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RESUMO

A aplicacao de tecnicas de reproducdo assistida cm especies selvagens ameacadas de extingdo surge como metodo alternativo
corn o intuito de minimizar a diminuicao da variabilidade genetica das populacOes. Corn o objetivo de determinar a fertilidade
de °nos pintadas (Panthera onca) mantidas em cativeiro e avaliar a eficacia dos meios de capacitacdo espennatica, foi
realizado o ensaio de penetracao em oOcitos de hamster livres de zona pelUcida. Para a realizacao do experimento, foi
utilizado semen congelado de 3 animais do Bosque dos Jequitibas, Campinas/SP. Foram testadas 3 tecnicas: Percoll, Swim-
up e Swim-up + 1 hora em estufa de CO, a 38°C, considerando como oOcitos penetrados aqueles que apresentaram no seu
interior a descondensacdo da cabeca do espermatozOide. A media de penetracOes da tecnica Percoll (26,5%) foi
significativamente maior comparada a tecnica Swim-up (8,1%), sendo que ndo houve penetracdo utilizando a tecnica Swim-
up + I hora em estufa de CO, a 38°C (x 2 = 19,93; p < 0,05). Analisando os resultados, concluimos que as tecnicas Percoll e
Swim-up foram eficientes para a realizacao do ensaio de penetracdo, comprovando a capacidade de penetracao dos
espennatozOides de micas pintadas (Panthera onca), pOs-descongelamento, em oOcitos de hamster livres de zona pelficida.
Porem, houve uma baixa porcentagem de penetracdo, a qual pode estar associada ao elevado Indice de espermatozOides
morfologicamente anormais. Mais estudos devem ser conduzidos corn a fmalidade de avaliar a fertilidade destes animais e
ate que ponto a variabilidade da especie pode estar comprometida.

UNITERMOS: Panthera onca; Semen animal; Criopreservacdo animal; Capacitacao espennatica; Ensaio de penetracao;
0Ocitos.

INTRODUCA 0

A

ameaca de extingdo pesa seriamente sobre os grandes
felinos, inclusive alguns dos maiores e mais
importantes deles, que tern por habitat diferentes

regiOes do Brasil. A ono. pintada (Panthera onca), que em
outros tempos habitou vastas extensOes da America, do
Arizona, nos Estados Unidos, ao nordeste da Argentina, hoje
se encontra na lista de animais ameacados ou em perigo de
extingdo w. Nesse sentido, a aplicacdo de tecnicas de
reproducdo assistida em especies, selvagens ameacadas de
extingdo, como inseminacao artificial e fertilizaciio in vitro,
surge como metodo alternativo corn o intuito de minimizar
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a diminuicao da variabilidade genetica das populacOes. A
habilidade para fertilizar o6citos in vitro tem como vantagem
a maior producao de animais ameacados de extincão, a maior
producdo de animais provenientes de mäes de alto valor
genetico, ja mortas, podendo ainda ser utilizada para avaliar
a fertilidade dos animais'. Varias tecnicas tern sido
desenvolvidas para melhorar e simplificar processos de
fertilizacdo in vitro em manifferos. A tecnica de penetracao
dos espermatozOides de varios animais, em oecitos de hamster
livres de zona pelacida l , tern sido utilizada, por ser de facil
visualizacdo, apresentando citoplasma transhicido e pro-
nUcleo facilmente visualizado em lupa. No entanto, em alguns
animais, como em bilfalos 18 , ndo foi possivel observar a
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formacdo de prO-micleos, sendo visualizada apenas a
descondensacdo da cabeca do espermatoz6ide.

MATERIAL E METODO

Colheita e Avaliacäo do Sémen

Os animais foram anestesiados por meio da
utilizacdo de dardos, com auxIlio de zarabatana, utilizando-
se a associacdo Tiletamina-Zolazepan, na proporcdo de 10
mg/kg'5.

O semen foi coletado por eletroejaculaciio,
utilizando-se eletrodo retal corn fibras longitudinais,
previamente lubrificado. Foram utilizados 80 estimulos
eletricos divididos em 3 series: 30 (serie 1: 10 estimulacOes
em 2, 3 e 4v), 30 (serie 2: 10 estimulaciies em 3, 4 e 5v) e
20 (serie 3: 10 estimulacOes em 5 e 6v), respectivamente.
O ciclo dos estimulos foi de aproximadamente 1 segundo,
indo da voltagem 0 ate a desejada, permanecendo 2 a 3
segundos na voltagem desejada e retornando diretamente
para a voltagem 0 por 3 segundos. Houve descanso de 10
minutos entre as series. 0 semen foi colhido em tubos de
plastic° e mantido em banho-maria a 37°C 10 . 0 volume do
ejaculado foi determinado imediatamente apOs a colheita.
Para determinar o volume total, foram somadas as aliquotas
obtidas em cada uma das tres series.

