo 0s que combinam a inativacao temporaria
do MPF obtida com um pico de célcio, com a sua inativacdo que é induzida por inibidores da

sintese proteica ou inibidores da proteina quinase (GRUPEN et al., 2002).

3.3.2 Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides

A primeira ICSI em od6citos de mamiferos foi realizada por Uehara e Yanagimachi
(1976). Essa técnica é largamente usada na reproducéo assistida e tem produzido informacdes
relevantes sobre 0os mecanismos basicos da fecundacdo. Odcitos de mamiferos injetados com
espermatozoides evidenciam mecanismos de ativacgdo, liberagdo de Ca?* e podem desenvolver
atermo (NERI et al., 2014)

A técnica de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides consiste em inserir 0s
espermatozoides no interior do ooplasma, e foi primeiramente desenvolvida em animais, em
ouri¢co-do-mar (HIRAMOTO, 1962). Em odcitos de mamiferos, Uehara e Yanagimachi (1969)
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observaram altas taxas de descondensa¢do do nucleo de espermatozoides ap6s microinjecdo em
oocitos de hamster, a ICSI tem sido utilizada para estudar o tempo de formacdo do préndcleo
feminino. A técnica de ICSI é amplamente usada na reproducao assistida uma vez que produz
informacdes relevantes sobre a ciéncia béasica da fertilizacdo (NERY et al. 2014), mecanismos
de interacdo de gametas, ativacdo do odcito pelo espermatozoide, e controle do inicio do ciclo
celular (SHIRAZI et al., 2009).

3.3.3 Caracteristicas seminais e criopreservacdo de espermatozoides

O processamento do sémen € definido como todo e qualquer tipo
de manipulagéo ou tratamento laboratorial do ejaculado, de suas fragdes
ou seus componentes. O processamento inclui a avaliacdo das
caracteristicas fisica e quimicas do sémen e da morfologia espermatica,
a diluicdo, o resfriamento, o envasamento e a congelacdo do sémen
(REICHENBACH et al. 2008). Segundo o mesmo autor, a refrigeracéo
e congelacdo do sémen tém a finalidade de manutencédo da vitalidade
espermatica por periodos variaveis, objetivando a sua utilizagéo futura.

O estudo inicial da conservacdo de sémen para evitar danos as células espermaticas e
manter a viabilidade foi feito a partir de um meio de nutricdo. Este deveria proporcionar uma
fonte de energia que permitisse a viabilidade dos espermatozoides, mantivesse-os fecundantes
por um periodo de varios dias, e eliminasse o0 uso diario do reprodutor (RONDON et al. 2012).
Assim, a necessidade em se utilizar substancias com acdo protetora sobre espermatozoides
submetidos a diferentes métodos de conservacdo, seja resfriamento e/ou congelamento, tem
sido amplamente estudada em diferentes espécies de animais domésticos, para evitar os danos
devido ao choque térmico (NUNES; COMBARNOUS, 1995; ALVARENGA et al., 2000;
RONDON et al. 2008) e o estresse oxidativo (PENA et al. 2004; MORAES et al. 2010).

Os diluentes de sémen possuem varias fungdes basicas, como aumentar o volume da
amostra, suprir a necessidade de nutrientes para a producdo de energia, protecdo dos
espermatozoides ao choque térmico, apresentar tampdo para controlar as variaces de pH,
permitir balanco osmotico e controlar o desenvolvimento bacteriano (BORTOLOZZO et al.
2008). Os diluidores amplamente utilizados para conservacdo do sémen em suinos sdo Kiev®
(JOHNSON et al. 1982), (EDTA), Zorlesco (PAQUIGNON et al. 1987), Beltsville Thawing
Solution - BTS® (WOELDERS, 1992) e agua de coco em p6 -ACP® (RONDON et al. 2008).
Em caititus (Pecari tajacu) foram utilizados o TRIS frutose e Tris-Glicose (CASTELO et al.
2010), 0 BTS (GARCIA et al. 2012); a ACP-116 (SILVA et al. 2013).

Dentre as técnicas de colheita de sémen podem ser citadas: a massagem das glandulas

vesiculares e das ampolas dos condutos deferentes, a vagina artificial e a eletroejaculagdo. A
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recuperacdo de espermatozoides vidveis do epidididimo e sua criopreservacdo podem ser
usadas para a preservagdo de germoplasma de animais de alto valor genético. Os estudos nesses
espermatozoides se concentram no efeito da adigdo do plasma seminal, comparacao de meios
diluentes adequados para a congelacéo e viabilidade esperméatica (MONTEIRO et al. 2009). O
ambiente da cauda do epididimo permite que o0s espermatozoides armazenados nesta regido
sobrevivam por varias semanas, primariamente pela manutencdo quiescente do metabolismo e
a prevencao da ativacdo prematura dos mesmos (GLORIA et al. 2011).

Em caititus (Pecari tajacu), estudos de tecnologia de sémen tem se restringido a
definicdo de protocolos para colheita e avaliagdo. Dessa forma é necessario o desenvolvimento
de pesquisas para a preservacdo de gametas (CASTELO et al. 2010). Segundo o autor, torna-se
necessario enfatizar variacoes espécie-especificas na fisiologia celular do espermatozoide, bem
como as transformacdes que o gameta sofre durante o resfriamento, congelamento e
descongelamento. Nessa especie, Silva et al. (2013), verificaram que 0s espermatozoides sao
resistentes as curvas de congelamento que variam de -10 a -40°C/min a partir de 5°C ate -196°C,
utilizando como crioprotetor o glicerol.

Em suinos, varios fatores influenciam a qualidade espermatica durante o processo de
conservacdo por resfriamento ou congelacdo, que podem estar relacionados a suscetibilidade
ao choque térmico, a velocidade de resfriamento, a composicdo dos diluentes, aos fatores
inerentes ao espermatozoide, as diferencas entre cachacos e ejaculados, além de taxas de
diluicdo do sémen (BORTOLOZZO et al. 2008). Um dos fatores importantes que podem
ocasionar serios danos as células, inclusive as espermaticas, é o estresse oxidativo que gera
espécies reativas ao oxigénio (ROS). Estas substancias sdo prejudiciais ao espermatozoide
diminuindo viabilidade, além de causar danos irreversiveis no DNA do espermatozoide maturo
(DE AMBROGI et al. 2006). Além disso, foi comprovado que o espermatozoide suino é muito
sensivel ao dano peroxidativo devido a alta concentracdo de &cidos graxos insaturados presentes
nos fosfolipideos de sua membrana plasmatica (CEROLINI et al. 2001; RONDON et al. 2012).

3.3.4 Sistemas antioxidantes — o papel da glutationa na criopreservacao

Os antioxidantes sdo substancias como vitaminas, minerais, pigmentos naturais,
aminodcidos, acidos graxos e outros compostos vegetais, que bloqueiam ou neutralizam o efeito
nocivo dos radicais livres (WILHELM-FILHO, 1994). Os mecanismos de defesa antioxidante
presentes no plasma seminal e na célula espermatica incluem sistemas enzimaticos e nao

enzimaticos. O sistema enzimatico compreende enzimas como a superdxido dismutase (SOD),
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a glutationa redutase (GSH), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). Esta Gltima atua
como catalisadora na reacdo de reducdo do perdxido de hidrogénio a 4gua e ao oxigénio
molecular. Seu papel antioxidante diminui os riscos de formagéo do radical hidroxila a partir
do H203, via reagéo de Fenton (WILHELM-FILHO, 1994; RONDON et al. 2012).

O processo de resfriamento, congelamento-descongelamento produz estresse fisico e
quimico na membrana de espermatozoides o que reduz a viabilidade e poder de fertilizacdo dos
mesmos. O choque frio dos espermatozoides esta associado com estresse oxidativo e geracao
de espécies reativas de oxigénio (GADEA et al. 2004). Os estresses oxidativo e osmotico
causam danos as membranas plasmaticas e acrossomal, respectivamente, assim como
contribuem para a antecipacdo da capacitacdo e da reagdo acrossomal, no processo de
refrigeracdo e de congelacdo/descongelacdo, reduzindo a longevidade do espermatozoide (DE
AMBROGI et al. 2006; RONDON et al. 2012)

A glutationa é o antioxidante intracelular mais abundante, com
multiplas e complexas fungdes bioldgicas é um tripeptidio ubiquitinona
presente em células vivas e desempenha um importante papel em
mecanismos de defesa intracelular contra o estresse oxidativo. O seu
uso na criopreservacao de sémen suino tende a aumentar o potencial de
fertilizacdo de espermatozoides na especie (GADEA et al. 2004).

Para minimizar o efeito deletério das ROS na membrana do espermatozoide durante a
criopreservacdo, pesquisas atuais tém estudado a adicdo de antioxidantes aos diluidores, tais
como a glutationa (GSH), catalase e acido ascorbico. A adicdo de antioxidantes aos diluidores
para a criopreservacdo permite melhorar a qualidade espermatica apds a descongelacédo, além
de aumentar a longevidade dos espermatozoides (MONTEIRO et al. 2009). Porém, o uso da
glutationa nos meios de criopreservacdo ndo tem contribuido para elevar os parametros
seminais em ovinos (PERES et al., 2012), suinos (GADEA et al., 2004) equinos (BARROS et
al., 2013) em equinos. Porém ao adicionar, a glutationa no meio de descongelamento, Gadea et

al. (2005) observaram queda na producdo de ROS no sémen suino.
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Resumo

A espécie pecari tajacu representa um potencial zootécnico de grande interesse para a
inclusdo em programas de criagdo em cativeiro na Amazonia. O presente trabalho teve como
objetivo definir o tempo de maturacdo in vitro de odcitos, e observar a competéncia dos 00citos
para o desenvolvimento ap0s a ativagdo partenogenética. Foram utilizados 48 fémeas, que
foram anestesiadas e eutanasiadas para coleta dos ovérios. Foram selecionados 69 CCOs e
divididos em 4 grupos por idade e dois tempos de MIV (36 h e 44 h), ap6s o tempo de MIV
foram ativados partenogeneticamente. A progressdo meidtica foi analisada em 165 COCs
divididos em 4 grupos em trés tempos de MIV (30 h, 36 h e 44 h) e conforme a suplementacao
de horménios na MIV Apés a ativagdo partenogenética a taxa de clivagem foi de 47% nos
od6citos maturados em 36 h e em fémeas com idade inferior a 2 anos, em todos 0s grupos
observaram-se clivagens porém ndo houve diferengas significativas (P>0,05) entre eles.
Somente no G3 observou-se a presenca de blastocisto (15,4%). Na analise da progressdo
meidtica, em todos os tempos analisados foram encontrados odcitos em MIl, as diferencas
foram significativas em todos os tempos de MIV, entre aqueles que se apresentavam em VG e
MI e (p<0,01) e para aqueles que se encontravam em MIIl (p<0,05) e entre VG, MI, e MII
(p<0,05). No grupo controle (G1), aquele em que o tempo de maturagédo ocorria totalmente em
meio enriquecido com hormdnios, ndo apresentou diferenga significativa (P>0,05) com o0s
grupos submetidos aos tratamentos (troca para meio sem hormdnio), independente do tempo
final de maturagdo. Os resultados demonstraram que a maturagdo oocitaria in vitro de Pecari
tajacu ocorre em 36 horas e que o6citos submetidos a ativacdo partenogenética apos a MIV
iniciaram o desenvolvimento embrionario, o que torna viavel a producéo de embrides in vitro
por meio da fertilizacdo in vitro e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide. Tais
resultados podem ser usados como parametros a fim de aprofundar pesquisas relacionadas a

reproducdo assistida nessa espécie, aumentando o seu potencial de producdo em cativeiro.

