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CAPITULO 1

INTRODUCAO

REPRODUCAO DOS PRIMATAS MACHOS DA FAMILIA CALLITRICHIDAE

Ana Beatriz Andrade Silva; Tania Ribeiro Junqueira Borges

RESUMO

Os primatas neotropicais possuem um importante papel ecolégico, entretanto,
muitas populagdes entraram em declinio nas ultimas décadas, devido a agbes
antrépicas, como a caca ilegal, o trafico, a destruicdo e fragmentacao de habitats,
e ainda a insercdo de espécies exoéticas em seus territérios. O conhecimento
acerca da fisiologia e anatomia desses animais sdo de suma importancia para
entender as suas particularidades e permitir o desenvolvimento de protocolos e
técnicas reprodutivas que possam contribuir com estudos de conservacao. O
conhecimento sobre as possiveis alteracdes e enfermidades do sistema
reprodutor dos primatas ndo humanos € mais uma ferramenta de suporte a
programas de conservacdo dessas espécies. As biotecnologias reprodutivas,
como criopreservacao e bancos de germoplasma, aplicadas em estudos dessas
espécies também sdo um importante recurso a ser usado NOS Processos
preservacionistas. Na familia Callitrichidae, ha espécies classificadas como
ameacadas de extingdo ou vulneraveis, e relacionado a elas, sdo encontrados
poucos estudos abordando as técnicas reprodutivas e avaliagcdo de parametros
de seus gametas masculinos. Esse grupo de primatas estudado tem como
caracteristica a coagulacdo seminal e necessita de diluidores eficazes para a
sua liquefacdo. Devido as dificuldades de desenvolver estudos reprodutivos que
contribuiriam com a conservagdo de espécies in situ, surge a importancia de
levantamento de informacdes sobre as biotécnicas reprodutivas e protocolos de
coleta e avaliacdo de sémen para esses callitrichideos.

Palavras-chave: reproducdo de Callitrichidae, coagulagdo seminal,
criopreservacao de sémen.



ABSTRACT

Neotropical primates have an important ecological role, however, many
populations have gone into decline in recent decades, due to anthropic actions,
such as illegal hunting, trafficking, habitat destruction and fragmentation, and
even the inclusion of exotic species in their territories. Knowledge about the
physiology and anatomy of these animals is of paramount importance to
understand their particularities and allow the development of reproductive
protocols and techniques that can contribute to conservation studies. Knowledge
about possible alterations and diseases in the reproductive system of non-human
primates is one more tool to support conservation programs for these species.
Reproductive biotechnologies, such as cryopreservation and germplasm banks,
applied in studies of these species are also an important resource to be used in
preservation processes. In the Callitrichidae family, there are species classified
as endangered or vulnerable, and related to them, few studies are found
addressing the reproductive techniques and evaluation of parameters of their
male gametes. This group of primates studied is characterized by seminal
coagulation and needs effective extenders for its liquefaction. Due to the
difficulties in developing reproductive studies that would contribute to the
conservation of species in situ, the importance of collecting information on
reproductive biotechniques and semen collection and evaluation protocols for

these callitrichids arises.

Keywords:  Callitrichidae  reproduction, seminal coagulation, semen

cryopreservation.



1. Introducéo

A ordem Primates possui grande diversidade de espécies dentre os mamiferos
e pode ser classificada nos sistemas de classificacdo de Simpson (1945) e de
Pocock (1918). A classificacdo de Pocock (1918) € mais utilizada pelos
taxonomistas, e divide os primatas nas subordens Strepsirrhini e Haplorrhini. A
subordem Strepsirrini inclui os Iémures e os l6ris, ja a subordem Haplorrhini inclui
0s tarsios, os primatas do novo mundo, os primatas do velho mundo, e os
humanos. A classificacdo de Simpson (1945) é menos utilizada por taxonomistas
e primatologos, e consiste na divisdo dos primatas nas subordens Prosimii e
Anthropoidea. A subordem Prosimii contém os |émures, léris e tarsios, e a
subordem Anthropoidea contém os primatas do novo mundo, os primatas do
velho mundo e os humanos (GROVES, 2016). Os animais da subordem
Strepsirrhini, séo originarios dos continentes africano e asiatico, principalmente
de Magascar. A subordem Haplorrhini, é dividida em duas superfamilias, a
Tarsiioidea, que contém os tarsios, e a Anthropoidea. A superfamilia
Anthropoidea pertence aos hominideos e as infra-ordens Platyrrhini e Catarrhini
(ANDRADE et al., 2010).

As infraordens Platyrrhini e Catarrhini se diferenciam anatomicamente pela
posicao das aberturas nasais e presenca ou auséncia de cauda preénsil ou semi-
preénsil (BECKER, 2015; SHOOK et al.,, 2019). Os platirrinos, também
denominados de primatas neotropicais, sdo encontrados em florestas das
Américas do Sul e Central, e se caracterizam por serem espécies de pequeno
ou médio porte, com peso variando de 100 gramas a 10 quilos. Sdo animais
arboricolas, que se locomovem predominantemente de forma quadrupedal,
possuem trés dentes pré-molares, espelho nasal largo e achatado, com
presenca de narinas lateralizadas e cauda preénsil em alguns grupos. Essa
infraordem pode ser dividida nas familias Cebidae, Aotidae, Pitheciidae e
Atelidae (MARQUES et al., 2006; KOWALEWSKI et al., 2016).

