UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO

CLENIO FERNANDES VIANA

CARACTERISTICAS DO SEMEN, PERFIL DA CONCENTRACAO DE
TESTOSTERONA NO EXTRATO FECAL, VARIACAO DA MASSA CORPORALE
VOLUME TESTICULAR DE MICOS-DE-CHEIRO (Saimiri sciureus, LINNAEUS, 1758)
MANTIDOS EM CATIVEIRO SOB CONDICOES AMBIENTAIS CONTROLADAS

Campos dos Goytacazes - RJ
Setembro de 2012



CLENIO FERNANDES VIANA

CARACTERISTICAS DO SEMEN, PERFIL DA CONCENTRACAO DE
TESTOSTERONA NO EXTRATO FECAL, VARIACAO DA MASSA CORPORAL E
VOLUME TESTICULAR DE MICOS-DE-CHEIRO (Saimiri sciureus, LINNAEUS, 1758)
MANTIDOS EM CATIVEIRO SOB CONDICOES AMBIENTAIS CONTROLADAS

Dissertacio apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias  Agropecuarias da  Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, como
parte das exigéncias para obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Orientadora: Prof®. Dr®. Maria Clara Caldas Bussiere

Co-orientador: Prof. Dr. Aulus Cavalieri Carciofi

Campos dos Goytacazes - RJ
Setembro de 2012



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pela Biblioteca do CCTA / UENF 012/2013

Viana, Clénio Fernandes

Caracteristicas do sémen, perfil da concentragdo de testosterona no extrato fecal,
variagdo da massa corporal e volume testicular de micos-de-cheiro (Saimiri
sciureus, Linnaeus, 1758) mantidos em cativeiro sob condi¢cdes ambientais
controladas / Clénio Fernandes Viana. — 2013.

88 f. :il.
Orientador: Maria Clara Caldas Bussiere

Dissertacao (Mestrado - Ciéncia Animal) — Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias.
Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Bibliografia: f. 79 — 88.

1. Primatas ndo humanos 2. Saimiri sciureus 3. Caracteristicas do sémen 4.
Fisiologia da reprodu¢do do macho 5. Testosterona 6. Sazonalidade I.
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecudrias. II. Titulo.

Cutter— V 654c




Minizienio e Seides

FIQCRLZ
Fundacan Dswalde Gruz

‘Wica-prasicéncia da Pesquize e CMiﬁﬁ; de Egich
phaly : no Uso de Animais

Laboretdrica de Raferdncia

LICENGA LW-9/11

Certificamos que o protocolo (P-73/10-2), intitulado "Colheita e avaliagio de sémen de micos
de cheiro (Saimiri 2p) pertencentes ao Cecall Fiocruz.”, sob a responsabilidade de TATIANA
KUGELMEIER, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais,
inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A
referida licenga ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagio
nacional.

Esta licenga tem validade até 13/12/2014 e inclui o uso total de :

Saimiri sci
- 69 Machos, Peso: 1000,0000 Grama(s).

Saimiri ustus
- B Machos, Peso: 1000,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 13 de dezembro de 2010

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

Comiss30 de Efica no Uso de Animals
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratonos o2 Refertncia - Fundagio Oswaloo Cruz
A Brasll, 4035 - Pradio da Expans3o - 53la 200 - Manguinhos - Rio de Janein |
Telefone: (21) 38820121 e-mall ceua@Mocnz br



CLENIO FERNANDES VIANA

CARACTERISTICAS DO SEMEN, PERFIL DA CONCENTRACAO DE
TESTOSTERONA NO EXTRATO FECAL, VARIACAO DA MASSA CORPORAL E
VOLUME TESTICULAR DE MICOS-DE-CHEIRO (Saimiri sciureus, LINNAEUS, 1758)
MANTIDOS EM CATIVEIRO SOB CONDICOES AMBIENTAIS CONTROLADAS

Dissertacio apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias  Agropecuarias da  Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, como
parte das exigéncias para obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncia Animal.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Rodrigo del Rio do Valle (Doutor, Reproducao) - UNIP

Prof®. Dr". Sheyla Farhayldes Souza Domingues (Doutora, Ciéncia animal) - UFPA

Dr®. Tatiana Kugelmeier (Doutora, Ciéncias) - Fiocruz

Dr". Valéria Amorim Conforti (Doutora, Ciéncia Animal) - Instituto Pr6-carnivoros

Prof®. Dr®. Maria Clara Caldas Bussiere (Doutora, Ciéncias) - UENF

(Orientadora)



Dedico ao v6 Lid, vo Rita, mae Enedina e Prof. Rovilson, in memoriam.
Dedico em especial, ao meu filho Lucas Viana,

minha esposa, Branca e

meu pai, Valdemar Fernandes Viana.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela gragca que recebo em minha trajetéria de vida.
Aos meus orientadores, Prof* Dr* Maria Clara Caldas e Prof. Dr* Aulus Cavalieri Carciofi.

As Instituicdes e 6rgdos de fomento: Coordenacio de aperfeicoamento de pessoal de nivel
superior - Capes, Fundacdo Oswaldo Cruz - Fiocruz, Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro — UENF e Universidade Estadual Paulista — Unesp/Jaboticabal.
A banca examinadora pela honra da presenca e pelas valiosas contribui¢des.
Aos funciondrios do Cecal/Fiocruz, em especial a equipe do SCPrim pelo apoio e contribuicdes.

A empresa Poytara pelo processamento da racdo experimental utilizada no estudo e aos

profissionais do Laboratério de Nutri¢do Clinica da Unesp, em especial, o Dr. Fabiano S4.

A equipe do LRMGA/UENF, em especial, a Prof*. Dr* Célia Quirino, Prof. Dr Angelo Burla,
Prof. Dr. José Frederico Straggiotti, os veterindrios, Dr* Carla Sobrinho, Dr. Marcus Barreto, Dr.*

Marcia Faes, Dr. Fausto de Carvalho e as técnicas, Bruna, Vania e Mariane.

Aos professores, funciondrios e alunos da Uenf, em especial, o Prof. Dr. Ricardo Mendonga, Prof.
Dr. Humberto Penna, a Sr* Vangela, os alunos, Rodrigo Fortunato, Bruno Pena e Wlaisa
Sampaio. A Coordenacdo de Pés-graduacio, Prof. Dr. Olney Vieira e as funciondrias, Jovana

Campos e Conceicao dos Santos pela competéncia e gentileza.

A todos o profissionais e amigos que direta ou indiretamente contribuiram para a realiza¢do desse
trabalho, em especial, a Sr* Aparecida Kugelmeier, Dr* Tatiana Kugelmeier, Dr* Marcia Andrade,
Dr. Rodrigo del Rio, Dr. Israel dos Santos, Dr* Ana Carolina Leal, Dr* Isabella Folhadela, Gabriel

Moraes e Markus Juno Cabral.

Muito obrigado!



"Seja vocé quem for, seja qual for a posi¢do social que vocé
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muito amor e com muita fé em Deus, que um dia vocé chega l4.
De alguma maneira vocé chega 14."

Ayrton Senna



RESUMO

VIANA, Clénio Fernandes, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
Setembro de 2012; Caracteristicas do sémen, perfil da concentracio de testosterona no
extrato fecal, variacio da massa corporal e volume testicular de micos-de-cheiro (Saimiri
sciureus, Linnaeus, 1758) mantidos em cativeiro sob condicées ambientais controladas.

