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RESUMO

A Panthera onca, € o maior felino das Américas e enfrenta um declinio populacional
significativo devido a perda de habitat, isolamento genético e pressdo antropica. A
criacdo de estratégias de conservacdo, incluindo biotecnologias reprodutivas,
tornam-se essenciais para garantir a manutencdo da diversidade genética da
espécie. Dentre essas estratégias, a criopreservacdo de sémen destaca-se como
uma ferramenta promissora, permitindo a preservagao e intercambio de material
genético entre zooldgicos e centros de pesquisa. O objetivo desta pesquisa foi
analisar os crioprotetores, na criopreservacdo do sémen da Panthera onca. A
revisdo integrativa dos trabalhos foi realizada com busca dos trabalhos cientificos
(artigos, teses, capitulos de livros, entre outros) indexados nas plataformas
SCOPUS, Web of Science ou Google Scholar. Foram encontrados 12 trabalhos com
esta tematica, majoritariamente com avaliagdes qualitativas e com aumento de
pesquisas na ultima década que indicam o uso de crioprotetores ndo penetrantes,
como a gema de ovo e o ACP-117c, como alternativas viaveis, preservando a
integridade dos espermatozoides e maximizando sua Vviabilidade pos-
descongelamento. Deste modo, conta-se com as biotecnologias reprodutivas
atuando como ferramenta relevante na conservagao desta espécie, uma vez que se
fazem necessarios protocolos de reproducdo assistida proprios para a espécie
supracitada. A manutencado do equilibrio ecolégico das populagbes de onga que
passam por forte decréscimo, como predador de topo na cadeia alimentar, mantém
o controle de mamiferos exoticos e controle “top-down” na cadeia.
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COMPARISON OF CRYOPROTECTORS IN CRYOPRESERVATION OF
PANTHERA ONCA (LINNAEUS, 1758) SEMEN: AN INTEGRATIVE REVIEW

ABSTRACT
Panthera onca, the largest felid in the Americas, is undergoing a marked population
decline due to habitat loss, genetic isolation, and increasing anthropogenic
pressures. The implementation of effective conservation strategies, including the
application of reproductive biotechnologies, is essential to preserve the species’
genetic diversity. Among these strategies, semen cryopreservation emerges as a
promising tool, enabling long-term storage and exchange of genetic material among
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zoological institutions and research centers. The objective of this study was to
evaluate the cryoprotective agents used in the cryopreservation of P. onca semen.
An integrative literature review was conducted by surveying scientific publications
(including peer-reviewed articles, theses, and book chapters) indexed in SCOPUS,
Web of Science, and Google Scholar. A total of 12 relevant studies were identified,
predominantly qualitative in nature, with a notable increase in research output over
the past decade. The findings highlight the use of non-penetrating cryoprotectants—
particularly egg yolk and ACP-117c—as viable alternatives that preserve sperm
structural integrity and enhance post-thaw viability. In this context, reproductive
biotechnologies represent a critical component of conservation programs for the
species, especially given the urgent need for species-specific assisted reproduction
protocols. Preserving the ecological role of P. onca as an apex predator is vital, as it
contributes to the regulation of exotic mammal populations and supports “top-down”
control within trophic networks.

KEYWORDS: Brazil; Conservation; Integrative Review; Panthera onca

INTRODUCAO

A Panthera onca (Linnaeus, 1758), conhecida como onga-pintada, € o maior
felino das Américas e o terceiro maior do mundo, uma espécie-bandeira que
representa a biodiversidade brasileira. Sua distribuigdo abrange o Norte da
Argentina, Paraguai, Brasil, Peru, Bolivia, Coldbmbia, Equador, paises da América
Central até alcancar o México (PAULA et al., 2013; SANDERSON et al., 2022). A
onca é considerada uma predadora de topo de cadeia alimentar, de habitos
solitarios e territorialista (FRAGOSO et al.,, 2023; MACHADO-AGUILERA et al.,
2024). Atualmente é classificada pela Unido Internacional para a Conservagao da
Natureza e Recursos Naturais (IUCN) como “Quase Ameacada” — NT (QUIGLEY,
2025), e esta em um declinio populacional acentuado, com cerca de metade da
populagao original e, em somatorio, a perda ou fragmentagcdo do habitat natural,
ocorre também o esgotamento de presas e a caga (TUCKER et al., 2018;
FRAGOSO et al., 2023).

