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Resumo

Os grandes felideos sdo predadores de topo de cadeia com um papel essencial nos ecossistemas
globais. O conceito de Conservagdo Unica propde a reprodugio artificial como uma das ferramentas para
reduzir a vulnerabilidade dessas espécies. Este manuscrito teve como objetivo avaliar o que ha de novo na
reproducdo de grandes felideos na ultima década. O conhecimento da fisiologia e do comportamento
reprodutivo ¢ o primeiro passo para o desenvolvimento de tecnologias reprodutivas em animais
selvagens. Nos grandes felideos, o comportamento copulatorio ¢ de fundamental importancia, pois
necessitam de mecanismos de inducdo da ovulagdo, que podem ser mecanicos, sensoriais ou via
administracdo de hormdnio luteinizante. O sucesso no cuidado neonatal representa o sucesso da
tecnologia reprodutiva em fémeas. Na ultima década, o sucesso da inseminacdo artificial foi relatado
apenas em tigres-siberianos e leopardos da Anatodlia, e a inseminagdo de ongas-pintadas ¢ foco de
pesquisa do Instituto Reprocon, trocando material genético entre ambientes in situ e ex situ por meio de
inseminacdo artificial. Para obter o6citos viaveis de alta qualidade, a técnica de escolha é a colheita de
odcitos por laparoscopia. A produgao de embrides in vitro enfrenta desafios para a maturagao eficiente de
odcitos e sua vitrificagdo eficiente. As técnicas reprodutivas precisam de estudos aprofundados em
grandes felideos para atingir a repetibilidade necessaria para uma aplicagao eficiente na conservagao.

Palavras-chave: embrido, odcito, in vitro, inseminagdo artificial, Panthera.
Abstract

Big cats are apex predators with an essential role in global ecosystems. The One Conservation
concept proposes artificial reproduction as one of the tools to reduce the vulnerability of these species.
This manuscript aimed to assess what is new in big cat reproduction in the last decade. Knowledge of
reproductive physiology and behavior is the first step towards developing reproductive technologies in
wild animals. In big cats, copulatory behavior is of fundamental importance because they need ovulation
induction mechanisms, which can be mechanical, sensory, or via the administration of the luteinizing
hormone. The success in neonatal care represents the success of reproductive technology in females. In
the last decade, successful artificial insemination was only reported in Siberian tigers and Anatolian
leopards. Jaguar artificial insemination focuses on research at the Reprocon Institute, exchanging
genetic material between in situ and ex situ environments thru artificial insemination. The technique of
choice is laparoscopic ovum pick-up to obtain high-quality viable oocytes. The production of in vitro
embryos faces challenges for the efficient maturation of oocytes and their efficient vitrification.
Reproductive technologies need in-depth studies in big cats to achieve the repeatability necessary for
efficient application in conservation.
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Introducao

Desempenhando papéis essenciais em ecossistemas globais ajudando a regular o ambiente em
que habitam, os grandes felideos sao predadores de topo de cadeia compostos por tigres (Panthera tigris),
ledes (Panthera leo), ongas-pintadas (Panthera onca), leopardos (Panthera pardus), ongas-pardas (Puma
concolor), chitas (Acinonyx jubatus) e leopardos-das-neves (Panthera uncia). Essas sete espécies sdo
subdivididas em 30 subespécies, e todas vém sofrendo pressdes antropicas significativas, diminuindo as
populagodes de vida livre e resultando em diferentes niveis de ameaga quanto ao risco de extingao.

A conservacao dessas espécies e subespécies depende de agdes para reduzir sua vulnerabilidade,
onde o conceito de Conservagdo Unica (Pizzutto et al., 2021) propde a reproducio artificial (RA) como
estratégia viavel. O desenvolvimento dessas técnicas seria fundamental para permitir seu uso para
reconstruir o equilibrio em niimero de animais (Baldassarre et al., 2015) e permitir a troca de material
genético entre populagdes in situ e ex situ. A RA requer a formagdo de bancos de germoplasma (bio-
bancos), que podem garantir a preservacdo de espécies raras e ameacadas de extingdo no futuro
(Comizzoli, 2017). O wuso futuro desse material genético permite a reprodugdo direcionada e,
consequentemente, reduz incompatibilidades genéticas e disseminagdo de doengas (Pizzutto et al., 2021).