Palavras-chaves: Pecari tajacu, maturacdo in vitro, ativacdo partenogenética, odcitos,

reproducdo, FIV.
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4.1. Introducao

O caititu (Pecari tajacu) € uma das espécies mais cacadas na Amazonia, pois representa
um importante recurso alimentar [1]. No entanto, na maioria dos casos, a caca de subsisténcia
é realizada sem planejamento sustentavel, o que pode levar a diminuicdo da espécie [2]. Dessa
forma, o caititu representa um potencial zootécnico de grande interesse para a inclusdo em
programas de criacdo em cativeiro, visando tanto a producdo como a conservacao [3,4].

O bom desempenho reprodutivo do caititu € um dos aspectos mais importantes no seu
manejo em cativeiro. Sendo que o conhecimento da biologia reprodutiva dessa espécie
contribui para melhorar a sua producdo [4]. A puberdade em fémeas de caititus ocorre
aproximadamente aos sete meses [5]. O ciclo estral nesse animal é do tipo poliestral, ou seja,
apresentam ciclos estrais regulares e sucessivos, possui ovulacdo espontanea e a média do
numero de foliculos ovulados observados em cada ciclo estral, é de 2,3+0,6 [6]. Todavia, até o
momento, ndo ha informacdes sobre a producéo in vitro de embrides nessa espécie, sendo que,
essa informacao pode auxiliar os programas de manejo clinico da espéecie 0s quais contribuirdo
para a sua conservagao.

A maturacdo meidtica do oocito in vivo ocorre proximo a ovulagdo, quando o foliculo
atinge seu didmetro maximo. Porém, in vitro a maturacdo meiotica inicia-se, imediatamente,
apos a remocdo do odcito do interior do foliculo. Os odcitos de mamiferos utilizados na PIV
sdo aspirados do interior de foliculos, com diametro entre 2 mm e 8 mm, antes da divergéncia
folicular. Esses foliculos séo utilizados em decorréncia do nimero disponivel no ovario, e da
dificuldade em se determinar os odcitos que estdo capacitados antes da fecundacéo [7].

Em animais silvestres, ha poucos estudos sobre biotecnologias aplicadas a reproducao,
apesar de ser um dos aspectos fundamentais para a conservacao [8,9]. Em relagéo a este assunto,
é necessario estudar os mecanismos envolvidos na obtencdo de odcitos fertilizaveis para se
alcancar, posteriormente, a producdo in vitro (PIV) de embriGes. A maturacdo oocitaria se
divide em dois estagios: um periodo de crescimento e um periodo de preparacdo nuclear e
citoplasmatica final, que é pré-requisito para a fertilizacdo e desenvolvimento final [10].

O presente trabalho teve como objetivo definir um protocolo de maturacédo in vitro de
odcitos, e determinar o tempo de maturacdo dos odcitos de fémeas adultas de caititus, além de

observar a competéncia dos 06citos para o desenvolvimento apos a ativacao partenogenética.

4.2 Materiais e métodos
4.2.1 Animais
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Todas as fémeas, utilizadas nesse trabalho, foram provenientes do criatério cientifico da
Embrapa-Amazonia Oriental (IBAMA 1501.5219/2011). Para a obtencdo dos ovarios as
fémeas foram previamente anestesiadas com cloridrato de ketamina® (5mg/kg) e cloridrato de
xilazina? (1mg/kg), e posteriormente eutanasiadas com cloreto de potassio (1 mg/kg). Esse
experimento foi submetido a0 CEPAE-UFPA (Comité de Etica da Universidade Federal do
Pard) e aprovado sob nimero de protocolo 18413.

Para ativacdo partenogenética a partir de diferentes tempos de maturacdo oocitaria in
vitro (MIV), foram obtidos os ovarios de 26 fémeas, sendo 06 com idade superior a dois anos
e 20 com idade inferior a dois anos.

Para analise da investigacdo da progressao meiética foram obtidos ovarios de 22 fémeas
todas com idade superior a um ano de idade, Do total de fémeas utilizadas para analise da
progressao meiotica, em quatro fémeas foram quantificados o niUmero de 00citos recuperados
apos aspiracédo folicular em cada ovario.

Apos a coleta, os ovarios (Figura 1) foram transportados em PBS, para os procedimentos
laboratorialis.

Figura 1: Ovérios de caititus evidenciando a presenca do corpo luteo (1) e foliculos
ovarianos (2). Fonte: Arquivo pessoal, 2013.

!Dopalen-CEVA P002/13; 2 Rompum-Bayer P001/12.

4.2.2 Selecao dos complexos cumulus odcitos (COCs)
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Os complexos cumulus-oécito foram obtidos a partir da aspiragdo dos foliculos (2 mm
a 8 mm de didmetro) com auxilio de agulha de 25x8 mm acoplada a seriga de 5mL, e
transferidos para uma placa de Petri estéril de poliestireno®. O rastreamento e sele¢éo dos COCs
foi realizado com auxilio de estereomicroscopio* sob fluxo laminar, em Meio TCM-199°
(tampdo Hepes) acrescido 10% de SFB® (v/v), 22ug/mL de piruvato’ e 50ug/mL de
gentamicina®. Foram selecionados os odcitos com células do cumulus oophorus compactas e

refringentes (Figura 2).

4.2.3 Maturagao in vitro (MIV)

Em torno de 10-15 COCs/gota selecionados foram lavados e incubados em placas de
Petri de poliestireno contendo gotas de 100 pL de Meio de MIV — 199° (tamp&o bicarbonato de
sddio), suplementado com 10% SFB (v/v), 0,5ug/mL FSH, 50pg/mL LH!, 22ug/mL de
piruvato e 50pug/mL de gentamicina [11], sob 6leo mineral*2 por um periodo de 22 horas. Depois
foram transferidos para 0 meio de MIV, sem adi¢do de hormdnios, durante o periodo restante
da maturacdo conforme o delineamento experimental. A maturacéo in vitro ocorreu em estufa
de cultivo com 5% de CO3, 20% de O e 75% de N2, sob atmosfera iUmida e temperatura de 38,5
°C. O tempo de maturacdo in vitro utilizado no presente trabalho foi baseado no tempo de

maturacao in vitro em suinos, uma vez que ndo ha trabalhos na espécie em estudo.

3 Corning 430165, * Olympus S261, ° Gibco-12340-030; ® Gibco 12657-029; ’ Sigma P-5280; ®Sigma G-1264; °
Gibco 11150-059; 0 folltropin V Bioniche, ' Lutropin V Bioniche, > Sigma-Aldrich M8410



40

Figura 2: Odcitos de caititus, selecionados de acordo com a presenca de células do
cumulus oophorus compactas e refrigentes. Fonte: Arquivo pessoal, 2013.

| N

4.2.4 Ativago partenogenética dos COCs

Apos os tempos de MIV, 36 e 44 horas respectivamente, 0s 00citos que apresentavam o
cumulus oophoros expandidos foram submetidos a ativacao partenogenética.

Os COCs foram retirados da placa de MIV e desnudados em hialuronidade®® 0,1% até a
remocdo total das células do cumulus oophoros. Apds a remocéo, foi realizada a selecdo dos
odcitos quanto a presenca ou ndo do 1° corpusculo polar.

Os oacitos foram lavados em 100 mL de Meio HEPES e colocados por cinco minutos em
placa de petri contendo H-lonomicinal*. Para a remocgdo da lonomicina os odcitos foram
lavados em meio H-saturado por 10 minutos e entdo transferidos para a placa contendo 2% de

6-DMAP, onde permaneceram por trés horas na estufa de COs.

4.2.5 Progressdo meiotica dos o6citos maturados in vitro.

Apdbs o tempo de maturacdo, os COCs foram submetidos a investigacdo nuclear para
verificar a progressao meiotica. Os odcitos foram desnudados com auxilio de pipeta, em meio
de MIV contendo 0,1% de hialuronidase, fixados em formol salino e entdo transferidos para
uma gota contendo o corante Hoescht!®, por um periodo de 10 minutos. Os odcitos corados
foram examinados em microscopio de fluorescéncia para deteccdo e analise das células em

maturacdo meidtica (Ml e liberacdo do 1° corpusculo polar).

13Sigma H3757,'* Sigma 10634, *° Sigma D2629, *¢ Sigma 33342
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4.2.6 Delineamento experimental

Para o desenvolvimento dos embribes partenogenotos foi realizado o sistema de co-
cultivo. O meio de cultivo utilizado foi o Fluido Sintético do Oviduto [12], com modificacdes.
Na placa de M1V, as gotas foram substituidas por 50 ul de meio SOF. Dessa forma os od4citos
foram cultivados com as células do cumulus-oophoro provenientes da maturacdo oocitéria.
Ap0s 48 horas de co-cultivo (D2) foi avaliada a taxa de clivagem embrionéria, e ap6s120 horas
(D7) a taxa de blastocisto.

Foram definidos quatro grupos experimentais para maturagdo in vitro e ativacéo
partenogenética. Os grupos foram distribuidos em dois tempos de maturacdo, conforme o
seguinte delineamento:

Grupo 01: COCs maturados em 36 horas — Idade superior a dois anos

Grupo 02: COCs maturados em 36 horas — Idade inferior a dois anos

Grupo 03: COCs maturados em 44 horas — Idade superior a dois anos

Grupo 04: COCs maturados em 44 horas — Idade inferior a dois anos

Para analise da progressdo meidtica foram definidos quatro grupos experimentais, a
partir de oocitos provenientes de 22 fémeas. Para cada grupo foram realizadas trés repeticoes.
Os grupos foram distribuidos em dois tempos de maturacdo, conforme o seguinte delineamento:

Grupo | (controle): COCs cultivados em meio de MIV com FSH e LH por 36 horas.

Grupo I1: COCs cultivados em meio de MIV com FSH e LH, por 22 horas, e transferidos
para o meio de MIV sem FSH e LH por 8 horas. Tempo de maturacao 30 horas.

Grupo I11: COCs cultivados em meio de MIV com FSH e LH por 22 horas e transferidos
para o meio de MIV sem FSH e LH por 14 horas. Tempo de maturacéo 36 horas.

Grupo IV: COCs cultivados em meio de MIV com FSH e LH por 22 horas e transferidos

para 0 meio de MIV sem FSH e LH por 22 horas. Tempo de maturacéo 44 horas.

4.2.7 Analise estatistica
Para a analise da ativacdo partenogenética dos odcitos, foi utilizado o teste exato de
Fisher. Para analise do desenvolvimento embrionario foi aplicado o teste ANOVA one-way.
Para a analise da progressdo mei6tica foi utilizado o teste ANOVA, com nivel de significancia
de 5%. Havendo diferenca significativa entre os grupos foi aplicado o pds-teste de Tukey. O

programa utilizado foi o Biostat 5.3 [13]

4.3 Resultados
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O numero de odcitos e sua classificacdo ap0s aspiracdo em quatro fémeas estdo
representados na tabela 01.
Tabela 01: Classificagdo de odcitos obtidos em 04 fémeas de Pecari tajacu

Fémeas CcocC Desnudos Semi- Expandidos Degenerados
desnudos
01 05 16 02 02 03
02 06 10 0 05 07
03 02 3 0 0 07
04 02 16 04 0 11
X+ DP 3,75+2,1 11,25+ 6,2 15+19 2,3+25 7+3,6

Os resultados mostraram que apds a ativacdo foi possivel observar clivagens e

desenvolvimento até o estagio de blastocisto com os dados estéo apresentados na tabela 02.