Dentre os impactos mais severos a populacdo de ongas-pintadas, destaca-se
o isolamento populacional que ocorre com a perda e fragmentagao de habitats, o
que reduz a diversidade genética e provoca extingées locais (FRAGOSO et al.,
2023). Nesse sentido, a criopreservagdo emerge como uma estratégia de
conservagao para esta espécie ameacada, uma vez que com o fornecimento de
material reprodutivo preservado, ha a possibilidade de troca de materiais entre
centros de pesquisa e zooldgicos de diferentes locais (MORATO et al., 2004).

Tradicionalmente utilizada na pecuaria, a criopreservagao de sémen € agora
reconhecida por seu potencial na conservagao de espécies ameagadas, no entanto,
em certas condi¢gdes, pode causar alteragdes espermatogénicas prejudiciais
(WATSON, 2000), ressaltando a necessidade de crioprotetores especificos para
cada espécie. Zooldgicos e centros de reabilitagcdo selvagem desempenham um
papel crucial ao manterem populagbes geneticamente viaveis como um "banco de
material genético" para possiveis extingdes (FRASER, 2024).

Considerando-se os aspectos legais, a Lei n°® 9.605/1998 é fundamental
balizadora para a protecdo da fauna silvestre, impondo sancbes para atividades
ilegais como a caca e o comércio de animais (BRASIL, 1998). Ja a Lei Sansao
14.064/2020, por sua vez, aumentou as penas para atos de abuso, maus-tratos e
mutilagcdo de animais, destacando a importancia do cumprimento rigoroso dessas
normas para a protecao eficaz da vida silvestre (BRASIL, 2020).
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A criagdo de animais silvestres em cativeiro apresenta desafios significativos,
incluindo reproducéo, selecao artificial genética, manejo adequado e prevencéo de
doencas. Além disso, €& essencial proporcionar um ambiente que permita a
expressao de comportamentos naturais, como atividade fisica, interacdo social e
enriquecimento ambiental. Broom e Molento (2004) definem bem-estar animal como
o estado fisico e psicologico do animal ao lidar com seu ambiente, devendo esse
conceito ser aplicado a todos os animais em cativeiro, independentemente do
objetivo, seja ele comercial, recreativo, de pesquisa ou conservacdo (FRASER,
2024).

A conservagao da P. onca depende de acbdes que fomentem a conservacao
da espécie e diminuigdo do grau de risco de extingdo, assim como a protegdo de
habitats e a implementagdo de programas de educacdo ambiental (ARAUJO et al.,
2021). Biotecnologias reprodutivas, como a criopreservacado de sémen, tém se
mostrado ferramentas eficazes para a troca de material genético entre populagdes,
permitindo a preservacao da espécie em seu ambiente natural sem a necessidade
de translocacdo de individuos, o que reduz o estresse e o risco de doencas
(MARTINS; JUSTINO, 2015; PI1ZZUTTO et al., 2021).

A principal dificuldade € manter a qualidade do sémen apds o
descongelamento, exigindo a testagem de diferentes crioprotetores para garantir
melhores resultados (ARAUJO et al., 2021). O processo de criopreservacdo envolve
a diluicdo do sémen em extensores de reproducdo adequados, que devem conter
crioprotetores, antibidticos e outros aditivos essenciais para a manutencdo da
morfofuncionalidade gamética (MARTINS; JUSTINO, 2015).

CRIOPROTETORES

Os crioprotetores desempenham o papel da preservagado da integridade de
tecidos e células durante o processo de congelamento. Eles s&o classificados em
duas categorias principais: penetrantes e ndo penetrantes, cada um com um
mecanismo de acgéo distinto (WHALEY et al., 2021; JAISWAL; VAGGA, 2022).

