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RESUMO

A onga-pintada é um dos principais animais da fauna brasileira e dentre todos os felinos, a onga-pintada (Panthera
onca) somente ¢ menor que o ledo (Panthera leo) e o tigre (Panthera tigris), logo sendo classificada como o maior
felino de todo o continente americano. Apesar de todo o reconhecimento e importancia, a espécie vem sofrendo
significativa redugdo no nimero de individuos. Ja ha bastante tempo essa espécic vem mantendo seu status de
conservagdo como espécie vulneravel, segundo o Ministério do Meio Ambiente, e proximo de ameagada, segundo
classificagdo da Lista Vermelha da IUCN. As principais causas que levam a diminui¢do da populacao desta espécie
estdo ligadas & redu¢do no numero de suas presas naturais como cervos, queixadas e catetos, e principalmente
devido a expansdo de areas urbanas, destruicdo dos habitats naturais, atropelamentos em rodovias e caca ilegal.
Tais fatores capazes de reduzir a populagdo desses animais vem se agravando constantemente devido
principalmente as politicas publicas ineficazes para a protecdo de espécies ameagadas. Na contramdo desta
situagdo, pesquisadores trabalham visando o desenvolvimento de estratégias com o intuito de proteger a espécie.
A estratégia de conservacdo de maior destaque e de resultado mais rapido a curto prazo sdo as biotécnicas
reprodutivas, uma vez que tais técnicas sdo capazes de aumentar o nimero de individuos em um curto espago de
tempo. Nas biotécnicas reprodutivas, destaca-se a criopreservacio (congelamento) de s€men, técnica na qual se
permite armazenar amostras sob temperaturas extremamente negativas, por um longo periodo de tempo e também
deslocar o material para quaisquer localidades.
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ABSTRACT

The jaguar is one of the main important animals of the Brazilian fauna and among all felines, the jaguar (Panthera
onca) is only smaller than the lion (Panthera leo) and the tiger (Panthera tigris), soon being classified as the largest
cat from all over the American continent. Despite all the recognition and importance, the species has undergone a
significant reduction in the number of individuals. This species has been maintaining its conservation status as a
vulnerable species for a long time, according to the Brazilian Ministry of the Environment, and close to threatened,
according to the classification of the [IUCN Red List. The main causes that lead to a decrease in the population of
this species are related to the reduction in the number of natural prey such as deer, peccary and collared peccary,
and mainly due to the expansion of urban areas, destruction of natural habitats, being hit by roads and illegal
hunting. Such factors capable of reducing the population of these animals have been constantly worsening due
mainly to ineffective public policies for the protection of endangered species. Against this background, researchers
are working to develop strategies to protect the species. The conservation strategy of greater prominence and of
quicker result in the short term is the reproductive biotechniques, since such techniques are able to increase the
number of individuals in a short period of time. In reproductive biotechniques, semen cryopreservation (freezing)
stands out, a technique in which samples can be stored under extremely negative temperatures for a long period of
time and the material can also be moved to any location.

Keywords: Conservation, semen freezing, reproductive biotechnology.

INTRODUCAO

A onca-pintada (Panthera onca) ¢ o maior felino do continente americano, podendo
chegar a 135 kg. Esta espécie ¢ dotada de grande forca muscular, sendo a poténcia de sua
mordida considerada a maior dentre os felinos de todo o mundo (HUNTER, 2015). As presas
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naturais da onga-pintada consistem de varias espécies selvagens como catetos, capivaras,
queixadas, veados e tatus. Porém, quando o nimero destes individuos diminui, geralmente por
alteragdes ambientais provocadas pelo homem, as oncas podem vir a se alimentar de animais
domésticos e por esse motivo sao perseguidas. No Brasil ela ja praticamente desapareceu da
maior parte das regides nordeste, sudeste e sul (CUYCKENS et al, 2017). O pais ainda nao
possui uma politica nacional de manejo adequada para lidar com o problema de predagao as
criacdes domésticas. Ademais, o baixo investimento dos 6rgdos ambientais em profissionais
treinados e falhas nos sistemas de registro de ocorréncias tém impedido que agdes eficazes
sejam tomadas. Produtores rurais acabam “resolvendo” os problemas por seus proprios meios,
ocasionando a morte desnecessaria de predadores (LEITE-PITMAN et al., 2002).

