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RESUMO

A aplicagao de técnicas de reprodugiio assistida em espécies selvagens ameagadas de extingiio surge como método alternativo
com o intuito de minimizar a diminuigdo da variabilidade genética das populagoes. Com o objetivo de determinar a fertilidade
de ongas pintadas (Panthera onca) mantidas em cativeiro e avaliar a eficicia dos meios de capacitaciio espermatica, foi
realizado o ensaio de penetragio em odcitos de hamster livres de zona pelicida. Para a realizagio do experimento, foi
utilizado sémen congelado de 3 animais do Bosque dos Jequitibds, Campinas/SP. Foram testadas 3 técnicas: Percoll, Swim-
up e Swim-up + | hora em estufa de CO, a 38°C, considerando como oécitos penetrados aqueles que apresentaram no seu
interior a descondensagdo da cabe¢a do espermatozéide. A média de penetragoes da técnica Percoll (26,5%) foi
significativamente maior comparada a técnica Swim-up (8.1%), sendo que ndo houve penetragdo utilizando a técnica Swim-
up + | hora em estufa de CO, a 38°C (x*= 19,93: p < 0,05). Analisando os resultados, concluimos que as técnicas Percoll e
Swim-up foram eficientes para a realizagio do ensaio de penetragio, comprovando a capacidade de penetragio dos
espermatozoides de ongas pintadas (Panthera onca), pés-descongelamento, em odcitos de hamster livres de zona pelicida.
Porém, houve uma baixa porcentagem de penetragio, a qual pode estar associada ao elevado indice de espermatozéides
morfologicamente anormais. Mais estudos devem ser conduzidos com a finalidade de avaliar a fertilidade destes animais e
até que ponto a variabilidade da espécie pode estar comprometida.

UNITERMOS: Panthera onca; Sémen animal; Criopreservagio animal; Capacitagio espermitica; Ensaio de penetragiio;

Odcitos.

INTRODUCAO

ameaca de extin¢do pesa seriamente sobre os grandes

felinos, inclusive alguns dos maiores e mais

importantes deles, que tém por hdbitat diferentes
regides do Brasil. A onca pintada (Panthera onca), que em
outros tempos habitou vastas extensoes da América, do
Arizona, nos Estados Unidos, ao nordeste da Argentina, hoje
se encontra na lista de animais ameagados ou em perigo de
extingdo'’. Nesse sentido, a aplicacdo de técnicas de
reprodugdo assistida em espécies selvagens ameagadas de
extingao, como inseminag@o artificial e fertilizacdo in vitro,
surge como método alternativo com o intuito de minimizar
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a diminui¢do da variabilidade genética das populagdes. A
habilidade para fertilizar o6citos in vitro tem como vantagem
a maior produgao de animais ameacados de extingdo, a maior
producdo de animais provenientes de mies de alto valor
genético, ja mortas, podendo ainda ser utilizada para avaliar
a fertilidade dos animais’. Vadrias técnicas tém sido
desenvolvidas para melhorar e simplificar processos de
fertilizacdo in vitro em mamiferos. A técnica de penetragio
dos espermatozoides de varios animais, em odcitos de hamster
livres de zona pelicida', tem sido utilizada, por ser de facil
visualizagio, apresentando citoplasma translicido e pro-
niicleo facilmente visualizado em lupa. No entanto, em alguns
animais, como em bifalos', ndo foi possivel observar a
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formagdo de pré-nicleos, sendo visualizada apenas a
descondensagdo da cabeca do espermatozdéide.

MATERIAL E METODO
Colheita e Avaliacio do Sémen

Os animais foram anestesiados por meio da
utiliza¢ado de dardos, com auxilio de zarabatana, utilizando-
se a associacao Tiletamina-Zolazepan, na proporgio de 10
mg/kg'’.

O sémen foi coletado por eletroejaculagio,
utilizando-se eletrodo retal com fibras longitudinais,
previamente lubrificado. Foram utilizados 80 estimulos
elétricos divididos em 3 séries: 30 (série 1: 10 estimulagdes
em 2, 3 e 4v), 30 (série 2: 10 estimulagdes em 3, 4 e Sv) e
20 (série 3: 10 estimulagdes em 5 e 6v), respectivamente.
O ciclo dos estimulos foi de aproximadamente 1 segundo,
indo da voltagem 0 até a desejada, permanecendo 2 a 3
segundos na voltagem desejada e retornando diretamente
para a voltagem O por 3 segundos. Houve descanso de 10
minutos entre as séries. O sémen foi colhido em tubos de
plastico e mantido em banho-maria a 37°C". O volume do
ejaculado foi determinado imediatamente apés a colheita.
Para determinar o volume total, foram somadas as aliquotas
obtidas em cada uma das trés séries.