O Brasil possui grande diversidade de primatas nativos, sendo o territorio natural
de cerca de 139 taxons (espécies e subespécies), distribuidas em 5 familias e
19 géneros (DE MELO et al., 2012). Esses animais sdo de suma importancia
para a cadeia alimentar, na ciclagem de nutrientes, na dispersdo de sementes e
na polinizacdo. As maiores causas de declinio desse grupo sdo o desmatamento,
a caca indiscriminada e a destruicdo do habitat (SANTANA et al., 2020). De
acordo com os estudos mais recentes da Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza (IUCN), dentre as 25 espécies de primatas mais
ameacadas no mundo, trés sdo espécies brasileiras, sendo elas o sauim-de-
coleira (Saguinus bicolor), o bugio-ruivo (Alouatta guariba) e o sagui-da-serra-
escuro (Callithrix aurita) (SCHWITZER et al., 2019).

Os animais da Ordem Primates, no geral, possuem como caracteristicas
reprodutivas a maturidade sexual tardia e o periodo de gestacdo mais longo,
guando comparados ao de outros mamiferos de tamanho corporal semelhante.
Adicionalmente, os filhotes possuem um longo periodo de dependéncia e



socializacdo materna, e o cuidado parental exige um elevado custo energético
(FORTES & BICCA-MARQUES, 2005; MARTIN, 2012). O inicio da fase de
puberdade dos primatas neotropicais machos pode ser caracterizado pelo
fendmeno “fatted”, que esta relacionado ao aumento do peso corporal, resultante
do acumulo de agua e gordura nos bracos, troncos e ombros, e algumas
espécies apresentam tumefacdo na regido genital para indicar a fase fértil
(GINTHER et al., 2002; LEAO & DOMINGUES, 2017).

Em relac&o as biotecnologias empregadas na reproducéo dos primatas, as mais
relatadas envolvem colheita, manipulagdo e armazenamento de materiais
biologicos, a fim de avaliar caracteristicas reprodutivas e aumentar a eficacia das
técnicas de reproducdo assistida. Nos primatas do Novo Mundo, um dos
métodos mais citados para a colheita de sémen € a eletroejaculagéo (EEJ), com
a utilizacdo de um eletrodo transretal ou por meio da vibroestimulagao peniana
(VE) (LEAO & DOMINGUES, 2017). Nas fémeas, as biotecnologias mais
descritas na literatura envolvem a colheita de odcitos provenientes de foliculos
pré-antrais, seguida de maturacao, fertilizacdo de embrides in vitro (FIV) e
transferéncia de embrides (TE) (SOUSA & CLARA, 2006; De SOUZA-ARAUJO,
2012).

Este trabalho tem como objetivo principal levantar dados acerca das
biotecnologias aplicadas a reproducdo dos primatas machos da familia
Callitrichidae e de suas particularidades reprodutivas, a fim de contribuir com o
desenvolvimento de novos protocolos ou melhoria dos j& existentes, com o intuito
de auxiliar em pesquisas relacionadas a conservacao e preservacdo das
espécies desses primatas neotropicais.

2. Materiais e Métodos

Foi realizado um trabalho de levantamento de dados secundarios,
compilando informagdes sobre pesquisas de autores que utilizaram diferentes
técnicas reprodutivas. No levantamento bibliografico, foram ainda utilizadas
ferramentas de busca com palavras — chave: como Platyrrhini; Catarrhini;
Reproduction of Neotropical Primates; Biotechnologies applied to primate
reproduction; Conservation of New World Monkeys; Primates Taxonomy;
Callitrichidae e Cryopreservation Primates. Os critérios utilizados para escolher
essas palavras-chaves sao palavras que destacam uma busca com contetdos
mais relevantes para o presente trabalho. As referéncias utilizadas sé&o
compostas por monografias, sites, livros e artigos cientificos. As bases de busca
principais utilizadas foram o Schoolar Google e Web of Science.



3. Revisao de literatura

3.1. Primatas do Novo Mundo

A infraordem Platyrrhini se caracteriza pela presenca de narinas externas largas
e achatadas, presenca de trés dentes pré-molares, se caracterizam pela
auséncia de um tubo auditivo 6sseo (tubo ectotimpéanico), e os 0ssos do cranio
gue estdo em contato sdo 0s 0ss0s zigomatico e parietal. Os primatas do novo
mundo (PNM) ou primatas neotropicais, como o0s platirrinos também sao
denominados, possuem cauda preénsil em algumas espécies, e possuem
habitos arboricolas. A infraordem Catarrhini se caracteiza pela presenca de
narinas estreitas voltadas para baixo, presenca de dois pré-molares, presenca
do tubo ectotimpanico e 0s 0ssos do cranio que estdo em contato SAo0 0S 0SS0S
frontal e esfenoide (MAGDEN et al. 2015; GAUR & JAISWAL, 2019; DUNN &
CRISTOBAL-AZKARATE, 2016; ROSENBERGER, 2020).

