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Resumo

A fauna silvestre, especialmente os roedores histricognatos, representa uma importante fonte econdomica
de carne, couro e pelos para a populagdo humana. Nesse sentido, um aumento produtivo dessa fonte estd
diretamente associado ao emprego de estratégias reprodutivas, visando tanto a conservacdo da biodiversidade,
como a multiplica¢do adequada de individuos em cativeiro. Para ambas as situagdes, a primeira etapa consiste na
eficiente conservacdo de germoplasma com a formacdo de criobancos. Assim, o objetivo desta revisdo ¢
apresentar os principais avangos alcangados na conservacdo de roedores histricognatos silvestres, especialmente
aqueles da América do Sul, evidenciando os resultados na criopreservagao de células e tecidos obtidos em cutias
e preas.
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Abstract

The wild fauna, especially hystricognath rodents, represents an important economic source of meat,
leather and hairs for the human population. In this sense, a productive increase of this source is directly
associated with the use of reproductive strategies, aiming both the conservation of biodiversity and the adequate
multiplication in captivity. For both situations, the first step consists in the efficient conservation of germplasm
with the formation of cryobanks. Thus, the aim of this review is to present the main advances in the conservation
of wild hystricognath rodents, especially those from South America, evidencing the results in the
cryopreservation of cells and tissues obtained from agoutis and spix's yellow-toothed cavies.
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Introducao

A ordem Rodentia constitui a mais numerosa ordem de mamiferos placentarios contendo mais de 2.000
espécies, o que corresponde em torno de 40% das espécies da classe dos mamiferos. Como uma das subordens
deste grupo, tem-se a subordem Hystricomorpha, a qual pode ser dividida em Caviomorpha (Novo Mundo) e
Phiomorpha (Velho Mundo). J4 como principais espécies silvestres estudadas atualmente na América do Sul
tém-se os preas (Galea spixii) e as cutias (Dasyprocta leporina), uma vez que quando criadas adequadamente em
cativeiro, essas espécies podem ser utilizadas como fonte econdmica em virtude do interesse comercial por seus
produtos, como carne, couro e pelos (Lopes et al., 2004).

Nesse sentido, o incremento produtivo para estas espécies esta intimamente relacionado aos avangos nas
estratégias reprodutivas, sendo a criopreservagdo de células e tecidos uma etapa importante na multiplicagdo de
individuos de interesse zootécnico. Em geral, técnicas de criopreservagdo envolvem desde a obtengdo das
amostras, processamento antes, durante e apos a redugdo de temperatura e andlise da eficiéncia das técnicas na
qualidade das amostras resultantes. Assim, o objetivo € apresentar os principais avangos alcangados na
conservagdo de roedores histricognatos silvestres da América do Sul, evidenciando os resultados na
criopreservacdo de células e tecidos.

Estratégias de conservacio para germoplasma masculino

O emprego de estratégias reprodutivas em machos inicia com o desenvolvimento de técnicas para
obtengdo de gametas. Em geral, o método de escolha para colheita de espermatozoides consiste na
eletroejaculagdo, podendo ainda ser aplicada a recuperagdo diretamente do epididimo. Esta tltima, foi realizada
com sucesso por Silva et al. (2016) em preas, no qual indicaram a lavagem retrograda como método mais
adequado para este propdsito, uma vez que reduziu as chances de contaminacdo por células sanguineas quando
comparado ao método de flutuagdo. Assim como em preas, em cutias, Ferraz et al. (2011) obtiveram resultados
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satisfatorios usando a lavagem retrograda, quando avaliando os diferentes pardmetros espermaticos (Tab. 1).

Tabela 1. Pardmetros espermaticos de preas (G. spixii) e cutias (D. leporina) derivados de lavagem retrograda da
cauda do epididimo.

Parametros espermaticos G. spixii (n=9) D. leporina (n =5)
Motilidade (%) 56,1 +7,1 86,5+ 3,5
Vigor (0-5) 2,4+04 4,6 £0,0
Integridade de membrana (%) 56,1 £6,1 66,0 £5,2
Resposta osmotica (%) 61,5+6,9 419+24
Normalidade (%) 58,8 +4,4 79,0 £2,4
Concentracao espermatica/mL (% 106) 345,1 + 86,3 748,0 +418,7
Autores Silva et al. (2016) Ferraz et al. (2011)

Ja no que se refere a conservacdo dos espermatozoides de preds, a criopreservagao foi eficiente quando
usando o diluente Tris, o qual manteve por mais tempo a motilidade e a viabilidade quando comparado ao TES
(Silva et al., 2017). Ainda, Silva (2016) obteve melhores resultados quando a esse diluente foram acrescidos
20% de gema de ovo e 6% de glicerol. Outros estudos encontram-se em andamento quanto ao uso de diluentes,
como a agua de coco em pd (ACP-109c), acrescida de gema de ovo e gel de Aloe vera a 20% como
crioprotetores (Moreira, 2016).