Tabela 02: Analise do desenvolvimento embrionario dos o6citos de caititus maturados in vitro,
em diferentes tempos e idades, apos ativacdo partenogenética.

Grupos Numero de Clivagens (%) Blastocisto (%)  Na&o clivados
o6citos (%)
G1(36 h >2 anos) 14 2 (14,3)*4 03A 12 (85,7)*8
G2 (36 h <2 anos) 19 9 (47,3)*" 028 10 (52,6)**
G3 (44 h>2 anos) 13 4 (30,8)** 2 (15,4)*~ 9 (69,2)*8
G4 (44 h <2 anos) 23 10 (43,5)** 02A 13 (56,5)*®

2 letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) - P=0,66 (clivagens), p=0,39 (ndo
clivados), p=1,0 (blastocisto).
AB etras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,01)

Conforme observado na tabela 02, a melhor taxa de clivagens no 2° dia do
desenvolvimento foi no G2, com tempo de maturacdo de 36 horas e com idade inferior a dois
anos. Ao analisar os diferentes grupos nao foi observado diferenca significativa no percentual
de clivagens (P>0,05), ao se comparar os tempos de MIV e a idade das fémeas analisadas.

Em todos os grupos foram observados elevados percentuais de odcitos que ndo clivaram
apos ativagdo, porém esses dados também ndo se mostraram significativos entre 0s grupos
(P>0,05).
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Ao se analisar o 7° dia, observou-se que somente no G3, cujos odcitos foram maturados
em 44 horas e em fémeas com idade superior a dois anos, o desenvolvimento progrediu até o
estagio de blastocisto (Figura 3).

Ao se analisar cada grupo é possivel observar diferencas significativas (p<0,01) entre o
namero de o6citos ativados, as taxas de clivagens e blastocisto. O nimero de o6citos que ndo

sofreram clivagens foram superiores ao que iniciaram o desenvolvimento em todos 0s grupos.

Figura 3: Embrides de caititus visualizados no 7° dia, ap6s ativacdo partenogenética,
evidenciando o estégio inicial de blastocisto (seta) e expandido (BLX). Fonte: Arquivo pessoal,
2013

Os resultados da investigacdo nuclear para analise da progressao meiética nos odcitos

de Pecari tajacu estdo expressos na tabela 03:
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Tabela 03: Progressdo meidtica em odcitos de caititus, em diferentes tempos de MIV.

Tempode  Odcitos VG MI Ml DEG SV
MIV fixados

G1-36h 29 0Aa 2 Aa 15 AP 0 A2 12 A48
(7%) (51,7%) (41,4%)

G2-30h 23 0A2 1 A8 12 Ab 0 A2 10 A2
(4,3%) (52,2%) (43,5%)

G3-36 h 51 4 A8 2 A8 26 AP 0 A2 19 A2
(7,8%) (4%) (51%) (37,3%)

G4-44h 34 0" 2 A 184 1042 448
(6%) (53%) (29,4%) (11,8%)

Letras maiuscula diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05)
Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05 e p<0,01)
VG - vesicula germinativa; MI - Metéafase I; MII - Metafase 1I; SV — sem visualizagdo; DEG - degenerados.

Na tabela 03 quando se comparou as progressdes meidticas (Ml — MII) entre o0s
diferentes tempos de maturacdo, ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05). Em
todos os grupos foram observados oocitos em metafase Il (MIl) e com a extruséo do 1°
corpusculo polar (figura 4), caracterizando a maturacdo nuclear.

O G4 foi o grupo com maior tempo de MIV, e apesar da presenca das MII, a grande
maioria encontrava-se fragmentada e alguns odcitos estavam em processo de degeneracao
(29,4%).

Outro aspecto relevante € que o grupo controle (G1), aquele em que o tempo de
maturacao ocorria totalmente em meio enriquecido com horménios, ndo apresentou diferenca
significativa (P>0,05) com os grupos submetidos aos tratamentos (troca para meio sem
horménio), independente do tempo final de maturacéo.

Em todos os grupos foram observados alguns oo6citos em MI com a auséncia do 1°
corpusculo polar e somente no G3 observou-se 00citos em estagio de vesicula germinativa.

Ao analisar as progressbes meidticas em cada grupo, observou-se diferencas
significativas em todos os tempos de MIV, entre aqueles que se apresentavam em VG e Ml e
(p<0,01) e para aqueles que se encontravam em MII (p<0,05) e entre VG, Ml, e MII (p<0,05).

Os o0citos sem visualizacdo foram aqueles em que ndo foi possivel fazer uma analise
meidtica devido a problemas de fixacdo, coloracdo, rompimento ou perda da célula durante a

montagem da lamina.
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Figura 4: Odcito de caititu maturado in vitro-36 horas, visualizado por
imunofluorescéncia, apds coloracdo em Hoesch 33342, evidenciando a Mll e 1° CP. Aumento
400X. Fonte: Arquivo pessoal, 2013.

4.4. Discussao

No presente estudo, foi possivel observar que, durante a selecdo dos COCs paraa MIV,
a maioria dos odcitos 11,25 + 6,2 encontravam-se desnudos apds a puncdo, enquanto somente
3,75 + 2,100citos apresentavam células do cumulus oophoro compactas. Esse fato pode estar
relacionado a degeneracdo predominante de foliculos secundarios e antrais em caititus,
ocasionado pela atresia folicular, que pode ocorrer em qualquer estagio do desenvolvimento
folicular ou pela luteinizacao das células da camada da granulosa e da camada da teca. [14]

Os resultados mostraram que o6citos em metafase 1l foram visualizados a partir de 30
horas de maturacéo in vitro. Porém no tempo de 36 horas 0s od6citos em MlI, com a extruséo
do 1° corpusculo polar se apresentavam em maior nimero e mais bem visualizados. N&o ha
relatos referente a maturacdo in vitro na espécie Pecari tajacu, porém em suinos Santos et al.
(2011) [15], observaram que apdés 48 horas de MIV em TCM-199 48% dos od0citos
encontravam-se em MII. Seong Sung et al. (2012) [16], no tempo de 44 horas de MIV
observaram a taxa de até 88% dos o6citos em M.

Segundo Seong sung et al. (2012) [16], em suinos (Sus domesticus) um dos maiores
obstaculos a essa técnica inclui imprecisdao na MIV, uma vez que o baixo desenvolvimento
competente de o0citos maturados in vitro pode ser causado pela maturacdo citoplasmatica
inapropriada, mesmo ocorrendo maturacdo nuclear. Esses autores utilizaram o antioxidante
resveratrol, em diferentes concentraces, na maturacdo e observaram metéafase Il em mais de
80% dos od6citos analisados, apds 44 horas de MIV, e acima de 90% de clivagem e 60% de

blastocisto, ap0s ativagdo partenogenética. Em budfalos, ao analisarem a cinética da maturacao
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nuclear in vitro em diferentes tempos de maturagdo observaram taxas de MII que variaram de
22,5% no tempo de 14 horas a 74,9% em 32 horas em meio enriquecido com horménios[17].

Ao se observar as condi¢fes de M1V, no presente trabalho ndo foi observado diferencga
significativa (p>0,05) entre o grupo controle, em que os odcitos foram cultivados durante todo
o0 tempo de maturagdo em meio contendo hormdnios, para aqueles em que ocorreu a troca para
0 meio sem hormonio ap6s 22 horas de maturacéo. Porém o maior nimero de Ml foi observado
no G3 no tempo de 36 horas de MIV. A remocdo do suplemento hormonal do meio de
maturacdo a partir de 20 horas de cultivo, aumentam as taxas de formagdo do pré-nicleo
masculino em odcitos de suinos [18].

Através da ativagdo partenogenética de odcitos de caititus, em diferentes tempos de
maturacdo, foram obtidas taxas significativas de embrides clivados em todos os grupos
analisados. Esse aspecto mostra que a idade ndo foi um fator limitante, apesar das fémeas mais
novas (< dois anos) apresentarem as melhores taxas de clivagens (47,3% em 36 horas e 43,5%
em 44 horas de MIV). Essas taxas foram inferiores as observadas em suinos [19], os autores
citados ativaram o0citos com agentes quimicos isolados e combinados, obtendo as seguintes
taxas cloreto de estréncio (53%), 6-DMAP + estroncio (49%) e ciclohexamina + estroncio
(54,3%). Entretanto a maioria dos embriGes também pararam o desenvolvimento em estagio
de 2-4 células. Embrides suinos cultivados em meio NCSU-23 apresentaram taxas de 77% de
clivagens e 39,4% de blastocistos [20], apesar da elevada taxa de clivagem a maioria dos
embrides desenvolveu até o estagio de 2-4 células, ocorrendo a parada no desenvolvimento.
Um fator limitante para o cultivo dos embrides suinos, é o desenvolvimento até o estagio de
quatro células. Considera-se que esse fato ocorra por condi¢fes inadequadas de cultivo, e que
coincida com o tempo das primeiras ativagdes do genoma embrionario. [21]

Em dromedarios (Camelus dromedarius), as taxas de clivagens (74%) e blastocisto
(32%) foram superiores quando se utilizou a combinacdo de estimulo elétrico com 6-DMAP
[22]

Os resultados demonstraram que a maturacdo oocitaria in vitro de Pecari tajacu ocorre
em 36 horas. Sendo que esses 0s odcitos iniciaram o desenvolvimento embrionario apds
ativacdo partenogenética. Portanto, vidveis para producdo de embribes in vitro por meio da
fertilizacdo in vitro e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide. Os resultados aqui
observados podem ser usados como parametros a fim de aprofundar pesquisas relacionadas a
reproducdo assistida nessa espécie, aumentando o seu potencial de producdo ex situ e

contribuindo para os programas de conservagao in situ.
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Resumo

A recuperacdo de espermatozoides viaveis do epididimo e a sua criopreservacao também
pode ser utilizada para a preservacdo de germoplasma de espécies silvestres e domésticas de
alto valor genético, como o Pecari tajacu. O presente trabalho teve como objetivo definir um
protocolo de criopreservacdo de espermatozoides obtidos da cauda do epididimo de Pecari
tajacu, utilizando diferentes diluidores e a acdo da GSH na célula espermética durante a
criopreservagdo. Foram utilizados 09 machos adultos, que foram sedados e sacrificados para a
remocao da cauda do epididimo, sob a aprovacdo do CEPAE/UFPA. A cauda do epididimo foi
aspirada para remocéo dos espermatozoides os quais foram adicionados em Tris-frutose e ACP
120 contendo 20% de gema de ovo, que entdo distribuidos em 7 grupos (G1-controle, G2 —
resfriado/4 h, G3-resfriado/24 h, G4 — resfriado com GSH/4 h, G5 — resfriado com GSH/24 h,
G6-congelado em 5% de glicerol. G7- congelado em 5% de glicerol e GSH. Em todos os grupos
foram analisados a motilidade, vigor e viabilidade. A concentracdo espermatica apos diluicao
foi de 22,1 x10° mL, a motilidade obtida a fresco em tris-frutose e ACP-120 foi de 78% e 82%,
respectivamente, o vigor 3 e a viabilidade média dos espermatozdides de 79 + 24,5 no Tris-
frutose e 82 + 4,5 no ACP- 120. Na criopreservacdo dos espermatozoides foi observado queda
nos parametros analisados nos dois diluidores em todos os grupos. No G2, G3, G4 e G5, as
taxas de motilidade e viabilidade foram superiores no ACP-120 (> 50%) e no G6 e G7 as
melhores taxas foram no diluidor Tris-frutose, apesar do decréscimo acentuado na motilidade
e viabilidade dos espermatozoides ap6s o descongelamento. A motilidade e viabilidade
apresentaram correlagdes positivas nos grupos tratados com GSH tanto no tris-frutose G4 (r=
0,86), G5 (r=0,82) e G7 (r=0,42) quanto no ACP-120 G4 (r=0,69), G5 (r=0,47) e G7 (r=
0,99). Esses dados mostraram que espermatozoides obtidos da cauda do epididimo de Pecari
tajacu podem ser criopreservados e que a presenca da glutationa ndo interferiu na preservacgéo

dos espermatozoides. .