Os platirrinos habitam as Américas tropical e subtropical (ARISTIDE et al., 2014).
S&o animais de porte pequeno, cuja massa corporal pode variar de 100 gramas
a um pouco mais de 10 quilogramas. A dieta dos primatas neotropicais é
bastante diversificada, podendo conter frutas, seivas de plantas, insetos,
pequenos mamiferos, folhas, e até mesmo fungos, todavia ndo ha primatas do
novo mundo estritamente folivoros (FERNANDEZ-DUQUE et al.,, 2012;
ROCATTI et al., 2017). Os primatas neotropicais mantém predominantemente
habitos diurnos, tendo assim somente um género com habitos noturnos, o
macaco-da-noite (género Aotus) (KOGA et al., 2017).

Os primatas da familia Callithrichidae pertencem aos géneros Callithrix
(Erxleben, 1777), Leonthopitecus (Lesson, 1840), Callimico (Miranda-Riberiro,
1912), Sebuella (Gray, 1866), Saguinus (Hoffmannsegg, 1807). Sdo mamiferos
placentarios com hébitos diurnos e arboricolas, e possuem ampla capacidade de
manipulacdo com os membros, para locomocao, alimentacao, e para o cuidado
parental. Podem ser encontrados em florestas do Panama ao sul do Brasil, Peru,
Bolivia, Paraguai e Argentina (MANACERO, 2016). S&o os primatas neotropicais
que possuem menor tamanho, podendo medir de 100 a 750 gramas na fase
adulta, e as fémeas geralmente possuem o tamanho um pouco maior do que 0s
machos. Os calitriquideos possuem uma grande area territorial, comparada ao
seu pequeno tamanho (GEBO, 2014).

Os calitriquideos apresentam padrdo de organizagdo social flexivel, e
geralmente formam grupos de trés a doze individuos, cujo nimero de machos
adultos comumente é maior que o numero de fémeas adultas (DE PAULA
TESSARI et al., 2019). Geralmente, os grupos de Callithrix penicillata possuem
uma fémea reprodutora que inibe os ciclos hormonais das demais fémeas do
grupo, por meio da liberagcdo de feromoénios (SILVA et. al.,, 2014). A fémea
dominante recebe auxilio das outras fémeas do grupo para o cuidado com a
prole. O periodo gestacional da fémea de Callithrix penicillata tem duracdo em



meédia de cinco meses e apresenta cio pos-parto fertil, com intervalo entre
nascimentos com duracéo de cinco a seis meses (DE PAULA TESSARI et al.,
2019).

A idade reprodutiva ocorre de forma mais tardia para os primatas do novo mundo
comparando com mamiferos de tamanho corporal semelhante. Os animais do
género Callithrix, na natureza, apresentam maturidade sexual aproximadamente
aos dois anos de idade. A gestacéo dos primatas do novo mundo possui duragéo
de quatro a oito meses, e esta relacionada ao tamanho corporal da fémea.
Apesar disso, algumas fémeas do género Callithrix possuem um periodo de
gestacdo longo, devido a uma fase de atraso antes do inicio do desenvolvimento
embrionério. A maioria das fémeas de calitriquideos possuem gestacéo gemelar,
que pode estar relacionada evolutivamente ao cuidado parental dos machos, a
utilizacado de fontes de alimento de alta qualidade e ao tamanho corporal da
fémea (FERNANDEZ-DUQUE et al., 2012).

O Brasil possui grande diversidade de espécies de primatas neotropicais, sendo
cerca de 139 taxons (espécies e subespécies) (DE MELO et al., 2012). Dessas
espécies, muitas estdo em situacdo de vulnerabilidade e encontram-se em risco
de extingdo. Dentre as principais ameacas que 0s primatas do novo mundo
sofrem em territério brasileiro, estdo a agricultura e a pecuaria, devido a
fragmentacdo e perda dos habitats desses animais (MORAES, 2019). Esse
cenario ocorre em detrimento de grande parte das espécies de primatas serem
ecologicamente exigentes e especialistas em relagdo ao habitat, dieta e area de
vida (BASILE, 2016).

3.2. Reproducéao dos primatas neotropicais

7

A anatomia do sistema reprodutivo dos primatas ndao humanos é similar a
anatomia de outros mamiferos. Os primatas ndo humanos machos possuem um
par de testiculos suspensos na bolsa escrotal, cuja posicéo da bolsa escrotal se
diferencia entre as espécies (FLEAGLE, 2013). Os machos também possuem
vesiculas seminais, prostata, glandulas bulbouretrais, dois epididimos, dois
corddes espermaticos, pénis e prepucio. O escroto apresenta duas camadas,
uma camada externa formada pela pele, e uma camada interna formada pela
tunica dartos. A tanica dartos € composta por musculatura lisa, fibras elasticas e
colagenas, e auxilia na termorregulacdo. Interiormente a tdnica dartos, se
localiza a tunica vaginal, que € uma extensdo do peritbnio que recobre o
testiculo, e possui 2 laminas, a parietal e a visceral (BRAGA, 2017).

O escroto é dividido por um septo mediano em duas cavidades que separa 0s
testiculos, os epididimos, e a porcao distal do funiculo esperméatico. O musculo
cremaster, um prolongamento do musculo obliquo abdominal interno, se localiza
intimamente préximo ao escroto, e possui a funcao de afastar ou aproximar o
saco escrotal da cavidade abdominal. A genitalia externa dos primatas possui



um corpo cavernoso do pénis (BRAGA, 2017). A maioria dos primatas nao
humanos possuem um 0sso peniano chamado de baculo (FLEAGLE, 2013).

