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1.
Resumo
:


Muitos programas de reprodução em cativeiro têm planos de manejar pequenas populações cativas com o intuito de minimizar as procriações consangüíneas assim como outros processos que possam levar à extinção. Sendo a manutenção da diversidade genética dependente da reprodução, a utilização de técnicas de reprodução assistida é um importante meio na conservação de espécies selvagens ameaçados de extinção.


A Biodiversidade é importante para a sustentação da vida na Terra, mas é também imensamente valioso para a saúde e a qualidade de vida da sociedade humana. A ciência é a chave para conservação da vida selvagem enquanto que os animais (e plantas) selvagens contêm genes valiosos e conhecimento que podem ter um impacto positivo na sociedade. Para a conservação de espécies ameaçadas, é fundamental o entendimento de sua ecologia e fisiologia. As instituições Zoológicas podem atingir este objetivo, mantendo populações cativas em condições que se assemelhem àquelas da vida selvagem.


A Biotecnologia reprodutiva aparece como um instrumento alternativo para programas de conservação do material genético proveniente de espécies animais ameaçadas.
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A diversidade biológica é a chave para a manutenção da vida que conhecemos (Wilson 1992). Entretanto, o rápido crescimento populacional humano exerce forte pressão nos ecossistemas, como destruição ambiental em larga escala, conversão de habitats, fragmentação de habitats e poluição. Virtualmente todos os biólogos conservacionistas concordam que a preservação dos habitats é o melhor caminho para conservar a biodiversidade. Os programas de reprodução em cativeiro, os bancos de recursos genéticos e as técnicas de reprodução assistida tem sido sugeridos como importantes ferramentas para a conservação (Ballou, 1992, (Wildt, 1989; Wildt et al., 1993; Wildt et al., 1997; Wildt e Wemmer, 1999)), incluindo para os carnívoros neotropicais (Morato e Barnabé, 2002).

Graves problemas surgem quando uma espécie atinge um tamanho de população muito pequeno: a. Perda de variabilidade genética: quando uma população fica abaixo de 500 indivíduos reprodutores, a quantidade de variação genética é reduzida; b. Consangüinidade: Populações que caem abaixo de 50 indivíduos são forçados a se reproduzir com parentes próximos, o que pode levar a problemas como fertilidade decrescente, alta mortalidade juvenil e defeitos ao nascimento. A consangüinidade  também leva à expressão de defeitos genéticos específicos, como por exemplo a alta incidência de um defeito genético do diafragma nos Micos Leões Dourados e a cauda retorcida no Puma da Flórida; c. Hibridização: parece ocorrer mais freqüentemente quando as espécies são reduzidas a números muito baixos; d. Reprodução seletiva: causada em animais com longo tempo de cativeiro. Soulé (1991) descreveu uma hierarquia para proteger a biodiversidade, começando no topo com a proteção total dos ecossistemas (proteção in situ) e descendo através das comunidades, espécies, populações (programas de reprodução em zoológicos ex situ) e eventualmente os biomateriais congelados. A manutenção de espécies em cativeiro em zoológicos, aquários e jardins botânicos é chamada conservação ex situ. A agricultura animal tem se beneficiado dos estoques congelados em larga escala de espermatozóides e embriões com o propósito de melhorar a produção de carne e leite .


No começo do século XX, ondas de imigrantes europeus se assentaram no meio-oeste americano. Com a transformação da terra pelos homens, foi declarada guerra a uma peste visível: o Cão da Pradaria. Uma vítima inocente desta campanha de erradicação foi o furão de pés pretos, que se alimentava dos cães das pradarias. Usando a inseminação artificial, a equipe de Howard conseguiu retirar esta espécie da lista vermelha de extinção. Esta história oferece três lições importantes. A primeira é que nenhuma espécie pode ser manejada isoladamente. A segunda lição é esperar frustração ao tentar reproduzir em cativeiro um animal pouco conhecido. A terceira lição é: processos de alta tecnologia para fazer uma espécie procriar podem funcionar.
A mais importante lição aprendida nos últimos 25 anos é que as espécies variam -notoriamente e magnificamente- em precisamente como elas se reproduzem. Esta maquinaria reprodutiva varia significativamente mesmo dentro de famílias, espécies posicionadas nos mesmos ramos da árvore evolutiva (Wildt et al., 1992, 1995).

O conceito de banco de recursos genéticos data de há mais de 50 anos, quando da descoberta de métodos para preservação de espermatozóides à muito baixas temperaturas. Desde então se seguiu uma revolução na reprodução animal, especialmente para o gado. O desenvolvimento de métodos para congelar espermatozóides e embriões de animais selvagens depende fundamentalmente de resultados obtidos com espécies domésticas e laboratoriais. Métodos práticos e seguros para determinação do status das gônadas são essenciais para o desenvolvimento e utilização de tecnologia de reprodução assistida. A Criobiologia é a ciência que integra os eventos celulares que ocorrem sob baixas condições de temperatura. A chave para a sobrevivência da célula é a relação físico-química do transporte de calor e água entre os meios intra e extracelular. A arte da criobiologia envolve a adição de um ou mais crioprotetores (p.e. DMSO ou glicerol), o qual geralmente reduzem ambos os pontos de congelamento e eutético. Os embriões de mamíferos são compostos de mais de 80% de água. Como a criopreservação de embriões é desenvolvida e aplicada para novos gêneros, algumas modificações técnicas especiais serão necessárias por causa das diferenças entre espécies no tamanho do embrião, características de permeabilidade e conteúdo citoplasmático macromolecular. Mesmo dentro de espécies (p.e. rato de laboratório), há relatos de diferenças genotípicas que influenciam a sobrevivência de embriões criopreservados. No futuro, a constituição de bancos de gametas e embriões pode ser uma importante estratégia para restaurar o vigor genético e sustentar a biodiversidade global de espécies ameaçadas (Schiewe et al., 1995).

Em ordem crescente de complexidade e “sofisticação”, algumas das biotecnologias reprodutivas vistas como soluções potenciais para a prevenção da perda de biodiversidade são: inseminação artificial, transferência de embriões, criopreservação de gametas e embriões, transferência intra-falopiana de gametas (GIFT), fertilização in vitro (FIV), maturação ovular, micromanipulação para produzir embriões gêmeos ou clones por transferência nuclear, injeção intracitoplasmática de espermatozóide, sexagem de espermatozóide para separar  espermatozóides carregadores de X e Y e desenvolvimento in vitro de folículos ovarianos.

1. Técnicas de Reprodução Assistida

1.1 Inseminação Artificial 

Inseminação artificial é a introdução de sêmen através de uma pipeta no trato reprodutivo de uma fêmea no estágio correto do seu ciclo. A primeira inseminação artificial com sucesso foi realizada em uma cadela por Abbé Lazzaro Spallanzani em 1780.

Os três principais locais de inseminação nos mamíferos são: vaginal, intracervical e intra-uterino. A inseminação intra-uterina guiada por laparoscopia, inicialmente desenvolvida em ovelhas, é hoje em dia aplicada com sucesso em uma grande variedade de espécies não-domésticas, incluindo carnívoros (puma, furão, jaguatirica, tigre e pantera nebulosa), numerosas espécies de cervídeos (Jabbour et al., 1997; Pope e Loskutoff, 1997), bovídeos não-domésticos, girafas e camelos (Gould e Martin, 1986; Morrell, 1995). A inseminação usando sêmen congelado tem sido amplamente reportada, mas em geral, as taxas de fertilização são mais baixas do que as conseguidas com sêmen fresco. Até os dias de hoje, a inseminação artificial com sêmen fresco ou descongelado tem sido utilizado com sucesso para produzir filhotes em dez espécies de felídeos (Gato doméstico, Leopardo, Puma, Gato Leopardo, Guepardo, Tigre, Pantera Nebulosa, Leopardo das neves, Jaguatirica e Oncilla) (Howard et al., 1992 a ; Dresser et al., 1982; Moore et al., 1981; Barone et al., 1994; Wildt et al., 1992; Howard et al., 1992b; Donougue et al., 1993; Howard et al., 1996; Roth et al., 1997; Swanson et al., 1996b; Moraes et al., 1997), com sêmen congelado usado com sucesso em três espécies (Gato Leopardo, Jaguatirica e Guepardo) (Wildt et al., 1992; Swanson et al., 1996b; Howard et al., 1997).

No Zoológico de Dallas uma Jaguatirica fêmea foi inseminada via laparoscopia in utero e deu à luz um filhote 78 dias após a inseminação. Esta inseminação artificial foi realizada usando sêmen congelado originalmente obtido de um macho de Colorado Springs (Swanson, Howard et al., 1996). O esperma descongelado tem uma alta porcentagem de membranas acrossomais danificadas (Wood et al., 1993; Swanson, Howard et al.,1996), entretanto a competência biológica destes espermatozóides tem sido demonstrada no gato doméstico (Platz et al., 1978), Gato Leopardo, Jaguatirica (Swanson, Howard et al., 1996) e no Guepardo. O germoplasma estocado pode ser usado bem adiante no futuro. Por exemplo, espermatozóides de Gado que foram criopreservados por 37 anos mantêm a capacidade de fertilização (Leibo 1994). A coleta de espermatozóides post mortem tem sido descrita para bois domésticos e espécies de animais selvagens. Estudos indicam que os espermatozóides devem ser recuperados imediatamente devido aos efeitos deletérios da degeneração do tecido. A degeneração tecidual pode, entretanto, ser retardada pelo resfriamento, e os espermatozóides da cauda do epidídimo são os mais resistentes às lesões do choque frio e tem também o maior potencial de fertilidade. A capacitação é um processo bioquímico que ocorre na superfície da célula do espermatozóide que o capacita para realizar a reação do acrossomo antes da fecundação (Austin, 1952).

Os procedimentos de criopreservação de sêmen devem ser modificados e otimizados para cada espécie (Watson 1995). Os espermatozóides de mamíferos, particularmente os de espécies de ungulados, são sensíveis ao resfriamento abrupto de temperaturas fisiológicas ou ambientes para 0ºC, um fenômeno chamado “choque frio”. Manifestações do “choque frio” são espermatozóides nadando de maneira circular, perda prematura da motilidade do espermatozóide, diminuída produção de energia, permeabilidade da membrana aumentada e perda de íons e moléculas intracelulares.  A adição de gema de ovo, a qual tem mostrado proteger espermatozóides de animais domésticos e de laboratório contra o choque frio, podem provar serem benéficos para a criopreservação de espermatozóides de espécies selvagens.