Orientadora: Prof®. Dr®. Maria Clara Caldas Bussiere

Os micos-de-cheiro (Samiri sciureus) s@ao primatas neotropicais de pequeno porte, com ciclo
reprodutivo sazonal, marcado por alteragdes morfofisiol6gicas em machos e fémeas. Sdo criados
em cativeiro principalmente como modelos para a pesquisa biomédica. Sao bem estudados
quanto a nutri¢do, fisiologia, comportamento, no entanto, a fisiologia reprodutiva ainda necessita
de conhecimentos para melhorar o manejo ex situ. O objetivo deste estudo foi avaliar a variacao
de massa corporal, volume testicular, a concentracdo de testosterona no extrato fecal e
caracteristicas do sémen em animais mantidos sob condi¢cdes ambientais controladas (temperatura
luminosidade e umidade). Durante 12 meses, os machos (n = 12) de 7 a 13 anos foram mantidos
em dupla, sem contato visual, olfativo ou auditivo com fémeas da espécie. Foram obtidas a massa
corporal, volume testicular e amostras de s€men por vibroestimulacdo peniana (VEP) a cada 15
dias. Amostras de fezes foram colhidas a cada més para a mensuracao de testosterona no extrato
fecal por quimioluminescéncia. Sete animais responderam ao procedimento de VEP e destes, dois
animais ejacularam regularmente ao longo do estudo. O sémen foi avaliado sem dissolu¢dao do
codgulo. Conclui-se que € possivel colher sémen de S. sciureus durante todo o ano por VEP em
animais mantidos em condi¢des ambientais controladas. As caracteristicas das amostras de s€men
sdo compativeis com o descrito para a espécie. Ajustes no tubo de colheita elevaram a taxa de
sucesso na obtencdo de ejaculados por VEP. As andlises ndo mostraram uma variacdo de massa
corporal, volume testicular e testosterona no extrato fecal que evidenciasse as alteracdes descritas
nos machos na estacdo de acasalamentos em estudos prévios. O conhecimento gerado pelo estudo
pode contribuir como base para a manutencdo de machos em condicdes de cativeiro para a
colheita de s€émen com potencial para aplicacdo em biotécnicas reprodutivas e tornar as criagdes

mais eficientes e autossustentaveis para fins de pesquisa biomédica ou de conservacao.



Palavras-chave: Primatas ndo humanos; Saimiri sciureus; caracteristicas do s€men; fisiologia da

reproducdo do macho, testosterona, sazonalidade.



ABSTRACT

Characteristics of semen, testosterone level profile in fecal extract, variation of body weight
and testicular volume of captive squirrel monkeys (Saimiri sciureus, Linnaeus, 1758) under

controlled environmental conditions.

Squirrel monkeys (Saimiri sciureus) are small neotropical primates with seasonal reproductive
cycle, marked by morphophysiological changes in males and females. They are raised in captivity
primarily as models for biomedical research and have been well-studied on nutritional,
physiological, and behavioral aspects; however, the reproductive physiology still requires
knowledge to improve the handling ex situ. Thus, this study aimed to assess the variation in body
weight, testicular volume, testosterone level profile in fecal extract, and semen characteristics in
captive squirrel monkeys (Saimiri sciureus) under controlled environmental conditions
(temperature, artificial lighting, and humidity). During 12 months, adult males (n = 12) from 7 to
13 years of age were housed in pairs with no visual olfactory or auditory contact with females of
the species. Body weight and testicular volume were assessed and semen samples was collected
by vibratory penile stimulation (VPS) ever 15 days. Fecal samples were collected every month
for the measurement of testosterone levels via chemiluminescence. Samples were achieved from
seven animals and two of them ejaculated regularly throughout the whole study. Samples were
analysed with no dissolution of the seminal clotting. Characteristics of semen were comparable to
those observed in healthy individuals. Adjustments in the collection tube improved sample
collection success by VPS in the longitudinal monitoring of body mass, testicular volume, as well
as fecal testosterone levels. Besides, no seasonal changes were observed. Therefore, this
manuscript offers a promising protocol for semen collection in the study species, which could
potentially contribute to further research as well as to future strategies of assisted reproduction

technologies to this and possibly to other simian species.

Key words: nonhuman primates; Saimiri sciureus; semen characteristics; reproductive physiology
in male; testosterone; seasonality
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1. INTRODUCAO

Os primatas nao humanos sao clinicamente relevantes como modelos para a pesquisa
biomédica, pois eles compartilham muito mais semelhancas anatdmicas, genéticas e fisiologicas
com o ser humano do que outras espécies animais (WOLF, 2008). No entanto, quando
comparados a outras espécies convencionais de biotérios, o custo de manutencio de primatas nao
humanos € mais elevado (PISSINATTI; ANDRADE, 2010).

A espécie Saimiri sciureus € considerada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) um
dos principais modelos para estudos da maldria. Esses animais apresentam sintomatologia
semelhante ao homem, quando acometidos pela doenga, mesmo ndo sendo hospedeiro natural do
parasito (COURA, 2008; REY, 2008). Devido a sua importancia para a pesquisa biomédica
(PISSINATTI; ANDRADE, 2010) e de suas caracteristicas fisicas favordveis para a manutencao
em cativeiro, como o pequeno porte e o facil manejo, (BENNETT, 1967, DUKELOW, 1983), o
género Saimiri estd entre os primatas neotropicais mais utilizados (PISSINATTI; ANDRADE,
2010).

O Centro de Criagdo de Animais de Laboratério (Cecal) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) no Rio 4 de Janeiro/RJ iniciou a criacdo de S. sciureus em 1987 com animais
origindrios da Amazdnia Brasileira (ANDRADE et al., 2004). Em janeiro de 2009 houve
ampliacdo do plantel com a importacdo de 222 individuos doados pelo Centro de Primatas do
Instituto Pasteur na Guiana Francesa.

A reproducio desta espécie € caracterizada por um alto indice de abortamento e morte
neonatal (DUKELOW, 1983). O baixo indice reprodutivo de uma espécie pode se relacionar
tanto ao macho quanto a fémea (LEJEUNE; DELVAUX, 2010). Assim, para a melhoria desses
indices torna-se necessdrio a implantacdo de um programa reprodutivo eficiente, o qual envolve
um melhor conhecimento da fisiologia reprodutiva tanto de machos quanto de fémeas da espécie.
O sistema de criagdo adotado para S. sciureus no Cecal compreende a formacao de grupos sociais
que respeitam a relacdo de cinco a dez fémeas por macho. Os machos reprodutores sao mantidos
nos grupos por até duas geragdes, posteriormente sdo substituidos com o intuito de manter a
heterozigose em circulagdo no genétipo. A troca de machos reprodutores em determinado grupo

social € um momento critico do manejo e alguns procedimentos devem ser adotados para
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aumentar as chances de sucesso, tais como: a selecdo dos machos reprodutores, a introducao dos
machos antes da estacdo de acasalamento e o monitoramento do animal no novo grupo. Até o
presente momento, a selecio dos machos reprodutores tem sido realizada apenas por meio de
observacao comportamental e exame clinico, dentro de um critério de rodizio de machos entre
recintos.

Dessa forma, toda e qualquer necessidade de se manter esses animais em cativeiro deve ser
acompanhada pelo conhecimento de toda a biologia da espécie para que se alcance o
aperfeicoamento das diversas atividades de manejo, na busca da eficiéncia da criagdo, sem deixar
de assegurar os principios do bem estar dos animais em cativeiro.

Sendo assim, a proposta do presente estudo € contribuir para o conhecimento da fisiologia
reprodutiva de machos da espécie S. sciureus, a condicao fisica dos animais quando isolados de
fémeas em ambiente controlado e o aprimoramento do método de selecdo de reprodutores por
meio da avaliagdo de caracteristicas fisicas, como massa corporal, volume testicular e da

qualidade do sémen.
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2. OBJETIVOS

Geral

Estudar a fisiologia da reproducdo do macho da espécie S. sciureus ao longo de 1 ano em
condi¢des ambientais controladas por meio da avaliagdo da massa corporal, volume testicular,

concentracdo de testosterona no extrato fecal e das caracteristicas do s€men.

Especificos

Colher o sémen de S. sciureus por vibroestimulacdo peniana e avaliar as caracteristicas
fisicas, morfoldgicas e funcionais do s€émen desses animais mantidos em cativeiro sob condi¢des

ambientais controladas.

Verificar o efeito do més sobre a massa corporal, volume testicular, qualidade espermatica

e concentracao de testosterona no extrato fecal.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Os primatas ndo humanos apresentam uma variedade de tamanho e diferengas
fisioldgicas, que se refletem na organizacdo social da espécie, no comportamento, habitos
alimentares e forma de ocupar o ambiente (SMITH; JUNGERS, 1997).

Os Primatas neotropicais estéo distribuidos em 19 gé€neros e 199 espécies e subespécies

(RYLANDS; MITTERMEIER, 2009).