O pénis dos PNM pode ter auséncia ou presenca de espiculas na glande, que
podem estar associadas. No C. jacchus, as espiculas do pénis sdo bem
desenvolvidas e recobrem receptores tateis, que ocasiona no aumento do
estimulo e consequentemente na diminuicdo do tempo de penetracdo. As
espiculas penianas podem estar relacionadas também com o aumento do
estimulo nas fémeas e reducdo da duracdo do periodo de receptividade
(GUIMARAES et al., 2014).

As fémeas primatas ndo humanos, de forma similar a outros mamiferos,
possuem um par de ovarios e um par de cornos uterinos, que podem variar de
tamanho de acordo com a espécie. A genitalia externa das fémeas geralmente
€ composta por 2 pares de labios e um clitéris, que varia de tamanho e formato
de acordo com a espécie. O sistema reprodutivo das fémeas de primatas do
novo mundo, de primatas do velho mundo, de tarsios, e de humanos, se
caracteriza pelas tubas uterinas com o tamanho menor em relagdo ao corpo do
Gtero, que € uma caracteristica comum em animais que concebem uma cria por
gestacdo. Algumas fémeas de primatas ndo humanos possuem uma éarea de
pele sexual proxima ao érgdo genital externo que pode mudar de cor e de
tamanho durante a fase reprodutiva (FLEAGLE, 2013).

A idade reprodutiva dos machos de primatas neotropicais varia de acordo com a
espécie, e quando iniciada, os machos podem reproduzir até o fim da vida. Ha
espécies que apresentam reproducdo sazonal, como é o caso Saimiri sp. e
outras que podem reproduzir durante todo o ano, apesar de ocorrer um pico de
nascimentos em que o nimero de copulas férteis é maior (GUIMARAES et al.,
2014).

Os sistemas de acasalamento dos PNM podem ser classificados em
monogamicos ou poligamicos. O sistema poligamico pode ser dividido em
poliandrico, poliginico, multimacho X multifémea e disperso. O sistema
monogamico € definido por uma fémea e um macho que se reproduzem diversas
vezes, S80 estaveis e 0 investimento parental é equilibrado entre os sexos. O
sistema poliandrico, é caracterizado por uma fémea que copula com um grupo
de machos, e é mais raro do que 0s outros sistemas. O sistema poliginico,
também pode ser chamado de “harém”, e se caracteriza pelo macho que copula
com um grupo de fémeas. O sistema multimacho X multifémea € definido por um
grupo em que qualguer fémea pode copular com gqualquer macho do mesmo
grupo, e se diferencia do sistema disperso, pois nesse sistema 0s primatas néo
vivem em um grupo estavel e a cépula ocorre quando eles se encontram
(GUIMARAES et al., 2014).

Os primatas neotropicais possuem sistemas de reproducéo variados, e podem
apresentar sistemas hibridos, sendo assim quando um animal € classificado em
um determinado sistema, esse sistema é predominante, podendo ndo ser um
sistema exclusivo daquela espécie. Os calitriquideos, como o C. jacchus, sao
predominantemente monogamicos, sendo assim, eles podem copular com



outros individuos quando ha oportunidade. Em um mesmo ciclo fértil, uma fémea
pode copular com mais de um macho, e assim se da a competicdo espermatica,
que se da de forma mais comum e mais intensa em sistemas poligamicos,
principalmente nos sistemas poliandrico, multiffmeas X multimachos e disperso.
Portanto, a evolucdo selecionou caracteristicas que diminuisse a competicao
espermatica entre os individuos, com o aumento testicular, maior volume de
sémen ejaculado e “tampdes-ejaculatérios”, que é uma barreira fisica que
impede que o0s sémens de outros machos fecundem o Ovulo da fémea
(GUIMARAES et al., 2014).

Em algumas espécies de primatas ndo humanos, o sémen € caracterizado pela
rapida coagulacdo, que pode ser chamada de plug copulatério, e varia de
consisténcia entre as espécies. O plug copulatério é implantado pelo macho na
vagina da fémea durante o acasalamento. E considerada uma contra — estratégia
evolutiva os machos copularem com a mesma fémea e tentarem expulsar o plug
copulatorio dos machos anteriores. Além de estar relacionado a competicédo
espermatica, o plug copulatério também € atribuido a fungdes como
armazenamento e protecdo dos espermatozoides. Ha poucos estudos basicos
sobre a composi¢cao molecular do coagulo seminal na maioria das espécies de
primatas do novo mundo (SOUSA, 2018).

O coédgulo seminal ocorre em decorréncia da interacdo de proteinas secretadas
pelas vesiculas seminais e a préstata. Ele pode ser classificado em graus ou
escore, dependendo da viscosidade poés-ejaculatéria do sémen. O grau |, € 0
sémen fluido, ndo gelatinoso ou ndo forma coagulacdo. O grau Il, 0 sémen é
considerado gelatinoso ou semifluido, e ndo ha coagulo visivel. O grau Il
corresponde ao sémen coagulado formando uma massa esbranqui¢cada, néo
fluida e ndo gelatinosa. E o grau IV, o coagulo seminal € compacto, elastico, semi
— solido ou sdlido, e firme. HA4 espécies em que um mesmo primata pode
apresentar o sémen classificado em mais de um grau, e espécies, como o C.
jacchus cujo sémen foi classificado em semifluido (grau 1) (SOUSA, 2018).