Para a obtencdo 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 corn laminula tambem
aquecida a 37°C e levada ao microscOpio Otico 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 10 . A morfologia e concentraciio dos
espermatoz6ides foi avaliada por meio da fixacao do
ejaculado (1:3) em formol salino 10%. A concentracdo foi
realizada utilizando-se camara hematimetrica (camara de
Neubauer), sob microscopia optica em aumento de 400x6.
Para a determinacdo da morfologia espermatica foi utilizada
preparacdo em camara dmida. Foram contadas 100 celulas
por lamina em microscopio de contraste de fase, em aumento
1.000 vezes, e as anormalidades, classificadas em defeitos
maiores e defeitos menores, apresentadas em porcentagem2.

Criopreservacäo do Sèmen

Para a criopreservacdo do semen foi utilizado
diluidor PDV 62 GH 4% em duas frac -6es: frac -do A contendo
20% de gema de ovo, 11% de lactose, 1.000 UI de
Penicilina/ml e 1.000 mg de Estreptomicina/ml e frac -do B
contendo 20% de gema de ovo, 11 % de lactose, 8% de

glicerol, 1.000 UI de Penicilina/ml e 1.000 mg
Estreptomicina/m1 5 . ApOs avaliacao, o semen foi diluido
na proporcdo 1:1 em meio de cultura de celulas HEPES e
centrifugado a 300 g por 10 minutos. 0 sobrenadante foi
removido e o pellet ressuspenso lentamente na frac -do A do
diluidor PDV 62 GH 4%5 e mantido em geladeira por I
hora. ApOs esse intervalo, foi acrescentada a fracdo B,
lentamente. 0 semen foi envasado em palhetas, previamente
identificadas, de 0,25 ml e mantidas por 30 minutos em
geladeira. ApOs esse period°, as palhetas foram colocadas
sob vapor de nitrogenio liquid° por 20 minutos, submersas
no nitrogenio liquid° e conservadas em botijdo de nitrogenio
liquid° ate a realizacao do ensaio de penetracao.

Ensaio de penetracao em micitos de hamster livres de
zona pelticida

As hamsters (Mesocrisetus auratus) foram
superovuladas pela administracdo de injecao intraperitonial
com 35 UI de PMSG as 9 horas do dia 1 e corn 35 UI de
hCG as 17 horas do dia 3, sendo a remocao dos oOcitos
realizada as 10 horas do dia 4. Apes o sacrificio dos animais,
os ovidutos direito e esquerdo foram retirados, colocados
em placas de Petri descartaveis contendo gotas de 100 ill
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 oOcitos e celulas 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
celulas do ciimulos. Os oOcitos foram entao aspirados e
lavados tres vezes em meio HEPES'. Tripsina foi adicionada
para promover a remocao da zona pehicida. 17 . ApOs alguns
minutos em meio HEPES com tripsina, os oOcitos foram
aspirados e colocados em placas contendo meio TALP na
proporcdo 15 o6citos para cada gota de 100 ul e cobertas
com Oleo mineral.

0 semen foi descongelado a 39°C por I minuto e
avaliado quanto a motilidade e vigor. Para o teste de
capacitacdo espermatica foram utilizadas 3 tecnicas: Percoll,
Swim-up e Swim-up + 1 hora em estufa de CO., a 38°C.

A tecnica 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 urn tubo, de maneira a
formar dois gradientes e deixar estabilizar por uma hora
em placa aquecida. Colocar o semen descongelado sobre o
tubo, centrifugar por 30 minutos a 8 g, desprezar o
sobrenadante e diluir o pellet em meio TALP.

A tecnica do Swim-up consiste em diluir o semen
na proporcao 1:1 em meio TALP modificado e centrifugar
por 10 minutos a 100 g. ApOs a centrifugacao, o
sobrenadante é desprezado e ao pellet é adicionado meio
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TALP na proporcao 1:1 e mantido em temperatura ambiente
por 30 minutos.

A tecnica do Swim-up + 1 hora em estufa de CO, a
38°C somente difere da anterior por manter o pellet, apOs
adicao de meio TALP, 1 hora em estufa de CO, a 38°C.