3.1. A espécie Saimiri sciureus

Os primatas neotropicais da familia Cebidae, subfamilia Saimiriinae, género Saimiri
(Voigt, 1831) (GROVES, 2005), sdo conhecidos no Brasil como micos-de- cheiro ou mao-de-
ouro (AURICCHIO, 1995). Esse género é composto por cinco espécies, Saimiri sciureus, S.
ustus, S. boliviensis, S. oerstedii, S. vanzolinii (RYLANDS; MITTERMEIER, 2009). Todas as
espécies do gé€nero apresentam declinio populacional em vida livre (RYLANDS et al., 2000).
De acordo com a IUCN (2009), S. oerstedii e S. vanzolinii sdo espécies consideradas
vulnerdveis e outra espécie, S. ustus, estd em iminente ameaca.

Os micos-de-cheiro apresentam pelagem acinzentada a um tom esverdeado e tons do
amarelo ao alaranjado nas patas, que variam conforme a espécie (GROVES, 2005). A boca
apresenta contornos na cor preta e pelos brancos circundam os olhos formando uma méscara
branca que com a pelagem escura da cabecga, forma um arco que se divide em dois grupos:
grupo “gotico”, pélos brancos ao redor dos olhos e escuros na cabega formam um profundo
“V” entre os olhos e o grupo “romano”, com pélos brancos ao redor dos olhos e pélos escuros
na cabeca formando um padrio arredondado entre os olhos (INGBERMANN; STONE;
CHEIDA, 2008).

Todas as espécies do gé€nero Saimiri apresentam porte pequeno. Os machos e fémeas
podem apresentar aumento de massa corporal na estagdo de acasalamentos, porém esse
fendmeno é mais evidente nos machos (DUMOND; HUTCHINSON, 1967; BENNETT,
1967).

Sdo animais com grande agilidade manual (LASKA et al., 2007), quadripedes,
arboricolas e de habitos diurnos INGBERMANN; STONE; CHEIDA, 2008). Sua ocorréncia
prevalece na Regido Amazodnica, mas eles podem ser encontrados do sul do México e
América Central até o norte da Argentina, na América do Sul (DUKELOW, 1983;
GOODALL e MITTERMEIER, 1999). Habitam vastas regides florestais, onde sdo
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encontrados preferencialmente no dossel e nas florestas de borda primérias ou secunddrias.
Ocorrem em grupos de dezenas e até centenas de animais (BALDWIN, 1985).

Em estudos realizados na Fiocruz, Rio de Janeiro, com a obtencdo de dados fora da
estacdo de acasalamentos, S. sciureus mantidos em grupos sociais sob condi¢cdes ambientais
naturais apresentaram massa corporal de 664 + 71g (média = DP) para as fémeas e 851 +

119g (média + DP) para os machos adultos (ANDRADE et al., 2004).

3.1.1. Habitos alimentares e nutricao em cativeiro

No ambiente natural, a dieta dos animais é composta por frutas, cereais, larvas de
insetos, pequenos vertebrados, além de goma, flores e castanhas (THORINGTON, 1968;
JANSON; BOINSKI, 1992; MENDOZA, 1999; STONE, 2007). Os insetos representam
parcela significativa da dieta, principalmente na estacio seca, quando hd menor
disponibilidade de frutas (LIMA; FERRARI, 2003; STONE, 2007). Na Fiocruz, a dieta dos
micos-de-cheiro ao longo dos anos foi composta por ragdo industrializada adicionada de
produtos hortifrutigranjeiros (ANDRADE et al., 2004). Recentemente, houve melhoria no
manejo nutricional da espécie com alteragcdes na composi¢do, no processamento € nas
caracteristicas dos alimentos que compdem a dieta (VIANA et al., 2009). Alimentos in natura
e insetos podem ser adicionados como suplementos nutricionais € como enriquecimento ao
ambiente do cativeiro, porém, requer maior controle para que ndo interfira negativamente na
satide dos animais (MOURA et al., 2010).

A utilizacdo de primatas em laboratério ocorre hd décadas em experimentos
biomédicos e comportamentais (PISSINATTI; ANDRADE, 2010). Em fun¢do dessa demanda
e da necessidade da conservacdo de espécies ex situ, percebeu-se a relevancia do cativeiro e,
com ele, a necessidade de informacdes sobre o conhecimento da biologia das espécies, bem
como de suas exigéncias para a manutencdo no cativeiro (ZIMBLER-DELORENZO;
STONE, 2011). Percebe-se que nos centros de experimentacdo ha uma necessidade ainda
maior do uso de um alimento completo e especifico para o género Saimiri, capaz de manté-los
saudaveis durante todo o curso dos experimentos biomédicos, principalmente pelo fato de que
na experimentagdo os animais estdo mais expostos ao estresse em funcdo das atividades
relacionadas aos procedimentos da pesquisa e a intensificacdo das atividades de manejo de
rotina (VIANA et al., 2009). Com a demanda por informagdes sobre a exigéncia nutricional
de primatas, dados resultantes de anos de trabalhos experimentais para diferentes espécies

foram compilados no National Research Council - Nutrient requirements of nonhuman
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primates (NRC, 1978). A versdao mais atual é de 2003, nela encontram-se os valores
nutricionais recomendados para a produ¢do de alimentos para o gé€nero Saimiri, além de
diversas informag¢des que demonstram que esses animais sdo extremamente exigentes, quando

comparados a outros primatas ndo humanos (NRC, 2003).

3.1.2. Aspectos reprodutivos do género Saimiri

Os micos-de-cheiro sdo animais poligdmicos, vivem de forma social em grupos de
multiplos machos e mdltiplas fémeas (GOODALL; MITTERMEIER, 1999; FORTMAN et
al., 2002).

A maturidade sexual das fémeas ocorre aproximadamente aos dois anos e meio de vida
(BALDWIN, 1985). As fémeas ciclam num intervalo de aproximadamente nove dias (WOLF;
CONNOR; ROBINSON, 1977). A gestagcdo é em média de 156 dias (WIEBE et al., 1988).
Atencdo especial deve ser dada as fémeas no terco final de gestacdo e inicio de lactacdo
devido ao aumento das necessidades nutricionais e de 4gua (ROSENBLUM, 1968). A massa
corpérea do filhote ao nascer aproxima-se de 15% da massa corporal materna, o que se traduz
num grande desgaste para a fémea durante a gestacdo. O que pode justificar a concepgio de
um tnico filhote por ano (BALDWIN, 1985). O desenvolvimento dos infantis é rapido, o
processo de independéncia alimentar inicia-se nos primeiros meses de vida e aos seis ocorre
reducdo na lactagdo que culminard no desmame natural (ROSENBLUM, 1968).

Nos machos, a maturidade sexual ocorre aos cinco anos de idade (MENDQOZA, 1999).
Os animais apresentam uma bolsa escrotal semi pendulosa e assimétrica, proporcionalmente
grande pelo seu porte (STEINBERG et al., 2005). O testiculo e o epididimo juntos formam
uma massa relativamente pequena e globular. O pénis € cilindrico, mede 35 mm de
comprimento, encoberto por prepucio retratil, apresenta osso peniano e algumas espiculas
queratinizadas vestigiais laterais ao seu corpo (STEINBERG et al., 2005).

Na borda ventral do testiculo podem ser observadas veias helicoidais e proeminentes.
As vesiculas seminais sdo tubulares e ndo ramificadas. A prostata localiza-se na parte

proximal da uretra, imediatamente distal a bexiga (HILL, 1960).
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3.1.3. O sémen do género Saimiri

O primeiro procedimento com sucesso na colheita de s€men de primatas ndo humanos
foi a eletroestimulagc@o peniana. Dois eletrodos de corrente monoféasica foram utilizados, um
foi aplicado na base do pénis e outro na superficie ventral da glande (MASTROIANNI;
MANSON, 1963 apud BENNETT, 1967). Dois anos mais tarde, foi utilizada a corrente
elétrica em uma sonda retal em primatas do Velho Mundo (BENNETT, 1967). No mesmo
periodo, sondas foram especialmente desenhadas para colheita de s€émen em micos-de-cheiro
(BENNETT, 1967). Esse método, a eletroejaculagdo (EEJ), tornou-se o mais comum para
obtencdo de sémen em primatas ndo humanos e é o responsdvel pela maioria dos trabalhos
com sémen em micos-de- cheiro (YEOMAN; 1998). No entanto, mais recentemente, tem sido
utilizado um novo método de colheita de sémen em pequenos primatas, a vibroestimulacio
peniana (VEP) (YEOMAN et al., 1998; KUEDERLING et al., 2000; SCHNEIDERS et al.,
2004; VALLE et al., 2008; KUGELMEIER, 2011).