No codgulo seminal esta presente a maior parte dos espermatozoides dos
primatas ndo humanos. E ap6s a copula, o coagulo seminal tende a tornar-se
liquefeito na vagina da fémea. A alcalinidade do coagulo seminal pode estar
relacionada com a protecdo dos espermatozoides, ja que a vagina das fémeas
possui um pH &cido. As principais moléculas responséveis pela coagulacdo do
sémen sao expressas pelas vesiculas seminais e se chamam semenogelinas
(Sg) e suas isoformas Sg | e Sg II. O processo de coagulacdo ocorre devido a
combinacdo das semenogelinas com os antigenos prostaticos especificos
(PSA), resultando em uma mudanca conformacional das Sg ao se ligarem com
Zn?* formando assim o coagulo seminal. A liquefacédo do coagulo seminal ocorre
com a diminuicdo da concentragdo de Zn?* livre, o PSA é ativo e cliva as
semenogelinas, induzindo a liguefacdo do plug seminal e a liberacdo dos
gametas masculinos (SOUSA, 2018).

O comportamento reprodutivo dos primatas neotropicais pode ser dividido nas
seguintes fases: atratividade, proceptividade e receptividade. Durante a fase de



atratividade, a fémea exerce atracdo maior sobre os machos, e essa fase se
caracteriza pelo aumento dos niveis séricos de estrogenos, e a maturacao
folicular. A fase de proceptividade corresponde ao aumento da busca por
parceiros, e sinais como vocalizacao, alteracdo odorifera, mudanca postural,
como a lordose, e aumento da atividade de locomocéo. Ela também é caracteriza
por grande aumento nos niveis dos estrégenos. Na fase de receptividade, a
fémea aceita a copula, e na maioria das espécies de PNM ocorre a queda nos
niveis de estr6genos e aumento nos niveis de testosterona. Nos machos, ocorre
oscilacédo circadiana dos niveis séricos de testosterona, todavia os niveis podem
aumentar durante o periodo de maior atividade sexual, e pode estar relacionada
com a libido, a agressividade e na estimulagdo da espermiogénese
(GUIMARAES et al., 2014).

3.3. Enfermidades do sistema reprodutor dos primatas

neotropicais

Nos primatas ndo humanos, algumas doencas infecciosas que acometem o trato
reprodutivo foram documentadas em animais de cativeiro e animais de vida livre,
entre elas o virus da imunodeficiéncia simia (SIV), virus linfotrépico de células T
simias (STLUV), papilomavirus, herpes virus e tricomonas (NUNN, 2003). Os
processos ndo infecciosos que mais se destacam entre os primatas nao
humanos e que acometem o sistema reprodutor dos primatas neotropicais sao a
distocia, prolapsos vaginal e uterino, hérnia inguinal, endometriose, alteracées
hormonais e neoplasias.

A distocia com mortalidade fetal e/ou materna foi documentada em calitriquideo
em cativeiro, e geralmente estd relacionada ao grande tamanho do feto
comparado ao tamanho da pelve da fémea, ou mal posicionamento do feto no
momento do parto. Em micos — lebes, a maior incidéncia de distocia € em
Leontopithecus chrysomelas (mico — ledo — da — cara — dourada), devido ao
baixo dimorfismo sexual da pelve da fémea, que possui tamanho diminuto
quando comparado ao tamanho da pelve das outras fémeas do género
Leontopithecus.

N&o ha muitos trabalhos que abordem os prolapsos vaginais e uterinos em
primatas neotropicais, entretanto existe um relato em fémea de Macaca mulatta.
Os prolapsos vaginais e uterinos consistem na descida do canal vaginal e na
exteriorizacdo do Utero pela vagina, respectivamente. Geralmente as causas que
predispde o prolapso, esté relacionada a traumatismos, deficiéncias nutricionais,
alteracOes hormonais e afecc¢Oes infecciosas. O prolapso pode ser associado
com aborto, quando ocorre antes do parto, e pode ser associado com morte
materna e/ou fetal, quando ocorre no momento do parto (CASAGRANDE, 2014).

O tratamento dos prolapsos uterinos e vaginais consistem na sedacao do animal,
e posteriormente na limpeza do local com permanganato de potassio e soro
fisiologico gelado, com o intuito de diminuir edemaciacao do local. Em seguida,
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a massa prolapsada deve ser lubrificada com a utilizacado de creme antisséptico
e 0 O0rgao deve ser reintroduzido para sua posi¢cao anatdbmica, a vaginopexia
pode ser feita para evitar prolapsos, e como protocolo medicamentoso a
antibioticoterapia e anti-inflamatorios, assim como repouso Sdo cruciais para
uma boa recuperacéo do primata (CASAGRANDE, 2014).

As neoplasias em primatas ndo humanos sao relativamente raras, S80 pouco
documentadas e quando ocorrem, podem estar relacionadas com a alta
longevidade de primatas em cativeiro (PSSINATTI & ROCHA E SILVA, 2014).
Ha um relato sobre atrofia testicular em macaco-da-noite, que foi diagnosticado
através de exame histolégico, e se caracteriza pela vacuolizagcdo das
espermatogbnias e espermatécitos, e presenca de células gigantes
multinucleadas, e a causa da atrofia testicular € desconhecida (CASAGRANDE,
2014).