Para a criopreservag@o de espermatozoides de cutias, Silva et al. (2011) observaram o ACP-109¢ como
diluente mais adequado na conservagdo de gametas epididimarios. Além disso, foi observado que esses
espermatozoides podem ser envazados tanto em palhetas de 0,25 mL como 0,50 mL, e sua descongelagdo pode
ocorrer a 37°C por 60 s (Silva et al., 2012). J4 para os crioprotetores (Casteto et al., 2015), demonstraram ser
mais adequado o glicerol na concentragdo de 6% quando comparado ao dimetilsulfoxido (DMSO) e a
dimetilformamida (DMF).

Ja com relagdo a obteng@o de gametas por eletroejaculagdo, enquanto ainda nao ha relatos em preas,
estudos com esse método foram desenvolvidos desde 2008 (Mollineau et al., 2008) em cutias. Inicialmente, o
procedimento foi estabelecido usando como anestésico dissociativo a cetamina (35 mg/kg; IM) associado a
xilazina (5 mg/Kg; IM), seguido de estimulos continuos iniciando em 6 V com adigdes de 1 V, até se atingir 12
V. Esse procedimento ¢é repetido até completar 10 minutos ou até o animal ejacular, sendo obtida uma eficiéncia
de colheita de 30% de ejaculados contendo espermatozoides. Posteriormente, Mollineau et al. (2010a), visando
aumentar a eficiéncia da colheita por eletroejaculagdo, avaliaram o uso de varias doses de xilazina isoladamente
ou em associa¢do com a cetamina como agentes anestésicos. Os autores relataram o uso isolado de xilazina na
dose de 40 mg/Kg, via intramuscular, como om melhor tratamento, por proporcionar um aumento de 10% na
eficiéncia de colheita, obtendo-se aproximadamente 40% de amostras contendo espermatozoides.

Recentemente, Castelo et al. (2016) ao avaliarem a interagdo entre sondas possuindo eletrodos em anel
ou em tiras e estimulos elétricos em ondas senoidais ou quadraticas, concluiram que o tratamento mais eficiente
na colheita de ejaculado em cutias foi o uso de eletrodo em anel associado com estimulos senoidais, obtendo
70% de ejaculados. Destes, 57% com presenca de espermatozoides e os demais apresentando apenas plasma
seminal, sendo o protocolo seriado (trés ciclos) o mais indicado. Esse protocolo consistiu de o primeiro ciclo em
10 estimulos de 2, 3, e 4 V em sucessao; o segundo em 10 estimulos de 5, 6 ¢ 7 V e o terceiro em 10 estimulos
de8,9,10V.

Amostras oriundas da eletroejaculagdo podem ser criopreservadas por diferentes protocolos (Molineau
et al., 2010b; Castelo et al., 2015). Molineau et al. (2010b) refrigeraram o s€émen em leite UHT e agua de coco
pasteurizada em diversas concentragdes espermaticas, concluindo que o leite UHT na concentragdo de 100 x 10°
foi mais eficiente, chegando ao 5° dia com 22,0% de motilidade progressiva. Além disso, foi realizada a
criopreservacdo seguida de diferentes protocolos de descongelacdo, sendo a mais indicada o aquecimento das
amostras a 30°C por 20 s (Mollineau et al., 2010b). Ja Castelo et al. (2015) criopreservaram ejaculados de cutias
usando ACP-109¢c com 20% de gema de ovo e 6% de glicerol, obtendo uma motilidade de 31,2%.