Segundo Yeoman et al. (1998), as caracteristicas do s€émen de micos-de-cheiro podem
variar conforme o método empregado na colheita. Em amostras obtidas por eletroejaculagdo,
Bennett (1967) obteve fracdo liquida e coagulada, cujas massas somadas variaram de 45,2 a
397,7 mg e concentracdo de 106 x 10° espermatozdides/ mL. Com o mesmo método, Gage e

Freckleton, (2003) obtiveram ejaculados de S. sciureus com volume de 50,79 a 81,29 uL.

Nos primatas ndo humanos é comum a rdpida coagulacio do ejaculado logo apds a
colheita, o que dificulta as avaliacdes do sémen (DUKELOW, 1983; KUGELMEIER, 2011;
WOLE, 2009). Trabalhando com a espécie Saimiri boliviensis, Yeoman et al. (1998),
obtiveram ejaculados de 436 + 90 uL colhidos por vibroestimulagdo peniana (VEP) e de 205
+ 25 pL colhidos por eletroejaculagdo retal (EEJ). Na tabela 1 sdo apresentadas as

caracteristicas do sémen de micos-de-cheiro obtido pelos métodos de VEP e EEJ.
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Tabela 1: Caracteristicas do sémen de micos-de-cheiro, obtidos por diferentes métodos de

colheitas.

Espécie  Colheita Volume (uL) Concentragao Motilidade Referéncias
(x 10°spz/mL) (%)

S.boliviensis VEP 436 £90 4 77,1 £20,4 4 80,6 £4,34 (Yeoman et al., 1998)
S.boliviensis  EE] 205 £254 2,8+1,74 441+11,44 (Yeoman et al., 1998)

S. sciureus  EEJ 50,79 - 81,29 B (Bennett, 1967)
S. sciureus  EEJ 159,5£574 127,3+160,64 55,85+ 15,354 (Denis et al., 1976)
S. sciureus  EEJ 80-300B (Dukelow, 1983)

VEP - vibroestimulagdo; EEJ — eletroejaculacdo; sptz — espermatozoides; S. sciureus

— Saimiri sciureus; S. boliviensis — Saimiri boliviensis
*Legenda: A - dados apresentados pelas médias + os desvios padrdes das médias; B - dados
apresentados como intervalos entre os valores minimos e maximos.

Muitos autores descreveram a biometria dos espermatozdides de micos-de-cheiro.
Segundo Bennett (1967), os comprimentos da cabeca, peca intermedidria e cauda dos
espermatozdides medem, respectivamente, 6, 12 e 60 pm. Gage e Freckleton, (2003)
obtiveram espermatozoides de S. sciureus com um tamanho total de 69,2 um. Dukelow (1983)
descreveu o comprimento da cabeca do espermatozodide de 5,11 + 0,2 um; largura da cabega
3,51 £ 0,01 um; peca intermediaria 9,03 £ 0,12 pm, cauda 55,34 £+ 0,13 pum e comprimento
total de espermatozdides de 69,24 £ 0,15 pm. O espermatozéide de micos-de-cheiro apresenta
a cabeca estreita, com uma reduzida area superficial e saliéncia apical. A margem posterior do
acrossoma tem aparéncia serrilhada ou microvilosidades. A pec¢a intermedidria insere-se de
forma excéntrica na parte posterior da cabeca (DUKELOW, 1983). As mitocOndrias vistas em
corte transversal apresentam-se muito finas e contornam a pega intermedidria em

aproximadamente 53 voltas (DUKELOW, 1983).

3.1.4. Sazonalidade reprodutiva

Animais de reproducgdo sazonal podem ser classificados em espécies de dias longos e
de dias curtos (SENGER, 2003). A percepc¢do da variagdo do comprimento do dia é um dos
mais notaveis sinais de referéncia da estacdo do ano e pode modular o ciclo reprodutivo de
muitas espécies (NELSON et al., 1990). O periodo mais adequado para a atividade
reprodutiva em geral, leva ao nascimento da progé€nie no periodo mais favordvel a sua
sobrevivéncia, devido a disponibilidade de alimentos (NELSON et al., 1990; MALPAUX,
2006).
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O mecanismo de acdo do fotoperiodo sobre o controle do ritmo de reproducdo sazonal
envolve dois componentes principais: o primeiro refere-se ao ciclo claro/escuro e a producio
circadiana de melatonina; o segundo, ao ritmo de producdo de melatonina e a regulagdo da
atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal (MALPAUX, 2006). Os fatores extrinsecos
que mediam mudancas na atividade reprodutiva, primariamente agem no eixo hipotalamo-
hipofisdrio que, secundariamente, alteram a atividade gonadal (NELSON et al., 1990). Os
hormdnios hipofisarios sdo regulados pelo hipotdlamo. A liberacdo desses hormonios ocorre
em pulsos que atingem a célula alvo em maior ou menor frequéncia, fazendo com que a
concentracdo plasmadtica dos hormonios por eles estimulados module os ciclos bioldgicos dos
organismos (SENGER, 2003).

A sazonalidade reprodutiva em micos-de-cheiro é bem estabelecida (COE;
ROSENBLUN, 1978; BALDWIN, 1985). Variaveis ambientais como indice pluviométrico,
fotoperiodo, latitude e temperatura podem influenciar a sazonalidade reprodutiva destes
animais (COE; ROSENBLUM, 1978; BALDWIN, 1985), embora a fun¢do de cada varidvel
nao seja completamente entendida (TREVINO, 2007). Segundo Coe e Rosenblum (1978), em
adi¢do aos fatores ambientais, diversos processos fisioldgicos e comportamentais regulam o
padrdo anual do ciclo reprodutivo desses primatas.

A relacdo entre sazonalidade reprodutiva e indice pluviométrico foi sugerida por
Dumond e Hutchinson, (1967) pelo fato de que os micos-de-cheiro habitam regides de baixa
latitude com altos niveis de precipitacdo. Nas populagdes de vida livre na Amazodnia
Brasileira, os acasalamentos ocorrem na estagdo seca e os partos na estacdo chuvosa, cada
evento reprodutivo ocorre em intervalos de cerca de dois meses no ano (STONE, 2007).

A sazonalidade reprodutiva de micos-de-cheiro persiste no cativeiro, mas hd o
alargamento da estacdo de partos, que tende a ocorrer seis meses mais tarde no Hemisfério
Norte em relacdo ao periodo registrado nas populacdes de vida livre na América do Sul
(DUMOND, 1968; TAUB; ADAMS; AUERBACH, 1978; DUKELOW, 1985). Além disso,
diferentes condicdes ambientais no cativeiro podem interferir no grau de sazonalidade
reprodutiva (TREVINO, 2007). Animais sob condicdes ambientais controladas apresentaram
maior distribui¢do de acasalamentos e partos nos meses ao longo do ano, do que animais em
cativeiro sob condi¢des naturais (TREVINO, 2007). Numa anélise entre os fatores ambientais
sobre a sazonalidade reprodutiva de S. sciureus, houve alta correlagdo entre temperatura e
fotoperiodo sobre a distribuicdo de acasalamentos e partos em animais mantidos em cativeiro

(TREVINO, 2007); o niimero de acasalamentos foram significativamente maiores em meses
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do ano de temperaturas mais baixas e de menor fotoperiodo e o nimero de partos foi maior
nos meses com de temperatura e fotoperiodo mais elevados (TREVINO, 2007). O indice de
chuva nido foi visto como um importante indicador de estacdo de acasalamentos e partos de S.
sciureus no cativeiro nas condi¢des ambientais naturais (TREVINO, 2007).