Palavras-chaves: criopreservacao, espermatozoides, epididimo, Pecary tajacu, glutationa,

glicerol.
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5.1 Introdugéo

O processamento tecnolégico do sémen objetiva aumentar o nimero de fémeas
fertilizadas com um unico ejaculado, além de conservar a capacidade fertilizante do
espermatozoide, seja por um periodo determinado, através do resfriamento, ou por periodo
indeterminado, pela técnica de congelacdo de sémen [1].

Em animais silvestres a colheita de sémen por eletroejaculagéo tem sido amplamente
empregada, principalmente em carnivoros, primatas e cervideos [2]. Em caititus (Pecari
tajacu), o0 método mais empregado é da eletroejaculacdo [3]. O volume total do ejaculado em
caititus, colhido por essa técnica, foi 0,8+ 0,8 mL, com concentracdo espermatica de 138,1 +
154,1 x 10° sptz mL, motilidade de 52,8 +29,1%, vigor médio de 2,1 + 0,8 e a viabilidade de
63,7+34,3% [4]

No entanto, a recuperagdo de espermatozoides viaveis do epididimo e a sua
criopreservacdo tambeém pode ser utilizada para a preservacdo de germoplasma de espécies
silvestres e domesticas de alto valor genético. Por meio dessa técnica o numero total de
espermatozoides obtidos da cauda do epididimo € superior ao verificado com sémen obtido por
vagina artificial [5]. Diversos metodos de recuperacdo de espermatozoides da cauda do
epididimo tém sido descritos, tais como: aspiracéo [6], flutuacao [7], fluxo retrégrado da cauda
[8].

O método de recuperacao de espermatozoides da cauda do epididimo tem sido utilizado
em algumas espécies, tais como: ratos [9]; suinos [10]; cdes [11]; equinos [5]; bovinos [12];
primatas [13]; cutias [14].

Um fator limitante no processo de resfriamento, congelamento e descongelamento de
espermatozoides é o estresse fisico e quimico na membrana celular, que reduz a sua viabilidade
e capacidade de fertilizacdo[15]. O choque frio nos espermatozoides esta associado com a
inducdo do estresse oxidativo pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). A glutationa
(GSH) é um tripeptidio distribuido em células vivas com importante papel em mecanismos de
defesa intracelular contra o estresse oxidativo [16]. A GSH é utilizada pela glutationa
peroxidase (GPX) para reduzir o peréxido de hidrogénio (H202) em agua, formando a GSSH
que posteriormente € reduzida a GSH [17]. Suas funcbes celulares sdo o transporte de
aminodcidos, sintese proteica, reducdo da cadeia dissulfito e protecdo contra o estresse
oxidativo [18].

Dessa forma, essa pesquisa objetivou definir um protocolo de criopreservacdo de
espermatozoides obtidos da cauda do epididimo de Pecari tajacu, utilizando diferentes

diluidores e a acdo da GSH. Assim é proposto que tais substancias minimizem os efeitos
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causados pelo frio e aumentem o potencial fertilizante dos espermatozoides na espécie em

estudo.

5.2 Materiais e métodos
521 Coleta dos epididimos

Os epididimos foram obtidos a partir de nove machos adultos, com idade entre um aos
trés anos, provenientes do criatério cientifico (IBAMA-PA 1501.5219/2011) da Embrapa
Amazonia Oriental.

Os animais foram previamente anestesiados com ketamina® (5mg/kg) e xilazina? (1
mg/kg) e eutanasiados com cloreto de potassio (1 mL/kg). Este trabalho foi aprovado pelo
CEPAE-UFPA (Comité de Etica da Universidade Federal do Pard) - protocolo 18413.

Apos detectada a morte do animal, foi realizado a incis@o na bolsa escrotal e exposicéo
dos testiculos e epididimos. Apds a remocdo os epididimos foram lavados em PBS e

imediatamente transportados em caixas térmicas com gelo até o laboratorio.

5.2.2 Coleta de espermatozoides a partir da cauda do epididimo
Os epididimos foram dissecados em capela de fluxo laminar para a remocéo das tunicas
que recobrem o testiculo e epididimo, e exposi¢do da cauda (Figura 1). Para a obtencdo dos
espermatozoides, foi adotada a técnica de recuperacdo da cauda do epididimo [5]. Nesse
procedimento, a cauda foi colocada em placa de Petri e entdo perfurada com agulha 13 x 4,5
mm, acoplada a seringa de 3 mL, com PBS previamente aquecido a 37° C. As amostras foram

pré-diluidas em 500 pl de PBS e entdo centrifugadas visando diminuir os detritos celulares.

5.2.3 Anélise dos parametros espermaticos
Apos a pré-diluicdo em PBS e centrifugacdo, foram adicionados 2 mL de
diluidor no pellet contendo os espermatozoides, sendo em seguida homogeneizado e

imediatamente avaliados

!Dopalen-CEVA P002/13; 2 Rompum-Bayer P001/12.
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Figura 1: Testiculo de Pecari tajacu dissecado para a remocdo da cauda. Fonte: Arquivo
pessoal, 2014.

Foram analisados a motilidade e o vigor, retirando 30 pl do pellet contendo os
espermatozoides e colocando sob lamina e laminula previamente aquecidas a 37°C. Para analise
da viabilidade, foram novamente retirados 30 pl do pellet, adicionados em uma lamina pré-
aquecida com 30 pl de corante supravital (eosina), e contadas 100 células em microscépio
Optico com magnificacdo de 400X.

Para a determinacdo da concentracdo espermatica, 30 ul da solucdo foi adicionada a
camara de Neubauer, onde foram contados cinco quadrantes contendo espermatozoides e
adicionados a formula para determinacdo da concentracdo. Os parametros espermaticos foram
avaliados imediatamente ap0s a diluicdo, ap6s o processo de resfriamento e aquecimento e apds

o0 descongelamento das amostras armazenadas em nitrogénio liquido.

5.2.4 Adicao de diluidores

Foram utilizados os diluidores Tris-Frutose (3,028g TRIS, 1,78g é&cido citrico
monohidratado e 1,25g de frutose) e ACP 120 - (meio de criopreservacdo de sémen de Pecari
tajacu?) nos quais foram acrescidos 20% de gema ovo e gentamicina.

Foram divididas 5 aliquotas de 2 mL para cada diluidor e entdo adicionados o pellet
contendo os espermatozoides. Nos grupos submetidos ao resfriamento as amostras foram
mantidas sob refrigeracdo a 4°C por 4 e 24 horas respectivamente. Nas amostras submetidas ao
congelamento foi adicionado 5% de glicerol e entdo envasados em palhetas de 0,25mL,
mantidas sob refrigeracdo a 4° C, por um periodo de 4h. Apds o tempo de equilibrio, as palhetas

foram expostas ao vapor de nitrogénio liquido por 15 minutos, submersas em nitrogénio a -196°

2 Biotecnologia/ Fortaleza-Ce
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C e armazenadas no contéiner, onde permaneceram pelo tempo minimo de uma semana até o

descongelamento.

5.2.5 Delineamento experimental

Diluidor 1: Tris-frutose

G1 (controle): Espermatozdides diluidos em Tris-frutose, acrescido de 20% de gema de
0VO.

G2: Espermatozoides diluidos com Tris-frutose, acrescido de 20% de gema de ovo,
refrigerado a 4°C por 4 horas.

G3: Espermatozoides diluidos com Tris-frutose, acrescido de 20% de gema de ovo,
refrigerado a 4°C por 24 horas.

G4: Espermatozoides diluidos com Tris-frutose, acrescido de 20% de gema de ovo + 10
mM de glutationa® (GSH), refrigerado a 4°C por 4 horas.

G5: Espermatozoides diluidos com Tris-frutose, acrescido de 20% de gema de ovo + 10
mM de glutationa (GSH), refrigerado a 4°C por 24 horas.

G6: Espermatozoides diluidos com Tris-frutose, acrescido de 20% de gema de ovo +
5% de glicerol, congelados em nitrogénio liquido.

G7: Espermatozoides diluidos comTris -frutose, acrescido de 20% de gema de ovo +

5% de glicerol + 10 mM de glutationa (GSH), congelados em nitrogénio liquido.

Diluidor 2: ACP 120

G1 (controle): Espermatozoides diluidos em ACP-120 acrescido de 20% de gema de
[0)Y/o}

G2: Espermatozéides diluidos em ACP-120 acrescido de 20% de gema de ovo,
refrigerado a 4°C por 4 horas.

G3: Espermatozéides diluidos em ACP-120 acrescido de 20% de gema de ovo,
refrigerado a 4°C por 24 horas.

G4: Espermatozoéides diluidos em ACP-120 acrescido de 20% de gema de ovo + 10 mM
de glutationa (GSH), refrigerado a 4°C por 4 horas.

Gb5: Espermatozoéides diluidos em ACP-120 acrescido de 20% de gema de ovo + 10 mM
de glutationa (GSH), refrigerado a 4°C por 24 horas.

3 Sigma G6013 5G
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G6: Espermatozoides diluidos com ACP-120 acrescido de 20% de gema de ovo + 5%
de glicerol, congelados em nitrogénio liquido.
G7: Espermatozoides diluidos com ACP- 120 acrescidos de 20% de gema de ovo + 5%

de glicerol + 10 mM glutationa (GSH), congelados em nitrogénio liquido.

5.2.6 Aquecimento e descongelamento e andlise dos espermatozdides

Para os grupos submetidos ao resfriamento ap6s o tempo de equilibrio, as amostras
foram retiradas do refrigerador e aquecidas por cinco minutos na estufa de CO». Para 0s grupos
submetidos ao congelamento as amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C durante
30 segundos e entdo submetidas as analises microscopicas. Para analise da motilidade e vigor
foram retirados com auxilio de pipeta 30 pl do conteudo e colocado sob lamina e laminula
previamente aquecidas e analisadas sob magnificacdo de 400X. Para analise da viabilidade, foi
retirado 30 pl da amostra contendo os espermatozoides e corados com eosina sob lamina e

laminula, foram contadas 100 células em microscopio com magnificacdo de 400 X.

5.2.7 Analise estatistica

Os parametros seminais foram expressos em média e desvio padrdo. Para analise dos
parametros em cada diluidor e acdo de antioxidantes no resfriamento e congelamento foi
aplicado o teste ANOVA one-way, com nivel de significancia de 5% e 1%. Para os dados que
apresentaram diferencas significativas (P<0,05 ou 0,01) foi aplicado o teste de Tukey. Para
comparacdo dos parametros nos dois diluidores utilizou-se o teste t para amostras
independentes. E a relacdo de dependéncia entre motilidade e viabilidade, nos grupos tratados
com antioxidante, foi utilizada a regresséo linear simples. O programa utilizado foi o Biostat
5.3[19]
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5.3 Resultados

A motilidade, o vigor e a viabilidade foram observados apés a diluicdo a fresco e apds
a criopreservagdo. A concentragdo, apos a diluicéo, foi de 22,1 x10® mL. A média de motilidade
obtida a fresco em tris-frutose e ACP-120 foi de 78% e 82%, respectivamente. Porém observou-
se que a motilidade decresceu nos grupos submetidos a criopreservacao, nos dois diluidores
conforme exposto na tabela 01. O mesmo foi observado para os parametros vigor e viabilidade.