Os crioprotetores penetrantes, como o etilenoglicol (EG), metanol,
propilenoglicol, dimetilformaldeido, metilacetamida, DMSO e (dlicerol, sao
caracterizados pela capacidade de atravessar a membrana celular, ligando-se as
moléculas de agua, o que reduz a formagao de cristais de gelo, tanto dentro, quanto
fora da célula (CASTRO et al., 2011). Isso é particularmente importante, pois os
cristais de gelo intracelulares podem causar danos irreparaveis a estrutura celular,
resultando em perda de viabilidade. Por outro lado, os crioprotetores né&o
penetrantes, como mono, oligo e polissacarideos, manitol e polietilenoglicol, atuam
principalmente no espacgo extracelular, aumentando a osmolaridade externa e
induzindo a saida de agua das células, reduzindo, assim, a formacéo de cristais de
gelo (CASTRO et al., 2011).

A gema de ovo, utilizada como crioprotetor ndo penetrante, é eficaz devido a
presenca de acgucares e lipoproteinas. Os acucares contribuem para a desidratacao
dos espermatozoides, minimizando a formagédo de cristais de gelo intracelulares
(SQUIRES et al.,, 1999). Simultaneamente, os lipidios presentes na gema do ovo
protegem e fortalecem a membrana espermatica durante o processo de
resfriamento, ajudando a evitar danos estruturais (WATSON, 1995). No entanto, a
dependéncia da gema de ovo como crioprotetor também levanta preocupagdes,
especialmente em relagdo a contaminacdes microbianas e restricoes associadas ao
transporte internacional desse material, que pode limitar sua aplicabilidade em um
contexto global (MOREIRA, 2017).
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Para enfrentar algumas das limitagbes associadas ao uso de gema de ovo,
Vansandt e colaboradores (2016) sugerem que a lecitina de soja pode ser uma
opgao viavel e eficaz para a criopreservagao de sémen. A lecitina de soja oferece
vantagens como a auséncia de restricbes de transporte internacional e um menor
risco de contaminacdo microbiana, tornando-a uma alternativa promissora,
especialmente no contexto do comércio internacional de sémen para programas de
reproducao assistida.

O maior desafio da criopreservagao é o descongelamento, por que a alta taxa
de mortalidade espermatica € um problema recorrente, atribuido aos danos na
membrana plasmatica, causados pela formacédo de cristais de gelo e pelas
alteragdes nas propriedades da membrana celular (SILVA; GUERRA, 2011).

No contexto da criopreservacédo de felinos silvestres, alguns fatores sao
levados em consideracdo para a elaboracdo de um protocolo, entre esses fatores
estdo a forga de centrifugacéo, taxas de resfriamento e congelamento, o tipo de
diluente utilizado e as técnicas de armazenamento (SILVA; GUERRA, 2011). O
protocolo “ideal” deve equilibrar essas variaveis para maximizar a viabilidade celular
pos-descongelamento.

CRIOPRESERVACAO

A inseminacao artificial € amplamente utilizada na reprodugdo animal, sendo
essencial para a conservagao de espécies ameacadas. A técnica otimiza o uso
genético dos machos, reduzindo a necessidade de individuos para coleta de sémen
e facilitando a inseminagao de multiplas fémeas, além de minimizar a transmissao de
infeccbes sexualmente transmissiveis (WHALEY, et al., 2021; JAISWAL; VAGGA,
2022).

A viabilidade do sémen pode ser mantida por curto periodo em estado fresco
ou ser criopreservada, embora o congelamento represente desafios. A formacgéo de
cristais de gelo e as alteragbes celulares comprometem a qualidade espermatica,
exigindo estratégias como o aumento da concentracdo de espermatozoides por
inseminagao. Recomenda-se o uso de 300 a 500 milhdes de espermatozoides
distribuidos em cinco a oito palhetas para otimizar a fecundagcado (SQUIRES et al.,
1999). O desenvolvimento de crioprotetores, como glicerol, agucares, gema de ovo e
leite desnatado, minimiza os danos estruturais e funcionais do espermatozoide,
sendo o glicerol amplamente reconhecido por sua eficacia (OLIVEIRA et al., 2013).

A sensibilidade ao choque térmico é um fator critico na criopreservagao, pois
o resfriamento abrupto compromete a motilidade e a estrutura celular dos
espermatozoides. Para reduzir esses danos, recomenda-se o resfriamento gradual
com diluentes contendo proteinas do leite ou gema de ovo, estabilizando as
membranas celulares. Essa sensibilidade, no entanto, varia entre espécies, exigindo
protocolos especificos para cada grupo animal (OLIVEIRA et al., 2013).