Para que a aplicagdo dessas técnicas seja bem-sucedida, é necessario um conhecimento solido da
fisiologia reprodutiva e do comportamento reprodutivo das espécies. As informacdes sobre a fisiologia
ovariana, por exemplo, sdo um fator chave no desenvolvimento de protocolos e procedimentos eficazes
de estimulacdo ovariana, como fertilizagdo in vitro (FIV) e transferéncia de embrides (TE). Portanto,
pesquisas basicas sobre o conhecimento do comportamento copulatéorio e o aprimoramento dos
protocolos de inducdo da atividade ovariana, colheita de odcitos e FIV sdo necessarias para permitir a
implantagdo de programas de reprodugfo assistida, contribuindo assim para o revigoramento genético de
espécies em areas em que estdo criticamente ameacadas.

Assim, este manuscrito tem como objetivo atualizar o que ha de novo na reprodugéo de felideos
na ultima década, com énfase em onga-pintada e onca-parda, visto que sdo as duas espécies de grandes
felideos pertencentes a fauna brasileira.

Conhecimentos basicos

Para iniciar o desenvolvimento das biotécnicas reprodutivas, ¢ necessario desvendar a fisiologia

reprodutiva € o comportamento copulador da espécie. Os grandes felideos, em geral, possuem
caracteristicas comuns que permitem extrapolacao de achados entre espécies.
Na ultima década, estudos sobre comportamento reprodutivo puderam ser realizados com maior
facilidade utilizando técnicas de videomonitoramento e coleiras equipadas com GPS. Comparado ao
ambiente ex situ, o estudo de animais in situ requer recursos financeiros e humanos mais significativos,
mas as coleiras GPS geram padrdes de comportamento que podem contribuir para esse entendimento.

Na ultima década, estudos em populagdes in situ de grandes felideos foram realizados com
leopardo-das-neves avaliando o momento da reproducdo e a idade de dispersdo das crias (Johansson et
al., 2021), em ledes-asiaticos o acasalamento multi-machos como estratégia das leoas ante ao infanticidio
(Chakrabarti and Jhala, 2019) e em leopardo-persa o comportamento copulatério precoce de macho
subadulto (Arasteh et al., 2020). Estudos foram realizados em ambiente ex situ em leopardos da Anatolia
sobre o comportamento de fémea gestante e nos primeiros partos (Ertuev and Semenov, 2019), em tigres-
siberianos foi avaliada a poliandria e a heteropaternidade (Liu et al., 2013), em tigres (siberiano, malaio e
de Sumatra) sobre os fatores que influenciam o sucesso reprodutivo, a ciclicidade ovariana e a
sobrevivéncia dos filhotes (Saunders et al., 2014), em ledes sobre métodos contraceptivos (Braga et al.,
2020) e avaliagdo do ciclo estral por citologia vaginal (Callealta et al., 2020), e em leopardos-indianos o
comportamento reprodutivo (Allwin et al., 2016).

Em ongas-pardas, Lagos et al. (2020) reportaram a copula entre fémeas, um comportamento
relacionado a dominancia e hierarquia entre animais do mesmo sexo; e Benson et al. (2012) reportaram
cio (manifestacdo comportamental de estro) por outras razdes que ndo a reproducdo (pseudocio),
sugerindo que ongas-pardas associam com machos enquanto amamentam filhotes para manter relagdes
amigaveis e evitar o infanticidio. Ambos os comportamentos foram visualizados também em oncas-
pintadas por pesquisadores do Reprocon (dados ndo publicados). J4 em ongas-pintadas, Jedrzejewski et
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al. (2021) verificaram o efeito do sexo, idade e estado reprodutivo em padrdes diarios de atividade, onde
fémeas em ciclando sd3o mais ativas que fémeas em fases ndo-reprodutivas; Jorge-Neto et al. (2020b)
avaliaram a intera¢do durante o estro entre uma fémea e um macho criptorquidico unilateral monitorados
por colar de GPS, onde padrdes de telemetria ndo demonstram sucesso reprodutivo no periodo avaliado.