Quando a colheita de gametas ndo € possivel, a criopreservagdo de fragmentos testiculares apresenta-se
como uma alternativa, permitindo a conservacdo da variabilidade genética, salvaguardando as espermatogonias e
células-tronco espermatogoniais, que permite uma ilimitada produgdo de espermatozoides. Nesse contexto, Lago
et al. (2016) descreveram pela primeira vez a criopreservacdo de fragmentos pelo método da vitrificagdo em
superficie sélida (VSS) em preas, onde verificaram a eficiéncia dos crioprotetores DMSO, DMF, etilenoglicol
(EG), nas concentragdes de 3,0 M e 6,0 M. Os autores obtiveram como melhor resultado o DMSO a 3,0 M, pois
esse conservou a estrutura do nucleo e epitélio. Em cutias, ndo ha relatos de conservagéo do tecido testicular.

Em sintese, em ambas as espécies, gametas podem ser obtidos com sucesso e também criopreservados.
Contudo, avangos ainda sao esperados no estabelecimento dos protocolos de conservagao tecidual, bem como no
uso desses gametas em biotécnicas reprodutivas mais avangadas.
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Estratégias de conservacio para germoplasma feminino

As estratégias reprodutivas empregadas em fémeas envolvem inicialmente o conhecimento dos
parametros foliculares das espécies de interesse. Nesse contexto, os foliculos, unidade morfofuncional ovariana,
apresentam dimensdes variando entre suas classes foliculares, sendo a populag@o folicular de preas estimada em
torno de 400 foliculos ovarianos por par de ovarios (Praxedes et al., 2015). Ja em cutias, foram observados em
torno de 4.400 ¢ 5.400 foliculos no ovario direito e esquerdo, respectivamente (Santos et al., 2012). Contudo,
ainda ndo foi relatado o periodo da foliculogénese nessas espécies.

Quanto ao monitoramento do ciclo estral realizado por citologia vaginal esfoliativa e ultrassonografia,
foram observados ciclos estrais continuos em preas e cutias com duragdo de 15,8 + 1,4 dias (Santos et al., 2015)
e 28,2 + 0,7 dias (Campos et al., 2015), respectivamente. Nas fémeas de pred, foi possivel identificar por meio de
exame citologico vaginal o predominio de células superficiais durante o estro (Santos et al., 2015),
associadamente com a presenga de foliculo pré-ovulatorio no ovario, conforme determinado apos necropsia dos
animais (Santos et al., 2017).

Ja para cutias, o uso da citologia vaginal para determinacdo do estro ¢é conflitante. De fato, o evento
citologico mais marcante na espécie configura-se em uma significativa elevagdo da porcentagem de células
intermediarias observadas durante o metaestro, caracteristica esta que é tomada por base para delimitar a duragdo
do ciclo estral. Por outro lado, verificam-se alteracdes evidentes na genitalia externa pela presenca de sinais
tipicos da fase de estro, como afastamento dos labios vulvares e secre¢cdo mucosa, coincidindo com a presenca de
um foliculo e predominancia de células superficiais (Campos et al, 2015). No uso da ultrassonografia, de modo
geral, ndo se observam grandes diferengas na morfologia ovariana durantes as diferentes fases do ciclo estral,
mas ¢ possivel a identificacdo de foliculos na fase folicular (Campos et al, 2015).

A ciclicidade de fémeas poderia ser confirmada através de dosagens hormonais de estrégeno (E2) e
progesterona (P4); contudo, estudos endoécrinos de preas ainda ndo foram relatados e, em cutias, ha poucos
relatos (Singh et al., 2016). Em cutias, as fémeas foram monitoradas durante seu ciclo estral e as concentra¢des
de E2 e P4 foram determinadas por ensaio imunoenzimatico. Os niveis séricos do pique estrogénico por ocasiao
do estro variaram de 1212-3500 pg/mL, enquanto as concentragdes de P4 atingiram um valor maximo de 4,23
ng/mL no diestro.

Ainda, como estratégias reprodutivas empregadas nestas espécies, em preas limita-se a criopreservagao
de tecido ovariano usando a vitrificagdo em superficie solida (VSS) (Praxedes et al., 2015), enquanto em cutias,
ja foram relatados além da criopreservagdo tecidual por VSS, também xenotransplante de tecido ovariano
(Praxedes, 2017), criopreservagdo tecidual por congelagdo lenta (Wanderley et al., 2012) e indugdo de estro
(Peixoto, 2016).