A formagd@o de grupos sociais de individuos adultos, uma vez estabelecida, tende a
marcar a dindmica reprodutiva em estagdes de acasalamentos, gestacdo, parto e lactagdao de
forma ciclica e sazonal, relacionada a data de sua formacdo (THORINGTON, 1968; COE;
ROSENBLUM, 1978; MENDOZA, 1999; SCHIML et al., 1999).

Proximo e durante a estacdo de acasalamentos, ocorrem alteracdes morfoldgicas,
fisiologicas e comportamentais em fémeas e machos. Nos machos, é bem caracteristico o
aumento da massa corporal (“fatting’”), principalmente na regido dorsal e membros superiores
(DUMOND; HUTCHINSON, 1967; COE; ROSENBLUM, 1978; CHEN et al., 1981;
MENDQOZA, 1999). Foi detectado um aumento de volume testicular que acompanhou a
flutuacdo da massa corporal em machos reprodutivamente intactos (COE; ROSENBLUM,
1978).

Nos grupos sociais, ocorrem mudancas na relacdo entre os individuos, como o
aumento da interacdo macho-fémea nos meses de acasalamentos que parece fundamental para
o sucesso reprodutivo da espécie (COE; ROSENBLUM, 1978; BALDWIN, 1985). Os
machos tornam-se mais reativos ao ambiente e apresentam display genital, com a erecio do
pénis e manifestam acdes de socializacdo e proximidade das fémeas (DUMOND;
HUTCHINSON, 1967; CHEN et al., 1981). Fora da estacdo reprodutiva, o macho perde a
condicdo de fatting, reduz o interesse pela fémea e toma uma posi¢do mais periférica dentro
do grupo social (BALDWIN, 1985). Nesse momento, o grupo torna-se de dominio maternal
(DUMOND; HUTCHINSON, 1967), mas, com frequéncia, os machos apresentam
comportamentos sexuais, como erecdo e tentativa de copula, que s@o repelidas ativamente
pelas fémeas (LATTA; HOPF; PLOOG, 1967; WILSON, 1977).

Como mudancas fisioldgicas, observa-se variagcdo na concentragdo de esterdides
gonadais e cortisol em machos e fémeas (CHEN et al.,, 1981; SCHIML et al.,, 1999;
MOORMAN et al., 2002). Wilson, Brown e Wilson (1978) ndo encontraram uma relacio
direta entre a variacdo dos niveis de testosterona e as modifica¢des fisioldgicas do macho na
estacdo de acasalamentos. Em estudos posteriores com S. boliviensis, os autores afirmaram
que ha uma ativacdo anual hipotdlamo-hipéfise-adrenal na estacdo de acasalamentos. A

androstenediona de origem predominantemente adrenal estaria relacionada ao aumento da
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massa corporal e a reducdo dos niveis de testosterona acarreta declinio na frequéncia de
copulas e de ejaculagdes dos animais (WIEBE et al., 1988). Esse padrao de sazonalidade na
funcao testicular persistiu mesmo na auséncia de fémeas (CHEN et al., 1981; SCHIML et al.,
1999).

Ha indicios de que as fémeas sejam mais sensiveis aos estimulos ambientais e que suas
respostas fisiologicas poderiam afetar os machos (BALDWIN, 1970). Fémeas mantidas
individualmente apresentaram maior sensibilidade a sinais externos, como odor e olfato,

emanados por grupos sociais, do que machos na mesma condi¢cdo (SCHIML et al., 1999).

3.1.5. Fisiologia reprodutiva de machos do género Saimiri

O conhecimento do eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal é a chave do entendimento da
fisiologia reprodutiva do macho. A a¢do dos hormonios hipotalamicos (GnRH) sobre a
hipdfise anterior desencadeia a producdo de hormoénio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio
luteizante (LH). A producdo da testosterona da-se pela acdo do LH sobre as células de Leydig
nos espacgos intersticiais dos testiculos (HARRISON; KUBISCH, 2005; ASA, 1984). Uma
porcdo menor € produzida pelo cortex adrenal (ASA, 1996).

O controle da concentracdo de testosterona pelo eixo hipotdlamo-hip6fise-gonadal
ocorre por feedback negativo em dois niveis; o andrégeno das células de Leydig age sobre o
hipotdlamo e reduz os pulsos de GnRH. Por outro lado, o estradiol, obtido pela conversdo da
testosterona, age na hipofise, tornando as células gonadotréficas menos sensiveis ao GnRH.
Ambos os processos reduzem a concentragdo de LH (HARRISON; KUBISCH, 2005).

Com a aproximacdo da puberdade no macho, aumenta os pulsos de GnRH e inicia o
aumento da concentragdo de hormonios gonadotréficos. Esse processo de desenvolvimento
parece ter como fator limitante a estimulacdo dos neurdnios que controlam os pulsos
geradores de GnRH (HARRISON; KUBISCH, 2005).

A testosterona é um hormodnio esterdide cuja estrutura quimica é composta por
dezenove carbonos com peso molecular variando entre 300 e 400 Daltons, uma hidroxila ou
um oxigénio no C3 e C17 e uma dupla ligagdo no C4. Sua funcdo estd associada ao
desenvolvimento de glandulas sexuais acessdrias, estimulo das caracteristicas sexuais
secunddrias, comportamento sexual e espermatogénese. Também tem efeito anabdlico
(HAFEZ, 2001). As temperaturas ambientais elevadas e a idade podem afetar a producdo

desse hormo6nio nos animais (ASA, 1996).
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A testosterona circula na corrente sanguinea ligada por uma a-globulina. Nessa forma,
€ encontrada a maior propor¢ao do andrégeno no corpo. Uma pequena porcio, cerca de 2%,
permanece livre na circulag@o para os processos de fluxo celular e consequente conversao em
dihidrotestosterona (DHT) nos tecido alvos (HARRISON; KUBISCH, 2005). Os testiculos de
organismos adultos sdo grandes produtores de testosterona; esses 6rgaos produzem em menor
quantidade androstenediona, que € mais proeminente em testiculos pré-ptberes.

Nos testiculos ocorre também a espermatogénese, que é a proliferacdo da célula
germinativa primitiva até o estagio de espermatozdide maduro (BARR, 1973). Esse processo
ocorre em estruturas (tibulos seminiferos) que sdo sustentadas pelas células de Sertoli (ASA,
1996).

A espermatogénese inicia-se pela divisdo das espermatogdnias. Considera-se que haja
dois tipos dessas células nos grandes primatas: o tipo escuro (AD) e o tipo palido (AP), os
dois tipos sdo células germinativas dipldides indiferenciadas. A partir do processo mitético,
parte dessas células (AP) torna-se diferenciada em espermatogonias tipo B, que sdo as células
que vao formar os espermatdcitos primdrios. Esses, por sua vez, sofrem meiose e geram
espermatdcitos secundarios na primeira meiose e espermdtides na segunda divisdo meidtica;
portanto, cada espermatdcito gera quatro espermatides. Estas células, a partir desse estagio,
ndo mais se dividem e sofrem diferenciacdo até se tornarem espermatozdides maduros
(HARRISON; KUBISCH, 2005). Em S. sciureus, o processo completo tem aproximadamente
39 dias (BARR, 1973).

Em estudos com o epitélio germinativo testicular de S. sciureus, foram observadas
alteracdes nos tecidos, como o aumento no didmetro dos tubos seminiferos, que evidenciaram
a ativacdo da espermatogénese na estacdo e inativacdo fora da estacdo de acasalamentos, que
acompanhou as alteracdes fenotipicas descritas nos machos nas duas estacdes (DUMOND;

HUTCHINSON, 1967; PASQUALINI; COLILLAS; RIVAROLA, 1986).

4. METODOLOGIA GERAL

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) (LW-9/11). Todos os experimentos foram realizados no
criadouro cientifico da Fiocruz, Servico de Criacdo de Primatas nio Humanos (SCPrim),
localizado em Manguinhos (22°52'39.06" S e 43°14'46.20" W) no Rio de Janeiro, RJ,
cadastrado no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

(IBAMA) sob o n° 77933.
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4.1. Os animais

Foram utilizados doze animais machos adultos, com idade entre 7 € 13 anos, nascidos
em cativeiro. Os animais foram monitorados de fevereiro de 2011 a janeiro de 2012. Os dados
foram avaliados més a més e, quando pertinentes, comparados a esta¢do de acasalamentos dos
grupos sociais da criagdo de micos-de-cheiro da Fiocruz. A estacdo de acasalamentos foi
determinada por meio do célculo médio (tiltimos trés anos), obtido pela contagem retroativa
(meses do primeiro ao dltimo parto no ano) e considerando o tempo de gestacdo de cinco
meses (Wiebe et al., 1988).