Além da reproducdo assistida, a criopreservagdao desempenha papel
fundamental na conservagao da biodiversidade, no armazenamento de tecidos para
transplantes e no desenvolvimento de bancos de germoplasma. O aprimoramento
de crioprotetores e técnicas de preservacgao visa aumentar a viabilidade do material
biolégico pos-descongelamento. Ademais, os avangos tecnolégicos devem
considerar aspectos éticos e legais, assegurando a sustentabilidade e o bem-estar
animal nos programas de conservacao (OLIVEIRA et al., 2013) O objetivo desta
revisdo integrativa é sintetizar os dados de avango genético e da conservagao, até o
momento, para a criopreservacao do material reprodutivo de Panthera onca, bem
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como avaliar o estado da arte sobre o tema e quais lacunas ainda necessitam ser
preenchidas.

DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

A coleta de dados foi realizada por meio de uma revisao integrativa, conforme
descrito por Dantas e colaboradores (2022), caracterizando-se pela busca de
informacdes em trabalhos previamente publicados e indexados em base de dados
cientifica. A principal vantagem desta abordagem €& que ela proporciona ao
pesquisador o acesso a uma gama de informag¢des mais abrangente do que seria
possivel obter por meio de pesquisas de campo, além de permitir a reunido e analise
conjunta de dados cientificos dispersos no tempo e no espaco.

A revisdo incluiu todos os tipos de leitura cientifica, incluindo artigos
cientificos, teses, dissertagdes, monografias, capitulos de livros-texto e projetos de
lei, indexados nas plataformas Google Scholar, SCOPUS e Web of Science, com
data de publicacdo até dezembro de 2023. O Google Scholar é considerado um
buscador cientifico bem qualificado, amplamente utilizado para armazenamento de
arquivos e sua pesquisa abrange diversas bases de dados, em varios idiomas e
publicagdes cientificas, englobando artigos cientificos, capitulo de livros e demais
publicagdes, inclusive ‘literaturas cinzas” como anais de congresso, teses e
dissertacdes (MARTIN-MARTIN et al., 2021; PEREIRA; MUGNAINI, 2023). J4 a
plataforma SCOPUS ¢é indicada para estudos métricos e que levam em
consideragdo numeros como citagdes, impacto da revista e visualizagdes
(BAKHMAT et al., 2022; BORGOHAIN et al., 2022). A inclusdo de multiplas bases de
dados visa minimizar o viés na coleta e na interpretacdo dos dados. Todos os
registros encontrados foram lidos e revisados por mais de um pesquisador, e foram
removidos os trabalhos duplicados e aqueles que ndo se encaixavam com o objeto
de estudo.

Para a busca foram utilizadas as seguintes palavras-chave as quais foram
utilizadas de forma combinada: "Panthera onca", "criopreservagao", "protecdo" e
"conservagdo". Nao foi imposta restricado inicial temporal a busca (com data final de
publicagdo em dezembro de 2023), permitindo a inclusdo de todos os trabalhos
identificados. Os dados presentes no estudo foram limitados aos publicados em
lingua nativa portugués limitante para o presente estudo.

A partir da leitura dos trabalhos foram elencadas variaveis categéricas com o
objetivo de entender o estado da arte enquanto pesquisa na area da conservagao de
sémen de onga pintada, estas categorias foram: Tipo de texto/publicagdo; ano de
publicagdo, tipo de analise estatistica realizada no trabalho (qualitativa ou
quantitativa), espécie observada, quantidade de animais observados e letalidade do
material genético.

Os dados coletados a partir da busca foram analisados por meio de estatistica
descritiva dos resultados para a explanacdo e discussdo. A estatistica descritiva
baseia-se em técnicas destinadas a organizagdo dos dados que visam sintetizar ou
sumarizar os dados, ou ainda se objetiva a analisar, descrever e interpretar dados
numeéricos ou qualitativos de uma amostra (GLISIC et al., 2023).

O levantamento reuniu trabalhos publicados em um periodo de 2000 a 2023,
englobando 13 publicagdes com temas relacionados a conservagédo de animais
silvestres e biotecnologias Quadro 1).
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TABELA 1: Produc¢des cientificas utilizadas para a revisao integrativa com tema abordado criopreservagdo de sémen em Panthera
onca. Na auséncia do dado foi considerado “nao disponivel” — ND. Para a letalidade do sémen foram aplicadas as variaveis Sim
(S) e Nao (N).