O comportamento copulatério da onga-pintada foi descrito de forma qualitativa a partir dos
primeiros sinais de proceptividade da fémea até a finalizagdo da copula por Jorge-Neto et al. (2018), onde
quase metade dos eventos de monta na espécie pode ocorrer sem penetracdo peniana e, nesses casos,
acredita-se que a ejaculagdo ndo ocorra. Ainda, durante o estro da fémea, diversas copulas ocorrem,
auxiliando a ocorréncia de ovulagdes multiplas e garantindo um numero suficiente de copulas com
ejaculacdo, permitindo que um numero adequado de espermatozoides seja depositado na vagina.

Em relacdo ao ciclo estral em ongas-pintadas, a maturidade sexual ocorre em torno de 22 meses
de vida, o ciclo estral possui duragdo média (+erro padrao da média) de 38,3 + 2,5 dias (Viau et al.,
2020), a duragdo média (+ desvio-padrio) do estro ¢ de 6,5 £ 0,3 dias ¢ a duragdo da gestagdo de uma
fémea avaliada foi de 98,0 dias (Barnes et al., 2016).

Por décadas acreditou-se que a estimulagdo peniana na mucosa vaginal durante a copula era a
forma de indug¢do da ovulacdo em grandes felideos. No entanto, em estudos recentes envolvendo
individuos mantidos sob cuidados humanos, Gonzalez et al. (2017) relataram atividade lutea em fémeas
ndo gestantes colocadas em compartimentos individuais sem contato visual com machos, sugerindo que a
ovulagdo espontanea possa ocorrer ocasionalmente. Apesar da auséncia de contato visual, as fémeas
estavam proximas suficientes para ouvir a vocalizagdo e sentir o cheiro dos machos. Curiosamente, por
meio da analise hormonal de esteroides fecais, Barnes et al. (2016) relataram ovulagdo espontanea em
fémeas alojadas com machos e nenhuma ocorréncia de ovulagdo espontinea em fémeas mantidas sem
machos. Apds comparar a ovulagdo em fémeas divididas em trés grupos: com o contato fisico, sem o
contato fisico mas proximo aos machos, e isolada, Jorge-Neto et al. (2020a) elucidaram que a ovulagéo
pode ocorrer por estimulos sensoriais, ndo apenas de forma espontanea. Esses resultados abrem um novo
caminho a respeito dos estimulos sensoriais que podem induzir a ovulagdo em felideos, extinguindo a
ideia de que somente o estimulo mecanico da cdpula teria esta fungdo e trazendo a luz a possibilidade de
estimulos auditivos, olfativos e até mesmo pela agdo de feromdnios atuando neste mecanismo fisiologico.

Estimulacao da atividade ovariana

O grande diferencial de um protocolo de estimulagdo hormonal em felideos selvagens, seja para
a inseminagdo artificial, ou para as demais biotécnicas reprodutivas, envolve a administracdo dos
horménios através de dardos disparados por uma zarabatana ou rifle, e ndo na manipulagdo direta do
animal. Isso envolve possiveis erros em dosagens, uma vez que parte do produto pode ser inoculado
intramuscular e parte subcutaneo, parte se perder entre subcutineo e pele ou mesmo por perdas no
espago-morto entre a seringa ¢ a agulha do dardo (Rosenfield et al., 2021). Ainda assim, ¢ a Unica
maneira possivel de trabalhar tanto ex sifu, quanto in situ, na tentativa de otimizar a formagéo de banco de
germoplasma e multiplicar os animais de nossos diferentes biomas, através das biotécnicas reprodutivas
disponiveis no momento.

Inseminacio Artificial (IA)

Na ultima década, muito pouco foi relatado em relacdo a inseminacdo artificial em grandes
felideos. O sucesso da técnica consiste no depdsito eficiente do s€émen no titero da fémea, até os cuidados
neonatais, e incluindo o posterior nascimento dos filhotes e o éxito no seu desenvolvimento e desmame.
Assim, o sucesso da inseminagdo artificial apenas foi relatado em tigres-siberianos pela técnica
intratubaria (Lambo et al., 2014) e pela inseminag¢ao ndo cirargica em leopardo da Anatolia (Liiders et al.,
2015) e ledes-africanos (Callealta et al., 2019). O unico caso que se tem de relato de nascimento de onga-
pintada — e noticiado pela midia, o filhote ndo veio a termo, morrendo pouco apds o nascimento
(Andrade, 2019).