Antes do estudo, os animais foram mantidos em grupos isossexuais em instalacdes e

condicdes de manejo como descrito por Moura et al. (2010), (Figura 1 A, B e C).

L R

Figura 1. (A, B) Animais no interior dos recintos. (C) Visdo panoramica dos recintos.

Fonte: SCPrim/Fiocruz — Rio de Janeiro, 2011.

Os machos foram selecionados por meio da avaliacdo de caracteristicas fenotipicas e
parimetros sanguineos normais para a espécie, conforme Andrade et al. (2004).
Adicionalmente, realizou-se avaliacdo da genitdlia externa (pénis, prepucio, bolsa escrotal,
consisténcia, mobilidade, simetria e biometria dos testiculos), segundo o Manual de exame
androlégico do Colégio Brasileiro de Reproducdao Animal (1998) (Figura 2A). Foi realizado
ainda exame ultrassonogrifico da cavidade abdominal e testiculos para assegurar a

inexisténcia de sinais de enfermidades ou ma formacio, (Figura 2B).
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A . : ' X
Figura 2. (A) Biometria dos testiculos por meio do paquimetro universal. (B) Exame
ultrassonografico para avaliacdo da cavidade abdominal e aparelho reprodutor. Fonte:

SCPrim/Fiocruz — Rio de Janeiro, 2011.
4.2. Instalacoes

Os animais foram mantidos em dupla, seguindo as recomendac¢des do Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (NRC, 2011), em recintos (gaiolas) de aco inox (65 x 65
x 80 cm de altura), equipados com poleiros e plataformas para enriquecimento ambiental. Os
recintos foram instalados em sala (3,30 x 3,40 x 3,00 m) com equipamentos para

monitorizagdo de condi¢cdes ambientais, (Figura 3 A).

Figura 3. (A) Sala dos animais mostrando a disposicdo dos recintos (gaiolas) e
o controle de iluminacdo, temperatura e umidade. (B) Vista do recinto
mostrando os animais separados para a colheita de fezes. Fonte:
SCPrim/Fiocruz — Rio de Janeiro, 2011.
A iluminacdo foi controlada (CE 12:12h) por timer (Coelmatic L ®, RTST/20,
Manaus/AM, Brasil), temperatura (24 a 26° C) e umidade relativa do ar (60 a 70%) mantidas

por aparelho de ar condicionado (Hi Wall Diamond Springer Carrier®, Canoas/RS, Brasil),

exaustor (Cata®, Dut in-line, 100/270, Sao Paulo/SP, Brasil) e monitoradas por um termo-
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higrometro digital (Incoterm®, Porto Alegre/RS, Brasil). Os machos de diferentes recintos
mantiveram contato visual, olfatério e auditivo entre si, porém sem contato com fémeas.

4.3. Manejo

A cada dupla de animais foi disponibilizada ra¢do experimental (200 g), com 24 % de
proteina bruta (PTN), 10 % de extrato etéreo (EE) e 3,83 % de fibra bruta (FB), 1,2 % de
célcio (Ca) e 0,80 % fosforo (P), formulada conforme as recomendacdes do National
Research Council, Nutrient requirements of nonhuman primates (NRC, 2003), formulag¢do no
apéndice A. A dieta foi complementada por 220 g de alimentos in natura (banana, manga,
melancia e jil6) e dgua ad libitum.

A lavagem completa dos recintos ocorreu em dias alternados com dgua sobre pressao
(Lavadora Tekna® HLX 95V Nordtech, Curitiba/PR, Brasil) e sabdo neutro (Detergente
Neutro Cordex® , Cordeiro de Medeiros Inddstria e Comércio Ltda, Rio de Janeiro/RJ -
Brasil). Ocorria diariamente a higienizacdo das bandejas de recolhimento de dejetos,
bebedouros, comedouros e elementos utilizados no enriquecimento ambiental. Os recintos e
utensilios foram secos antes de serem devolvidos para uso.

Diferentes itens foram disponibilizados para enriquecimento ambiental no decorrer do
estudo, a fim de proporcionar-lhes estimulos visuais, titeis, auditivos, gustativos e olfativos e
contribuir para o bem estar no cativeiro, como sons que mimetizam o ambiente de floresta e
musica clédssica, balancos, poleiros e plataformas em polipropileno. Como estimulos
gustativos e sensoriais, foram oferecidos cana-de-agicar (Saccharum sp), pipocas, larvas de
insetos (Tenebrio molitor), capim limédo (Cymbopogon citratus), hortelds (Menthas sp), flores
de hibisco-colibri (Malvaviscus arboreus) em quantidade e frequéncia, conforme

programacao prévia.
4.4. Contencao para pesagem, biometria testicular e colheita de s€émen

Para avaliacdo da massa corporal, biometria testicular e colheita de sémen, os animais
eram retirados dos recintos em caixas de contencdo e transporte. Depois, as caixas contendo
os animais, eram levadas até a sala de manejo, que foi mantida com iluminacio reduzida e
temperatura de 24° C. O tempo de contencdo de cada animal ndo ultrapassou 30 min. Esses

procedimentos foram repetidos a cada 15 dias por animal (Figura 4A e B).

A conten¢do foi feita com luvas de couro adaptada com uma fita de velcro que

envolvia a regido tordcica do animal. Essa luva foi sobreposta por luvas de aco e latex. O
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animal foi posicionado sobre o um suporte de aco inoxidavel que possuia um aparato vertical
em lona, que reduzia o campo de visdo entre o animal e o operador (Kugelmeier, 2011).
Durante todos os procedimentos, o animal permaneceu com as maos livres para manipular os
alimentos que foram disponibilizados (pedagcos de bananas e larvas de insetos Tenebrio

molitor), (Figura 4C e D).

Figura 4. (A) Transferéncia do animal do recinto para a gaiola de contencao/transporte.
(B) Captura do animal na gaiola de contencdo. (C) Animal contido recebendo larva de
inseto. (D) Animal comendo pedacos de frutas ofertados sobre suporte em lona. Fonte:
SCPrim/Fiocruz — Rio de Janeiro, 2011.

4.5. Avaliacao da massa corporal e biometria testicular

Para avaliacdo da massa corporal, os animais foram pesados quinzenalmente em
balanca digital com precisao de 20 g, pesagem minima de 400 e mixima de 60 Kg (W-100/2,
Welmy®, Industria e Comércio Ltda., Santa Barbara do Oeste/SP, Brasil). O valor de massa
corporal foi obtido pelo peso da caixa com o animal, descontado o peso da caixa vazia,
conforme descrito por Kugelmeier (2011).

As medidas de largura e comprimento dos testiculos foram obtidas por meio de

paquimetro universal. Para a obtencdo do volume dos testiculos, utilizou-se a equacdo do
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elipsdide V = 4/3mab®, em que “a” corresponde a metade do comprimento do testiculo e “b” a

metade da largura (PASQUALINI; COLILLAS; RIVAROLA, 1986).

4.6. Colheita de s€émen

Foi utilizado o método de vibroestimulacio peniana (VEP) (aparelho FertiCare®,
Multicept, Copenhagen, Dinamarca) com um tubo adaptado a base do aparelho conforme
descrito para Saimiri boliviensis (YEOMAN et al., 1997; 1998) e Callithrix jacchus
(Kuederling et al., 2000 e adaptado por Valle et al., 2008), (Figura 5A e B).

Figura 5. (A) Estimula¢do dos animais por meio do vibroestimulador. (B) Tubo adaptado
ao vibroestimulador recobrindo todo o pénis do animal. (C) Coagulado seminal preso ao
pénis do animal. (D) Codgulo seminal sendo retirado da glande do animal com uso de
pinga. Fonte: SCPrim/Fiocruz — Rio de Janeiro, 2011.