Para a obtencao do pH, uma gota do material obtido
foi colocada sobre tira reagente (Sigma). Para avaliar a
motilidade, uma aliquota do ejaculado foi depositada sobre
lamina de vidro para microscopia, previamente aquecida a
37°C em mesa aquecedora, coberta com laminula também
aquecida a 37°C e levada ao microscépio 6tico binocular.
Sobre placa aquecida a 37°C, foi avaliada quanto a
motilidade espermatica em escala de 0 a 100% e vigor na
escala de 0 a 5'". A morfologia e concentragdo dos
espermatozdides foi avaliada por meio da fixacdo do
ejaculado (1:3) em formol salino 10%. A concentragio foi
realizada utilizando-se cimara hematimétrica (cimara de
Neubauer), sob microscopia optica em aumento de 400x°.
Para a determina¢ao da morfologia espermatica foi utilizada
preparagao em camara imida. Foram contadas 100 células
por limina em microscépio de contraste de fase, em aumento
1.000 vezes, e as anormalidades, classificadas em defeitos
maiores e defeitos menores, apresentadas em porcentagem’.

Criopreservacio do Sémen

Para a criopreservagao do sémen foi utilizado
diluidor PDV 62 GH 4% em duas fragoes: fracio A contendo
20% de gema de ovo, 11% de lactose, 1.000 UI de
Penicilina/ml e 1.000 mg de Estreptomicina/ml e fragao B
contendo 20% de gema de ovo, 11% de lactose, 8% de

glicerol, 1.000 UI de Penicilina/ml e 1.000 mg
Estreptomicina/ml®. Apés avaliagdo, o sémen foi diluido
na propor¢ao 1:1 em meio de cultura de células HEPES e
centrifugado a 300 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
removido e o pellet ressuspenso lentamente na fragio A do
diluidor PDV 62 GH 4%’ e mantido em geladeira por 1
hora. Apds esse intervalo, foi acrescentada a fracdo B,
lentamente. O sémen foi envasado em palhetas, previamente
identificadas, de 0,25 ml e mantidas por 30 minutos em
geladeira. Apos esse periodo, as palhetas foram colocadas
sob vapor de nitrogénio liquido por 20 minutos, submersas
no nitrogénio liquido e conservadas em botijao de nitrogénio
liquido até a realiza¢do do ensaio de penetragio.

Ensaio de penetracdo em odcitos de hamster livres de
zona pelicida

As hamsters (Mesocrisetus auratus) foram
superovuladas pela administragio de inje¢do intraperitonial
com 35 Ul de PMSG as 9 horas do dia | e com 35 Ul de
hCG as 17 horas do dia 3. sendo a remocao dos odcitos
realizada as 10 horas do dia 4. Apés o sacrificio dos animais,
os ovidutos direito e esquerdo foram retirados, colocados
em placas de Petri descartaveis contendo gotas de 100 pl
de meio HEPES e levados ao fluxo laminar. Sob lupa, foram
dilacerados, com auxilio de uma agulha (30 x 7) descartavel,
para promover a saida dos odcitos e células do cumulos, os
quais foram retirados e colocados em uma nova placa
contendo gotas de HEPES. Foi adicionado 1 mg/ml de
hialuronidase em cada gota para promover a saida das
células do cimulos. Os odcitos foram entdo aspirados e
lavados trés vezes em meio HEPES'. Tripsina foi adicionada
para promover a remogido da zona pelicida'’. Apés alguns
minutos em meio HEPES com tripsina, os odcitos foram
aspirados e colocados em placas contendo meio TALP na
propor¢do 15 odcitos para cada gota de 100 pl e cobertas
com 6leo mineral.

O sémen foi descongelado a 39°C por | minuto e
avaliado quanto a motilidade e vigor. Para o teste de
capacitagao espermatica foram utilizadas 3 técnicas: Percoll,
Swim-up e Swim-up + 1 hora em estufa de CO, a 38°C.

A técnica do Percoll consiste em colocar 1 ml de
Percoll 90%, uma mistura homogeneizada de 0,5 ml Percoll
90% e 0,5 ml de meio TALP em um tubo, de maneira a
formar dois gradientes e deixar estabilizar por uma hora
em placa aquecida. Colocar o sémen descongelado sobre o
tubo, centrifugar por 30 minutos a 8 g, desprezar o
sobrenadante e diluir o pellet em meio TALP.