Em cada gota de 100 1.t1 contendo 15 o6citos foram
adicionados 25 pi do semen contendo 50.000 espermatozOides
vivos. As placas foram mantidas em estufa de CO, por 3 horas.

ApOs esse period°, com auxilio da lupa, os oOcitos
foram retirados de cada gota, colocados em lamina, corados
com orceina acetica e lacrados com esmalte apOs a colocacdo
da laminula. Em seguida, os o6citos foram examinados sob
microscopia de contraste de fase.

RESULTADOS

Foram considerados como o6citos penetrados aqueles
que apresentaram no seu interior a descondensacdo da cabeca
do espermatozOide 18 (Fig. 1). Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tab. 1. Os dados referentes a avaliacdo

espermatica pre-congelacdo estdo relacionados na Tab. 2.
Anormalidades espermaticas estao apresentados na Tab. 3.
Dados referentes a motilidade e vigor espermaticos antes e
ap6s a congelacdo estdo apresentados na Tab. 4.

Figura 1
EspermatozOide de ono. pintada (Panthera onca) corn a cabeca
descondensada no interior de micito heterOlogo.

Tabela 1
Porcentagem de penetracdo, de semen congelado de onca pintada (Panthera onca), em oOcitos de hamster livres de zona pelticida,
utilizando as tecnicas Percoll, Swim-up e Swim-up + lh em estufa de CO 2 a 38°C, Sao Paulo, 1999.

Animals
	

Percoll

1	 36,0% (23/64)
2	 26,1% (6/23)
3	 17,4% (9/52)

Porcentagem Total de penetracdes 	 x = 26,5% (381139)1

Swim-up

8,0% (4/50)
44,5% (4/9)

7,5% (11/148)
x = 8,1% (19/207)b

Swim-up + lh em
estufa Coe a 38°C

0% (0/50)
0% (0/11)
0% (0/19)

x = 0% (0/80
x2 = 19,93; p < 0,05; ''b 'c = Diferentes estatisticamente.

Tabela 2
Avaliacdo, pre-congetamento, do semen de micas pintadas (Panthera onca), mantidas em cativeiro, Sao Paulo, 1999. 

	Animals 	 	 Volume	 Motilidade 	 	 Vigor
1	 21 ml	 70%	 3
2	 7 mi	 90%	 5
3	 5 ml	 70%	 3

	

M/DP	 11 ± 8,7	 ,

	

76,7 ± 11,5	 3,7 ± 1,2 

pH
70
7,5
7,0

7,2 ± 0,3 

Concentracäo
0,1 x 10G/m1

25,0 x 106/ml
6,0 x 106/m1 
10,4 ± 13,0      

Tabela 3
Anormalidades espermaticas do semen de oncas pintadas (Panthera
onca) mantidas em cativeiro, Sao Paulo, 1999.

Animals 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+9,6 68,3±9,6 57±16,8 1,3 ± 9,29

DISCUSSÃO

A media de penetracOes da tecnica Percoll (26,5%) foi
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Tabela 4
Analise do semen de oncas pintadas (Panthera onca) mantidas
em cativeiro, pre e pOs-congelacdo, Sao Paulo, 1999.

Pre
	

Pe's
Vigor Motilidade Vigor

3	 1	 50%	 3
5	 20%	 3
3	 20%	 2

,7± 1,2 30± 17,3 2,7 ± 0,6

significativamente maior comparada a tecnica Swim-up
(8,1%), sendo que nao houve penetracdo utilizando a tecnica
Swim-up + 1 hora em estufa de CO., a 38°C (X' = 19,93; p <

Animals Motilidade
1	 70°l°
2	 90%
3	 70%

M/DP 76,7 ± 11,5
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0,05).
Byers et al.' observaram que a porcentagem de

penetracOes de semen congelado de tigre (Panthera tigris) em
oOcitos de hamster livres de zona pelncida, sem pre-incubacdo
em estufa de CO„ foi de 7,6 ± 5,6%, enquanto, apOs 2 horas
de incubacdo, não houve penetracdo (0%). Em nosso
experimento, resultado semelhante foi encontrado para ono.
pintada (Panthera onca), em que a utilizacdo da têcnica Swim-
up corn meio TALP e pre-incubacdo de I hora em estufa de
CO, a 38°C nä° foi eficiente, nä() determinando penetracdo,
sendo a taxa de penetracdo sem pre-incubacdo de 8,1%.