Texto cientifico Ano de Tipo de texto Tipo de andlise  Espécie Quantidade de Letalidade
publicagcao cientifico estatistica observada individuos
observados
BITTENCOURT, R.F. 2013 Artigo completo  Qualitativo Bos taurus 01 S
ARAUJO, G.R. et al. 2021 Artigo completo  Qualitativo Felinos ND N
neotropicais
PAULA, R.C. et al. 2013 Plano de acao Qualitativo Panthera onca 01 N

Nacional para
conservagao de
onga-pintada

EACRTINS, M.I.M.; JUSTINO, 2015 Artigo completo  Qualitativo Felinos ND S
M.ORATO, R.G.; GENARO, G. 2005 Artigo completo  Qualitativo Panthera onca ND. N
OLIVEIRA, L.R.M. 2019 Monografia Qualitativo Panthera onca ND

OLIVEIRA, G.C.D. et al. 2013 Artigo completo  Qualitativo Bos taurus 01 N
PIZZUTTO, C.S et al 2021 Artigo completo  Qualitativo ND ND

SANTOS, M.D.C.B. 2019 Monografia Quantitativo Panthera onca ND N
SILVA, H.V.R.; BARBOSA, B. 2020 Artigo completo  Qualitativo Panthera onca ND S
SOUZA, B.A.S.A. 2021 Monografia Quantitativo Felinos silvestres ND N
WATSON, P, F. 2000 Artigo completo  Qualitativo Panthera onca ND N
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Ao todo foram 12 trabalhos que abordaram diretamente ou indiretamente o
uso da crioprotecdo para a utilizacdo do sémen de P. onca em processos de
inseminagado, visando o aumento da variabilidade genética e populacional da
especie.

Os trabalhos abrangem uma janela temporal ampla com publica¢gdes do ano
2000 a 2023, com pico de publicacdo em 2013 com trés textos anuais. A variagao
temporal indica que o tema vem sendo debatido ha mais de duas décadas e ainda
nao ha um protocolo definido. Apesar da extensa lacuna ainda pode-se entender
que sao poucos trabalhos e grupos de estudo no Brasil sobre a tematica e mesmo
com o avango das tecnologias, ndo foi acompanhado neste campo do
conhecimento.

Os tipos de produgdes cientificas foram distribuidos em oito artigos completos
em revistas cientificas ou anais de congresso, trés trabalhos de concluséo de curso
(monografia) e um livro-texto de carater publico de Plano de Ag&o governamental.
Os dados foram analisados em sua maioria de maneira qualitativa (em 11 dos 12
trabalhos).

A onca pintada foi também o objeto focal em outros seis trabalhos cientificos,
porém, foi incluida junto ao grande grupo dos felinos silvestres neotropicais em
outros trés, dois trabalhos focaram na espécie do bovino doméstico, mas em
determinados momentos do trabalho citaram a possibilidade de aplicagdo para
ongas, e em trés trabalhos nao foi determinada a espécie utilizada.

A criopreservacido de espécies ameagadas, como a Panthera onca,
desempenha um papel fundamental na conservacéo da biodiversidade e no manejo
de populagdes genéticas. A revisao bibliografica demonstra que a escolha adequada
dos crioprotetores € um dos elementos mais criticos desse processo haja vista que
sera ponto determinante para a viabilidade (ou ndo) da fecundacgéao.

A pesquisa sobre criopreservacdo de Panthera onca tem evoluido
consideravelmente na ultima década, impulsionada pela crescente necessidade de
desenvolver técnicas que assegurem a manutencdo da diversidade genética de
populagdes ameacadas. Essa evolucdo € particularmente importante no contexto
das espécies de grande porte, que enfrentam pressdes severas de perda de habitat
e declinio populacional acentuada.