Nas amostras diluidas em Tris-frutose, 0 G1 ndo apresentou diferenca significativa para
a motilidade em relacdo ao G2 (P>0,05). No entanto, para todos 0s outros grupos os dados
comprovaram diferenca significativa em nivel de 5 e 1%, G3 (P<0,05), G4, G5, G6 ¢ G7
(p<0,01). Entre os grupos G2, G3, G4, G5, G6 e G7 os dados ndo evidenciaram diferencas
significativas (p>0,05), mesmo aqueles que foram tratados com o antioxidante GSH. No G6 e
G7, apos o descongelamento, a motilidade reduziu consideravelmente em comparacdo ao
G1(controle) e aos grupos G3, G4 e G5, especificamente no grupo tratado com a glutationa
(G7).

Foi possivel observar que o0s espermatozoides encontravam-se vivos, alguns
apresentando movimento progressivo (G1 a G5) e poucos sem movimento progressivo (G6 e
G7).

Nas amostras diluidas em ACP-120, o G1 apresentou diferenca significativa para a
motilidade em relacdo a0 G2 e G3 (p<0,01), no G4 e G5 (p<0,05), e nos grupos do
congelamento G6 e G7 (p<0,01). Entre 0 G2 e G3, onde 0s espermatozoides foram resfriados
sem o antioxidante GSH, e no G4 e G5 que continham GSH foi observado diferenca altamente
significativa (p<0,01). Vale ressaltar que 0 G2 e G4, resfriados por 4 horas, ndo foi observado
diferenca significativa (p>0,05), ou seja, a presenca da glutationa nao interferiu na motilidade
dos espermatozoides.

Em relacdo aos grupos G6 e G7, 0s espermatozoides recuperados ou ndo apresentavam
motilidade (G6) ou apresentavam motilidade muito baixa (G7). Porém, nesse Gltimo grupo foi
possivel observar espermatozoides vivos, mas sem movimento progressivo (vigor), apos o
descongelamento. Esses dados mostram que a presenca da glutationa nos grupos de

congelamento ndo interferiu na preservacdo dos espermatozoides.
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Tabela 01: Parametros microscopicos de espermatozoides obtidos da cauda do epididimo de Pecari tajacu, diluidos em Tris-Frutose e ACP-120 e

submetidos a criopreservacéo.

Tris-
Frutose

ACP-120

Motilidade (%)

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Resfriado 24 h + Congelado Congelado 5%
Fresco Resfriado 4h Resfriado 24 h Resfriado 4h + GSH A
GSH o A Gli + GSH
5% Gli
78 +5,0"7 43 +20,6 ~3b 33 +23,6 Abc 28 + 25 Abe 15 + 19,1 4b¢ 15 + 5,8 Ab¢ 4 +5”bc
3+0° 2+1,3% 2+1,02° 2+1,52 2+1,5°2b 0° 0°
79 + 24,543 56 + 12,~3¢ 41 + 27,5 Aac 45 + 11,2 Aac 33 +29,1Abc 33 +9,2Abc 29 + 4,0 Abc
82+45A2 50 + 18,7 AP 12 + 13 A¢ 54 + 16,7 AP 18 + 13 A¢ 0 A 3+5,8A¢
3+04¢8 2+0,88 0+0,9° 2+0,52 1+ 0,8 B¢ Qbe Qbe
66 + 9,542 53 +17,8A2 36 + 15,7 Aab 56 + 12 A2 37 + 17,8 Aac 18 + 14,7 Abe 14 + 24 Abe

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05 e p<0,01), pelo teste anova e pos-teste de Tukey. Gli: glicerol; GSH: glutationa.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa para as amostras independentes (teste-T).
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A viabilidade espermética também foi analisada, e conforme exposto na tabela 01, no
diluidor tris-frutose, no G1, de 100 células contadas em cada animal, uma média de 79 + 24,5
espermatozdides encontravam-se viaveis. Apés a criopreservacado, tanto nos grupos submetidos
ao resfriamento e congelamento, observou-se um decréscimo de espermatozoides vivos, sendo
esse decréscimo na viabilidade significativo em alguns grupos. No G1 observou-se diferenga
significativa em relagdo ao G5(p<0,05), e nos grupos do congelamento, G6 e G7 (p<0,05 e
0,01, respectivamente). Entre 0 G6 e G7 ndo foi observada diferenga significativa (p>0,05), e
0 numero de espermatozoides mortos foi superior ao de vivos, incluindo o grupo tratado com
glutationa, o que comprova lesdéo na membrana dos espermatozoides submetidos a
criopreservagéo.

No que diz respeito a viabilidade dos espermatozoides submetidos ao ACP-120, apesar
do decréscimo no nimero de espermatozoides vivos entre 0 G1 e 0s grupos submetidos a
criopreservacdo, foi observado diferenca altamente significativa apenas com o G6 e G7
(p<0,01). Da mesma forma, ao se analisar os grupos submetidos ao resfriamento (G2 ao G5),
ndo se observou diferencas significativas (p>0,05). Entre 0 G2, G3, G4, G6 e G7 as diferencas
foram altamente significativas (p<0,01). O G5 nos quais 0s espermatozoides foram resfriados
na presenca de glutationa em tempo de equilibrio de 24 horas, ndo diferiu significativamente
para 0s grupos submetidos ao congelamento (G6 e G7). Observou-se que a viabilidade dos
espermatozoides diluidos em ACP-120 decai a partir de 4 horas de resfriamento e apos o
congelamento a -196°C, ndo sendo o ACP-120 apropriado para a criopreservacdo de
espermatozoides epididimarios.

Os parametros espermaticos também foram comparados entre os dois diluidores e em
todos os grupos analisados ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05), inclusive
nos grupos tratados com GSH, conforme observado na tabela O1.

A motilidade tanto no G1 quanto no G2 e G4 nas primeiras 4 horas foi superior no ACP-
120. No G4 tratado com antioxidante (GSH) a motilidade foi superior, porém, ndo significativa.
Nos dois tratamentos (G3 e G5) independente do diluidor, a motilidade diminuiu apo6s 24 horas
de equilibrio, apesar de ndo significativa (p>0,05). Para os grupos do congelamento (G6 e G7),
ao se comparar os dois diluidores, observou-se que 0s melhores percentuais foram aqueles
congelados com diluidor tris-frutose acrescido de 5% de glicerol e sem o tratamento com GSH,
porém nao foi observado diferenca significativa entre os diluidores para a motilidade.

Na analise da viabilidade também ndo foi observado diferenca significativa (P>0,05)
entre os diluidores. A viabilidade diminuiu a medida que os espermatozoides foram submetidos

aos diferentes tratamentos.
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Os resultados sugerem que os dois diluidores conseguiram manter um percentual
considerdvel na motilidade e na viabilidade dos espermatozoides nas primeiras 4 horas de
resfriamento, independente do tratamento com antioxidante. Esses parametros diminuem com
0 tempo de exposi¢cdo em temperatura de 4°C. Da mesma forma para aqueles espermatozoides
expostos ao congelamento em nitrogénio liquido.

A motilidade e viabilidade dos espermatozoides dos grupos tratados com GSH,
submetidos ao resfriamento e congelamento, nos dois diluidores, foram submetidos aos testes
de correlacdo (Pearson) e a regressao linear, para verificar o grau de dependéncia entre a
motilidade e viabilidade. Foram observadas correlacbes positivas entre os parametros dos
espermatozoides diluidos em tris-frutose no G4 (r= 0,86, p=0,14; r> = 0,74), no G5 (r=0,82; p
=0,17; r> = 0,68) e no G7 (r=0,42; p=0,58; r? = 0,24). No ACP-120, as correlagdes também
foram positivas G4 (r=0,69; p=0,19; r? = 0,47), no G5 (r=0,47; p=0,57; 1> = 0,22) e no G7 (r=
0,99 e p<0,001; r2 = 0,99).

5.4 Discusséo

Os resultados apresentados nesse trabalho mostraram que é possivel criopreservar
espermatozoides epididimarios de Pecari tajacu, porém o decréscimo nos parametros
observados ap0s o resfriamento e congelamento, independente do tratamento com antioxidante,
evidenciou a necessidade de novos tratamentos para definir um protocolo eficiente de
criopreservacdo e consolidar os programas de reproducao assistida.

Estudos referentes a criopreservacdo de espermatozdides de caititu, obtidos por
eletroejaculacdo, também mostraram decréscimo nos parametros seminais apos refrigerarem
sémenem BTS a 17°C, e obtiveram queda de mais de 50% na motilidade nas primeiras 24 horas
(55% para 22,5%) e acréscimo nas patologias espermaticas[3]. Utilizando-se ACP-116 e 5% de
glicerol em diferentes curvas de congelamento em sémen de caititu observaram queda
significativa na motilidade apds o descongelamento (91,3% para 35, 8%) [20]. Os valores
obtidos para a motilidade e viabilidade do sémen diluido em ACP-116 e congelados em
diferentes percentuais de glicerol e gema de ovo foram superiores aqueles observados no TRIS
(controle), indicando o diluidor ACP pode ser eficientemente usado como alternativa no
congelamento de sémen em Pecari tajacu. No presente trabalho essas taxas foram superiores
no Tris-frutose para os grupos do congelamento.

Apos 24 horas, conforme o observado no presente estudo, 0s espermatozoides de Pecari
tajacu apresentaram sensibilidade ao frio, fato este também observado em sémen obtido por

eletroejaculacdo [3]. A queda na motilidade tambem foi observada no resfriamento de sémen
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em suinos, sendo 0s espermatozoides dessa espécie considerados 0s mais sensiveis entre 0s
animais domesticos [21,3].

Em caprinos, ao utilizar a ACP-101, em diferentes tempos de resfriamento, observou-
se queda na motilidade a partir de 24 horas de resfriamento (59,5% fresco para 48,8%) [22].
Diluidores como BTS®, Zorlesco® modificado (ZOR) e BTZOR (Faculdade de Maringa,
Parana-Brasil), tem sido utilizado na refrigeracdo de sémen suino, o periodo de conservagéo foi
maior no BTZOR (4,94 + 0,30 dias), seguido pelos ZOR (4,62 + 0,29 dias) e BTS (3,27 £ 0,30
dias), mantendo os espermatozoides vidveis quanto a motilidade progressiva e ao vigor [23].
No presente trabalho, utilizando o Tris-frutose e 0 ACP-120 o melhor tempo de conservagéo
desses parametros foi de 4 horas, decaindo consideravelmente ap0s esse periodo.

A necessidade de utilizacdo de substancias protetoras em espermatozoides submetidos
a resfriamento e/ou congelamento, tem sido amplamente utilizado em diferentes espécies
domésticas para evitar danos devido ao choque térmico [24, 25]. Durante o congelamento dois
importantes processos tém sido reportados, a producdo de ROS que podem induzir mudangas
estruturais e funcionais na membrana, ja que modificacdes pos-transducionais de proteinas sao
um dos maiores mecanismos de regulacdo redox, sendo este afetado durante o congelamento
[26, 16] e a alteracdo no sistema de defesa antioxidante, com a reducdo de GSH intracelular
[27].