A técnica do Swim-up consiste em diluir o sémen
na propor¢ao 1:1 em meio TALP modificado e centrifugar
por 10 minutos a 100 g. Apés a centrifugagdo, o
sobrenadante é desprezado e ao pellet é adicionado meio
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TALP na propor¢io 1:1 e mantido em temperatura ambiente
por 30 minutos.

A técnica do Swim-up + 1 hora em estufa de CO, a
38°C somente difere da anterior por manter o pellet, apés
adi¢ao de meio TALP, 1 hora em estufa de CO, a 38°C.

Em cada gota de 100 pl contendo 15 oécitos foram
adicionados 25 pl do sémen contendo 50.000 espermatozéides
vivos. As placas foram mantidas em estufa de CO, por 3 horas.

Ap6s esse periodo, com auxilio da lupa, os odcitos
foram retirados de cada gota, colocados em limina, corados
com orceina acética e lacrados com esmalte apés a colocagdo
da laminula. Em seguida, os odcitos foram examinados sob
microscopia de contraste de fase.

RESULTADOS

Foram considerados como o6citos penetrados aqueles
que apresentaram no seu interior a descondensagio da cabega
do espermatozéide'® (Fig. 1). Os resultados obtidos estio
apresentados na Tab. 1. Os dados referentes a avaliagao

espermdtica pré-congelacio estdo relacionados na Tab. 2.
Anormalidades espermiticas estdo apresentados na Tab. 3.
Dados referentes a motilidade e vigor espermiticos antes e
apos a congelacio estio apresentados na Tab. 4.

Figura 1
Espermatozéide de onga pintada (Panthera onca) com a cabega
descondensada no interior de odcito heterélogo.

Tabela 1
Porcentagem de penetragio. de sémen congelado de onga pintada (Panthera onca), em o6citos de hamster livres de zona pelicida,

Animais Percoll - Swim-up estufa Co, a 38°C
1 36,0% (23/64) 8,0% (4/50) 0% (0/50)
2 26,1% (6/23) 44.5% (4/9) 0% (0/11)
3 17,4% (9/52) 7,5% (11/148) 0% (0/19)

Porcentagem Total de penetrages

X = 26,5% (38/139)°

x = 8,1% (19/207)" x = 0% (Ofgqf" B

x?=19,93; p < 0,05; *< = Diferentes estatisticamente.

Tabela 2
Avaliagdo, pré-congelamento, do sémen de ongas pintadas (Panthera onca), mantidas em cativeiro, So Paulo, 1999,
~ Animais Volume Motilidade Vigor pH _ Concentragdo
1 21 ml 70 % 3 7,0 0,1 x 10%ml
2 7ml 90 % 5 7.8 25,0 x 105/ml
3 5ml 70 % 3 7.0 6,0 x 10%/ml
M/DP 11 +87 76,7+ 11,5 3.7+1.2 72+03 10,4 + 13,0
Tabela 3

Anormalidades espermdticas do sémen de ongas pintadas (Panthera
onca) mantidas em cativeiro, Sdo Paulo, 1999.

Animais Normais Anormais Defeitos Defeitos
maiores menores

1 42% 58% 44% 14%

2 23% 77% 76% 1%

3 30% 70% 51% 19%

M/DP 31,7+96 683196 57168 11,349,229

DISCUSSAO

A média de penetragdes da técnica Percoll (26,5%) foi
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Tabela 4
Andlise do sémen de oncas pintadas (Panthera onca) mantidas
em cativeiro, pré e pés-congelagio, Sao Paulo, 1999.

~ Pré Pos
Animais Motilidade  Vigor | Motilidade Vigor
1 70 % 3 | 50% 3
2 90 % 5 | 20% 3
3 70 % 3 20% 2

significativamente maior comparada a técnica Swim-up
(8,1%), sendo que nio houve penetracio utilizando a técnica
Swim-up + | hora em estufa de CO, a 38°C (A" = 19,93: p <
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0,05).

Byers et al.* observaram que a porcentagem de
penetragdes de sémen congelado de tigre (Panthera tigris) em
odcitos de hamster livres de zona peliicida, sem pré-incubagio
em estufa de CO,, foi de 7,6 + 5,6%, enquanto, apos 2 horas
de incubagdo, ndao houve penetragao (0%). Em nosso
experimento, resultado semelhante foi encontrado para onca
pintada (Panthera onca), em que a utilizagio da técnica Swim-
up com meio TALP e pré-incubagio de 1 hora em estufa de
CO, a 38°C ndo foi eficiente, ndo determinando penetragao,
sendo a taxa de penetragdo sem pré-incubagio de 8,1%.