Enquanto a criopreservação de sêmen é utilizada com sucesso para algumas poucas espécies, a aplicação para outras espécies pode ser problemática. As diferenças das espécies quanto à anatomia do trato feminino, diferenças sutis nos mecanismos de transporte de espermatozóides, habilidade em precisar a hora certa da inseminação e a aplicação dos espermatozóides eficientemente são poderosos determinantes da fertilidade com espermatozóides criopreservados.
A inseminação artificial com sucesso já foi conseguida no Antílope Indiano (Antilope  cervicapra) (Holt et al., 1988), Gazela Mohor (Holt et al., 1996b), Panda Gigante (Ailuropoda melanoleuca) (Moore et al., 1984), Puma (Felis concolor) (Moore et al., 1981), Órix Cimitarra (Oryx dammah) (Garland, 1989). O primeiro nascimento em Camelídeos por inseminação artificial foi relatado em um Camelo Bactriano inseminado com sêmen congelado coletado por eletro-ejaculação (Elliott, 1961).

O primeiro nascimento após inseminação artificial em antílopes ocorreu na Gazela de Speke (Gazelle spekei) usando espermatozóides frescos (Boever et al., 1980). Inseminações artificiais com sucesso em cervídeos tem sido relatadas no Wapiti (Cervus elaphus), no Gamo (Dama dama), no Veado Áxis (Axis axis; Chapman et al., 1999; Mylrea et al., 1992), na Rena (Rangifer tarandus; Dott & Usti, 1971; 1973) e no Veado de Eld (Cervus eldi; Monfort et al., 1993). A primeira inseminação artificial com sucesso em cetáceos ocorreu na Orca e depois no Golfinho garrafa de nariz. O Leopardo das neves (Panthera uncia) difere entre as espécies de felinos (mesmo dentro do gênero Panthera) pois a longevidade da motilidade de espermatozóides in vitro é aumentada por um meio simples (tampão salino fosfatado; PBS) ao invés de um meio complexo (F10 de Ham). Está resposta adversa única indica uma sensibilidade espécie- específica não observada em outros gêneros de felinos até agora. A inseminação artificial é uma estratégia viável para a perpetuação de genes valiosos de Pandas Gigantes não reprodutores com problemas de  incompatibilidade comportamental ou com saúde comprometida. A reprodução assistida pode ser utilizada com eficiência como uma ferramenta de manejo para manter a diversidade genética e impedir a depressão por consangüinidade na população ex situ. A vagina artificial tem possibilitado a colheita de sêmen em camelídeos, bovídeos, cervídeos e até mesmo Guepardos (Acynonyx jubatus) (Watson, 1978). O primeiro nascimento documentado de um filhote de Guepardo como resultado da tecnologia de reprodução assistida, no caso uma inseminação artificial intra-uterina laparoscópica, ocorreu em 1991. A inseminação artificial intra-uterina laparoscópica consiste na deposição de sêmen processado via trans-abdominal nas proximidades de cada corno uterino. Ela pode ser útil para vencer barreiras que impeçam os espermatozóides de alcançar os locais de fertilização. A inseminação artificial laparoscópica tem utilidade também em outros gêneros de animais ameaçados. Através desta tecnologia já foram produzidos também, Gatos Leopardo (Felis bengalensis), Furões de pés pretos, um Puma (Felis concolor) e um filhote de Tigre. Também Veados de Eld fêmeas produziram filhotes por inseminação laparoscópica com sêmen congelado.  Algumas ninhadas de Guepardo nasceram de fêmeas inseminadas artificialmente, incluindo um filhote nascido no Zoológico Rio Grande em Albuquerque, Novo México, com sêmen congelado que foi coletado de um Guepardo selvagem na Namíbia. Grandes evidências de várias fontes sugerem que diferentes sub-populações de espermatozóides coexistem em qualquer ejaculado mamífero. Estas sub-populações podem ser estudadas pela Citometria de Fluxo.

A coleta de sêmen e a criopreservação em marsupiais tem recebido significante atenção (Taggart et al., 1996, 1997, 1998; Molinia & Rodger, 1996; Holt et al., 1999; Johnston et al., 2000) e informações básicas de representantes da maioria das famílias marsupiais australianas está agora disponível. A inseminação artificial tem sido realizada com sucesso no Koala (Johnston et al., 2000a), Gambá de cauda escovada (Molinia et al., 1998a; Jungnickel et al., 2000) e mais recentemente no Wallaby Tammar (D. Paris, comunicação pessoal). A inseminação artificial é uma poderosa ferramenta para os Koalas (Phascolarctos cinereus) facilitando as trocas genéticas entre colônias cativas, e a manutenção de remanescentes populacionais geneticamente importantes. Ao contrário das espécies eutérias, os espermatozóides dos marsupiais Trichosurus vulpecula e Phascolarctos cinereus requerem altos níveis de glicerol (acima de 17,5%) para a criopreservação (Rodger et al., 1991; Johnston et al., 1993; Maolinia e Rodger, 1996).

 Pode ser tecnicamente viável, a inseminação artificial de fêmeas de vida livre com esperma de machos da natureza, ou até mesmo de populações cativas. Este última técnica já foi realizada como parte do plano de manejo conservacionista do Tigre de Sumatra que vive em habitats altamente fragmentados da Indonésia (Tilson e Brady 1992). Além disso, o Banco Genético pode reduzir ou eliminar a necessidade de remover animais da natureza para abastecer populações cativas. Quanto ao uso de crioprotetores, resultados de um estudo preliminar no Rinoceronte Branco indicaram que o glicerol é tóxico para o espermatozóide (Williams et al., 1995), enquanto que para os Rinocerontes Negro e de Sumatra, o glicerol tem se mostrado eficiente como crioprotetor. Entretanto, a toxicidade potencial do glicerol pode ser espécie- específica ou até mesmo indivíduo- específica. È possível que espermatozóides de diferentes tipos de amostras (epididimal versus ejaculado) mostrem diferenças na sensibilidade aos crioprotetores. A toxicidade potencial do glicerol tem sido observada nos espermatozóides de Macacos Résus (Leverage et al., 1972) e espermatozóides de Sagüis (Morrell, 1997a). O sulfóxido de dimetil (DMSO) é o crioprotetor preferido para os espermatozóides de elefantes (Jones, 1973). O  Instituto de Biologia Zoológica e Pesquisa de Vida Selvagem (IZW) de Berlin tornou-se pioneiro em um mecanismo inovador de inseminação artificial ajudado por ultra-som. Eles estiveram no Parque Nacional Selous na Tanzânia, coletando esperma de Elefantes selvagens para experimentos de criopreservação e usando ultra-som para checar a saúde reprodutiva.

Para o Órix Cimitarra (Oryx dammah), que prospera em grande número em cativeiro, a inseminação artificial tem potencial para eliminar os riscos do transporte animal, e otimizar o uso de espaço físico limitado, enquanto simultaneamente preserva a diversidade genética existente. Estudos recentes demonstraram que a inseminação artificial não-cirúrgica no Órix Cimitarra usando esperma congelado resulta em taxas de gestação de aproximadamente 40% após uma única inseminação. Avaliando-se a criopreservação de esperma do Órix de orelhas franjadas (Oryx gazella callotis) usando um sistema de fertilização in vitro heterólogo previamente desenvolvido para estudar os espermatozóides do Órix Cimitarra (Oryx dammah), os espermatozóides do Órix de orelhas franjadas foram incapazes de penetrar a zona livre de oócitos de vaca. Estes resultados indicaram que diferenças espécie- específicas na interação de gametas pode existir mesmo entre bovídeos não- domésticos tão aparentados. Estudos indicaram que a biópsia epididimal dirigida por agulha sob imobilização com ketamina pode ser um método útil para coleta de esperma em espécies de primatas não-humanos (Macaca fascicularis) para posterior criopreservação. As técnicas de reprodução assistida podem contribuir para a preservação da Onça pintada através do desenvolvimento de um banco de material biológico, in vitro, contendo células somáticas, espermatozóides, oócitos e embriões. Alterações da estrutura do complexo DNA-Proteína do espermatozóide podem ser observadas como resultado da crioinjúria, afetando a interação oócito-espermatozóide. Há uma perda significativa da qualidade espermática após a congelação e a técnica de coloração do complexo DNA-Proteína mostrou-se um teste in vitro auxiliar na avaliação dos procedimentos de congelação. As técnicas Percoll e Swim-up foram eficientes para a realização do ensaio de penetração, comprovando a capacidade de penetração dos espermatozóides de onças pintadas (Panthera onca), pós-descongelamento, em oócitos de hamster livres de zona pelúcida. O ensaio de penetração do espermatozóide é um teste diagnóstico que mede a habilidade do espermatozóide fertilizar o óvulo.  Porém, houve uma baixa porcentagem de penetração, a qual pode estar associada ao elevado índice de espermatozóides morfologicamente anormais.

Amostras de espermatozóides móveis produzidas por Tigres do Sul da China machos foram criopreservados e estocados em um Banco de Recursos Genéticos localizado no Zoológico de Xangai. As membranas acrossomais de espermatozóides de felinos parecem ser especialmente sensíveis à lesão por congelamento: ~50% de espermatozóides criopreservados de felinos tanto domésticos quanto selvagens são danificados após congelamento e descongelamento. Uma ninhada de Lobos vermelhos (Canis rufus) nasceu após inseminação artificial por deposição cirúrgica de sêmen fresco nos cornos uterinos (Waddell e Platz, comunicação pessoal). A reprodução artificial do Wapiti (Cervus elaphus) na América do Norte é hoje um sucesso comercial. Várias centenas de inseminações têm sido realizadas nos últimos 5 anos (Bringans, comunicação pessoal). A inseminação artificial utilizando sêmen fresco em Elefantes tem sido realizada com sucesso recentemente. O primeiro filhote de inseminação artificial nasceu em 1999 (Elefante Asiático), e dois outros filhotes (Elefantes Africanos) nasceram em 2000. O canal urogenital da fêmea tem um comprimento de 85- 97 cm e o canal aumenta em comprimento e diâmetro com a idade. A fêmea também tem uma constrição na junção urogenital- vaginal  e uma cérvix compacta. Entretanto, o uso de um endoscópio flexível ajuda na colocação do sêmen na vagina ou na cérvix. Os espermatozóides do Elefante Asiático têm a cauda um pouco mais curta (50 versus 55 micrômetros) e a cabeça mais longa (7,5 versus 6 micrômetros) que os espermatozóides do Elefante Africano.

As aves fêmeas, ao contrário dos mamíferos, têm túbulos de estocagem de esperma (SST) que permitem reter espermatozóides viáveis no trato reprodutivo por longos períodos. A Inseminação Artificial com sêmen fresco ou congelado tem sido usada com sucesso para se sobrepor à falhas na reprodução natural em cerca de 20 espécies não domésticas. Espécies de aves não-domesticadas que já reproduziram com sucesso usando espermatozóides congelados : Grou Sandhill, Ganso do Canadá, Kestrel Americano, Falcão Peregrino, Houbara Bustard e Faisão de Edward. Especialmente importante tem sido o desenvolvimento da coleta de sêmen e Inseminação Artificial que tem sido essencial ao manejo efetivo de muitas espécies, mas particularmente para o Mississipi Sandhill Crane (Gee et al., 1985; Ellis et al., 1996). Em espécies de aves, o dimethylacetamide (DMA) e o dimethylsulfoxide (DMSO) têm sido usados como crioprotetores alternativos ao glicerol por causa do seu efeito contraceptivo.