Estudos tem demonstrado que a adicdo exdgena de GSH nos meios de criopreservacao
de espermatozoides, reduzem esses danos, melhorando a qualidade e habilidade de fecundacdo,
mantem a motilidade dos espermatozoides protegem 0s espermatozoides contra o estresse
oxidativo [28]. No presente estudo, a adi¢do de glutationa reduzida nos meios de resfriamento
e congelamento, ndo contribuiu para manter ou melhorar a motilidade e viabilidade dos
espermatozoides de caititu, sendo similar ao observado em suinos, o qual tiveram queda na
motilidade de 74% para 50%, ap6s o congelamento [27].

A presenca da GSH no meio de descongelamento ndo contribuiu significativamente para
a manutencdo da motilidade de espermatozoides suinos (26,3% controle para 30,8% com GSH).
Ao analisar pelo CASA, os autores observaram um aumento ndo significativo na motilidade
(33% para 37,8%) [16]. A GSH também foi utilizada em meios de criopreservacao (tris-gema-
citrato e glicerol 7%) em diferentes concentragdes no sémen ovino [29]. Os resultados também
ndo mostraram diferencas significativas nos grupos tratados com GSH, 38,4% para 36,5% com
10 mM GSH para a motilidade e 2, 97 a 2,94 para o vigor. Da mesma forma em cées, a adi¢do

de 10 mM de GSH ao meio de criopreservagdo ndo contribuiu para a manutencao da motilidade
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88,2% fresco, 58,6% refrigerado e 28,6% apds descongelamento, apresentando queda
significativa para os grupos submetidos ao congelamento [30].

A inseminacdo artificial e criopreservacéo de sémen é amplamente realizada com sémen
obtido por vagina artificial e por eletroejaculacdo tanto em animais domeésticos como em
animais silvestres. Atualmente, cada vez mais sdo utilizados espermatozoides recuperados do
epididimo devido o interesse em obter doses a partir de animais domésticos de alto valor e em
programas de conservacdo de animais silvestres ameacados [31]. Segundo esses autores 0s
parametros espermaticos observados em veados (Cervus elaphus hipanicus), ndo diferiram
significativamente em relacdo aos dois métodos de coleta. Ao criopreservar espermatozoides
obtidos do epididimo desse cervideo, em diferentes diluidores [32] observaram diferencas
significativas para a motilidade entre os grupos do resfriamento (61,5%) e congelamento
(39,2%) e na viabilidade (92,5% para 64,9%).

Em animais domésticos, a criopreservacdo de espermatozoides da cauda do epididimo
tem sido realizada em bovinos [12] e equinos [33]. Em bovinos, ndo se observou uma
diminuicdo significativa na motilidade, porém defeitos morfolégicos nos espermatozoides
recuperados do epididimo foram mais acentuados quando comparados com espermatozoides de
ejaculados. Emrelagéo a producéo de blastocisto a partir desses espermatozoides as taxas foram
entre 33 a 54%. Ja em garanhdes, houve queda na motilidade para as amostras refrigeradas apos
24 horas, porém a motilidade melhorou apds a centrifugacdo e adicdo em
Botucrio®/Botupharma utilizado para o resfriamento [33].

A recuperacdo de espermatozoides epididimarios sua criopreservacao e subsequente
utilizacdo em programas de fertilizacdo in vitro tem sido uma ferramenta util no resgate de
material genético perdido, principalmente de espécies ameagadas [12]. E possivel obter
espermatozoides viaveis e com alta motilidade em animais silvestres, conforme observado em
cutias (Dasyprocta agouti) o qual obtiveram taxas de motilidade superior ao obtido por
eletroejaculacéo (86,5% vs 50,3%) [14]. Em Pecari tajacu a taxas de motilidade por esta técnica
também foram superiores ao comparar coma eletroejaculacdo 78% vs 52,8% [3].

Na espécie Pecari tajacu foi possivel obter espermatozoides epididimarios pos-morten,
e estabelecer protocolos de criopreservacao. Os resultados evidenciaram ser possivel preservar
esses espermatozoides apesar das baixas taxas de recuperacdo. H& necessidade de ajustes nos
protocolos no que diz respeito aos tipos de diluidores empregados, a concentracdo de
antioxidantes e do crioprotetor utilizado. Nos dois diluidores utilizados, Tris-frutose e ACP-
120, foi possivel preservar a célula espermatica até o tempo de 4 horas. Apés esse periodo, as

taxas decairam consideravelmente. Da mesma forma, nos espermatozoides submetidos ao
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congelamento, nesse caso, as taxas foram inferiores a 10%, porém foi observado que os mesmos
sobreviviam ap6s o descongelamento, o que comprova ser possivel a cria¢cdo de um banco de

sémen nessa espécie e 0 seu emprego na reproducao assistida.
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6. ARTIGO 3: PRODUQAO IN VITRO DE EMBRIOES DE CAITITU (Pecari
tajacu).
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Resumo
O presente trabalho teve por objetivo estabelecer a producdo de embribes in vitro para a espécie
Pecari tajacu, por meio do uso da FIV e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides obtidos
a partir da cauda do epididimo, com intuito de aumentar o potencial de producdo da espécie e
contribuir para a sua preservacdo. Foram utilizados 10 fémeas os quais foram previamente
sedadas e sacrificadas para obtencéo dos ovarios. Apés a aspiracdo 97 COC foram selecionados
e maturados in vitro por 36 horas, ap6s a MIV foram divididos em trés grupos, G1 (ativacdo
partenogenética), G2 (FIV) e G3 (ICSI). No G1 os odcitos foram ativados em lonomicina e 6-
DMAP e para a FIV e ICSI foram utilizados espermatozoides epididimarios. Em todos os
grupos observou-se clivagens a partir do segundo dia de desenvolvimento. O inicio da produgéo
de embrides in vitro foi bem sucedida na ativacao partenogenética (62,9%) e na ICSI (52,6%),
na FIV as taxas foram baixas (7%). No G1 dos 35 odcitos ativados, 22 sofreram clivagens no
2° dia apresentando 2-4 blastdmeros, no 7° dia dos 22 zigotos apenas um progrediu até o estagio
de blastocisto, trés embrides encontravam-se com oito blastdmeros e o restante dos embrides
permaneceram no estagio de 2-4 celulas. No G2, s6 foram observadas clivagens com formacéo
de embrides com até 4 blastbmeros e no G3 os embries progrediram ate o estagio de oito
blastbmeros. Os resultados observados servirdo de base para outras pesquisas que tenham por
objetivo aperfeicoar essa biotecnologia na regido Amazonica uma vez que a espécie em estudo

apresenta elevado poder econémico.

Palavras chaves: FIV, ICSI, embrido, Pecari tajacu, partenogénese, 00cito
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6.1. Introducgéo

O caititu (Pecari tajacu) € um dos animais mais cagcados na Amazoénia [1] e nos demais
biomas brasileiros é encontrado em diferentes niveis de conservacdo. Sendo que a viabilidade
das suas populagdes em vida livre estd ameacada pela constante destruicdo e a fragmentacdo do
habitat e pelo aumento da densidade humana [2]. O dominio do conhecimento reprodutivo dessa
espécie é fundamental para 0 manejo conservacionista, sendo que alguns trabalhos sobre o
assunto ja foram realizados nos Gltimos anos [3,4]. No entanto, é necessario entender outros
aspectos relacionados a sua reproducéo, que possam contribuir para a sua conservacao [5].

Programas de conservacdo in situ e ex situ para algumas espécies mamiferos podem ser
beneficiados com o uso de biotecnologias reprodutivas, incluindo a inseminacgéo artificial,
transferéncia de embrides, fertilizagdo in vitro, micromanipulacdo de gametas e embrides,
sexagem de sémen e embrides, e bancos de genoma [6].

A producdo in vitro de embrides (PIVE) trouxe algumas vantagens em programas de
reproducdo, uma vez que o desenvolvimento da técnica promoveu avango na otimizacao e
multiplicacdo de fémeas de interesse para a producao animal e conservacao de espécies em
perigo de extingao [7].

A PIVE é mais uma alternativa para aumentar a capacidade de multiplicacdo do material
genético da fémea, tendo em vista a possibilidade de a colheita ser realizada semanalmente e
por um longo periodo, mesmo em animais gestantes e impuberes, apresentando grande
vantagem sobre o programa de transferéncia de embrides (TE) convencional [8].

A técnica convencional de fertilizacdo in vitro (FIV) para os animais domésticos é a que
vem sendo empregada para as espécies silvestres, com sucesso restrito a poucas. Foram
relatados alguns resultados satisfatérios utilizando-se a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) em primatas e felinos silvestres. Para o sucesso dessas técnicas €
necessario, no entanto, um grande nimero de o6citos, 0 que muitas vezes é um fator limitante,
principalmente para as espécies ameacadas de extincao [9].

Esse trabalho objetiva estabelecer um protocolo de producédo de embriBes in vitro para
a especie Pecari tajacu, por meio do uso da FIV e injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides obtidos a partir da cauda do epididimo evidenciando o potencial de
desenvolvimento de o6citos maturados in vitro, o que contribuird para programas de producéo

e conservacao dessa espécie.

6.2 Materiais e métodos
6.2.1 Animais
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Foram utilizadas 10 fémeas adultas de Pecari tajacu, caititus, na faixa etaria entre 1 a 3
anos, provenientes do criatorio cientifico, legalizado junto ao IBAMA (1501.5219/2011-PA),
localizado na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA Amazonia Oriental,
em Belém-Par4, Brasil.

Esse trabalho foi submetido ao CEPAE-UFPA (Comité de Etica da Universidade
Federal do Pard) e aprovado sob nimero de protocolo 18413. Sendo os animais utilizados para
outros fins de pesquisa cientifica, o presente trabalho coletou somente as gbnadas femininas.

As fémeas foram previamente anestesiadas com ketamina® (5mg/kg) e xilazina® (1
mg/kg) e entdo eutanasiadas com cloreto de potassio (1mg/kg). Apds o ébito do animal, os
ovarios foram retirados e entdo conduzidos em meio PBS ao Laboratério de Fertilizacdo in vitro

do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para.

6.2.2 Selecdo dos complexos cumulus odcitos (COCs)
Os complexos cumulus-o6cito foram obtidos a partir da aspiragéo dos foliculos de 2mm
a 5mm de didmetro com agulha de 25 x 8 mm acoplada a seriga de 5ml e posteriormente,
transferidos para uma placa de Petri estéril de poliestireno®. O rastreamento e selegio dos COCs
foi realizado com auxilio de estereomicroscopio* sob fluxo laminar, em Meio 199° (tamp&o
Hepes) acrescido 10% de soro fetal bovino® (v/v), 0,22mM piruvato’, 50pug/mL gentamicina®.
Foram selecionados os COCs que apresentaram células do cumulus oophorus compactas e

refringentes.

6.2.3 Maturacao in vitro
Os COCs foram incubados (10 a 15/gota) em Meio 199° (tampao bicarbonato de sodio)
suplementados com 10% SFB (v/v), 0,5pg/mL FSH*, 50ug/mL LH, 22ug/mL de piruvato e

50ug/mL de gentamicina [10], sob 6leo mineral*? por um periodo de 22 horas.

!Dopalen-CEVA P002/13; 2Rompum-Bayer P001/12, 2 Corning 430165, * Olympus S261, ® Gibco-12340-030;
®Gibco 12657-029; ’ Sigma P-5280; 8Sigma G-1264, ° Gibco 11150-059; ° folltropin V Bioniche, '* Lutropin V
Bioniche, ! Sigma-Aldrich M8410
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Apods esse periodo, os COCs foram transferidos para o meio 199 sem adicdo de
horménios, por 14 horas até o periodo final da maturacéo de 36 horas, conforme o descrito por
Seong-Sung kwak et al. (2012).