Com todos os fatores que predispdem a reducdo da populagdo de ongas-pintadas,
fazem com que hoje seu status de conservagdo seja considerado pela IUCN (Unido
Internacional para Conservagao da Natureza) e pelo IBAMA como espécie vulneravel (DE LA
TORRE et al., 2017).

Na busca de metodologias de conservacao desta espécie, uma das mais eficazes
estratégias esta no advento do uso da reproducao, no qual, esta pode ser otimizada com técnicas
de reproducdo assistida (TAR) para superar os problemas listados acima. Essas abordagens
foram amplamente promovidas nas tltimas décadas para melhorar o manejo da reproducdo e
sustentar pequenas populacdes de espécies ameacadas de extingdo (HOLT e LLOYD, 2009).
Técnicas como criopreservagdo, inseminacao artificial, transferéncia de embrides e fertilizacao
in vitro, tém sido desenvolvidas e aprimoradas (COMIZZOLI et al., 2000; WILDT et al., 2010).
Além disso, previamente ¢ importante conhecer como funciona os mecanismos fisioldgicos
reprodutivos de cada espécie para entdo propor a melhor forma de desenvolvimento da
biotécnica reprodutiva (SILVA et al., 2019a). Isso inclui avaliagdes hormonais ndo invasivas,
mecanismos ovulatorios, sazonalidade, descricdo anatomica dos o6rgdos copulatorios e
caracterizagdo dos gametas (COMIZZOLI et al., 2012; SILVA et al., 2019a).

Os zooldgicos e criadouros funcionam como a principal fonte de coleta das amostras
e dados desses animais ja que ¢ possivel utilizar de maneira mais dindmica os recursos
genéticos, além de uma rapida coleta de informagdes que podem incrementar no
desenvolvimento das biotécnicas reprodutivas, no qual possam futuramente ser aplicadas nestas
mesmas espécies, porém em seu habitat natural (COMIZZOLI, 2015; SILVA, 2019).

Uma das melhores taticas para a conservagdo ode material genético ¢ o uso da
criobiologia, no qual € possivel preservar amostras bioldgicas por tempo indeterminado, como
também viabilizar a formacao dos criobancos (SILVA et al., 2019b). Pela criopreservagao ¢
possivel a conservacao de embrides, tecidos somaticos e germoplasmas (COMIZZOLI, 2015).
Até agora, a maioria dos esforcos tem se concentrado em bancos de gametas masculinos porque
ha mais experi€ncia na coleta sémen em diferentes espécies e as células espermaticas sdo mais
resistentes a temperaturas de congelamento do que outras células, como os o6citos. No entanto,
muitas etapas sao necessarias durante o delicado processo de criopreservagdo, incluindo a
separacao do plasma seminal, dilui¢do, exposi¢ao a crioprotetor, refrigeragao, congelamento e
descongelamento (SILVA et al., 2019¢c). O objetivo do artigo € revisar o estado da arte na
criopreservacdo de sémen de oncgas pintadas e discutir o desenvolvimento de bancos
sistematicos para a conservagao dessa espécie.
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COLETA DE SEMEN E MANIPULACAO DAS AMOSTRAS

A metodologia aplicada para a coleta seminal ¢ o pilar para uma criopreservacao de
sucesso. Em carnivoros, a obtencdo dos espermatozoides inclui diversos métodos, como a
manipulagdo, a eletroejaculagdo e a cateterizagdo uretral por induc¢do farmacoldgica
(CATARDO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).