Observando os dados e da forma em que foram elencados, identificou-se que
a limitagdo do uso do portugués nativo € uma barreira para a construgao cientifica,
mesmo entendendo que a ‘linguagem mundial” da ciéncia seja realizada na lingua
inglesa, ha necessidade da produgao de material cientifico em lingua nativa para
que a populagdo em geral (e ndo somente a parcela cientifica da sociedade) possam
ter acesso e capacidade de entendimento, formando assim construgdes criticas-
cientificas e efetivas mudangas na sociedade (BEIGEL et al., 2023; SANTOS;
SILVA, 2023).

Dentre o uso de crioprotetores pode-se destacar o do nao-penetrante
desenvolvido com a gema de ovo e o ACP-117c, mostrado se especialmente
promissor, pois reduz os efeitos deletérios da criopreservacdo sem comprometer a
integridade fisica das amostras, ainda que tais substéncias possam ocasionar
algumas alteracdes estruturais temporarias nos espermatozoides (ARAUJO et al.,
2021).

Estudos mais recentes sugerem que extensores a base de TRIS, com
concentragdes de 10 a 20% de gema de ovo, associados a agua de coco em po
especifica para felinos (ACP-117c), ttm demonstrado resultados encorajadores na
preservacdao de espermatozoides de Panthera onca (SILVA; BARBOSA, 2020;
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ARAUJO et al., 2021). Esses compostos tém demonstrado serem altamente eficazes
na manutengdo da motilidade e integridade das células ap6s o descongelamento,
fatores criticos para garantir o sucesso na reproducgao assistida.

O protocolo de criopreservagao utilizado, que inclui o resfriamento gradual
das amostras, a desidratagao celular controlada com crioprotetores, a congelagao
em vapores de nitrogénio liquido (-196°C) e o descongelamento para uso posterior,
segue diretrizes amplamente validadas para mamiferos de grande porte (MARTINS;
JUSTINO, 2015).

Diante desses avancos, é evidente que a preservacado da Panthera onca nao
depende apenas do desenvolvimento de tecnologias eficientes, mas também de
politicas publicas e estratégias integradas de manejo da fauna. A biotecnologia
reprodutiva, com a criopreservagédo de sémen, emerge como uma ferramenta de
grande aplicabilidade, fornecendo uma alternativa valiosa para mitigar o impacto da
perda de diversidade genética, facilitando a reprodugao assistida tanto em cativeiro
quanto em reintroducdes futuras. Portanto, a implementagcdo de técnicas
aprimoradas de criopreservacao, aliada aos esforcos continuos de conservacao in
situ e ex situ, representam um passo crucial para a preservacao de uma espécie tao
emblematica como a Panthera onca. Politicas publicas eficazes, combinadas com o
avango biotecnolégico, serdao determinantes no sucesso a longo prazo da
conservagao dessa especie.

CONSIDERAGOES FINAIS

A oncga-pintada (Panthera onca) € um simbolo de biodiversidade e sua
presencga € intimamente relacionada com o equilibrio ecolégico nos ecossistemas
em que habita, especialmente na América do Sul e, em particular, no Brasil. Ao
longo desta pesquisa, foi possivel compreender os desafios que ameacam a
conservagao da espécie, tais como o desmatamento e fragmentacdo do habitat
natural da espécie, conflito com atividades humanas e dificuldades na conservacao
da viabilidade do material genético e reprodutivo para aumento da variabilidade
genética entre populagdes.

A conservagéo da espécie exige ndo sO agdes pontuais voltadas ao esforgo
da manutengdo do habitat natural, mas um trabalho integrado entre politicas
publicas e pesquisa cientifica. Os resultados descritivos proporcionam uma visao
geral das tendéncias de variaveis abordadas nos trabalhos revisados, destacando a
predominancia de estudos qualitativos na ultima década focados em Panthera onca
e utilizando principalmente de crioprotetores nao-penetrantes na preservacao de
material reprodutivo com o objetivo de fecundacédo e geragdo de novas ninhadas e
animais que potencialmente podem ser habilitados a voltar a sua vida livre no
ambiente natural.

E imprescindivel o apoio continuo & pesquisa cientifica, que fornece os dados
necessarios para embasar estratégias eficazes de conservagdo. Com base no que
foi exposto, fica evidente que a protegcdo da onga-pintada ndo € apenas uma
questdo de salvar uma espécie carismatica, mas de preservar a integridade dos
ecossistemas em que ela vive, promovendo um futuro mais equilibrado e sustentavel
para todos os seres Vivos.
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