O valor potencial da criopreservação de sêmen e Inseminação Artificial para conservação e manejo genético dos anfíbios é significante. O espermatozóide dos anuros tem uma estrutura incomum que pode ser essencial para a longevidade do esperma e para a sua sobrevivência pós- descongelação. Esta estrutura, primeiramente identificada como uma célula acessória no espermatozóide do  Lepidobatrachus laevis  por Waggener & Carroll (1998a), isolada na região da cabeça do espermatozóide. O Plano de Sobrevivência de Espécie (SSP) do Sapo crespo de Porto Rico, o primeiro SSP da Associação Americana de Zoológicos e Aquários estabelecido para anfíbios.

A inseminação artificial com sêmen congelado é relativamente comum na reprodução e no manejo de peixes (Harvey 1993).

1.2  Fertilização in vitro (FIV)

Na FIV, os espermatozóides são misturados em um meio de cultura com óvulos que são aspirados diretamente dos ovários das fêmeas usando uma agulha guiada por fibra ótica ou ultra-som. Entre os felídeos, filhotes nascidos através da fertilização in vitro foram produzidos no Gato do Deserto Indiano (Pope et al., 1989) e no Tigre (Donoughue et al., 1990). A Fertilização in vitro resultou em nascimentos em uma variedade de espécies de primatas não-humanos (Loskutoff et al., 1991a), incluindo um Gorila das planícies ocidentais (Pope et al., 1997). Recuperação de óvulos, maturação in vitro e fertilização in vitro foram reportadas para o Gauro (Bos gaurus) (Johnston et al., 1994), Klipspringer (Oreotragus oreotragus) (Raphael et al., 1991), Bongo (Tragelaphus euryceros) (Pope et al., 1998) e Addax (Addax nasomaculatus) (Asa et al., 1998).
A fertilização in vitro (FIV) foi alcançada com sucesso no Gambá cinza de cauda curta (Mo. Domestica), usando óvulos foliculares maduros e espermatozóides do epidídimo (Moore e Taggart, 1993). Estudos sugerem que o hMG e o hCG são efetivos em estimular a atividade ovariana em Gorilas não reprodutores e que os óvulos recuperados são capazes de serem fertilizados in vitro.

Estudos demonstraram que os ovários de Caracais e Guepardos de idade avançada são responsivos ao tratamento com gonadotrofina sérica de éguas grávidas (PMSG)  e que óvulos maduros podem ser coletados eficientemente de cada uma das espécies usando técnica laparoscópica. A Jaguatirica (Leopardus pardalis) tem uma baixa sensibilidade intrínseca ao eCG/hCG e requer proporcionamelne ao seu peso de três a dez vezes a dose rotineira administrada a Guepardos, Pumas e Panteras Nebulosas (Swanson, Howard et al., 1996). O protocolo para superovulação e posterior fecundação in vitro, preconizado para Tigres, foi capaz de produzir embriões em Onças pintadas, porém há a necessidade de adequação deste protocolo devido à baixa taxa de clivagem. Entre 0,5 a 3 horas pós-inseminação, cerca de 90% dos oócitos já estão penetrados (Niwa et al., 1985). A maioria  dos oócitos sofre clivagem, in vitro, entre 24 a 28 horas pós- inseminação, sendo que cerca de 70% dos oócitos pode atingir um estágio embrionário de 2 a 4 células neste período (Pope, 2000). Alguns autores criopreservam embriões em estágio de 2 a 4 células para, após descongelação, realizar a transferência no oviduto (Donoghue et al., 1990). É possível que os espermatozóides das várias espécies de felinos tenham diferentes preferências quanto ao método de processamento do sêmen e meio de fertilização (Swanson et al., 1996).

Estudos mostraram que os espermatozóides de Muflões (Ovis musimon) podem ser criopreservados e usados após o descongelamento, para fertilizar in vitro óvulos maduros com sucesso. Estudos da fertilização in vitro de gametas de Orangotangos de Bornéo (Pongo pygmaeus pygmaeus) seguido da transferência de embriões em um orangotango adotivo híbrido (Pongo pygmaeus) são desenvolvidos no Parque Zoológico de Seattle, Washington. Este tipo de programa pode permitir que zoológicos que abrigam Orangotangos híbridos tenham filhotes nascidos e criados em suas coleções. A fertilização in vitro tem sido relatada em várias espécies de macacos de diversos gêneros, incluindo: Saimiri, Macaca, Cercopithecus, Callithrix e Papio.

1.3  Injeção Intracitoplasmática de Espermatozóide (ICSI)

A injeção intracitoplasmática de espermatozóide é o processo no qual um espermatozóide individualizado é micro-injetado em um óvulo para criar um embrião. Os métodos de injeção intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI) tem resultado em filhotes vivos em humanos, gado e coelhos, embora em algumas espécies (p.e. felinos) outras técnicas como a inserção sub-zonal parecem ter mais sucesso (Pope et al., 1995). A principal vantagem desta técnica é o potencial de gerar embriões de um número de fontes de espermatozóides antes inviáveis como os doadores oligo e teratoespérmicos, espermatozóide testicular e até mesmo de fragmentos de espermatozóides mortos ou danificados. A injeção intracitoplasmática de espermatozóide pode ser especialmente importante em casos onde: a. somente há poucos machos remanescentes; b. a qualidade completa do sêmen é baixa;  c.  Há uma alta incidência de teratospermia (p.e. com felinos selvagens; Wildt et al., 1998). Embriões fertilizados por ICSI tem sido produzido em um número de espécies de primatas (Iritani et al., 1998). A injeção intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI) com sêmen congelado do epidídimo foi realizada em macacos cynomolgus (Macaca fascicularis) para produzir embriões in vitro. Ao todo 4 macacas ficaram grávidas resultando no nascimento de 2 filhotes saudáveis. A ICSI tem aplicação potencial na conservação de espécies de primatas não humanos altamente ameaçadas. Um filhote de Macaco Résus foi produzido após transferência de embrião gerado por ICSI (Chan et al., 2000a,b; Hewitson et al., 2000).

A injeção intracitoplasmática de espermatozóide é útil para produzir embriões in vitro quando a qualidade dos espermatozóides não for adequada para realizar a fertilização in vitro padrão, como tem sido demonstrado no Jaguarundi (Herpailurus yaguarondi).

A segregação de espermatozóides carregadores de X e Y  pode agora ser alcançada com relativa facilidade usando a Citometria de Fluxo para separar baseado no conteúdo de ADN  (p.e. Johnson, 1997). O nascimento de filhotes com sexo pré-determinado usando citometria de fluxo com esperma fresco foi desenvolvido primeiramente em coelhos (Johnson et al., 1989). A adaptação da citometria de fluxo para selecionar espermatozóides de espécies da vida selvagem já foi alcançado com primatas não humanos incluindo o Babuíno e Saguis (O’Brien et al., 2001). A combinação da técnica de sexagem de espermatozóide e técnicas de reprodução assistida tem um grande potencial como estratégia de manejo populacional para espécies com estrutura social com um único sexo dominante como os Gorilas.

1.4  Transferência de Embriões

Na transferência de embriões, óvulos fertilizados ou embriões precoces (geralmente no estágio de cerca de 8 células) são removidos do trato reprodutivo da fêmea doadora e transferidos para o trato de uma mãe adotiva, que carrega os embriões ao termo e produzem filhotes vivos. A produção de embriões in vitro é a geração artificial de um embrião em cultura usando gametas (óvulos e espermatozóides) que foram coletados em um estado maduro ou imaturo. Os procedimentos de transferência de embriões em espécies não-domésticas são freqüentemente realizados em conjunto com protocolos de estimulação ovariana para permitir a coleta de grande quantidade de embriões seja para uso imediato seja para congelar. A transferência de embriões: aumenta o número de ninhadas por fêmea; previne a transmissão de doenças entre populações; os filhotes adquirem imunidade passiva da mãe adotiva via sangue da placenta ou leite; os animais podem ser transferidos de um local para outro como embriões em tubos de ensaio e os embriões podem ser congelados antes de transferidos para fêmeas receptoras.

Os embriões são criopreservados por congelamento lento ou por vitrificação. Geralmente, a sobrevivência de óvulos/ embriões criopreservados difere não somente entre os métodos de criopreservação mas também dependendo da espécie, do estágio de maturação/ desenvolvimento e até mesmo da qualidade do óvulo/ embrião. Óvulos não fertilizados são mais sensíveis a criopreservação do que os embriões. Os embriões formados in vitro são mais sensíveis a criopreservação do que os embriões fertilizados in vivo. A produção de embriões in vitro tem sido aplicada para uma variedade de espécies na família Bovidae: Addax (Addax nasomaculatus; Asa et al., 1998; Hall-Woods et al., 1999 a), Búfalo Africano (Syncerus cafer; Shaw et al., 1995; Arlotto et al., 2000), Banteng (Bos javanicus; Barnes et al., 1988; Mchugh e Rutledge, 1998), Antílope Indiano (Antilope cervicapra; Keller et al., 1999), Blesbok (Damaliscus dorcas phillipsi; Winger et al., 1997), Bongo (Tragelaphus euryceros; Pope et al., 1998), Gauro (Bos gaurus; Eyestone et al., 1988; Loskutoff et al., 2000), Greater Kudu (Tragelaphus strepsiceros; Loskutoff et al., 1995), Impala (Aepyceros melampus; Loskutoff et al., 1995), Klipspringer (Oreotragus oreotragus; Raphael et al., 1991), Antílope Negro (Hippotragus niger; Finnegan et al., 1999), Órix Cimitarra (Oryx dammah; Roth et al., 1998) e Búfalo Asiático (Bubalus bubalis; Madan et al., 1994).