Inicialmente, utilizou-se um tubo de vidro com 50 mm de comprimento por 10 mm de
diametro interno com fundo esférico, (Figura 6A). Apés o primeiro més de estudo, foram

realizadas adaptacdes neste tubo com o intuito de aumentar o contato sobre o pénis do animal.
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Uma tentativa foi preenché-lo com dgua a 37° C até a metade do seu volume e uma pelicula
de liatex de preservativo para uso humano, sem lubrificante e autoclavada, cobriu-o
internamente, com bordas presas na parte externa do mesmo, similar a uma de vagina
artificial, (Figura 6B). Aos seis meses de estudo, o tubo foi substituido por outro com mesmo
comprimento, porém com 8§ mm de didmetro interno, sem latex, (Figura 6C). Aos sete meses
de estudo, um animal teve a cauda solta casualmente durante a contencdo fisica para o
procedimento de colheita. Apés esse episddio, o animal mostrou-se confortdvel durante o
procedimento, de forma que essa condi¢do foi adotada para todos os animais até o final do
experimento.

Ao nono més de estudo, o tubo de colheita de vidro foi substituido por um microtubo de
polipropileno com 40 mm comprimento e 10 mm de didmetro interno na proximidade da
borda, porém com fundo conico (Figura 6D). Todos os tubos foram mantidos em banho-maria

a 37° C até o inicio do procedimento de colheita.

Figura 6. (A) Tubo de vidro de 10 mm de didmetro. (B) Tubo de vidro de 10 mm de
diametro com a adaptacdo de pelicula de latex. (C) Tubo de vidro de 8 mm de didmetro.

(D) Tubo de polipropileno com fundo codnico. Fonte: SCPrim/Fiocruz — Rio de Janeiro,
2011.
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4.7. Avaliacao do sémen

A qualidade espermadtica foi avaliada pela motilidade, (MPL), grau de motilidade,
concentracdo, morfologia, IMP, IMA, atividade mitocondrial, pH e volume do ejaculado.
Quando coagulado sobre o pénis do animal, o ejaculado foi retirado com o auxilio de um
ping¢a e depositado sobre o meio de diluicdo, (Figura 5C e D).

O pH foi avaliado no plasma seminal imediatamente apds a colheita, antes da diluigdo
do sémen, por meio de fita colorimétrica (Spezial-Indikatorpapier, Machery—Nagel®, Der
Dalheimer Wiese, Mainz —Mombach, Alemanha). O volume do ejaculado foi mensurado em
microtubo graduado pela diferenca entre o volume total (amostra com meio diluidor) e a
aliquota do meio adicionado (TALP HEPES).

As amostras foram mantidas em banho-maria a 37°C durante o fracionamento para as
avaliagdes. Para as andlises de motilidade total, espermatozéides com MPL, (escala de 0 a
100%) e grau de motilidade (escala de O a 5), adaptado de Yeoman et al., (1997; 1998), uma
amostra diluida (20 pL) foi colocada entre lamina e laminula pré-aquecidas (mesa
aquecedora, Mod. NT338D, Novatécnica®, Piracicaba/ SP, Brasil), para avaliacio de forma
subjetiva em microscopia de campo claro com aumento de 400 X (microscépio dptico Eclipse
50i, Nikon®, J apao). A concentragio espermdtica foi determinada na cimara de Neubauer,
apds a diluicdo da amostra (propor¢do 1:10) em formol salino tamponado a 37° C.

A morfologia espermdtica foi avaliada pela técnica de preparagdo tmida, apds a
dilui¢do da amostra em formol salino (propor¢do 1: 10). Foram avaliadas 200 células por
lamina em microscopia de contraste de fase em 1000 X (Eclipse 80i, Nikon®, Japdo). A
classificag@o foi baseada no Manual para exame androldgico e avaliacdo de s€men animal do
CBRA (1998).

Para a avaliacdo IMP, foi utilizada a colorag@o de eosina-nigrosina e, para avaliacdo da
IMA, foi utilizada a colorag¢do descrita por Pope et al. (1991) (kit de coloragdo Spermac®,
Stain Enterprises, Africa do Sul), ambas validadas para uso em sémen de primatas (Valle et
al., 2008). As aliquotas de 5 uL. da amostra de sémen foram adicionados 5 uL de eosina (1 %)
e 5 puL de nigrosina (1%), apds intervalo de 30 segundos. Duzentas células foram lidas em
microscopia de campo claro no aumento de 400 X. Os espermatozdides ndo corados foram
considerados com membrana plasmaética integra e os espermatozdides com coloragio rosea,
considerados com membrana ndo integra. Para a avaliacdo de IMA, utilizou-se 5 uL da

amostra e 5 uL do corante, seguiu-se a incubag@o por 90 segundos a 37° C em microtubo
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ambar. As laminas contendo o esfregaco foram avaliadas em microscopia de campo claro com
aumento de 100 X (microscopio Optico Eclipse 50i, Nikon®). Espermatozdides com o
acrossoma integro apresentaram o acrossoma com coloracdo mais escura e espermatozoides
com o acrossoma nao integro ndo tiveram a coloracdo diferenciada nessa regido, (Figura7 A e

B).

/’TE
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Figura 7. (A) Espermatozo6ide apresenta a membrana acrossomal integra.

(B) Espermatozdide apresenta a membrana acrossomal ndo integra. Fonte:

SCPrim/Fiocruz — Rio de Janeiro, 2011.

A atividade mitocondrial foi determinada pelo método de coloracio descrito por Hrudka
(1987). Uma aliquota de 10 pL da amostra de sémen foi adicionada a 10 pL da solu¢do de 3,3’
de diaminobenzidina (DAB) a 37° C (Img de DAB: 1 mL de PBS) e depositada em microtubo
de polipropileno ambar. Apés a incubagdo em banho-maria por 1h e 30 min, foi realizado
esfregaco da mistura. Em seguida, a 1dmina foi seca em temperatura ambiente na auséncia de
luz e depois fixada em formaldeido (10%) por 10 minutos e seca nas mesmas condi¢des. A
leitura foi feita em microscopia de luz direta, aumento de 100 X (Microscépio ptico Eclipse
501 Nikon®, Japdo) e classificada de I a IV. Classe I: maioria das mitocondrias ativas
(coloragdo castanha), conferindo a bainha mitocondrial a aparéncia de um cilindro compacto e
proeminente; classe II: a bainha mitocondrial fragmentada, com segmentos ativos (corados) e
inativos (ndo corados), com predominancia de segmentos corados; classe III: apresentam
menos da metade da bainha mitocondrial ativa e corada com poucos segmentos corados e

dispersos; classe IV: apresentam bainha mitocondrial completamente inativa, ndo corada.
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4.8. Colheita de fezes e mensuracao de testosterona no extrato fecal

As colheitas de fezes ocorreram uma vez ao més, sempre nas segundas-feiras pela
manha (7:00 as 10:00 h). Os animais foram separados nos recintos por uma placa em
polipropileno, (Figura 3B). As fezes foram recolhidas nas bandejas previamente higienizadas
e transferidas para microtubos de polipropileno, com capacidade para 1,5 mL (Labcon®
North America, Petaluma, C.A., USA, 2010), identificados com a data e nimero do animal.
As amostras foram mantidas congeladas (-20° C), até a obtencao do extrato fecal.

Utilizou-se a metodologia de extracdo hormonal adaptada de Graham et al. (2001). As
amostras foram descongeladas e homogeneizadas no microtubo com o uso de espatula de
polipropileno. Em seguida, uma aliquota de 0,3 g do homogeneizado foi obtida em balanga
digital (Shimadzu®, modelo BL 320 H, Presidente Prudente/SP, Brasil) e depositada em tubos
de polipropileno tipo Falcon de 15 mL (J PROLAB®, Inddstria ¢ Comércio de Produtos para
Laboratério Ltda, Sdo José dos Pinhais, PR). Trés mililitros de etanol a 70 % (Alcool Etilico
Absoluto ISOFAR®, Indistria e Comércio de Produtos Quimicos, Ltda, Duque de Caxias/R]J,
Brasil) foram adicionados a cada aliquota de fezes e agitados por 30 segundos (Agitador AP
56, Phoenix Lufferco, Araraquara, SP, Brasil). A seguir, os tubos foram homogeneizados
simultaneamente, por 16 horas, em homogeneizador de solu¢des (APP 22, Phoenix Lufferco®,
Araraquara, SP, Brasil), (Figura 8A). As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min
(Centrifuga 802B, marca Centribio®, Equipar Ltda, Boqueirdo, Curitiba, PR) e o sobrenadante
obtido foi recolhido, em duplicata, em microtubos de polipropileno (capacidade 1,5 mL)
hermeticamente fechados e estocados em freezer a -20° C, para a dosagem de testosterona no
extrato fecal.