Os primatas do novo mundo podem ser infectados pelo Herpesvirus simples |
(HHV — 1) e pelo Herpesvirus simplex Il (HHV — 2) através do contato com 0s
seres humanos, geralmente causando uma doenca generalizada e fatal. Em
macaco-da-noite (Aotus trivirgatus) relata-se letargia, conjuntivite e coriza,
podendo apresentar também como sinais clinicos, lesdes necroéticas na mucosa
oral, na lingua, e na genitalia externa. Os saguis sdo altamente susceptiveis a
infeccdo causada pelo HHV-1, geralmente os sinais clinicos sdo prostracéo,
hiporexia, convulsdes e lesdes ulceradas na pele (CASAGRANDE, 2014).

N&o héa tratamento especifico para a herpesvirose, no entanto saguis que foram
tratados com aciclovir apresentaram leves melhoras clinicas das ulceras na pele.
O diagnéstico de eleicao das espécies de herpesvirus é o PCR (CASAGRANDE,
2014). Os primatas ndo humanos sdo susceptiveis a variadas patologias do
sistema reprodutor. As doencas que acometem os testiculos, podem ser de
causa hormonal, neoplasica, degenerativa aguda e/ou atrofia crénica, dentre
outras enfermidades. Ha fatores que podem contribuir para o desenvolvimento
das afeccdes reprodutivas, e principalmente, das gbnadas, entre eles o estresse,
alteragbes nutricionais e fatores inerentes ao clima, desencadeando em
processos degenerativos, e podendo evoluir para uma atrofia testicular
(PEREIRA et al., 2009).

A atrofia testicular, inicialmente, se caracteriza pela degeneracdo de ceélulas
espermatogénicas, que ocorre microscopicamente. O processo de atrofia
testicular pode evoluir para a morte das células germinais, restando assim
somente as células de Sertoli em uma membrana basal espessada (PEREIRA
et al., 2009). KIREJCZYK et al., (2021) realizaram um estudo, durante o periodo
de 30 anos, com o objetivo de relatar a casuistica de lesdes urogenitais em
primatas ndo humanos em Centros de Primatas, e foram diagnosticadas com
maior frequéncia em primatas neotropicais machos, as doencas atrofia testicular
e atrofia prostatica, e com menor frequéncia, prostatite, degeneracgéo testicular,
parafimose com necrose de pénis, tumor de célula de Leydig, e neoplasia de
testiculo.
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3.4. Biotecnologias de reproducdo aplicadas a primatas

neotropicais machos da familia Callitrichidae

Algumas acdes antropicas, como a destruicdo ou fragmentacdo de habitats, a
caca ilegal, o trafico de animais silvestres, e a introducdo de espécies exoticas,
entre outras ac¢des antropicas, tem contribuido significativamente para o declinio
de muitas espécies de primatas neotropicais, levando grande parte das espécies
a serem classificados como vulneraveis a extingdo. E necessario manter uma
viabilidade minima de uma espécie, para assegurar sua sobrevivéncia e
reproducdo em seu habitat natural (in situ) (VALLE et al., 2004; DOMINGUES et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015).

A protecdo e a conservacao das espécies de primatas neotropicais in situ,
demonstram serem demasiadamente eficazes para a manutencéo dos primatas
do novo mundo, entretanto torna-se inacessivel a curto prazo para algumas
espécies que dependem de uma quantidade de &rea ambiental disponivel.
Sendo assim, as biotecnologias de reproducao aliadas a conservagao in situ séo
de suma importancia para auxiliar na preservacao do potencial genético das
espécies de primatas neotropicais (VALLE et al., 2004; DOMINGUES et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2015).

Avancos em estudos relacionados as biotécnicas reprodutivas em primatas nao
humanos vem sendo realizados nos ultimos 20 anos, proporcionando com o
auxilio da inseminacgéo artificial (IA) (WOLF, 2009), a producgéo in vitro de
embrides (PIVE), e com o intermédio da fecundacao in vitro (FIV), a injecédo
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) e transferéncia nuclear por células
somaticas (TNCS) ou embrionérias. O conhecimento acerca das particularidades
da fisiologia dos primatas neotropicais € fundamental para evitar perda do
material genético, e a criopreservacao dos gametas € uma maneira de preservar
o material genético das variadas espécies, de manutencdo de bancos de
germoplasma e conservacao ex situ (em cativeiro) (DOMINGUES et al., 2011).

A criopreservacdo de gametas é uma alternativa as limitacdes de espacos de
zoologicos e a perda dos habitats naturais, devido a dificuldade de instalar
grandes populacdes de animais de uma mesma espécie. A criopreservacao de
gametas, embrides e células somaticas, consiste no armazenamento dessas
células em botijées criogénicos, no nitrogénio liquido a -196 °C, ou a -150 °C em
sua fase de vapor. A congelacao pode ser rapida ou lenta, e permite a viabilidade
e manutencdo dessas células por um longo periodo. O material biologico
depende de fatores como, tolerédncia ao método de preservacdo (congelagédo
lenta ou vitrificagdo), dos agentes crioprotetores, desidratacéo, e velocidade da
diminuicdo da temperatura, para ser capaz de sobreviver a criopreservagao
(DOMINGUES et al., 2011).