Atualmente o Reprocon, nosso grupo de pesquisa em preservacdo de felideos selvagens, estd
desenvolvendo um protocolo de inseminagédo artificial laparoscopica em ongas-pintadas que envolve o
uso de um progestageno, prostaglandina e eCG. O trabalho estd sendo realizado no Instituto Onga-Pintada
e consiste na troca de material genético entre espécimes in situ e ex situ. Para isso, o projeto tem
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autorizagdo do Sisbio para captura de animais de vida livre e manuteng@o temporaria em ambiente ex situ.
O sémen, quando colhido de machos de vida livre, ¢ usado em fémeas ex situ e, quando colhido de
machos em ambiente ex situ, ¢ usado em fémeas in situ (dados ndo publicados). O éxito neste projeto
abrira uma importante expectativa para a oxigenacdo genética de populacdes de vida livre isoladas e
também para a populagdo mantida sob cuidados humanos.

Aspiracio Folicular por Laparoscopia (LOPU)

A LOPU ¢ a técnica mais confiavel e eficiente para obter oocitos de alta qualidade de grandes
felideos para uso na produgéo in vitro de embrides (PIVE) e na transferéncia nuclear de células somaticas
(SCNT) (Baldassarre et al., 2017; Jorge Neto et al., 2018). A técnica realizada sob anestesia geral
inalatéria € minimamente invasiva e apresenta repetibilidade e confiabilidade, permitindo a observagao
das estruturas presentes nos ovarios ¢ a pun¢do dos foliculos através da observagdo laparoscopica, além
de uma réapida recuperagdo da fémea apds o procedimento e, em geral, sem complicagdes cirirgicas
(Jorge Neto et al., 2018).

Na ultima década, a LOPU foi utilizada eficientemente para obten¢do de odcitos em chitas
(Crosier et al., 2020, 2017), em ongas-pardas (Baldassarre et al., 2015, 2017; Jorge Neto et al., 2018) e
em ongas-pintadas (Jorge-Neto et al., 2020a; Jorge Neto et al., 2018), sendo os procedimentos realizados
pelo Reprocon nas duas ultima espécies.

A LOPU ¢ segura e eficiente, resultando odcitos em altos niimeros (>20/onga) e qualidade
(>80% viaveis), podendo ser repetida na mesma fémea varias vezes sem causar sequelas com impacto
negativo em sua vida reprodutiva (Jorge Neto et al., 2018). Avaliacdo de procedimentos de LOPU
sequenciais em duas ongas-pardas demonstraram que ndo houve sequelas pelo procedimento (como
aderéncias e cicatrizes ovarianas), nao afetando assim a capacidade do animal em responder ao
tratamento hormonal e obter odcitos viaveis em procedimentos subsequentes (Baldassarre et al., 2017).
Os mesmos pesquisadores também relatam que um terceiro animal submetido a LOPU foi,
posteriormente, reintroduzido na natureza equipado com um colar de GPS, ¢ abatido por cagadores
ilegais. Através do monitoramento, o cadaver foi recuperado, e no exame necroscopico foram
encontrados dois fetos, reforgando que a LOPU é um procedimento seguro e ndo impacta negativamente
na fertilidade do animal. Em ongas-pintadas, o grupo de pesquisa Reprocon realizou dois procedimentos
de LOPU nas mesmas fémeas (n = 6) e os resultados corroboram Baldassarre et al. (2017), ndo ocorrendo
sequelas relacionadas ao primeiro procedimento. Ainda, quatro das seis fémeas que foram pareadas com
machos, todas gestaram e pariram com sucesso.

Maturacao de oocitos in vivo vs in vitro

Independente da biotécnica que venha a ser utilizada na preservagdo do germoplasma feminino
das oncgas-pardas e pintadas, além da melhoria dos protocolos de estimulagdo hormonal para maturagdo
de odcitos in vivo ou in vitro e da técnica de LOPU, ¢ fundamental a testagem e desenvolvimento de
meios de maturacdo (MIV), capacitacdo espermatica, fertilizagdo (FIV) e cultivo in vitro (CIV), bem
como criopreservacdo de odcitos e embrides.