Durante o periodo de maturacdo os CCOs foram mantidos em estufa de cultivo com 5%
de CO2, 20% de O e 75% de N2, sob atmosfera Umida e temperatura de 38,5°C.

6.2.4 Producao de embrides.
6.2.4.1. Fecundagao in vitro

Apb6s o tempo de maturacdo, os COCs expandidos (20 a 25 por gota) foram
transferidos para gotas de 80 uL com meio de fecundagdo (TALP acrescido com 10ug/mL de
heparina®®, 2uM de penicilamina®, 1uM de hipotaurina®®, 0,25uM de epinefrina®, 6mg/mL
BSA', piruvato e gentamicina), sob 6leo mineral estéril, em estufa de cultivo com 5% de COx,
20% de O e 75% de N2, sob atmosfera imida e temperatura de 38,5 °C.

Os espermatozoides foram obtidos a partir da técnica de aspiracdo da cauda do
epididimo, com auxilio de seringa de 3 ml acopladas em agulhas 25 x 8mm. Foram aspirados
aproximadamente 200 uL do conteudo do epididimo e entdo adicionados em 500 pL de PBS
mantidos em placa aquecedora, os quais foram centrifugados por trés minutos para obtencao do
pellet contendo os espermatozoides.

Apos a primeira lavagem foram analisados os parametros seminais, enfocando a
motilidade e a concentracdo espermatica. Em seguida, o pellet foi resuspendido em 800 pl de
gradiente de densidade descontinuo de percoll (45 e 90%) e centrifugado (200G) por sete
minutos, para separacdo dos espermatozoides viaveis. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
resuspendido em 800 ul de meio TALP, e novamente centrifugado a 200G por trés minutos,
para remocao dos residuos de Percoll.

Apos a lavagem foi determinada a concentragdo que foi ajustada para 2 x10° sptz/ml,
e entdo foram adicionados 7 uL de meio com espermatozoides no meio de FIV, e entdo co-

cultivados com os odcitos, por 18 horas.

13Sigma H-3149, ** Sigma P-4875, 1> Sigma H-1364, 6 Sigma E-4250, %7 Sigma A-6003.



71

6.2.4.2 Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides

As solucgdes preparadas para ICSI foram as seguintes: (1) meio de CIV para 0s 06citos;
(2) meio de FIV para os espermatozoides; (3) Polyvinilpyrrolidona (PVP)!’ estéril liofilizada
para ICSI.

Apos 36 horas da MIV, os COCs expandidos foram desnudados, nos quais as células do
cumulus aderidas aos odcitos foram removidas usando hialuronidase!® 0,1% e transferidos para
0 meio de FIV.

Os espermatozoides foram obtidos através da aspiracdo da cauda do epididimo
conforme descrito no item anterior, transferidos para o meio de FIV e selecionados sob
magnificagdo de 200x para 400x, 0s quais foram injetados nos odcitos previamente desnudados.
Foi utilizada para injecdo a micropipeta®® para ICSI 30° Angulos D.I 8-10 UM D.E 5-6 UM.

A placa para o procedimento da ICSI foi composta por uma gota central com 20 ul de
solucéo de PVP coberta com 6leo mineral utilizada para injecéo, e ao redor 5 a 6 gotas de 80 pul
com meio de TALP-FIV contendo o0s 00citos e espermatozoides.

Os espermatozoides foram transferidos para a gota de PVP e entdo tiveram a cauda
imobilizada com a pipeta de microinjecao. Os espermatozoides foram aspirados pela cauda e
entdo injetados nos 00citos que apresentavam o corpusculo polar na posic¢éo 12 ou 6 horas, afim
de evitar danos nos cromossomos metafasicos durante a injecdo. Dessa forma, a zona pelucida
e 0 oolema foram perfurados com a micropipeta de injecdo e entdo os espermatozoides foram
injetados no centro dos odcitos (Figura 1).

Os espermatozoides foram injetados com a micropipeta para ICSI 30° angulo acopladas
em microscopio invertido?® equipado com um manipulador??,

Apos a ICSI os odcitos injetados foram ativados com lonomicina e 6 - DMAP e entédo
co-cultivados com as células da granulosa provenientes da MIV, para observacdo do

desenvolvimento embrionario.

7 rvine Scientific, Santa Ana, CA, ¥Sigma H3757, *®Humagen MIC 5030, % Nikon eclipse TE300, % Narishige
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Figura 1: Micromanipulacdo do odcito de caititu para injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide. Aumento 400X. Fonte: Arquivo pessoal

6.2.4.3. Ativacao partenogenética.

A ativacdo partenogenética foi realizada em odcitos de caititus maturados in vitro, a fim
de observar o seu potencial de desenvolvimento embrionario (G1-controle), e nos odcitos
maturados in vitro, submetidos a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (G3).

Apos o tempo de maturacdo, os COCs foram retirados da placa de MIV e desnudados
em hialuronidase?? até a remocao total do complexo cumulus oophoros. Apds a remogao, foi
realizada a selecdo dos 00citos quanto a presenca ou ndo do corpusculo polar, os odcitos foram
lavados em HEPES (100 ul) e colocados por cinco minutos em meio H-lonomicina. Para a
remocio da lonomicina?®, os odcitos foram lavados em meio H-saturado por 10 minutos, e
entdo transferidos para a placa de 6-DMAP?*, onde permaneceram por trés horas em estufa de
cultivo com 5% de CO3, 20% de Oz e 75% de N, sob atmosfera Umida e temperatura de 38,5
°C.

6.2.4.4. Cultivo in vitro dos embrides e avaliacdo morfoldgica do desenvolvimento in
vitro

Para dar suporte ao desenvolvimento embrionario foi realizado um sistema de co-
cultivo dos embrifes com monocamada de células do cumulus oophorus que aderiram a placa
durante a MIV. As gotas de MIV contendo as células do cumulus oophorus foram aspiradas e entéo
substituidas por 100 L meio de cultivo embrionario (SOF) e as placas foram colocadas na estufa até

0 momento da transferéncia dos embrides.

22Sigma H3757,2°Sigma 10634, 2* Sigma D2629
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Apo6s 24 horas da FIV, os provaveis zigotos foram submetidos a sucessivas pipetagens,
para retirada das células do cumulus oophorus restantes, e dos espermatozoides aderidos & zona
pellcida, e entdo transferidos para gotas com meio de cultivo, meio SOF suplementado com
10% de SFB, 1mM de glicose, 10pug/mL de insulina, 6mg/mL de BSA%, 80ug/mL piruvato e
gentamicina.

Os zigotos provenientes da ICSI foram transferidos para o meio de cultivo apds
ativacdo partenogenética, apos trés horas da gota de 6-DMAP, lavados e transferidos para o
meio de cultivo descrito acima.

O desenvolvimento embrionario foi avaliado com auxilio de estereomicroscopio, de
acordo com taxa de clivagem (n° de divisdo celular) no 2° dia de cultivo (D2) e a taxa de
blastocisto no 7° dia de cultivo (D7), segundo o critério estabelecido pelo manual da Sociedade

Internacional de Transferéncia de Embrides.

6.2.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental consistiu em trés grupos, nos quais 0s oocitos, apos
a maturacao, foram submetidos para a producao de embrifes conforme a seguir:

G1 (controle): 35 COCs submetidos a ativacao partenogenética.

G2: 43 COCs submetidos a fecundacéo in vitro.

G3: 19 COCs submetidos a injecado intracitoplasmatica de espermatozoides.

Foram realizadas duas repeti¢cdes por grupo, com exce¢do do G3 que foi realizado
apenas um experimento em virtude da quantidade e qualidade dos odcitos obtidos durante

0 experimento.

6.2.6. Andlise estatistica
Os dados paramétricos referentes as clivagens nos trés tratamentos foram analisados pelo
teste de ANOVA one-way e teste t, e as suas diferencas comparadas pelo teste de Tukey,

utilizando o nivel de significancia 5%. O programa utilizado foi o Biostat 5.3 [11]

% Sigma A-6003 (Fracdo V)
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6.3 Resultados

No presente trabalho foi possivel observar clivagem e desenvolvimento inicial de
embriGes em Pecari tajacu, por ativacdo partenogenética ou utilizando espermatozoides
epididimarios através da FIV e ICSI.

Foram submetidos 97 od6citos maturados in vitro nos trés tratamentos, dos quais 35
sofreram clivagens o que comprova o potencial de desenvolvimento dos oécitos dessa espécie.
Porém, foi observado elevada taxa de embriGes que ndao sofreram clivagens, o que ressalta a
necessidade do aperfeicoamento das técnicas de producdo in vitro de embrides, assim como
melhorar as condi¢des do cultivo in vitro. Os resultados estdo detalhados na tabela 01.

Tabela 01: Percentual de clivagens e desenvolvimento embrionario de odcitos
submetidos a ativacdo partenogenética (controle) fecundacéo in vitro (FIV) e injecéo injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

Grupos N° oocitos Clivagens Blastocisto Nao clivados  Degenerados
(%) (%) (%) (%)
G1(controle) 35 22 (62,9%)"? 1(4,5%)"° 9 (25,7%)"? 4 (11,4%)MP
G2 (FIV) 43 3(7,0%)% oA 38 (88,3%)5° 2 (4,67%)2
G3 (ICSl) 19 10 (52,6%)"2 0% 6 (31,8%)** 3 (15,8%)""

ab: |etras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05, P<0,01)
AB letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,01)

Conforme observado na Tabela 01, nos trés grupos observou-se clivagens a partir do 2°
dia do desenvolvimento embrionario. O percentual de clivagens ndo foi significativo quando
comparado o nimero de odcitos ativados no G1 e G3, porém no G2 foi altamente significativo
(P<0,01). Poréem os dados mostraram-se significativo (p<0,05) ao se analisar 0 nimero de
odcitos clivados no G1 para aqueles que progrediram até o estagio de blastocisto. Conforme
exposto na tabela somente no grupo submetido a ativacao partenogenética foi possivel observar
no 7° dia um unico embrido em estadio de blastocisto (Figura 2).

O maior percentual de clivagens foi observado nos odcitos submetidos a ativacdo
partenogenética (62,9%) e na ICSI (52,6%). No grupo 2 (FIV), dos 43 odcitos maturados,
somente 3 (7%) clivaram. Em virtude da baixa taxa de clivagem, os odcitos submetidos a FIV
foram corados em Hoesch e analisados em imunofluorescencia. Apos a analise observou-se que

0S mesmos permaneciam em metafase 11.
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Figura 2: EmbribGes partenogenotos, blastocisto (BL), embrides em estdgio de 4-8
celulas; ndo clivados (NC), degenerados (D), observados no 7° dia do desenvolvimento
embrionério. Aumento 400X. Fonte: Acervo pessoal, 2013.

As figuras 3 e 4 evidenciam a progressdo das clivagens nos trés grupos. No grupol
(controle) dos 35 odcitos ativados, 22 sofreram clivagens no 2° dia apresentando 2-4
blastbmeros, no 7° dia dos 22 zigotos apenas um progrediu até o estagio de blastocisto, trés
embrides encontravam-se com oito blastdmeros e o restante dos embrides permaneceram no
estagio de 2-4 células, o que evidenciou parada no desenvolvimento embrionario.