A inducdo de estro foi relatada em cutias (Peixoto, 2016) comparando-se protocolos hormonais
constituidos pela administracdo peritoneal de cloprostenol (5 pg) isoladamente, ou em associagdo com analogo
de GnRH (30 pg). No uso de ambos os protocolos, verificou-se uma moderada eficiéncia na inducdo do estro,
sendo de 40% no uso da prostaglandina isolada e 60% na associagdo com o anilogo de GnRH. Entretanto, a
sincronizagdo deste evento ndo foi efetiva com nenhum dos protocolos.

Ja especificamente quanto a conservagao de células e tecidos, para ambas as espécies, estudos
estdo relacionados a criopreservagdo de fragmentos teciduais. Nesse sentido, Wanderley et al. (2012) realizaram
a congelacdo lenta de tecido ovariano de cutias e demonstraram a preservacdo de até 64% dos foliculos
morfologicamente normais, quando usando como crioprotetores DMSO (60,6 + 3,6), etilenoglicol (64,0 = 11,9)
e propanodiol (62,0 + 6,9) na concentragdo de 1,5 M. Contudo, apenas os foliculos conservados em propanodiol
apresentaram ultraestrutura normal.

Posteriormente, Praxedes (2017) obteve resultados mais satisfatorios na criopreservagdo de fragmentos
ovarianos de cutias, empregando a vitrificacdo pela técnica VSS. Nesse estudo foi verificado que, independente
do crioprotetor (DMSO 3,0 M ou 6,0 M, EG 3,0 M ou 6,0 M e sua associa¢do a 6,0 M), em torno de 70% de
foliculos morfologicamente normais foram preservados. Além disso, fragmentos criopreservados em DMSO e
EG em todas as concentragdes testadas apresentaram viabilidade similar aos fragmentos ndo vitrificados.
Adicionalmente, o emprego desses crioprotetores ndo resultou em células com fragmentacdo de DNA.

Ainda, a primeira descricdo de xenotransplante usando fragmentos ovarianos vitrificados e ndo
vitrificados em camundongas severamente imunodeprimidas foi realizada em cutias em 2017 (Praxedes, 2017).
Nesse estudo foi demonstrado o retorno da atividade ovariana avaliada por monitoramento vaginal e dosagem
hormonal tanto em animais que receberam fragmentos vitrificados (1/6, 16%), como ndo vitrificados (4/5, 80%).

Ja em preas, a vitrificagdo por VSS foi realizada usando DMSO a 3,0 M como crioprotetor (Praxedes et
al., 2015). Os autores observaram que foi possivel preservar mais de 70% de foliculos pré-antrais com
morfologia normal, demonstrando ser também eficiente a vitrificagdo na conservagdo de germoplasma de preas.

Estratégias de conservacio para amostras somaticas

As amostras somaticas possuem alta relevancia para a conservagdo da biodiversidade em virtude de sua

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.231-236, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 233



D

Silva et al. Conservacdo de roedores histricognatos silvestres da América do Sul utilizando estratégias reprodutivas.

ampla aplicabilidade de tecidos e células na formagao de criobancos e uso como carioplastos para a transferéncia
nuclear (ou clonagem). Além disso, essas amostras também podem ser empregadas em estudos voltados para a
indugdo da pluripoténcia e estabelecimento de diversas linhagens celulares (Pereira et al., 2014). Todas essas
informagdes contribuem como ferramentas interessantes na construgdo de estratégias para a conservacdo de
espécies silvestres.

Contudo, apesar de todas essas aplicagdes, o numero de estudos voltados para o emprego de amostras
somaticas ainda ¢ reduzido quando comparado ao niimero de espécies ameacadas (Santos et al., 2015). Em
roedores histricognatos, um maior numero de trabalhos tem sido observado em roedores domésticos,
especialmente os cobaias (Cavia porcellus), os quais tém merecido atencdo na conservacdo de amostras
somaticas em virtude de ser um modelo experimental, visando aplicagdes em humanos (Romanenko et al.,
2015). Esta espécie, largamente utilizada em laboratorios, possui estudos desenvolvidos na area de
estabelecimento e caracterizacdo de linhagens celulares (Mehrabani et al., 2014), analises genéticas (Romanenko
et al., 2015) e avaliagdes de crioinjurias (Pecha et al., 2016). Assim, objetivando seu amplo uso como modelo
experimental, cobaias podem ser empregados para outras espécies de histricognatos silvestres, visando a
conserva¢do da biodiversidade.