Uma técnica para aumentar a reprodução é a superovulação: tratamento da doadora com hormônios fertilizantes como o FSH que causa a formação de grande quantidade de óvulos (até 31 no Elande), todos os quais podem ser potencialmente fertilizados, transferidos e levados a termo em mães adotivas. Outro método para aumentar a taxa de reprodução é a bisecção embrionária para formar gêmeos ou trigêmeos idênticos (demonstrado apenas em animais domésticos e laboratoriais). Há um número de pré-requisitos essenciais para a coleta de embriões de qualquer espécie que inclui:  um grande conhecimento da biologia da reprodução da espécie; boas técnicas de manejo animal e a disponibilidade de locais para restrição do animal; recursos laboratoriais e pessoal treinado na coleta e manejo de embriões e o uso de animais que são comprovados reprodutores. A coleta de embriões é geralmente aplicada no estágio de blastocisto expandido, que é durante a primeira semana de desenvolvimento e pode ser feita por técnicas cirúrgicas e não- cirúrgicas. As fêmeas de Gauro têm se mostrado responsivas aos procedimentos de superovulação e transferência de embriões desenvolvidos para o gado doméstico (Stovens e Evans, 1984; Pope et al., 1988). O primeiro filhote vivo nascido por transferência de embriões entre duas vacas domésticas foi produzido por Willett e colegas 50 anos atrás (Betteridge, 2000).

Em muitos casos, os métodos têm sido desenvolvidos nas espécies sob estudo; em alguns casos, um “modelo” comum da espécie é estudado primeiro antes da tecnologia ser aplicada a um parente selvagem (Wildt et al., 1986; Loskutoff & Betteridge, 1992). Por exemplo, os protocolos já bem estabelecidos para transferência de embriões em bovinos estão sendo aplicados na conservação de raças raras do Gado doméstico, Búfalos (Solti et al., 2000) e outros bovídeos selvagens (Pope & Loskutoff, 1999). Correspondentemente, o homem tem servido como excelente modelo para aplicar a fertilização in vitro para os antropóides (Loskutoff et al., 1991a,b; Pope et al., 1997). Transferências de embriões em cervídeos têm sido realizadas com muito sucesso no Cervo nobre, Wapiti, Gamo e Veado Áxis (Bringans, 1989; Chapman et al., 1999; Dradjat et al., 1996; Fennessy et al., 1989; 1994; Haigh & Hudson, 1993; Hunter, 1997; Wenkoff, 1987; Wenkoff & Bringans, 1991). Estudos mostraram que embriões de Lhamas (Lama glama) podem ser vitrificados com sucesso e as fêmeas receptoras podem se tornar grávidas após a transferência. Em canídeos, a transferência de embriões com embriões frescos foi realizada tanto na raposa prateada quanto no cachorro, resultando em filhotes vivos, mas com taxas de sucesso baixas. Todas as evidências sugerem que os embriões de mamíferos congelados podem permanecer viáveis por gerações.

A transferência de embriões é considerada um método de baixo risco para mover germoplasma de animais. A zona pelúcida (ZP) é uma barreira relativamente espessa que protege o estágio de transferência embrionária em animais domésticos. É sabido que resistem à penetração por uma variedade de patógenos virais e bacterianos em gado doméstico, cabras, ovelhas e porcos. Transferência de embriões com sucesso em Macrópodes foi alcançado há várias décadas atrás (Tyndale-Biscoe, 1963, 170; Renfree e yndale-Biscoe, 1978) e recentemente foi alcançado com o Fat-tailed Dunnart (Breed e Leigh, 1996). Os embriões podem ser congelados ou imediatamente transferidos para uma ou mais mães adotivas que gestaram os embriões ao termo, com os filhotes tendo o genótipo original dos doadores. Por exemplo, uma vaca geralmente produz somente um filhote por gestação. Entretanto, uma fêmea geneticamente valiosa que fez uso de hormônios pode produzir muitos embriões cada um dos quais pode se desenvolver no trato reprodutivo de uma vaca menos valiosa. Evitando a gravidez, a doadora original pode ser usada para produzir até mesmo mais embriões para proliferar rapidamente seus valiosos genes. A estocagem por longo tempo de embriões de mamíferos pela criopreservação foi primeiramente efetuada no rato em 1972 (Whittingham et al., 1972; Wilmut, 1972). A viabilidade de embriões é reduzida pelo congelamento e descongelamento e é portanto razoável esperar uma redução de 15- 20% na taxa total de sobrevivência ao nascimento quando embriões  congelados são transferidos.

Transferência de embriões interespécies (= “Mãe de Aluguel”): Há vários relatos de transferência de embriões interespécies com sucesso de espécies de vida selvagem para espécies domésticas heteroespecíficas que resultaram em filhotes vivos. Estes incluem: Embriões de Gauro e Banteng em gado doméstico; um embrião de Bongo transferido para um Elande (Dresser et al. 1985); Muflão e Carneiro vermelho da Armênia em carneiros domésticos; Embriões de Zebra de Grant e Cavalo de Przewalski transferidos para Cavalos domésticos (revisado por Loskutoff, 1998) e Embriões de Gato do Deserto Indiano e Gato Selvagem Africano em Gatos domésticos receptores (Pope, 2000). A primeira transferência interespécies com sucesso de um embrião coletado de uma espécie ameaçada (Gauro) para um animal doméstico foi reportada por Stover et al (1981). A placenta do filhote de Gauro nascido vivo continha um número anormalmente baixo de cotilédones e uma arquitetura histológica anormal.  Em 1984, pesquisadores europeus produziram com sucesso dois filhotes de Banteng (Bos javanicus) pela transferência de embriões não- cirúrgica para vacas domésticas vermelhas e brancas (Weisner et al., 1984).
Há importantes fatores a se considerar quando da seleção de uma mãe adotiva de uma espécie diferente: se a fisiologia da reprodução das duas espécies é similar; se eles hibridizam prontamente; se suas placentações são similares e se são de tamanhos corporais comparáveis. A compatibilidade biológica entre o trofoblasto do embrião e o endométrio uterino impediu que a transferência de embriões interespécies torne-se uma rotina, ao menos com a tecnologia atual.

Transferências de embriões intra-espécies já obtiveram filhotes com sucesso em quatro espécies de antílopes – Elande comum, Bongo, Óryx Cimitarra e Antílope Suni. A primeira transferência de embriões não –cirúrgica realizada com sucesso em uma espécie exótica foi o nascimento de um filhote de Elande de uma mãe adotiva Elande em Junho de 1983(Kramer et al., 1982; Dresser, 1983).

1.5  Transferência Marsupial de filhote e Adoção

Muitos animais que colocam ovos (por exemplo aves e répteis) são capazes de produzir muito mais ovos dos que eles podem criar. Isto aumenta a possibilidade de coletar os ovos extras e chocar e criar os animais em cativeiro com pais adotivos, e então usa-los para aumentar as populações selvagens. Tem funcionado muito bem com as aves, especialmente com o falcão peregrino. O grande problema dos programas de adoção é que os animais jovens aprendem comportamentos cruciais na natureza mas não em cativeiro. Técnica de transferência marsupial de filhotes entre espécies (Taggart et al., 1997). O filhote individual produzido pelo marsúpio por uma espécie pode ser transferido para o marsúpio de uma fêmea receptora de mesma espécie ou do mesmo gênero que está em estágio de ciclo reprodutivo similar à doadora. Seguindo-se à remoção do filhote de seu marsúpio, a fêmea doadora entrará novamente em estro e se acasalará. Este método já foi utilizado para transferir e criar Wallabys das rochas de pés pretos (Petrogale lateralis) para Wallabys Tammar (M. eugenii) e Northern Bettongs (Bettongia tropica) para Brush-tail Bettongs (B. penicillata).

1.6  Clonagem

A clonagem verdadeira, ou a produção de indivíduos idênticos geneticamente, é um fenômeno natural. O nascimento de gêmeos monozigóticos é uma ocorrência comum em muitas espécies. Isto pode ser imitado artificialmente dividindo-se mecanicamente o embrião através da separação do blastômero ou cisão embrionária. Estes clones produzidos por separação do blastômero são idênticos na constituição do ADN nuclear e mitocondrial. Em contraste, os clones produzidos por transferência nuclear podem ter diferenças genéticas associadas com variação citoplásmica quando os citoplastos são usados de diferentes doadores para produzir o embrião reconstruído (Plante et al., 1992). Em casos como o dos Guepardos, Leões Asiáticos, Panteras da Flórida, produzir tantos indivíduos quanto possíveis de um simples embrião dividido  poderá garantir a perpetuação dos genes de populações pequenas, geneticamente comprometidas. A transferência nuclear (isto é, clonagem) é o processo onde o DNA nuclear de uma única célula doadora é transferido para um óvulo enucleado que, por sua vez, é ativado para produzir um embrião que é geneticamente idêntico à célula doadora original. Após as transferências nucleares realizadas com sucesso na ovelha e no rato produzindo filhotes vivos, um filhote de bovídeo selvagem (Bos gaurus) foi produzido usando transferência nuclear e transferência de embrião interespécie (Lanza et al., 2000). A mesma espécie ou uma de família bem próxima deve servir de adotiva para os embriões clonados. Os filhotes nascidos de transferência nuclear tendem a ter um elevado peso ao nascimento devido, em parte, às condições inadequadas de cultura in vitro que alteram a expressão gênica (Blondin et al., 2000), resultando em crescimento excessivo intra-uterino (Farin & Farin, 1995). 

Técnicas de clonagem: a. Transferência nuclear de célula somática: é a transferência do núcleo de uma célula somática para um óvulo; b. Técnica de Roslin: as células somáticas (com núcleo intacto) crescem e se dividem e então são privadas de nutrientes para induzir as células a um estágio de suspensão ou dormência. Um óvulo que teve seu núcleo removido é então colocado em proximidade à célula somática e ambos recebem um choque com pulso elétrico; c. Técnica de Honolulu: o núcleo de uma célula somática é removido e injetado em um óvulo que teve seu núcleo removido. O óvulo é banhado em uma solução química e colocado em cultura. O embrião desenvolvido é então implantado em uma mãe adotiva.

Provavelmente a principal vantagem da tecnologia de clonagem é a facilidade relativa de conseguir o material genético. As células dos doadores para a clonagem com transferência nuclear podem ser obtidas de diferentes fontes incluindo: células embrionárias pré-implantação (Willadsen, 1986), células embrionárias diferenciadas (Campbell et al., 1996), fibroblastos fetais (Wilmut et al., 1997), células de oviduto (Kato et al., 1998), células de glândulas mamárias (Wilmut et al., 1997), fibroblastos da pele (Kato et al., 2000; Shin et al., 1999), células do cúmulus (Kato et al., 1998; Wakayama et al., 1998), células de Sertoli (Ogura et al., 2000); Yanagimachi, 2002), células testiculares fetais (Watagama e Yanagimachi, 2001), células da granulosa mural (Wells et al., 1999), células tronco embrionárias (Wakayama et al., 1999) e leucócitos  (Galli et al., 1999). A exposição de embriões pré-implantados a ambientes perturbados in vitro ou in vivo pode levar a um aumento do crescimento feto-placentário, aumento do peso ao nascimento e anormalidades congênitas. Animais que sofrem desta síndrome são descritos como portadores da Síndrome do Filhote Grande (LOS). O mecanismo pelo qual a LOS é induzida pode ser peculiar a cada tecnologia embrionária específica ou ser de uma origem única com vários graus de perturbação. Os sintomas da LOS também são dependentes da espécie. A única tecnologia embrionária que parece ser inócua é a criopreservação do sêmen (Lansac e Royère, 2001). A principal contribuição da transferência nuclear à vida selvagem pode envolver uma situação na qual uma espécie é reduzida a números criticamente baixos, uma população incapaz de se recuperar de forma natural ou por outras estratégias de reprodução assistida.