Os primatas ndo humanos machos possuem o sémen com diferentes graus de
consisténcia, sendo que as espécies com comportamento majoritariamente
monogamico geralmente apresentam o sémen com a consisténcia mais fluida, e
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espécies com comportamento predominantemente poligamicos apresentam o
sémen com a consisténcia que pode ir de semifluida a sélida. O plug copulatério
atua como uma barreira fisica para impedir que os espermatozoides de outros
machos fecundem a fémea, e pode atuar como uma barreira fisico-quimica para
transporte de espermatozoides até a cérvix da fémea (DOMINGUES et al., 2011;
SOUSA, 2018). A escolha do melhor diluidor para a diluicdo do coagulo
espermatico e manutencao dos gametas dos primatas ndo humanos é uma das
maiores dificuldades na criopreservacdo do sémen desses animais
(DOMINGUES et al., 2011).

As técnicas que tém obtido maior sucesso na manutengcdo da viabilidade
espermatica e na dissolucao do plug copulatério utilizam solucédo salina a 0,9%,
diluidor a base agua de coco in natura ou a base de agua de coco em po, e TES-
TRIS, além disso, utilizam a fragmentacao do coagulo com auxilio de pipeta e a
incubacdo em banho-maria. Dentre os métodos mais comuns utilizados para a
coleta do sémen, estdo a utilizacdo da vagina artificial, a lavagem vaginal apos
0 acasalamento, manipulacdo digital do pénis, eletroejaculacdo e
vibroestimulacdo peniana (DOMINGUES et al., 2011).

A eletroejaculacdo € o método de eleicdo quando o animal necessita de
contencdo quimica. A técnica se caracteriza pela estimulacéo elétrica do reflexo
ejaculatorio, com o auxilio da introducdo de um eletrodo transretal. Torna-se
necessario o condicionamento dos animais para a utilizagdo das outras técnicas
reprodutivas sem a contencdo quimica. H& também a obtencdo de
espermatozoides ou espermatogonias do epididimo dos animais post-mortem,
que podem ser criopreservados e manter a viabilidade de até 20 horas apos a
morte. Os diluentes mais utilizados na criopreservagao possuem gema de ovo,
acucares, glicerol ou DMSO, em diferentes propor¢cdes. Em primatas
neotropicais da familia Callitrichidae, existe um protocolo de criopreservacao
apenas para a espécie Callithrix jacchus (sagui-de-tufo-branco) (DOMINGUES
et al., 2011).

A avaliacdo do sémen dos machos pode ser macroscopica ou microscopica. A
avaliacdo macroscopica consiste na observacdo da coloragdo, volume do
ejaculado e aspecto, e a avaliagdo microscopica avalia a motilidade e a
morfologia dos espermatozoides, a funcionalidade, o vigor, a integridade da
membrana plasmatica, e a concentra¢do (LEAO & DOMINGUES, 2017). Para os
parametros mencionados anteriormente, ha descricdo para quatro espécies da
familia Callitrichidae, as espécies Callithrix jacchus e Callithrix penicillatta
(ARAKAKI, et al., 2019), Callimico goeldii (ARAKAKI et al, 2017), e
Leontopithecus chrysomelas (ARAKAKI, et al., 2019; ARAKAKI, et al., 2020).

O género Callithrix possui seis espécies (C. penicillata, C. jacchus, C. kuhlii, C.
geoffroyi, C. aurita e C. flaviceps), sendo que a espécie C. jacchus é a mais
estudada em termos de biologia reprodutiva (ARAKAKI, et al., 2019). ARAKAKI,
et al., (2019) descreveram pela primeira vez, a coleta de sémen utilizando a
técnica de vibroestimulacdo peniana em sagui-de-tufo-preto (Callithrix
penicillata) e o congelamento do sémen nessa espécie, e foi feita uma
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comparacao entre os sémens frescos de Callithrix penicillata e Callithrix jacchus.
A técnica de vibroestimulacéo peniana, possui como vantagens, a obtencao de
grande quantidade de ejaculado, é pouco invasiva e ndo causa muito
desconforto para o animal, e ndo possui necessidade de sedacéo.

De acordo com ARAKAKI, et al. (2019), o volume testicular do Calitthrix
penicillata, foi significativamente diferente do volume testicular do Callithrix
jacchus, principalmente o volume do testiculo direito. O volume testicular dos
machos pode variar de acordo com o status reprodutivo e a posi¢cao social que
eles ocupam, e o pequeno numero da amostra de animais avaliados podem
explicar as variagdes de volume testicular. Em relagéo aos parametros seminais,
somente o valor médio dos espermatozoides com a membrana plasmatica
intacta foi significativamente diferente. Assumindo que a densidade seminal é
1g/mL, foi tido como alternativa vidvel a mensurac¢do do volume seminal por
pesagem, principalmente com amostras de sémen com a consisténcia mais
viscosa.

O volume seminal médio obtido foi de 15 uL nas espécies C. penicillata e C.
jacchus. Foi feita diluicdo com TALP-HEPES, e o volume da amostra obtido foi
em pequena quantidade. Os fatores que podem afetar a motilidade do sémen,
correspondem a fatores nutricionais, composicdo seminal variavel, composi¢ao
do meio da amostrar e o fator de diluicAo. A concentracdo espermatica
encontrada para C. jacchus, foi similar a concentragcdo encontrada em outros
estudos, podendo assim sugerir que o valor normal para a espécie é
aproximadamente 1.154,2 x 10%e 1.062,59 x 108 esperma/mL. A concentracdo
espermatica do C. penicillata encontrada no estudo, foi de 29,53 x 10°
esperma/mL. E interessante ressaltar que, fatores como volume testicular,
volume seminal e concentracdo espermatica, podem sofrer influéncia pelo fato
de animais de vida livre, terem sido colocado com grande quantidade de machos
ao mesmo tempo (ARAKAKI, et al., 2019).