Em estudo realizado em gatos domesticos,
normospermicos e teratospermicos, em relacdo a penetracdo
em oOcitos de hamster livres de zona pelticida e oOcitos
homOlogos corn zona pehicida intacta, verificou-se que a
porcentagem de penetraciio do grupo normospermico foi
significativamente maior (21,1% e 58,1%) comparada a do
grupo teratospermico (5,6% e 16, 9%)9.

A porcentagem de penetracao em oOcitos de hamster
livres de zona pellicida obtida foi menor, quando comparada
encontrada por Howard et a1. 9 utilizando semen congelado de
gatos domesticos normospermicos (21,1%), porem, maior que
a determinada por estes autores para gatos domesticos
teratospermicos e para semen congelado de tigres (Panthera
tigris) (7,6 ± 5,6%)3 .

Podemos notar que em felinos, de maneira geral, ha
uma baixa porcentagem de penetracdo, a qual pode estar
associada ao elevado indice de espermatozOides
morfologicamente anormais. A analise da morfologia
espermatica, em nosso experimento, mostrou elevado Indice
de espermatoz6ides anormais 68,3 ± 9,6%.

A literatura apresenta poucos trabalhos avaliando semen
de oncas (Panther(' onca). Porem, os resultados obtidos indicam
que os animais estudados podem estar comprometidos quanto a
fertilidade4•14•15 . 0 ruimero de espermatozOides anormais
encontrados em onca pintada (Panthera onca) variou de 33,7%14
a 41,8% 10 . Em estudo recente, realizado em zoolOgicos
brasileiros, a morfologia espermatica mostrou elevado indice
de espermatozOides anormais (53,3%) 15 , sendo que esses

resultados podem indicar comprometimento corn a fertilidade
As causas da baixa qualidade espermatica e elevado

indice de espermatozOides morfologicamente anormais sdo
de dificil avaliacao. Geralmente as alteracOes de qualidade
espermatica estão diretamente relacionadas a tres grandes
fatores: geneticos, nutricionais e ambientais.

A baixa qualidade espermatica corn mais de 75% de
espermatozOides anormais tern sido associada a baixa
variabilidade genetica em guepardos (Acinonys jubatus) 19 . Em
pantera da florida (Felis concolor corvi), subespecie de puma
que apresenta elevado grau de consangiiinidade e concomitante
perda de variabilidade genetica, a incidencia de
espermatozOides anormais esta em torno de 95%'°. A realizacdo
de analise de variabilidade genetica e/ou o estudo de
paternidade podem contribuir substancialmente para a
elucidacao da causa da baixa qualidade espermatica, ja que os
animais estudados sdo de origem desconhecida.

0 elevado Indice de anormalidades espermaticas, em
micas pintadas (Panthera onca), mantidas em cativeiro, pode
estar relacionado a deficiencias de vitamina A e E' 5 . AlteracOes
e reducao na espermatogenese foram associadas a deficiencia
dessas vitaminas''' "2.

Fatores ambientais tambern podem promover alteracOes
na qualidade espermatica. 0 tipo de recinto, o niimero de
animais por recinto e a interacao tratador-animal sdo
determinantes para o sucesso reprodutivo de felinos em
cativeiro u . Mais estudos devem ser conduzidos corn a
finalidade de avaliar a fertilidade destes animais e ate que
ponto a variabilidade da especie pode estar comprometida.

Analisando os resultados, conclulmos que a tecnica
do Percoll sem capacitacdo em estufa de CO, a 38°C foi mais
eficiente para a realizacdo do ensaio de penetracdo,
comprovando a capacidade de penetracdo dos espermatozOides
de oncas pintadas (Panthera onca), pOs-congelamento, em
o6citos de hamster livres de zona pehicida.
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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 oocyte penetration assay. We used frozen/thawed semen from 3 animals housed at Bosque dos Jequitibas,
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 oocyte 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.

465



PAZ, R.C.R.; ZUGE, R.M.; BARNABE, V.H.; MORATO, R.G.; FELIPPE, P.A.N.; BARNABE, R.C. Avaliacdo da capacidade de penetracao de
semen congelado de onca pintada (Panthera onca) em oOcitos heternlogos. Braz. J. vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 37, n. 6, p. 462-466, 2000.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAVISTER, B.D.A. A consistently successful procedure for in vitro
fertilization of golden hamster eggs. Gamete Research, v.23,
n.4, p.139-58, 1989.

BLOM, E. On the evaluation of bull semen with special reference
to the employment for artificial insemination. Copenhague:
Carl F. Mortensen, 1950. p.200-23.