Resgate genético de um mamífero ameaçado pela transferência nuclear interespécies usando células somáticas post-mortem: O relato de uma clonagem com sucesso de um animal selvagem ameaçado, Ovis orientalis musimon, usando óvulos coletados de uma espécie domesticada de parentesco próximo, Ovis aries. Eles injetaram óvulos de ovelhas enucleados com células granulosas coletadas de dois Muflões fêmeas achadas mortas no pasto. Embriões clonados no estágio de blastocisto transferidos às fêmeas de ovelhas de aluguel estabeleceram duas gravidezes, uma das quais produziu um Muflão aparentemente normal. Estes achados dão suporte ao uso da clonagem para a expansão de populações criticamente ameaçadas. O animal clonado era fenotipicamente um Muflão, e a análise por microsatélites, feita em amostras de sangue, confirmaram isogenicidade com a célula somática do doador.
 A clonagem de células somáticas trans-espécies está sendo proposta para a propagação do Panda Gigante (Nature, 30 de Julho de 1998). Cientistas da Academia Nacional de Ciências da China estão esperançosos em transferir o núcleo de uma célula de um Panda Gigante adulto para o óvulo de outra espécie, talvez um Urso Preto.  Já foi comprovadamente relatado o nascimento com sucesso de um filhote de Urso preto de um embrião transferido de uma Ursa preta grávida para outra. Métodos similares de transferência nuclear estão sendo propostos para ajudar a recuperar o Wombat de nariz peludo do Norte (animal mais raro da Austrália), usando o Wombat comum. Alguns cientistas estão até mesmo trabalhando com técnicas de clonagem para trazer de volta à vida espécies extintas, como por exemplo os Mamutes peludos congelados da Sibéria e os Lobos da Tasmânia na Austrália. Em princípio, os métodos de clonagem de células somáticas deveriam ser usados para recuperar espécies extintas, subespécies ou estoques genéticos de células criopreservadas. A empresa Advanced Cell Technology de Worcester, Massachussets,  criou “Noah”, o primeiro animal ameaçado clonado do mundo (Gauro), em Novembro de 2000. Eles fundiram células da pele de um Gauro macho com 692 óvulos enucleados de vacas. Destes 692 embriões precoces clonados, somente 81 cresceram em laboratório até blastocistos. Terminaram por inserir 42 blastocistos em 32 vacas, mas somente oito ficaram grávidas. A Mula , chamada “Idaho Gem”, foi o primeiro eqüino a ser clonado nos EUA em 2003. No final do ano de 2003, pesquisadores da Universidade A e M do Texas anunciaram a clonagem do veado de cauda branca, que poderá ser útil na conservação de espécies de cervídeos ameaçadas.

1.7  Transplante de Espermatogônias

O transplante de espermatogônias é o método no qual  as células tronco, espermatogônias, são transplantadas nos túbulos seminíferos de receptores estéreis (Brinster e Zimmerman, 1994). Eles demonstraram que a micro-injeção de uma suspensão heteróloga de células testiculares de ratos dentro de túbulos seminíferos de um rato receptor, o qual era certamente infértil, pode resultar em espermatogênese neste segundo animal. Esta técnica tem permitido que células de testículos de ratos continuem a espermatogênese quando descongeladas e transplantadas em camundongos imuno-incompetentes (Clouthier et al. 1996). A espermatogênese é um processo complexo e muito eficiente que começa com a divisão e diferenciação das células tronco espermatogônias que estão localizadas na membrana basal dos túbulos seminíferos, sustentadas pelas células de Sertoli (Schlatt, 2002). A criopreservação de suspensões de células testiculares parece ser a maior promessa para a estocagem de células germinativas destinadas para posterior transplante (Avarbock et al., 1996).

Pequenos pedaços de testículos imaturos de ratos e coelhos foram criopreservados, descongelados e transplantados em testículos de ratos. Técnicas histológicas foram utilizadas para determinar a presença de espermatogênese, a qual foi restaurada tanto nos pedaços testiculares dos ratos quanto dos coelhos, e levou à produção de espermatozóides maduros após criopreservação e também após transplante xenogenético em testículos de ratos. Usando espermatozóides desenvolvidos nos transplantes congelados, filhotes de ratos nasceram após micro-inseminação in vitro. O “banco de tecido testicular” é uma técnica promissora para a preservação da fertilidade em machos pré- púberes com doenças oncológicas. Estudos mostram que células derivadas de testículos transplantados em testículos de ratos inférteis colonizaram túbulos seminíferos e iniciaram a espermatogênese em >70% dos receptores.

1.8  Criopreservação de Parênquima Ovariano

Secções ovarianas inteiras tem sobrevivido a criopreservação, com crescimento folicular normal e ovulação ocorrendo após transplante, freqüentemente para um hospedeiro cujas respostas imunes tenham sido suprimidas para impedir a rejeição do tecido ovariano ectópico. Os óvulos recuperados destes materiais congelados e descongelados são viáveis; nascimentos vivos foram obtidos  em camundongos e ovelhas após transplantes autólogos de enxertos ovarianos estocados a –196ºC (Gosden et al. 1994, Gunasena et al. 1997, Harp et al. 1994). Os oócitos de folículos pré-antrais são menos sensíveis ao dano pelo congelamento que oócitos maduros (Gosden et al., 1994; Shaw et al., 2000) principalmente porque eles são menores, não tem zona pelúcida e grânulos corticais e tem menos lipídeos intracitoplasmáticos que são sensíveis à baixas temperaturas. O reservatório de folículos ovarianos pré- antrais representa uma grande fonte de germoplasma de grande importância na conservação de espécies ameaçadas. Os folículos ovarianos pré-antrais (PAF) representam 90% da população folicular em mamíferos (Figueiredo et al., 2002). Logo, pequenos PAF recuperados de ovários de animais convalescentes ou post mortem são uma rica fonte de óvulos, já que eles podem ser desenvolvidos e maturados in vitro. O resfriamento é um problema significativo para a criopreservação de óvulos de mamíferos.  Todos os óvulos maduros na fase de meiose II são vulneráveis à lesão pelo frio porque o fuso entre os cromossomos na metáfase despolimerizam quando a temperatura é baixada. 

O xenotransplante é geralmente definido como o transplante de órgãos, tecidos ou células entre espécies diferentes (Platt, 1998). Alternativamente, o transplante alogênico envolve o transplante de um enxerto de um indivíduo para outro indivíduo da mesma espécie, enquanto que autotransplante é o transplante de um enxerto de um indivíduo de volta para o mesmo indivíduo. O desenvolvimento de bancos de tecidos ovarianos pode ter implicações significativas para uso na conservação animal em anos vindouros. Vários centros de reprodução especializados em estoque de tecidos têm estabelecido estes crio-bancos de tecidos ovarianos de espécies valiosas, raras e ameaçadas usando tecnologias que foram estabelecidas com espécies de laboratório. Tecidos ovarianos de espécies exóticas e não domésticas tem sido utilizado e o desenvolvimento de folículos antrais tem sido reportado no Sagüi, Wombat comum, Wallaby Tammar e no Elefante Africano (Choo et al., 1999, Cleary et al., 2002, Mattiske et al., 2001, Gunasena et al., 1998). Ratos nus imuno-comprometidos podem realizar o desenvolvimento de folículos antrais em tecido ovariano de elefante criopreservado transplantado.

Estudos demonstraram pela primeira vez que o tecido ovariano do Wombat pode sobreviver e funcionar quando enxertado em ratos imuno-comprometidos e que os folículos ovarianos do Wombat pode ser recrutados para crescer e desenvolver em um ovário transplantado. Enquanto se desenvolve o transplante, a revascularização do tecido transplantado é outro importante aspecto para criar um modelo com sucesso. No modelo do rato, a revascularização do tecido  foi evidente nos enxertos recuperados na segunda semana, mostrada pela presença de numerosos vasos sanguíneos e eritrócitos nos enxertos. Esta rápida restauração do suprimento sanguíneo é essencial para o enxerto para prevenir danos isquêmicos pós–transplante (Nugent et al., 1998). Estudos mostraram que oócitos foliculares da Baleia Minke (Balaenoptera acutorostrata) podem recuperar a meiose para o estágio M-II, mas sua taxa de sobrevivência pós- descongelamento foi menor que o observado para outros oócitos de mamíferos.

2. “Zoológico Congelado”

2.1  Conceito

Os “zoológicos congelados” são repositórios de germoplasma (gametas), embriões, produtos sanguíneos, tecidos e DNA sistematicamente coletados para programas de conservação definidos. As vantagens do Banco de Recursos Genéticos (=”zoológico congelado”) para o manejo de populações pequenas e isoladas são: a. Fácil movimento de material genético entre as populações existentes; b. Maior segurança (Pequenas populações são vulneráveis à catástrofes ambientais, revoltas políticas e surtos de doenças); c. Espaço ilimitado; d. Maior fluxo genético; e. Minimiza a introgressão; f. Aumenta o período de gerações; g. Maximiza a diversidade genética; h. Minimiza a consanguinidade; i. Maneja o tamanho efetivo da população; j. Minimiza a seleção; k. Diminui mutação e resolve falhas de reprodução: aumentando a eficiência da reprodução em cativeiro (Como as pessoas, animais não-humanos tem preferências para parceiros sexuais). Os Bancos de Recursos Genéticos promovem suporte potencialmente útil para o manejo e a conservação de espécies da vida selvagem. O conceito e as estratégias do Banco de Recurso Genético tem recebido atenção crescente nas últimas duas décadas (Holt et al., 1996b; Wildt et al., 1997; Holt & Pickard., 1999; Watson & Holt, 2001).