Dentre os métodos citados, o predito para coleta em carnivoros selvagens, e também
o mais descrito para as ongas-pintadas até o presente momento ¢ a eletro-ejaculagcdo
(JOHNSON, 2018; SILVA et al., 2019b). A eletro-ejaculagdo consiste na aplicacdo de uma
série de pulsos elétricos alternados, a partir de uma sonda introduzida no reto do animal,
posicionada proxima a prostata, que desencadeiam a ejaculagdo. Esta técnica ¢ realizada sob
anestesia, o que confere seguranga a equipe e o animal (WILDT et al., 1983). De modo geral,
os protocolos de eletroejaculagdo para espécie onga-pintada envolve um conjunto total de 80
estimulos elétricos, entre 4 a 6 volts, divididos em trés series (PAZ et al., 2007; GONZALES
et al., 2016). Outro protocolo sugerido consiste no emprego de trés séries de estimulos
crescentes, sendo a primeira de 5 volts, 6volts e 7volts, a segunda com 6 a 8 volts e por fim, 8
e 9 volts; em cada série, um tempo de duragdo de dois segundos ¢ estipulado para aplicagao das
voltagens distintas e, uma pausa de cinco minutos ¢ dada entre uma série e outra (SILVA et al.,
2019a, 2020).

Em relagdo a anestesia realizada no procedimento de eletroejaculacdo, a combinagao
de dexmedetomidina e cetamina fornece tempo de decubito suficiente para a realizagdo dos
procedimentos de coleta; além disso, ndo interfere nos parametros seminais (SILVA et al,
2020).

O principal impedimento a eletro-ejaculacdo ¢ a facilidade de contaminagdao da
amostra de sémen com urina. Para minimizar a contaminag¢ao, aconselha-se a cateteriza¢ao do
animal com um cateter uretral antes do procedimento, para remocao de todo o contetido da
bexiga (SILVA et al., 2020). E também recomendado a realizagdo da lavagem do sémen por
centrifugacdo a 300g por 10 minutos, usando meios apropriados para evitar redu¢do da
qualidade seminal (SILVA et al., 2019c).

Recentemente, a coleta de sémen por cateterismo uretral através da inducgdo
farmacologica tem sido proposta para as ongas-pintadas (ARAUJO et al., 2018; 2020; NETO
et al., 2019). Essa metodologia foi desenvolvida por Araujo (2016) e permitiu a obtencao de
amostras com certa de 77% de espermatozoides moveis com vigor médio de 3,75. Para que seja
realizado o cateterismo uretral, ¢ requerido a aplicagdao de um alfa-adrenérgico, droga agonista
que estimula a erecdo e a liberagdo dos espermatozoides na uretra; a medetomidina ¢ a mais
amplamente utilizada nos protocolos. Apds 20-40 minutos da aplicacdo desse anestésico, um
cateter urindrio, com dimensdes de Imm de didmetro e 130mm de comprimento, ¢ introduzido
na uretra até atingir a por¢ao prostatica do ducto, porém sem alcancar a bexigar; posteriormente,
o cateter ¢ removido a fim de recolher o s€émen. O cateter também pode ser acoplado a uma
seringa visando gerar uma pressao negativa e assim, facilitar a coleta (MOREIRA, 2017,
ARAUIJO et al., 2018).

Outra possibilidade de obtengdo de material ¢ a recuperacao dos espermatozoides
epididimarios, através da lavagem ou do fatiamento da estrutura epididimo (KOCHAN et al.,
2019). Esta ¢ uma estratégia importantes para a obten¢ao dos gametas de animais que morreram,
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especialmente em zoologicos e parques, ou aqueles mortos em acidentes rodoviarios, que ¢ uma
das principais razdes para mortes de espécies selvagens na América (JEWGENOW et al.,
1997).

MANUSEIO INICIAL DO SEMEN

A manipulagdo do sémen coletado comeca com o processo de dilui¢ao desse material
bioldgico em extensores apropriados. A escolha de um bom extensor ¢ fundamental para a
manuten¢do da funcionalidade e morfologia espermatica. Ademais, ¢ primicia para bons
resultados na criopreservacdo. A composicdo do extensor deve contemplar substincias
crioprotetoras, antibidticos, entre outros aditivos (MARTINS e JUSTINO, 2015). Dentre os
extensores, o TRIS-base (Tris-hidroximetil-aminometano) acrescido de gema de ovo, nas
concentragdes de 10 a 20%, ¢ optado para a espécie onga-pintada (SILVA et al., 2017; 2020;
ARAUIJO et al.,, 2020). A adigao desse extensor geralmente ¢ dada em duas fases, onde a
primeira parte da dilui¢ao ¢ realizada a 37 °C (ou a temperatura ambiente) € 0 mesmo nao
apresenta em sua composi¢ao crioprotetor penetrante; ja o segundo momento da diluicdo ocorre
durante a curva de refrigeracao (SILVA et al., 2019¢).