Em estudo realizado em gatos domésticos,
normospérmicos e teratospérmicos, em relagido a penetragao
em odcitos de hamster livres de zona pelicida e odcitos
homdlogos com zona pelicida intacta, verificou-se que a
porcentagem de penetragio do grupo normospérmico foi
significativamente maior (21,1% e 58,1%) comparada a do
grupo teratospérmico (5,6% e 16, 9%)’.

A porcentagem de penetragdao em oocitos de hamster
livres de zona peliicida obtida foi menor, quando comparada a
encontrada por Howard et al.” utilizando sémen congelado de
gatos domésticos normospérmicos (21,1%), porém, maior que
a determinada por estes autores para gatos domésticos
teratospérmicos e para sémen congelado de tigres (Panthera
tigris) (7,6 + 5,6%)* .

Podemos notar que em felinos, de maneira geral, hd
uma baixa porcentagem de penetragio, a qual pode estar
associada ao elevado indice de espermatozéides
morfologicamente anormais. A andlise da morfologia
espermatica, em nosso experimento, mostrou elevado indice
de espermatozdides anormais 68,3 + 9,6%.

A literatura apresenta poucos trabalhos avaliando sémen
de ongas (Panthera onca). Porém, os resultados obtidos indicam
que os animais estudados podem estar comprometidos quanto a
fertilidade*'*">. O nimero de espermatozéides anormais
encontrados em onga pintada (Panthera onca) variou de 33,7%'
a 41,8%'"". Em estudo recente, realizado em zoologicos
brasileiros, a morfologia espermatica mostrou elevado indice
de espermatozéides anormais (53,3%)"°, sendo que esses

resultados podem indicar comprometimento com a fertilidade.

As causas da baixa qualidade espermdtica e elevado
indice de espermatozéides morfologicamente anormais sio
de dificil avaliagdo. Geralmente as alteragdes de qualidade
espermdtica estdo diretamente relacionadas a trés grandes
fatores: genéticos, nutricionais e ambientais.

A baixa qualidade espermdtica com mais de 75% de
espermatozéides anormais tem sido associada a baixa
variabilidade genética em guepardos (Acinonys jubatus)". Em
pantera da flérida (Felis concolor coryi), subespécie de puma
que apresenta elevado grau de consangiiinidade e concomitante
perda de variabilidade genética, a incidéncia de
espermatozéides anormais estd em torno de 95%"°. A realizacdo
de anilise de variabilidade genética e/ou o estudo de
paternidade podem contribuir substancialmente para a
elucidacdo da causa da baixa qualidade espermitica, ja que os
animais estudados sio de origem desconhecida.

O elevado indice de anormalidades espermaticas, em
ongas pintadas (Panthera onca), mantidas em cativeiro, pode
estar relacionado a deficiéncias de vitamina A e E'*. Alteragoes
e reducio na espermatogénese foram associadas a deficiéncia
dessas vitaminas®'"'%,

Fatores ambientais também podem promover alteragdes
na qualidade espermitica. O tipo de recinto, o nimero de
animais por recinto e a intera¢do tratador-animal sdo
determinantes para o sucesso reprodutivo de felinos em
cativeiro'. Mais estudos devem ser conduzidos com a
finalidade de avaliar a fertilidade destes animais e até que
ponto a variabilidade da espécie pode estar comprometida.

Analisando os resultados, concluimos que a técnica
do Percoll sem capacitagio em estufa de CO, a 38°C foi mais
eficiente para a realizagdo do ensaio de penetragio,
comprovando a capacidade de penetragio dos espermatozoéides
de ongas pintadas (Panthera onca), pés-congelamento, em
odcitos de hamster livres de zona pelicida.
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SUMMARY

Assisted reproductive technologies can be viewed as one potential approach for safeguarding wild species. In this study
were evaluated the fertility of captivity male jaguar (Panthera onca) and different capacitation media using the golden
hamster zona free oocyle penetration assay. We used frozen/thawed semen from 3 animals housed at Bosque dos Jequitibds,
Campinas/SP, to test the Percoll gradient, Swim-up and Swim-up + 1 h incubation (5% CO, / 38°C), considering as
penetration the spermatozoa head descondensation visualized within the oocyte. The results rate was greater for Percoll
(26.5%) as compared to Swim-up (8.1%) (X, = 19.93; p < 0.05). It was not observed penetration with Swim-up + 1 h
incubation (5% CO,/ 38°C). It is concluded that Percoll and Swim-up are efficient methods to perform the golden
hamster zona free obcyte penetration assay using frozen/thawed jaguar (Panthera onca) spermatozoa. The low rate of
penetration could be related to the high rate of morphological abnormal spermatozoa observed in the samples examined.

UNITERMS: Panthera onca; Semen; Criopreservation; Sperm capacitation; Trials; Penetration: Oocytes.
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