Um ponto importante é que materiais estocados para restaurar a heterozigosidade podem ser de animais que morreram gerações atrás. O resgate de gametas de tecidos tem valor considerável para espermatozóides, onde espermatozóides do epidídimo são prontamente obtidos post mortem. Os óvulos não fertilizados são muito mais difíceis de se criopreservar que os embriões porque o gameta feminino haplóide é muito mais suscetível ao dano pelo resfriamento e pela toxicidade dos crioprotetores (Parks e Ruffing 1996). Esta suscetibilidade está provavelmente associada com as características únicas dos óvulos maduros, principalmente seu tamanho grande e a presença de um fuso meiótico e grânulos corticais no ooplasma (Candy et al. 1994).  Devido à dificuldade em se criopreservar óvulos de mamíferos, tem havido um considerável interesse no estoque pelo congelamento de pedaços de tecido ovariano como uma alternativa viável (Sztein et al., 1998; Candy et al., 2000). Embora a recuperação e maturação de folículos primordiais de tecido ovariano criopreservado permaneça um desafio técnico, algum sucesso tem sido alcançado (Carroll et al., 1990). Estudos conduzidos em uma variedade de espécies não-domésticas sugerem que o método de grão é particularmente adequado para o congelamento de sêmen de carnívoros e ungulados.

Preservar os espermatozóides, óvulos e outros tecidos no que alguns chamam de “Zoológico congelado” (e os cientistas chamam de Banco de Recursos Genéticos) proverá uma garantia contra o declínio catastrófico do número de Pandas Gigantes. A introdução acidental de agentes infecciosos pode ter conseqüências catastróficas na viabilidade da população e no bem estar dos indivíduos, logo todo cuidado deve ser tomado para assegurar que o germoplasma congelado não hospede infecção. Para que a estocagem em baixas temperaturas seja um sucesso, as células devem ser congeladas abaixo de 100ºC, e sob estas condições elas podem permanecer viáveis por muitos anos (Mazur et al., 1981).

Com o recente progresso no entendimento dos mecanismos de lesão para as células durante a criopreservação, modelos físicos usando fórmulas matemáticas tem sido desenvolvidos para estimular a resposta celular a mudanças no meio durante o processo de criopreservação assim como predizer as ótimas condições para o mesmo. Quando as células são congeladas, elas estão sujeitas ao estresse resultante das interações água- soluto que acontecem através da cristalização do gelo. A exposição das células à solução hiperosmótica e ainda não congelada causa a saída da água intracelular, conseqüente possível influxo de íons (Mazur, 1984). O processo de descongelação envolve o reverso destes efeitos, e a consequente entrada do fluxo de água pode causar a ruptura da membrana da célula. Os espermatozóides dos mamíferos mostram um grau variável de respostas adversas a baixas temperaturas dependendo de cada espécie.

No processo de vitrificação, são introduzidos altos níveis de crioprotetores e o congelamento é relativamente rápido. Estes métodos têm sido  estabelecidos para embriões (Rall e Fahy, 1985; Trounson, 1990) e recentemente para óvulos (Wood et al., 1993; Kuleshova et al., 1999). Em algumas espécies há uma sub-população de espermatozóides vulneráveis que não sobrevivem ao congelamento (Curry e Watson, 1994). Desde a primeira aplicação da vitrificação em embriologia de animais domésticos, esta tecnologia é considerada como uma alternativa possível para o congelamento tradicional (congelamento lento) por oferecer as vantagens de considerável redução de tempo, equipamento e custos de laboratório para criopreservar.

Componentes gerais e fatores específicos de um Plano de Ação para um Gênero/ espécie específico :

a. Resumo: Sinopse com breve descrição da justificativa, objetivos e plano de conservação geral no contexto de Banco de Recurso Genético.

b. Justificativa: Descrever os objetivos específicos a curto e longo prazo     para o Banco de Recurso Genético.

c. Conhecimento atual da história natural e reprodutiva.

d. Conhecimento atual de reprodução assistida.

e. Status do ISIS, studbook e planos de coleção regionais.

f. Status na vida selvagem.

g. Acessibilidade de animais existentes para compor o banco.

h. Tipo e quantidade de material genético (e outros materiais biológicos) a se preservar.

i. Coleta técnica , propriedade, estocagem e uso do material genético.

Um laboratório móvel desenvolvido pela Universidade A&M do Texas tem permitido com sucesso a aplicação de técnicas de reprodução assistida no Muflão Americano do deserto nas Montanhas Davis do oeste do Texas. Uma proposta internacional coordenada para coletar gametas do trato reprodutivo de animais mortos, doentes ou machucados tem sido defendida para evitar a perda de material genético potencialmente valioso (Graham et al., 1978).

Estudos do Instituto de Zoologia do Zoológico de Londres mostraram que oócitos do Sagüi comum (Callithrix jacchus), bem como os de todos os mamíferos, podem ser induzidos a recuperar a meiose sem fertilização, usando etanol e estimulação elétrica, e  os embriões partenogenéticos resultantes carregam somente cromossomos maternos. A Pantera Nebulosa pode representar uma espécie ideal para a aplicação do Banco de Recurso Genético (BRG). Nos EUA, a população de Panteras Nebulosas do Plano de Sobrevivência de espécie (SSP) sofre de grau extremamente baixo de variação genética (<75%), principalmente devido à incompatibilidade e agressão dos machos quando pareados com fêmeas não familiares. A inseminação artificial com sêmen congelado pode oferecer uma alternativa aos manejadores de população que esperam evitar os riscos inerentes da associação com pareamentos e reprodução natural da espécie.

Os BRGs também podem oferecer um mecanismo de movimentação de genes entre populações cativas e selvagens. Como um exemplo, esta técnica tem sido utilizada com sucesso para obter novos criadores para o Plano de Sobrevivência de Espécie (SSP) do Guepardo, usando espermatozóides congelados de Guepardos da vida selvagem da Namíbia para inseminar e produzir filhotes em Guepardos cativos nos zoológicos dos E.U.A. (Howard et al., 1997).

Outro benefício potencial dos BRGs é a habilidade em estender o intervalo de geração para reprodução, um inestimável atributo quando se manejam pequenas populações e espécies com intervalos de geração naturalmente pequenos (Ballou, 1992). Desenvolvendo BRGs em países de ocorrência: a. Um BRG de esperma de Guepardo está sendo implementado com uma ONG parceira na Namíbia; b. O Panda Gigante é outra espécie com um BRG sendo desenvolvido com parceiros chineses; c. Há planos para o desenvolvimento de um BRG para o Elefante Asiático, a Pantera Nebulosa e o Gato Pescador na Tailândia.

O Grupo Consultivo de Banco de Recursos Genéticos, um grupo científico consultivo sob o patrocínio da Associação de Zoológicos e Aquários Americanos (AZA), serve para guiar e facilitar o desenvolvimento de Bancos de Recursos Genéticos. Requintes recentes baseados em estudos de pesquisa sistemáticos tem incluído alterar as taxas de resfriamento e taxa de diluição com crioprotetores que substancialmente melhoram o status das membranas plasmática e acrossomal especialmente para amostras com altas porcentagens de espermatozóides pleomórficos (Pukazhenthia et al., 1999; 2002).

Há um conceito mais abrangente de Banco de Recursos Biológicos (BRB): Como declarado por Holt (2001), os BRBs podem ser organizados para dois objetivos: a. para desenvolver uma coleção de tecidos somáticos, linhagem de células, DNA e amostras de soro preservados de uma variedade de espécies, primordialmente para taxonomia, pesquisa médica e demográfica e b. para desenvolver uma coleção de gametas e embriões que serão especialmente objetivados para a reprodução animal. As BRBs podem ajudar a acumular amostras biológicas que podem ser usadas para análises genéticas. Isto é  particularmente importante se desenvolvermos uma rede integrada que envolva todos os países da América dividindo espécies comuns em um trabalho colaborativo. Marcadores nucleares de DNA, chamados microsatélites, são ferramentas ideais para desenvolver dados para análise de linhagem, migração, filo-geografia e detecção de hibridização.

2.2   Instituições Envolvidas em Projetos de “Zoológico congelado”

2.2.1 Centro de Reprodução de Espécies Ameaçadas (CRES)- Sociedade Zoológica de San Diego

O primeiro chamado “zoológico congelado” foi criado em 1975 por Kurt Benirschke, um médico visionário que mudou de sua prática humana para trabalhar com espécies ameaçadas no Zoológico de San Diego, estudando reservatório de genes e doenças genéticas que prevaleciam pela consangüinidade. Abrigado em meio  a grandes freezers criogênicos, o Zoológico congelado contém células criopreservadas e cuidadosamente manuseadas, representando uma imensa variedade de mamíferos e aves. Ele é composto de duas partes: células somáticas (linhagens de fibroblastos diplóides da pele) e gametas (óvulos e espermatozóides haplóides). As células  imersas em meio crioprotetor especial são congeladas a um ritmo de 1ºC por minuto e então colocadas em tanques contendo nitrogênio líquido para serem armazenadas a 196ºC  negativos. As amostras são divididas entre os freezers em dois diferentes locais para garantir a segurança das células.

O Centro de Reprodução de Espécies Ameaçadas do Zoológico de San Diego tem criado uma coleção de culturas de células de fibroblastos congelados assim como amostras de tecidos coletados de várias espécies animais ameaçadas e raras como o Cavalo de Przewalski e o Rinoceronte de Sumatra. No “zoológico congelado”, você poderá encontrar o material genético de cerca de 500 Cavalos de Przewalski, 150 Gorilas das planícies ocidentais, 80 Rinocerontes negros, 22 Koalas de Queensland, 19 Javalis barbudos de Bornéo, Pandas, Condores e até mesmo uma Baleia cinzenta da Califórnia entre muitos outros. O “zoológico congelado” consiste em amostras de aproximadamente 4300 indivíduos entre mamíferos, aves e répteis, representando 353 espécies. O CRES é um dos poucos laboratórios que desenvolve estudos cromossomais de espécies de vida selvagem. A análise cromossomal é um poderoso indicador do isolamento reprodutivo. A variação estrutural ou numérica no cariótipo é um indicador da redução potencial do desempenho reprodutivo, incluindo a esterilidade (Robinson e Elder, 1993; Benirschke e Kumamoto, 1991). A análise cromossomal também pode ser usada para sexagem em aves (p.e. condor- Chemnick et al., 2000) e mamíferos (p.e., hienas- Wurster et al., 1970). Erros cromossomais, como a síndrome de Down, também ocorrem com espécies de vida selvagem. O departamento de Aves do CRES desenvolve processos de inseminação artificial com sêmen fresco, tendo como resultados taxas de incubação de 100% para os Tragopans de Temminck, 100% para os Monais Himalaios e 57% para os Monais Chineses. Uma parceria entre o CRES e o Advanced Cell Technology, Inc. produziu o primeiro clone de uma espécie animal ameaçada em 08 de Janeiro de 2.001. O nascimento do filhote macho de Gauro, “Noah”, foi o primeiro nascimento de um animal clonado de uma espécie ameaçada. Uma outra parceria entre o CRES, o Advanced Cell Technology e o Centro Sioux, nos E.U.A ., levou ao nascimento de dois filhotes de bezerro clonados de uma outra espécie mais ameaçada de bovídeo selvagem, o Banteng. Os filhotes que nasceram em Abril de 2003 são a cópia idêntica de um Banteng macho que morreu no Parque de Animais Selvagens de San Diego em 1980. O macho de Banteng clonado, chamado “Jahava” está em seu novo lar no Zoológico de San Diego, marcando a primeira vez que uma espécie ameaçada clonada está exposta ao público. Ele nasceu de uma vaca da raça Angus em Iowa e vive com um pequeno grupo de fêmeas no Zoológico. Um dos objetivos do projeto de clonagem é que o animal clonado possa se reproduzir, gerando filhotes saudáveis.