A agua de coco em po especifica para felinos (ACP-117¢c) também tem sido proposta
como alternativa promissora a conservagao dos espermatozoides de ongas-pintadas (SILVA et
al., 2020). Esta foi anteriormente testada em espermatozoides epididiméarios de gato doméstico,
onde mostrou resultados interessantes durante a refrigeracao dos gametas (BARBOSA et al.,
2020). Nas ongas-pintadas, o uso do ACP-177c, acrescido de 20% de gema de ovo, apresentou
resultados acima de 90% de motilidade total pos-diluicdo e 75% durante a refrigeracdo a 5°C
da amostra espermatica. Ademais, esse extensor promoveu a manutencao das caracteristicas
cinéticas pos-descongelagdo, sendo proximas as amostras submetidas ao TRIS (SILVA et al.,
2020).

Outro extensor utilizado ¢ o a base de lactose (PAZ et al, 2007). Esse componente
dissacarideo atua essencialmente como crioprotetor externo, elevando a pressdo osmotica
extracelular e consequentemente, desidratando a célula e reduzindo a formagao de cristais de
gelo intracelular no gameta (SILVA e GUERA, 2011). Meios de cultivo comercial também sao
utilizado para a diluigdo seminal na espécie, tal como o Ham-F10 (Nutricell Nutrientes
Celulares®) (GONZALES et al., 2016).

Quanto aos crioprotetores adicionados nos extensores, o glicerol ¢ majoritariamente
empregado, nas concentracdes finais de 6% e 4% (PAZ et al., 2007; SILVA et al., 2020;
ARAUIJO et al., 2020). O glicerol ¢ um crioprotetor intracelular que penetra a célula por
transporte passivo e substitui parcialmente o seu contetido de dgua e eletrolitos, impedindo a
formacdo dos cristais de gelo; ademais, esse interage com componentes da membrana
plasmatica da cabega espermatica, glicoproteinas e fosfolipidios, reduzindo a sua fluidez (DI
DOMENICO et al., 2015; SIEME et al, 2016). O emprego de outros crioprotetores na
conservagao dos gametas de ongas pintadas nao foi documentado até o presente momento.

Outro componente essencial do extensor ¢ o antibiotico; este viabiliza a utilizacao do
sémen diluido na biotécnica de criopreservagdo associado a inseminagdo artificial e/ou
fertilizacdo in vitro, uma vez que ¢ sabido que o este pode carregar alguns contaminante
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(MOUTINHO et al., 2011). Paz et al. (1990) descreveram a presenca de Staphylococcus sp,
Streptococcus sp, Escherichia coli e Corynebacterium sp no s€émen das ongas-pintadas. Assim,
recomenda-se a adi¢do de penicilina e estreptomicina, em concentragdes de 1000 IU/mL e 1000
mg/mL, respectivamente (SILVA et al., 2019¢).

Por fim, o uso de outras substancias aditivas ndo € recorrente nas biotécnicas que
envolve a manipulacdo do sémen dos felinos selvagens. Em estudo recente, foi proposta a
adicdo de Pasta Equex STM, a 0,5%, no meio crioprotetor, sendo observado média de
motilidade total 28,60% pos-descongelacdio (ARAUJO et al., 2020). A pasta Equex STM
associada a extensor TRIS-gema confere efeito positivo sobre a integridade do acrossoma,
impedindo ou reduzindo mudangas semelhantes a capacitagdo, através da dispersdo das
lipoproteinas da gema, tornando-as mais disponiveis no meio e consequentemente, aumentado
o seu efeito crioprotetor sob as membranas biologicas (SOUZA et al., 2014; BARBOSA et al.,
2019).

PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO

Os protocolos de criopreservagdo baseiam-se nas etapas: de resfriamento da amostra
espermatica, onde a temperatura ¢ gradualmente reduzida; seguida da desidratagdo celular pela
interagdo dos gametas com os crioprotetores penetrantes; da congelacdo pela submissdo do
material a vapores de nitrogénio liquido (-196 °C); e da descongelacdo, com a retomada dos
espermatozoides a temperatura ambiente para posterior utilizagdo (MARTINS e JUSTINO,
2015).

A diluicdo do sémen estd diretamente ligada ao resfriamento, uma vez que o extensor
contendo a gema de ovo ird estabilizar as membranas biologicas dos gametas e assim, reduzir
o choque térmico (SILVA e GUERRA, 2011). Nos protocolos aplicados a conservagdo do
sémen de ongas-pintadas, as amostras sd3o comumente mantidas a 5 °C (dita temperatura de
equilibrio) por periodos entre 60 minutos (PAZ et al., 2007) ou 90 minutos (ARAUJO et al.,
2020). E o abaixamento a temperatura equilibrio ¢ dado por curva resfriamento lenta de — 0,53
°C/min, visto a sensibilidade dos espermatozoides a mudangas bruscas (BONAURA et al.,
2013; ARAUIJO et al., 2020). O resfriamento ¢ conduzido em recipientes de vidro ou plastico
contendo a amostra de s€émen, imersos em uma garrafa com agua e gelo reciclavel para a
conducao/controle da temperatura, semelhante a um refrigerador sendo que manual (ARAUJO
et al., 2020).

Em outro estudo na espécie propdem uma redugdo inicial de 38 para 15 °C, com curva
de resfriamento de 0,4 °C/min, mantendo as amostras estabilizadas nessa temperatura por 40
minutos e s posteriormente, a submissdo para 5 °C por 30 minutos, ocorrendo a adi¢do do
crioprotetor penetrante e direcionamento para a congelacdo em rampa de nitrogénio. Esse
protocolo ¢ rotineiramente adotado em carnivoros selvagens € mostrou média de motilidade
total pos-descongelacdo de 36,9% (SILVA et al., 2019c, 2020).

Quanto a etapa da congelagdo, os protocolos usualmente realizam o envase dos
espermatozoides resfriados em palhetas plésticas de 0,25mL e as direcionam a vapores de
nitrogénio por 20 minutos, finalizando com o mergulho em nitrogénio liquido e armazenamento
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em botijoes criogénicos (PAZ et al., 2007). Outros tempos sdo propostos na literatura como 5
minutos (SILVA et al., 2020) e 15 minutos (ARAUIJO et al., 2020).

O método de descongelamento envolve a submissdo da amostra a 38-37 °C por 60
segundos; esse protocolo ¢ amplamente utilizado nos carnivoros (SILVA et al., 2020). Ultra
temperaturas de descongelamento ja foram testadas em outros felinos selvagens (TEBET,
2004), porém nao sao documentadas em ongas-pintadas.

CONSIDERACOES FINAIS

A preservagdo da onga pintada estd diretamente atrelada ao desenvolvimento de
politicas publicas que tenham efetividade real para manutengdo dessa espécie em seu habitat,
por meio da preservacdo do ecossistema a qual esta inserida. Porém para otimizar o processo
de preservacao, as biotécnicas reprodutivas surgem como principal metodologia. Dentre as
bioténicas, a criopreservacao de sémen ¢ a de maior aplicabilidade devido a sua facilidade
operacional principalmente quando utilizamos individuos mantidos em cativeiro. Esta
biotecnologia podera ajudar na formagdo de futuros bancos de germoplasma para a onga
pintada, contornando um dos principais problemas em espécies ameagadas de extin¢do, que ¢ a
consanguinidade. O uso rotineiro dessas amostras na reproducdo assistida de individuos em
cativeiro e principalmente em vida livre contribuirdo de maneira fundamental para a
estabilizacdo da espécie, e se possivel ocorrendo a protegdo de seus habitats, entdo serd possivel
evitar o desaparecimento desta espécie.
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