A qualidade e a quantidade de oocitos maturados in vivo e in vitro de ongas-pardas e de ongas-
pintadas foram comparadas por Jorge Neto (2019). Dezoito procedimentos foram realizados em 12 ongas-
pintadas e 13 procedimentos em 11 ongas-pardas, que receberam uma dose de eCG 110 horas antes da
LOPU. Para a maturacdo in vivo, parte das f€meas também recebeu aplicagdo de hCG 25 horas antes da
LOPU. Ambas, pardas ¢ pintadas, responderam a estimulagdo hormonal, com destaque para as ongas-
pardas, nas quais foram obtidos 204 odcitos expandidos de 205 aspirados (99,5%) de fémeas tratadas com
hCG e 211 odcitos de animais ndo tratados, submetidos & MIV. Nas oncas-pintadas; 68,75% dos ovdcitos
de fémeas tratadas com hCG estavam expandidos e passiveis de FIV, demonstrando a eficacia do
protocolo hormonal. Ao comparar as duas espécies (onga-parda vs. onga-pintada), a quantidade total de
od6citos viaveis aspirados (35,08 = 5,72 vs. 14,09 £ 5,98) diferiu estatisticamente (one-way ANOVA e t-
Test, P<0,05), porém em ambas o protocolo foi eficiente.

A maturagdo in vivo de odcitos pode aumentar a conversdo de odcitos em embrides em
comparagdo com a maturagdo in vitro. No entanto, quando maturado in vivo, o tempo entre a LOPU ¢ a
FIV ¢ reduzido, tornando muitas vezes impossivel o transporte de oocitos de locais mais remotos ao
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laboratorio. Novas pesquisas devem trazer solugdes para aumentar a eficiéncia da maturagdo in vitro e
desenvolver procedimentos e equipamentos que permitam a fertilizagdo in vitro em locais remotos,
permitindo o uso de odcitos maturados in vivo.

Producio In Vitro de Embrides (PIVE)

Oocitos de ongas-pardas (n=2) e ongas-pintadas (n=3) colhidos por LOPU foram submetidos a
PIVE (Jorge Neto, 2019), das quais uma onga-parda e duas ongas-pintadas receberam hCG visando a
maturagdo oocitaria in vivo, e as demais sem estimulacdo por hCG, visando maturagdo in vitro. Foi
utilizado sémen de um macho de cada espécie, obtido por colheita farmacologica por cateterismo uretral
(Araujo et al., 2018), diluido e resfriado com OptiXcell (IMV Technologies, Franca), e os o6citos foram
inseminados em gotas de FIV. Apods 18 horas, aproximadamente, os provaveis zigotos foram transferidos
para cultivo em meio mSOF sob 6leo, por seis dias quando, hipoteticamente, atingiriam o estagio de
blastocisto. Independente do tipo de maturagdo, in vivo ou in vitro, ndo houve clivagem dos odcitos das
duas ongas-pardas, enquanto nas ongas-pintadas 53,1% dos odcitos maturados in vivo clivaram vs 0% dos
maturados in vitro. No entanto, contaminacdo fingica e bacteriana oriunda do sémen contaminou o
cultivo dos embrides, cessando as clivagens.

A ICSI foi realizada pela primeira vez em ledes-africanos por Fernandez-Gonzalez et al. (2015),
que comparou dois meios de maturagdo em o6citos de quatro leoas e s€émen colhido do epididimo de um
ledo, eutanasiados. De 68 odcitos colocados em MIV, 25 (36,8%) foram submetidos a ICSI 32 a 34h apos
a colocagdo no meio de maturacdo. A clivagem foi avaliada 30h ap6s a ICSI, resultando em 11 (44%)
zigotos presumiveis € em 4 (16%) blastocistos. Felideos possuem alta taxa de formas espermaticas
anormais ou teratospermia (Pukazhenthi et al., 2001) e, usualmente, com baixa congelabilidade,
especialmente em animais sob cuidado humanos (G. Araujo et al., 2020; Araujo et al., 2018; Deco-Souza
et al., 2013). A ICSI possibilita o aproveitamento de amostras de sémen de baixa qualidade que ndo sao
viaveis para IA e PIVE, sendo uma ferramenta crucial no desenvolvimento de técnicas reprodutivas
nessas espécies.