2.2.2 Centro para Conservação e Pesquisa da Vida Selvagem (CREW)- Sociedade Zoológica de Cincinnati

No coração do Centro para Conservação e Pesquisa da Vida Selvagem Ameaçada (CREW), está o Zoológico e Jardim Botânico Congelado que consiste de numerosos tanques de nitrogênio líquido. Submerso a 196ºC negativos de nitrogênio líquido estão milhares de amostras representando cerca de 60 espécies animais e 150 espécies de plantas. As amostras de plantas variam desde sementes a esporos e raízes finas e embriões. As amostras animais incluem espermatozóides, óvulos e embriões. As espécies atualmente estocadas no Zoológico e Jardim Botânico Congelado do CREW representam uma variedade de gêneros. Por exemplo, amostras de espermatozóides de Rinoceronte de Sumatra, Rã de Wyoming , Guepardo e Pinguin ocupam um tanque. Em outro, há embriões de Jaguatirica, Elande e Gorila. Em 1981, a Dra. Betsy Dresser realizou a primeira transferência de embriões interespécies. Ela coletou embriões de um antílope raro, o Bongo no Zoológico de Los Angeles e transferiu-os para uma mãe adotiva – outra espécie de antílope, o Elande – no Zoológico de Cincinnati.  “Timu”, o primeiro Gorila de “proveta” do mundo, nasceu como resultado da fertilização in vitro com espermatozóide congelado e transferência de embrião no CREW. Recentemente, os cientistas do CREW produziram o primeiro gato ameaçado, uma Jaguatirica (chamada “Sihil”), pela transferência de embrião congelado. Em colaboração com colegas brasileiros, o CREW produziu através da fertilização in vitro, mais de 75 embriões de Jaguatiricas selvagens seguramente estocadas em nitrogênio líquido no Brasil.

Desenvolve estudos sobre a recuperação de esperma pós-coital e criopreservação no Rinoceronte de Sumatra (Dicerorhinus sumatrensis): Os espermatozóides de Rinoceronte de Sumatra de qualidade moderada podem ser  coletados de fêmeas pós- cópula. As amostras de esperma de rinoceronte mostram apenas pequenas reduções na qualidade após criopreservação e descongelamento e tem potencial uso em inseminação artificial. Uma vantagem de coletar este tipo de amostra é que ele representa uma amostra de ejaculado natural, enquanto que os pequenos volumes de fluido emitidos durante a estimulação manual ou a eletro-ejaculação podem não consistir da mistura apropriada de fluidos seminais.

O Zoológico de Cincinnati reportou o nascimento de um Gorila da Planície Ocidental (Gorilla gorilla gorilla) após fertilização in vitro e transferência de embrião:  Uma fêmea multípara de 21 anos  foi tratada com hFSH e hCG. Após 35 horas do hCG, folículos foram aspirados por sucção controlada guiada por ultra-som transvaginal. Com 21 horas pós-inseminação (p.i.), oito óvulos estavam no estágio de duas células, cinco foram criopreservados e três foram colocados em meio de cultura até o estágio de seis a oito células antes da transferência uterina trans-cervical com 47 horas pós-inseminação. Exame de ultra-som revelou um feto único com 15 semanas pós-transferência e o parto não assistido de uma fêmea de 1,37 kg ocorreu com 29 semanas.

2.2.3 Centro Audubon de Pesquisa de Espécies Ameaçadas (ACRES)



O ACRES foi inaugurado em 1999 em Nova Orleans em uma área de 36.000 metros quadrados do Freeport-McMoRan Audubon Species Survival Center, uma instituição de 1.200 acres. O zoológico congelado do Centro de Pesquisa atualmente possui sêmen criopreservado de um número de animais como: Gorila, Tigre de Sumatra, Onça Pintada, Marabus, Grou Sandhill do Mississipi, Bongo da Montanha, Elande, Gauro, Gato Selvagem Africano, Caracal, assim como Gado doméstico, Cães  e Gatos. Embriões produzidos in vitro de Tigres, Gatos selvagens Africanos, Servais, Caracais e outras espécies ameaçadas de gatos também estão estocados no “zoológico congelado”. Uma variedade de embriões de antílopes (Bongo, Elande) e Gado também está presente. Em sua coleção crescente há também uma variedade de amostras de tecidos e gametas de Elefantes Asiáticos e Africanos, Antas de Baird, Macacos Colobos, Leões, Onças Pintadas, Gauros, Antílopes Avermelhados, Bongos, Ursos Pretos, Gazelas de Tompson, Elandes Gigantes, Nialas, Servais, Gatos Pescadores e Búfalos Africanos do Cabo, entre outros. O primeiro Gato selvagem Africano clonado do mundo nasceu em Nova Orleans. O filhote é o primeiro carnívoro selvagem clonado. Nascido de uma gata doméstica em 06 de Agosto de 2003, o filhote, chamado “Ditteaux”, foi criado usando material genético congelado do Gato Selvagem Africano “Jazz”, que também nasceu de uma gata doméstica, porém como resultado da primeira transferência de embrião congelado pós-fertilização in vitro com sucesso em Novembro de 1999. Para criar o embrião clonado, os cientistas pegaram amostras de tecido do Gato Selvagem Africano macho “Jazz”. Estas células cresceram em cultura de tecidos para prover um suprimento de milhares de células (com o DNA do Gato selvagem). As células foram congeladas no Zoológico Congelado. Então, o DNA foi removido do óvulo de uma gata doméstica. Células congeladas de “Jazz” foram inseridas nos óvulos da gata doméstica. O óvulo foi exposto a uma corrente elétrica, causando a fusão do novo DNA com o óvulo, o qual se dividiu para formar um embrião. O embrião foi então implantado no útero da gata doméstica adotiva, que teve uma gestação normal, antes de dar à luz ao filhote clonado. Os pesquisadores do Centro de Pesquisa Audubon anunciaram o nascimento do primeiro Caracal criado de um embrião congelado no mundo. O filhote, criado de uma fertilização in vitro onde o embrião congelado foi transferido para uma mãe Caracal de aluguel, nasceu em 06 de Setembro de 2003. Em 24 de Maio de 2000, nasceram dois Caracais resultados de fertilização in vitro utilizando sêmen congelado. O Centro de Pesquisa Audubon anunciou também o nascimento de um gato Serval Africano em 01 de Outubro de 2003 como resultado de fertilização in vitro seguida de transferência de embrião. Em um projeto inovador, a Dra. Betsy Dresser, diretora do ACRES, levou ao Monte Kênia Game Ranch, cerca de 50 embriões congelados de Bongo e implantarão estes embriões em cerca de 25 mães Elandes de aluguel que receberam injeções hormonais por três semanas. No ACRES, grous Sandhill são produzidos por inseminação artificial, incubados e criados por pesquisadores fantasiados de grous para prevenir o “imprinting” humano. Eles estão sendo reintroduzidos  no Refúgio de Grous Sandhill do Mississipi em Pascagoula.
2.2.4 Zoológico de Omaha

O Centro de Conservação e Pesquisa (CCR) no Zoológico Henry Doorly de Omaha compreende todas as facilidades médicas e a maior parte das facilidades de pesquisa do Zoológico Doorly. O Centro de Conservação e Pesquisa inclui laboratórios de pesquisa para: fisiologia da reprodução; genética; laboratórios de suporte; Banco de Recursos Genético e laboratório de horticultura. Os programas em fisiologia da reprodução no Zoológico Henry Doorly incluem: a. Programa de Reprodução Assistida do Gorila, onde óvulos de fêmeas do Plano de Sobrevivência de Espécies (SSP) serão coletados para produção de embriões por injeção intracitoplasmática de espermatozóide com seleção sexual para produzir filhotes fêmeas; b. Produção de embriões in vitro e criopreservação em Tigres Siberianos; c. Produção de embriões in vitro e criopreservação em Jaguares Brasileiros; d. Desenvolvimento de métodos otimizados para criopreservação de sêmen em uma variedade de espécies: Elefantes Africanos e Asiáticos (K. Suedmeyer e D. Schmitt), Jaguares (R. Morato) e Diabos da Tasmânia (W. Pryor); e. Desenvolvimento de métodos otimizados para a criopreservação de embriões derivados in vivo e sêmen coletado de Dromedários (J. Skidmore e N. Loskutoff); f. Desenvolvimento de técnicas para microinjeção de espermatozóide em felinos exóticos e bovídeos selvagens (S. Hoffman, R. Godke e N. Loskutoff); g. Banco de Recursos Genéticos do CCR do Zoológico Henry Doorly: Atualmente, cerca de 18.000 amostras individuais de esperma e embriões de aproximadamente 45 espécies estão estocadas em nitrogênio líquido e monitoradas por um moderno sistema computadorizado.

A aspiração folicular transvaginal guiada por ultra-som é um método efetivo para recuperar óvulos de fêmeas de Gauro superestimuladas, e os embriões derivados destes óvulos parecem ser plenamente competentes. Acoplado a criopreservação de sêmen e técnicas de produção de embriões in vitro tornam-se particularmente valiosos para a conservação e manejo genético de espécies ameaçadas como o Gauro.

2.2.5 Parque Zoológico Nacional de Washington



O Centro de Conservação e Pesquisa do Parque Zoológico Nacional foi convidado para liderar estudos da biologia da reprodução dos furões assim como participar do programa de reprodução ex situ. Extensos estudos foram conduzidos com os furões comuns para desenvolver métodos seguros para coleta, processamento e análise de espermatozóides frescos ou criopreservados (Curry et al., 1989; Wildt et al., 1989; Howard et al., 1991; Van der Horst et al., 1991).

A estratégia do furão doméstico foi subseqüentemente aplicado  à Doninha Siberiana e finalmente o Furão de Pés Pretos. A técnica de Inseminação Artificial intrauterina laparoscópica, desenvolvida no furão doméstico, provou ser eficiente em seus parentes próximos. Quatro de seis (66,7%) Furões de Pés Pretos, inseminados com sêmen fresco ou congelados, ficaram grávidas e deram à luz a filhotes vivos (Howard, 1999; Howard et al., 1996).