Foi proposta uma estratégia de criopreservacao para o sémen de C. jacchus e
C. penicillata, entretanto observou-se que a qualidade do sémen foi degradada
apos refrigeracdo e adicdo de glicerol elou congelamento. Entre as
concentragcdes com 6% e 4% de glicerol utilizadas, a concentracéo de 4% obteve
melhores resultados. E dificil afirmar qual fator que levou a degradacido da
qualidade espermaética, pois fatores como, alteracdes na temperatura, estresse
osmatico, e formacgdo ou dissolucao de cristais de gelo no meio extracelular,
podem levar a diminuicdo da qualidade espermatica. Nota — se a necessidade
de um protocolo de congelamento mais eficiente para as duas espécies. Além
disso, os estudos de reproducdo em primatas neotropicais apresentam um
desafio, devido aos altos custos e a dificuldade de manutencédo dos primatas em
cativeiro (ARAKAKI, et al., 2019).

A espécie Callimico goeldii, € conhecida popularmente por mico-de-goeldi, e é
listada como vulneravel na Lista de Espécies Ameacadas da IUCN. Ela se difere
dos animais da familia Callithrichidae, pois possui apenas uma prole por
gestacdo, ao invés de gémeos. Um estudo foi realizado com essa espécie,
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utilizando eletroejaculacéo, para a obtencdo de coleta de sémen e mensuracao
dos parametros. Para a sedacao, foi utilizado hidroclorido de xilazina na dose de
1 mg/kg e hidroclorido de ketamina na dose de 20 mg/kg, aplicada por via
intramuscular. A morfometria testicular foi medida com o uso de um paquimetro
digital e o volume testicular foi calculado através da formula empirica de Lambert:
volume = comprimento x largura x altura x 0,71 (ARAKAKI, et al., 2017).

O protocolo utilizado para coleta de sémen, liquefacdo do codgulo e avaliagdo
do sémen foi bem-sucedido. A eletroestimulacdo por probe retal possui como
vantagem, os primatas ndo precisarem de condicionamento para 0 momento da
coleta e é eficaz em coletas de curta duracdo. Em relacdo ao volume testicular,
essa espécie ndo apresenta relacdo com a organizacao social e com a sele¢ao
sexual. A diluicdo do coagulo seminal foi feita com agua de coco in natura e
incubagéo a 37°C por trinta minutos. O volume seminal pode ser influenciado
pelos seguintes fatores: diferencas de espécies, método de coleta, nutricéo,
estacdo do ano, estresse, e frequéncia de acasalamento. Os defeitos maiores
dos espermatozoides podem estar ligados a baixos niveis de fertilidade e os
defeitos menores dos espermatozoides sdo menos significativos para a
fertilidade (ARAKAKI, et al., 2017).

Em Leontopithecus chrysomelas (mico-ledo-de-cara-dourada), foi feito um
estudo que analisou o0 sémen dos machos em diferentes estagées do ano. A
técnica utilizada para coleta do sémen foi a vibroestimulacdo peniana. Foi
observado que o tamanho dos testiculos aumentou durante o periodo seco do
ano, uma vez que corresponde ao periodo reprodutivo da espécie. Apesar dessa
alteracdo, o0s resultados desse estudo indicam que as funcdes
espermatogénicas ndo mudaram durante o ano (ARAKAKI et al.,, 2020). De
acordo com ARAKAKI et al., (2019), foi realizado um estudo com o objetivo de
utilizar diferentes métodos de baixo custo para testar a funcado espermatica de
Leontopithecus chysomelas. Esses métodos podem ser utilizados para avaliar a
ligacdo espermatozoide-6vulo, a membrana plasmatica, integridade
acrossomica, fragmentacdo do DNA e atividade mitocondrial.

4. CONCLUSAO

As pesquisas direcionadas para o estudo de biotécnicas reprodutivas mais
eficazes aplicadas aos primatas neotropicais sdo de suma importancia para
criacao de bancos de germoplasma e para os programas de conservacao ex situ.
Dados levantados apontaram que para apenas para quatro das seis espécies da
familia Callitrichidae hé& registro de avaliacdo macroscopica ou microscopica do
sémen dos machos, enquanto a técnica de vibroestimulacdo peniana, a mais
eficaz, foi registrada apenas a espécie Callithrix penicillata.

As espécies da familia Callithrichidae possuem particularidades reprodutivas,
assim sendo, observa-se a necessidade de se aprimorar e desenvolver
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pesquisas referentes ao uso de diluentes, e diluicbes mais eficazes, assim como
0s protocolos de criopreservacédo e avaliagcdo seminal para melhor compreenséo
sobre o carater reprodutivo das espécies, contribuindo com incremento de dados
gue possam auxiliar nos programas de conservacao.

Os avancos nas pesquisas tendem a ocorrer com a melhor elucidacéo de
caracteristicas de cada espécie e com a pratica no ambito da reproducdo da
criopreservacao de sémen desses primatas neotropicais.
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