No grupo 2 (FIV), dos 43 odcitos fertilizados, somente trés clivaram progredindo até o
estagio de quatro blastdmeros. No grupo 03 (ICSI), dos 19 odcitos, 10 (52,6%) sofreram
clivagens, porém nem todas foram observadas no D2. Somente trés zigotos sofreram clivagens
incipientes no 2° dia, com inicio de formacdo de blastdmeros. No 3° dia observou-se um
aumento no padrdo de clivagens de trés para nove zigotos 0s quais apresentavam-se com 2 - 4
blastbmeros bem visualizados. No 7° dia totalizaram-se 10 clivagens, dos quais seis embrides
apresentavam acima de oito blastémeros, dois embrides apresentavam 2—4 blastdmeros e dois

embrides com dois blastémeros (Figura 5).



76

Figura 3: Progressdo das clivagens nos 03 grupos ao longo do desenvolvimento
embrionario.
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Figura 4: Observacao das clivagens e nimero de células observadas durante o desenvolvimento
embrionario, nos trés experimentos, sendo possivel observar aumento progressivo na ICSI.
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Figura 5: Embrides de ICSI no 7° dia, mostrando embries com 8 células, embrides néo
clivados (NC).

6.5 Discusséo

A fecundacdo do odcito pelo espermatozoide induz ao aumento da concentracdo
intracelular de Ca?*. Esse aumento serve para ativagdo do odcito com a retomada da meiose e
0 inicio do desenvolvimento embrionario pela inativacdo do fator de promocdo da mitose,
através da destruicéo da ciclina B, dependente de Ca 2*[12]. Esse processo tem sido obtido pela
ativacdo partenogenética de o0citos em suinos, atraves de diversos métodos como injecéo
intracelular de calcio, eletrochoque e varios reagentes quimicos, incluindo o etanol e estroncio
[13], lonoforo A23187 [14], ciclohexamida [15], estroncio [16], 6-dimethylaminopurina [17,
18] e cloreto de calcio [19].

No presente trabalho, a ativacdo partenogenética dos odcitos de caititus foi realizada
através da combinacdo de dois agentes, a lonomicina e 6 DMAP, obtendo-se taxas de 62,9% de
clivagens e 4,2% de blastocisto, que foram inferiores em comparacéo a obtidas em suinos (77%
e 39,4%, respectivamente) cultivados em NCSU-23 [12]. Apesar da elevada taxa de clivagem,
a maioria dos embrides desenvolveu até o estagio de 2-4 células, ocorrendo a parada no
desenvolvimento [20], esses autores ativaram 0s odcitos utilizando cloreto de estroncio (53%),
6-DMAP + estroncio (49%) e ciclohexamina + estroncio (54,3%), entretanto a maioria dos
embriGes também pararam o desenvolvimento em estagio de 2 -4 células.

Na FIV foram realizadas duas repeticGes e observou-se que dos 43 00citos somente trés

sofreram clivagens, ndo prosseguindo ao longo dos dias do desenvolvimento embrionario, fato
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esse que pode estar relacionado a capacitacdo dos espermatozoides, evidenciando a necessidade
de aperfeigoar o procedimento na espécie.

Em suinos, a capacitacdo in vitro é induzida pela cafeina [21], proporcionando a
desestabilizacdo da membrana plasmatica e hiperativacdo espermatica, que sdo eventos
essenciais para que ocorra a rea¢do acrossomica e penetracdo dos espermatozoides no odcito
[22].

No presente estudo, os espermatozoides utilizados na FIV foram capacitados em meio
contendo o glicosaminoglicano heparina, utilizada em bovinos [23], o que pode ter sido o fator
determinante da ndo capacitagdo dos espermatozoides do caititu. Em virtude de terem sido
utilizados espermatozoides epididimarios, ndo haveria a necessidade de remover os fatores
decapacitantes, os quais sdo adicionados ao plasma seminal. Dessa forma, ndo foram testados
0S agentes quimicos responsaveis pela capacitacdo espermatica in vitro. Porém a necessidade
de tais testes tornou-se evidente a partir dos resultados obtidos na fecundacao in vitro de caititus,
principalmente se forem utilizados espermatozoides epididimarios.

Os resultados encontrados em suinos [24] foram contrarios ao observado em caititus.
Os referidos autores obtiveram taxas de fertilizagdo com a observacdo dos dois prondcleos
(23%) e clivagens (>50%) utilizando espermatozoides epididimarios em protocolos de FIV,
resultados esses superiores ao observados em sémen obtidos de ejaculados. Os mesmos autores
sugeriram que a auséncia de contato com o plasma seminal pode ter contribuido para os
resultados obtidos, afirmando que a remocéo dos fatores decapacitantes deve ser evitado até o
estabelecimento da FIV na espécie, ja que a estrutura bioquimica desses fatores ainda €
desconhecida.

Na superficie de espermatozoides de suinos estdo presentes proteinas de baixo peso
molecular, as quais sdo essenciais para o reconhecimento do gameta [25, 24]. Tais proteinas
sdo adicionadas no espermatozoide ainda no epididimo e sdo ativadas pelos componentes do
plasma seminal. A sua desativacdo ocorre durante a migracdo do espermatozoide no sistema
reprodutor feminino, sendo novamente ativada quando o mesmo encontra o odcito. Em geral,
0s espermatozoides epididimarios precisam ser capacitados, sendo esse evento um pré-requisito
para a reacdo acrossdmica, uma vez que induz a fluidez e permeabilidade da membrana do
espermatozoide [24].

Outros fatores que podem ter bloqueado o desenvolvimento embrionario sdo as
condigdes de cultivo in vitro, uma vez que em suinos a capacidade de desenvolvimento
embrionario até o estagio de blastocisto é baixa, condi¢des de maturacdo citoplasmética dos

00citos, alta taxa de polispermia [26], as condi¢des de cultivo embrionério ndo foram avaliados
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no presente trabalho. Um fator limitante para o cultivo dos embrides suinos, é o
desenvolvimento até o estdgio de quatro células. Esse fato pode ocorrer por condicdes
inadequadas de cultivo, e que coincida com o tempo das primeiras ativacbes do genoma
embrionario [27]. Existem critérios para a avaliacdo dos embrides suinos ap6s a fecundagéo in
vitro, tais como: estado de desenvolvimento, integridade da zona pelicida, presenca de
espermatozdides aderidos a zona pellcida, delimitacdo e uniformidade dos blastdmeros, e
presenca do espaco perivitelinio [26]. Nos embrides de caititu foram observados
espermatozoides aderidos a zona pellcida e blastémeros ndo uniformes.

Os resultados obtidos na ICSI em caititus foram superiores aos observados na FIV, ou
seja 10/19 (52%) odcitos sofreram clivagens embrionarias, produzindo embrides até o estagio
de 8-16 células. Esse potencial também foi demonstrado na mesma espécie, com elevada taxa
de embrides produzidos por ICSI com duas células (75%) e quatro células (37,5%). [28]

Em suinos domésticos as taxas de clivagens e blastocistos séo variaveis [29] obtiveram
26% de clivagens com zigotos apresentando duas células em 40 horas de cultivo, que foram
transferidos para receptoras e registraram um unico nascimento. [30] ao utilizarem condigdes e
meios de cultivo apropriados (meio de cultivo NCSU-23 suplementado com BSA, SFB ou
EPS), obtiveram taxas de clivagens (37,6%; 37,5% e 53,8%) e blastocisto (34,1%; 16,6% e
14,3%), respectivamente.

Além da utilizacdo de espermatozoides obtidos de ejaculados, a ICSI pode ser realizada
utilizando espermatozoides epididimarios. Em suinos a injecdo de espermatozoides
epididimarios criopreservados sdo mais adequados para fertilizacéo in vitro, uma vez que ndo
ha a necessidade da capacitacdo in vitro, e que espermatozoides epididimarios ndo apresentam
fatores decapacitantes a serem removidos durante a capacitacao [29]. Esse fato pode ou ndo ser
significativo no contexto da ICSI. Ao injetarem espermatozoides epididimarios de suinos
criopreservados em o6citos maturados in vitro e in vivo, 0s autores supracitados obtiveram taxas
de clivagens baixas 16% e 8%, respectivamente, taxas inferiores ao encontrado no presente
trabalho (52%).

Os resultados encontrados em outras espécies domesticas mostraram o potencial de
desenvolvimento embrionario de oocitos submetidos a ICSI, em ovelhas, 76% de clivagens e
14,3% blastocisto [31]. Assim como utilizacdo de odcitos vitrificados de ovelhas o qual obteve-
se 29% de blastocistos [32]. Em cabras, utilizando espermatozoides congelados, obteve-se 84%
de clivagens e 29,5% de blastocisto [33].

Os resultados apresentados na ativacdo partenogenética e na ICSI mostraram ser

possivel obter embrides na espécie Pecari tajacu, Ha necessidade de adequagédo do protocolo
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de producdo de embrides para espécie, uma vez esse tipo de pesquisa em animais silvestres ndo
tem sido registrado, especificamente na espécie em estudo. A producdo de embrides in vitro de
Pecari tajacu contribuird efetivamente para implantacdo de programas de producdo e
conservagdo em cativeiro, uma vez que poderd aumentar o nimero de crias através da
transferéncia de embrides para varias fémeas simultaneamente, do ponto de vista conservacdo
in situ e ex situ, a manutencdo dos recursos genéticos. Tais resultados servirdo de base para
outras pesquisas que tenham por objetivo aperfeicoar essa biotecnologia na regido Amazonica

uma vez que a espécie em estudo apresenta elevado potencial econdmico.
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7. CONCLUSAO GERAL

Os resultados demonstraram que o melhor tempo de maturagdo in vitro dos odcitos de
Pecari tajacu foi de 36 horas,e que apds a ativacdo partenogenética foi possivel observar o
desenvolvimento competente do odcito. O que torna viavel a aplicacdo de programas de
producdo de embrides in vitro na espécie Pecari tajacu.

A respeito da criopreservacao de espermatozoides, obteve-se taxa de sobrevivéncia ap6s
aquecimento e descongelamento utilizando-se espermatozoides epididimarios, sendo esse tipo
de coleta uma alternativa viavel na formacéo de bancos de sémen na espécie, Ha necessidade
de ajustes nos protocolos no que diz respeito aos tipos de diluidores empregados, a concentracao
de antioxidantes e do crioprotetor utilizado. Nos dois diluidores utilizados, Tris-frutose e ACP-
120, foi possivel preservar a célula espermatica até o tempo de 4 horas de resfriamento. Para
aqueles que foram congelados, ap6s o descongelamento aos parametros espermaticos ndo foram
superiores a a 10%.

Na producdo de embrides o emprego da ICSI foi bem sucedido uma vez que as taxas de
clivagens foram superiores a 50%. Porém verificou-se a necessidade de de adequacdo do
protocolo de producdo de embriBes para espécie, uma vez esse tipo de pesquisa em animais
silvestres ndo tem sido registrado, especificamente na espécie em estudo, principalmente na
fertilizacdo in vitro, nos quais as taxas de clivagens foram significativamente baixas. A
producdo de embrides in vitro de Pecari tajacu contribuird efetivamente para implantacéo de
programas de producdo e conservacdo em cativeiro, uma vez que podera aumentar 0 nimero
de crias através da transferéncia de embrides para varias fémeas simultaneamente, do ponto de
vista conservacao in situ e ex situ, a manutencdo dos recursos genéticos. Espera-se que 0S
resultados obtidos nesse trabalho sirvam de base para outras pesquisas que tenham por objetivo
aperfeicoar essa biotecnologia na regido Amazonica uma vez gque a espécie em estudo apresenta
elevado poder econémico seja na comercializacdo da carne e subprodutos, como 0 couro,
podendo a espécie ser considerada como pecudria alternativa especificamente para as

comunidades rurais.
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