Em chitas, Crosier et al. (2020) relataram o nascimento de dois filhotes oriundos de PIVE. Trés
doadoras foram estimuladas com eCG, e a maturagéo in vivo dos odcitos foi estimulada com a aplicagdo
de LH. Um total de 48 o6citos foram recuperados por LOPU e a FIV foi realizada com um pool de s€émen
de trés machos diferentes resfriado a 4° C por 2,5h. Os embrides de duas e quatro células foram
inovulados em trés receptoras, resultando no nascimento de um casal.

Vitrificacao de odcitos

A eficiéncia da vitrificagdo foi avaliada por Jorge Neto (2019) em od6citos de trés ongas-pardas,
dos quais 42 maturados in vivo sob estimulo de hCG e 55 maturados in vitro. A qualidade dos odcitos
reaquecidos ocorreu com a estabilizagdo em meio FIV a 38,5°C em atmosfera umida, com 5% de CO2
em ar por duas a quatro horas, sendo avaliada a integridade, cor e homogeneidade do citoplasma e da
zona pelucida.

A avaliagdo foi realizada em dois momentos distintos (Carelli et al., 2017). No primeiro um total
de 41 oocitos (21 maturados in vivo e 20 maturados in vitro) foram reaquecidos e a FIV foi realizada com
sémen colhido do epididimo de um doador post mortem. Na segunda ocasido, 40 odcitos (14 maturados in
vivo e 26 maturados in vitro) foram reaquecidos e realizada a FIV com sémen fresco colhido por
cateterizacdo uretral (G. R. Araujo et al., 2020), mantido por duas horas a 24°C. Em ambas as ocasides,
os presumiveis zigotos foram transferidos para o cultivo in vitro aproximadamente 21 horas apds a FIV.
Porém, os odcitos maturados in vitro degeneram pos-aquecimento — sendo visualizado pos-FIV, o que
leva a supor que ndo houve maturagdo in vifro, ou que a solucao de vitrificagdo utilizada ndo é adequada a
odcitos maturados no meio MIV utilizado.

Em ledes-africanos, Zahmel et al. (2021) colheram odcitos por fatiamento de ovarios de leoas
eutanasiadas. Foram recuperados 119 odcitos, dos quais 60 foram para maturacdo in vitro (MIV), 59
foram vitrificados e, apds o aquecimento, seguiram para MIV. Tanto os odcitos imaturos vitrificados
quanto os frescos responderam a maturacdo in vitro com resultados semelhantes. Todos os o6citos foram
submetidos a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), mas os embrides derivados de
odcitos vitrificados ndo progrediram além do estagio de clivagem.
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Os resultados com vitrificagdo de oocitos imaturos em leoa, somados aos pdr nos obtidos em
onga-parda, demonstram que mais solu¢des e métodos de vitrificacdo deverdo ser testados para que possa
ser viabilizado o aproveitamento de ovarios de animais mortos em acidentes, pela caga indiscriminada ou
eutanasiados, para posterior MIV. A viabilizagdo da vitrificagdo permitira que o00citos sejam
criopreservados ¢ armazenados em biobancos (Zahmel et al., 2021), para que possam ser usados no
futuro, visando o conceito de conservacao unica (Pizzutto et al., 2021).

Conclusoes

Biotécnicas reprodutivas aplicadas as fémeas de grandes felideos ainda necessitam de estudos
aprofundados, principalmente em 4areas basicas como perfis hormonais, por exemplo. A falta de
repetitividade das técnicas aplicadas demonstra claramente esta necessidade. Somam-se a relativa pouca
informag@o sobre a fisiologia e comportamento reprodutivo destas fémeas, as diferengas entre dados
coletados de animais ex situ e in situ. O ambiente ex situ se mostra como um local mais facil para
obtengdo de dados, e desta forma como uma fonte importante de informagdes, vistos que muitos destes
plantéis sdo considerados populacdes de seguranca para a conservagdo. Contudo, a situagdo cativa pode
ser responsavel por alteragdes de padrdes reprodutivos, fato que pode diminuir a eficiéncia de técnicas
desenvolvidas ex situ quando utilizadas em fémeas de vida livre.
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