Em especial para roedores histricognatos da América do Sul, poucos estudos sdo direcionados para
amostras somaticas visando a formagdo de bancos de germoplasma quando comparado a conservagdo de
amostras gonadais. Em geral, algumas espécies t€ém sido sugeridas como modelos experimentais e relacionadas a
estudos de conhecimento fisiologico e morfologico das espécies (Tab. 2).

Tabela 2. Aplicagdes de amostras somaticas em roedores histricognatos silvestres da América do Sul.

Espécie Fonte Principal finalidade Autores
D. prymnolopha Sangue Descricdo do cultivo in vitro de Rocha et al. (2012)
células progenitoras
D. prymnolopha Sangue Descrigdo da morfofisiologia e Conde-Junior et al. (2012)
morfometria de células sanguineas
D. prymnolopha Dentigéo Descri¢ao dos aspectos anatdmicos Silva et al. (2013)
¢ histologicos
D. prymnolopha Polpa dentaria Isolamento, expansdo, diferenciagdo Carvalho et al. (2015)
e caracteriza¢gdo de  células
progenitoras
D. leporina Tecido auricular Criopreservacao de tecido somatico  Costa et al. (2015)
C. paca Tecido auricular, Descricdo da pele por andlises Isolaetal. (2013)
abdominal e caudal  morfoldgicas, ultraestruturais e
morfométricas

Nesse contexto, a paca (Cuniculus paca), considerada como o segundo maior roedor da fauna brasileira,
tem sido bem vista para ser utilizada como modelo experimental (Isola et al., 2013). Nesse sentido, Isola et al.
(2013) descreveram o tegumento de pacas criadas em cativeiro, o que possibilita a busca pela similaridade com
outras espécies, contribuindo para um estabelecimento mais objetivo de protocolos de criopreservagio e cultivo
de fragmentos teciduais, utilizados na formagdo de bancos de germoplasma.

Ja no que se refere ao estabelecimento de protocolos de cultivo in vitro de amostras somaticas, para o
género Dasyprocta, Carvalho et al. (2015) cultivaram a partir da polpa dentaria de cutias células progenitoras
existentes. Ainda, anteriormente, Silva et al. (2013) descreveram anatomica e histologicamente a denti¢do de
cutias. Portanto, informagdes morfofisioldgicas acendem caminhos para estratégias mais avangadas.

Ainda neste viés, que o conhecimento morfofisiologico de espécies de interesse esclarece mecanismos
funcionais e ainda colabora para a conservagao, Rocha et al. (2012), com base na morfofisiologia e morfometria
de células sanguineas de cutias descrito por Conde-Junior et al. (2012), constataram diferentes estagios de
maturagdo de células progenitoras hematopoiéticas. Adicionalmente, células hematopoiéticas foram cultivadas e
células progenitoras aderentes foram analisadas no cultivo in vifro quanto a sua proliferacdo, viabilidade e,
posteriormente, criopreservadas (Rocha et al., 2012).

Além disso, a criopreservacdo de amostras somaticas desempenha um papel importante em programas
de conservagdo de animais silvestres (Costa et al., 2016). Nesse contexto, Costa et al. (2015) visando a formagédo
de um banco de germoplasma, avaliaram duas técnicas de vitrificagdo na criopreservagdo de fragmentos
somaticos de cutias usando a associagdo de dimetil-sulfoxido e etilenoglicol a 3,0 M como crioprotetores. Nesse
estudo, os autores demonstraram que a vitrificagdo em superficie sélida foi a mais adequada na conservagao do
tecido somatico derivado da regido auricular periférica quando comparada a vitrificagdo convencional em
criotubos, usando técnicas histologicas de analise.

Em sintese, embora haja poucas informagdes voltadas para a conservagdo de amostras somaticas de
roedores histricognatos da América do Sul visando & conservagdo da diversidade genética, as pesquisas
desenvolvidas até o presente momento permitem oferecer um interessante cenario das variadas aplicagdes dessas
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amostras, possibilitando o uso dessas espécies como modelos experimentais.
Consideracdes finais

Em sintese, a conservagdo de amostras gonadais e somaticas representa uma etapa crucial na
preservagdo da biodiversidade destas espécies ¢ daquelas relacionadas. Contudo, avangos ainda sdo esperados no
estabelecimento dos protocolos de conservagdo tecidual, bem como no uso desses gametas e células em
estratégias reprodutivas mais avangadas.
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