BYERS, A.P.; HUNTER, A.G.; SEAL, U.S.; BINEZIK, G.A.;
GRAHAM, E.F.; REINDL, N.J.; TILSON, R.L. In vitro induction
of capacitation of fresh and frozen spermatozoa of the Siberian
tiger (Panthera tigris). Journal of Reproduction and Fertility,
v.86, n.2, p.599-607, 1989.

CARVALHO, C.T. Semen em grandes felinos. Revista de Medicina
Veterimiria, v.2, n.4, p.195-201, 1968.

DONOGHUE, A.M.; JOHNSTON, L.A.; SEAL, U.S.;
ARMSTRONG, D.L.; SIMMONS, L.G.; GROSS, T.; TILSON,
R.L.; WILDT, D.E. Ability of thawed tiger (Panthera tigris)
spermatozoa to fertilize conspecific eggs and bind and penetrate
domestic cat eggs in vitro. Journal of Reproduction and
Fertility, v.96, n.2, p.555-64, 1992.

FELDMAN, E.D.; NELSON, R.C. Clinical and diagnostic evaluation
of the male reproductive tract. In: FELDMAN, E.D.; NELSON,
R.C. Canine and feline endocrinology and reproduction.
Philadelphia : W.B. Saunders Company, 1996. p.673-90.

FIRST, N.L.; PARRISH, J.J. In vitro fertilization of ruminants.
Journal of Reproduction and Fertility, v.34, p.151-65, 1987.

GANGULY, J.; RAO, M.R.S.; MURTHY, S.K.; SARADA, K.
Systemic mode of action of vitamin A. Vitamins Hormones,
v.38, p.1-5, 1980.

HOWARD, J.; BUSH, M.; WILDT, D. Teratospermia in domestic cats
compromises penetration of zona-free hamster ova and cat zonae
pellucidae. Journal of Andrology, v.12, n.1, p.36-45, 1991.

HOWARD, J.G. Semen collection and analysis in carnivores. In:
FOWLER, M.E. Zoo & wild animal medicine current therapy.
3.ed. Philadelphia : W.B. Saunders, 1993. p.390-9.

11- HUANG, H.F.S.; DYRENFURTH, I.; HEMBREE, W.C. Endocrine
changes associated with germ cell loss during vitamin A induced
recovery of spermatogeneses. Endocrinology, v.112, n.4, p.1163-
71, 1983.

JOHNSON, A.D.; GOMES, W.R.; VANDERMARK, N.L. The
Testis. New York : Academic Press, 1970. v.3, p.170.

MELLEN, J.D. Factors influencing reproductive success in small
captive exotic felids (Felis spp.): a multiple regression analysis.
Zoo Biology, v.10, n.2, p.95-110, 1991.

MISS-FTLHO, A.; TELECHEA, N.L.; BOHRER, J.L. ; WALLAWER,
W.P. Producdo espermatica de Panthera onca. Arquivos da
Faculdade de Medicina Veterimiria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, v.2, n.1, p.55-65, 1974.

MORATO, R.G. Reproducao em onca pintada Panthera onca
(Linnaeus, 1758): avaliacao do metodo para contencao e para
obtencdo de semen, caracterizacao do ejaculado, biometria
testicular, niveis sericos de testosterona e sazonalidade. Sao Paulo,
1997. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo.

ROELKE, M.E.; MARTENSON, J.S.; O'BRIEN, S.J. The
consequences of demographic reduction and genetic depletion
in the endangered Florida panther. Current Biology, v.3, n.6,
p.340-50, 1993.

SCHELLANDER, K.; BRACKET, B.G.; KEEFER, C.L.; FAYRER-
HOSKEN, A.R. Testing capacitation of bull sperm with zona-
free hamster ova. Animal Reproduction Science, v.18, n.1-3,
p.95-104, 1989.

SIDHU, K.S.; KAUR, J.; GURAYA, S.S. A preliminary of a zona-
free hamster oocyte penetration test for evaluation the fertility of
buffalo sperm. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
REPRODUCTION IN DOMESTIC RUMINANTS, 4., Townsville,
1994. Proceedings. Townsville : s.c.p., 1994. v.1, p.57.

WILDT, D.E.; BUSH, M.; HOWARD, J.G.; O'BRIAN, S.J.;
MELTZER, D.; VAN DYK, A.; EBEDES, H.; BRAND, D.J.
Unique seminal quality in the South African cheetah and a
comparative evaluation in the domestic cat. Biology of
Reproduction, v.29, p.1019-25, 1983.

Recebido para publicacäo: 20/01/2000
Aprovado para publicacäo: 12/12/2000

466


	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5