No Centro de Conservação e Pesquisa do Parque Zoológico Nacional, o programa de reprodução natural para os Furões de Pés Pretos foi adaptado para incluir a inseminação artificial.  As metas principais foram: a. produzir filhotes de animais com incompatibilidade comportamental, especialmente machos não reprodutores, com finalidade de reintrodução, e b.  aumentar a representação de fundadores nas linhagens sub-representadas. Isto permitiu a reintrodução de furões cativos para a natureza em vários locais, inicialmente em Wyoming e depois na Dakota do Sul, Montana e Arizona.

Os laboratórios do Parque Zoológico Nacional e do Centro de Conservação e Pesquisa têm desenvolvido protocolos para a produção rotineira de filhotes de Guepardo (Acinonyx jubatus), Veado de Eld (Cervus eldi) e Órix Cimitarra (Oryx dammah), todos usando sêmen criopreservado. Entre os marcos alcançados utilizando reprodução assistida estão: a. gestações com sucesso em oito espécies de felinos; b. Ajudar a salvar o Puma da Flórida com contribuições em fertilidade; c. Produzir filhotes de Guepardo por inseminação artificial com sêmen congelado (importado da África); d. Filhotes de Tigre nascidos de fertilização in vitro e transferência de embriões. O Centro de Conservação e Pesquisa do zoológico Nacional mantém o principal laboratório de pesquisa endócrina para espécies da vida selvagem do mundo.
2.2.6 Centro de Pesquisa e Estocagem de Genes Animais da Austrália



Um consórcio envolvendo a Universidade Monash e o Zoológico Taronga formou o Centro de Pesquisa e Estocagem de Genes Animais da Austrália (AGSRA). Para garantir a sobrevivência de espécies ameaçadas e para complementar programa de reprodução na natureza e em cativeiro (zoológicos), o AGSRA tem estabelecido um zoológico congelado vivo, que preserva células reprodutivas (sêmen, embriões, óvulos) e material genético em estado congelado, a –196ºC  em nitrogênio líquido. No Banco Genético, há Rinocerontes, Elefantes, Wombats de nariz peludo e outras 100 espécies.



O AGSRA tem desenhado e planejado o GeneSearch, um banco de dados computadorizado onde informações críticas são estocadas, e tem a capacidade de formar uma rede ligando bancos genéticos ao redor do mundo para a conservação internacional da vida selvagem. O AGSRA contribui para a conservação animal de espécies ameaçadas usando novas técnicas reprodutivas feitas em embriologia, criobiologia e biologia celular molecular. O AGSRA concentra-se em programas de conservação e recuperação de espécies nativas que são classificadas como ameaçadas ou em risco.



Os pontos principais do AGSRA são: a. O estabelecimento do Banco Genético Animal; b. Desenho e produção do computador de banco de dados GeneSearch; c. O Programa de Recuperação do rinoceronte negro; d. Preservação do Wombat de nariz peludo do Norte; e. Adoção entre espécies.

Na maioria dos marsupiais, um pequeno período de diferenciação embrionária dentro do útero, menor que a duração do ciclo estral, é seguido pelo nascimento de um feto tão  imaturo que o primeiro investimento reprodutivo é centrado na lactação, mais do que na gestação e placentação. O Wombat de nariz peludo do Norte (Lasiorhinus kreffti) é uma espécie de  marsupial altamente ameaçada e qualquer possibilidade para salvar a espécies deve ser explorada. O Instituto Monash desenvolve tecnologias de reprodução assistida com o Wombat Comum (Vombatus ursinus) para aplicação na reprodução do Wombat de nariz peludo do Norte, especialmente o desenvolvimento folicular em tecido ovariano de Wombats comuns criopreservados e transplantados em ratos nus.

2.2.7 Centro de Reprodução da Vida Selvagem Ameaçada da Arábia

No último século espécies arábicas como a Avestruz, o Guepardo e a Tartaruga do Cáspio tornaram-se extintas e muitas outras espécies arábicas estão fadadas ao mesmo destino se a perda de habitat natural e a caça continuarem. Atualmente, trabalhos têm sido realizados com várias espécies ameaçadas da península Arábica. Um Banco de Esperma para Leopardo da Arábia, Gazela do deserto, Guepardo Asiático e Gato selvagem de Gordon tem sido desenvolvido no Centro de Reprodução da Vida Selvagem em Sharjah na União dos Emirados Árabes. O Centro de Reprodução da Vida Selvagem Ameaçada da Arábia, em Sharjah,  em colaboração com o Zoológico Henry Doorly estão aplicando técnicas de reprodução assistida (produção de embriões in vitro e criopreservação) para a conservação do Leopardo da Arábia em sua terra de origem (A. Aziz, C. Gross, N. Loskutoff e D. Armstrong). O uso da fertilização in vitro para o Leopardo da Arábia e o Gato selvagem de Gordon já resultaram na criopreservação de embriões.
2.2.8 Centro de Recursos Biológicos da Vida Selvagem (WBRC)




O Centro de Recursos Biológicos da Vida Selvagem (WRBC) é um grupo de trabalho do Endangered Wildlife Trust (EWT), uma organização não-governamental, dedicada à conservação da biodiversidade no sul da África. O WRBC estabeleceu um Banco de Recursos Biológicos (BRB) de biomateriais da vida selvagem para uso em conservação, pesquisa e manejo de espécies da vida selvagem raras e ameaçadas. Os biomateriais, como esperma, sangue, soro, óvulos, pele, pêlos, embriões e músculos são coletados, processados, estocados e tornados disponíveis para instituições de conservação nacionais e internacionais, de pesquisa e de manejo. Os biomateriais são utilizados por uma comunidade multidisciplinar de conservação e pesquisa, integrando manejo da vida selvagem, genética, reprodução, doenças animais (e humanas), nutrição e fisiologia geral para o benefício de espécies da vida selvagem raras e ameaçadas. Os animais que já se reproduziram usando a reprodução assistida, inclui: Elande, Antílope Negro, Tigres, Guepardos e Elefantes. Um nascimento especial ocorreu no Zoológico de Johannesburgo na África do Sul em 2.003, onde uma fêmea de Elande foi inseminada artificialmente com sêmen congelado coletado de um macho morto um ano atrás. Eles desenvolveram uma alternativa para a conservação de espécies de eqüinos ameaçadas: a fertilização in vitro de óvulos maturados in vitro recuperados de espécies de Zebra (Burchell e Hartmann) da vida selvagem na África do Sul. Desenvolvem também a produção de embriões in vitro de Búfalos Africanos (Syncerus cafer) derivados de oócitos foliculares e espermatozóides epididimais.

2.2.9 Banco de Recurso Genético da Gazela Mohor

O Instituto de Zoologia de Londres colaborou com a Estação Experimental de Zonas áridas (EEZA) em Almeria, Espanha. O objetivo tem sido o de apoiar programas de conservação e reprodução e projetos de reintrodução para três espécies de gazelas (Mohor, Cuvier e Dorcas).

Conclusão


As técnicas in vitro podem facilitar o manejo genético oferecendo:

a. Mais filhotes de uma fêmea do que ela poderia produzir naturalmente durante seu período reprodutivo.

b. A habilidade de produzir embriões viáveis de fêmeas pré-puberais (Earl et al., 1998) e grávidas (Meintjes et al., 1995), de tecidos ovarianos retirados de indivíduos sob tratamento oncológico (Shaw et al., 2000) ou de machos (Hopkins et al., 1998) e fêmeas (Johnston et al., 1993) após a morte.

c. A possibilidade de eliminar certos patógenos de animais doentes utilizando processos estabelecidos e métodos de tratamento para o sêmen (Wrathall & Sutmoller, 1998) ou embriões (Bielanski, 1998; Stringfellow, 1998).

d. A habilidade de determinar ou selecionar o sexo dos embriões diretamente (Seidel, 1999) ou pela Citometria de fluxo – separando os espermatozóides com cromossomos carregadores de X e Y – antes da fertilização in vitro (Johnson & Welch, 1999).

e. A habilidade de produzir filhotes múltiplos, geneticamente idênticos pela divisão embrionária (p.e. separação do blastômero ou cisão embrionária; Loskutoff et al., 1993).

Há hoje uma menor importância em se preservar espermatozóides viáveis desde que foi provado que espermatozóides podem ser congelados secos e depois recuperados para injeção intracitoplasmática de espermatozóide com o nascimento de filhotes vivos (Wakayama e Yanagimachi, 1998). Hoje em dia, a possibilidade de se usar espermatogônias congeladas (células germinativas masculinas indiferenciadas) para repovoar os testículos de uma espécie “hospedeira” comum para se obter espermatozóides para fertilização in vitro tornou-se uma realidade (Avarbock et al., 1996; Clouthier et al., 1996). Nas fêmeas, a recuperação de óvulos de folículos primordiais em tecidos ovarianos congelados tornou-se mais próximo com os estudos publicados nos anos 90 (Newton et al., 1990). Os bancos genéticos poderiam ser desenvolvidos aos cuidados das estratégias de manejo intensivo de espécies que prevalecem nos zoológicos. Existem mais de 80 planos de sobrevivência de espécies na América do Norte, nas quais os zoológicos trabalham conjuntamente para manter a heterogeneidade genética máxima em uma dada espécie (Hutchins e Wiese 1991). Estes esforços são ocasionalmente ligados aos países de origem da espécie, com suporte provido aos zoológicos locais ou pesquisadores de campo. Para populações selvagens, as atividades do GRB poderiam ser coordenadas através dos grupos de especialistas da União Mundial da Conservação – IUCN que tem um mandato para desenvolver planos de ação para espécies ou gêneros tanto em cativeiro como na vida selvagem. Ao menos 19 espécies tem sido reintroduzidas na vida selvagem após propagação em cativeiro. Destas em pelo menos sete casos (Veado de Padre David, Bisão Europeu, Órix da Arábia, Martim Pescador de Guam, Lobo Vermelho, Guam Rail e Condor da Califórnia) a espécie estava extinta na natureza no momento da reintrodução.

Geralmente o conceito de repositório de biomateriais congelado está associado com germoplasma e embriões. Mas a coleta e armazenamento de sangue e tecidos são também importantes porque estes materiais podem ser processados em soro, plasma, células sanguíneas, DNA e culturas de células e tecidos. Estes biomateriais têm uma ampla gama de aplicações para estudar variações genéticas, filogenia, paternidade e os processos básicos de diversidade, como fluxo genético, seleção e acasalamento. Hoje em dia, há vários métodos para se recuperar gametas de animais convalescentes ou post mortem. Estes gametas serão um arsenal valioso na formação de bancos de germoplasma, contribuindo para a preservação do patrimônio genético, essencial para a manutenção da espécie. O homem precisa estar consciente de suas ações e tentar manter uma coexistência pacífica com os ecossistemas e seus animais, assim como prover métodos para restaurar as perdas por ele causadas.
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