Para as dosagens utilizou-se o sistema automatizado de quimioluminescéncia (Listed
Laboratory Equipment 7 C20 UL®, MH 15423, série 3975, DPC Immulite I) e o conjunto
diagnéstico comercial para Testosterona total (Immulite® 1000 Systems, Siemens Healthcare
Diagnostics Products Ltd, Glyn Rhonwy, Llbamberis, Gwynedd LL55 4 EL, Reino Unido),
(Figura 8B). O método baseia-se em um imunoensaio competitivo de fase sélida, com
tecnologia de quimioluminescéncia direta com sensibilidade de 15 ng/ dL ou 0,15 mg/ mL e
coeficiente de variacdo intra e interensaios de 6,8 a 13 % e total de 7,7 a 16,4 %. Os
resultados das leituras no aparelho, expressos em ng/ dL, foram convertidos em ug/ g de fezes

umidas, conforme Ziegler e Wittwer (2005).
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Figura 8. (A) Processo de homogeneizacdo de fezes. (B) Sistema automatizado de
mensuragdo de testosterona por quimioluminescéncia. Fonte: SCPrim/Fiocruz — Rio de
Janeiro, 2011.

4.9. Validacao fisiologica dos ensaios hormonais

A validagao fisioldgica foi realizada por meio de desafio hormonal com a utilizagdo de
um andlogo sintético de GnRH (Lecirelina, Gestran Plus®, 25 pg/ mL, Tecnopec, Sdo Paulo/
SP). Oito dos doze machos adultos, utilizados no estudo, participaram do desafio hormonal no
periodo de 28 de marco a 04 de abril de 2012. Os animais foram divididos aleatoriamente em
dois grupos de quatro animais (desafio e controle).

O ensaio foi realizado em oito dias consecutivos (D1 a D8). No D3, os animais foram
desafiados com uma inje¢do intramuscular de lecirelina, na dose de 7,5 pg ou volume total de
0,3 mL/ animal, a fim de promover um pico fisiolégico de testosterona. Os animais do grupo
controle receberam o mesmo volume de solucdo salina 0,9 %, também pela via intramuscular.
As amostras de fezes (n = 64) foram colhidas entre 8:00 e 10:00 h. A obtencdo do extrato
fecal e a dosagem de metabdlitos foram descritas acima.

Comparou-se o perfil hormonal e os valores de pico (média + 1,5 DP) dos grupos no
D1 ao D8. As médias e DPs dos grupos controle e desafiado foram, respectivamente, 180,58 +
65,30 e 247 £+ 202,87 pg/ g de fezes umidas. Observou-se ocorréncia de pico nas
concentracdes de testosterona no extrato fecal apenas no grupo desafiado, o qual ocorreu em
48 horas ap6s a injecdo do GnRh (D5) com queda gradativa a partir de 72 h, até a observacao
de valores basais no D8, (de 555,75 + 538,46 para 98,53 + 68,79 nug/ g de fezes umidas),
(Figura 9).



37

700 -+

600 - e= = Desafio

r e CoNtrole

500 - / o

400 - Injecao de GnRH / N

300 -+

200

Testosterona no extrato fecal
(ug/g de fezes umidas)

100 -

Figura 9: Grafico de validacdo fisiologica: Perfil de testosterona no extrato fecal de
animais desafiados (n=4) e controle (n=4) ap6s injecdo de GnRH no D3. No grupo
desafiado observou-se um pico (média + 1,5 DP) na concentracdo de testosterona
48 h apds a injecdo de GnRH no D5, com queda gradativa a partir de 72 h até a
observacgdo de valores basais a partir do DS.

4.10. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando os procedimentos (PROC MEANS, PROC
FREQ, PROC UNIVARIANTE, SAS 2002, versdo 8.0). Na avaliagdo da concentracdo de
testosterona no extrato fecal, foi considerada como valores de pico a média acrescida de 1,5
vezes seus respectivos desvios padrdes (Brown et al., 1996, Kugelmeier et al., 2011). Variagdo
de massa corporal no periodo do estudo, quando superior a 15%, foi considerada picos nos
respectivos meses em que esse aumento foi obtido. Para as caracteristicas de massa corporal,
volume testicular e concentracdo de testosterona no extrato fecal, os resultados foram
expressos em média + desvio padrio da média. Foi realizada a andlise de variincia e
calculada a correlacdo de Pearson para essas caracteristicas.

Para as caracteristicas de s€men, os resultados foram apresentados pela média e erro
padrao da média. Foi realizada a andlise de varidncia para as caracteristicas pH, volume,
motilidade, MPL, concentracdo, IMP, IMA, AM, para verificar o efeito da idade do animal.
Foram consideradas duas categorias de faixa etdria (idade I, animais de 7 anos, N=3 ) e (
Idade II, animais de 11 e 13 anos, N=4). Para avaliacdo do grau de motilidade, utilizou-se o
teste qui-quadrado. Para comparacdo das medias, utilizou-se o teste t de Student com nivel de

significancia de 5%.
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S. DESENVOLVIMENTO

5.1. ARTIGO I

Artigo I
(Formato ABNT)

Massa corporal, biometria testicular e concentracio de testosterona no extrato fecal de
micos-de-cheiro (Saimiri sciureus, Linnaeus, 1758) mantidos sob condi¢oes ambientais

controladas ao longo de doze meses

VIANA, C. F; CALDAS-BUSSIERE, M. C; CARCIOFI, A. C.; KUGELMEIER, T.;
QUIRINO, C. R.; LEAL, G. M,; FAES, M. R.; CABRAL, M. J. F.

RESUMO

Saimiri sciureus sa0 pequenos primatas neotropicais com estagdes de acasalamentos e partos
sazonais no ambiente natural e no cativeiro. Durante a estacdo de acasalamento, desenvolvem
alteragdes morfofisiolégicas e comportamentais como aumento de massa corporal, mais
evidente na regido anterior dos machos (fatting). Elevacdo do volume testicular e
concentracdo de testosterona também foram descritos nos machos em estudos prévios. No
Brasil, ndo houve nenhum trabalho que avaliasse a massa corporal, o volume testicular e
concentragdes de testosterona em micos-de-cheiro nas condi¢des deste estudo. Desta maneira,
o objetivo do presente trabalho foi avaliar a manifestacdo de fatting em machos da espécie S.
sciureus (n = 12) de 7 a 13 anos de idade, por meio da avaliacio da massa corporal, do
volume testicular e da concentracdo de testosterona em extrato fecal ao longo do ano,
mantidos isolados de fémeas e sob condi¢des ambientais controladas (luminosidade,
temperatura e umidade).

A cada 15 dias, foram medidas a massa corporal e o volume testicular. Amostras de
fezes foram colhidas mensalmente para a mensuracdo de testosterona no extrato fecal por
quimioluminescéncia. Os valores mais elevados de massa corporal ocorreram em julho
(981,00 £ 92,26 g), dezembro (964,17 + 78,09 g), janeiro (965,33 + 60,22 g) e fevereiro
(957,92 + 107,30 g), (p < 0,05). Houve diferenca no volume testicular entre os meses de
setembro (1664,1 + 538,6 mm3) e fevereiro (1391,6 + 400,2 mm3), (p < 0,05). O més de pico
(pico = media + 1,5 DP) da concentrac@o de testosterona no extrato fecal foi abril (393,9 +

53,3 pg/g). Nas condi¢cdes em que os animais foram mantidos no presente estudo, ndo foi
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observado uma sincronizagdo da variacdo entre massa corporal, volume testicular e
testosterona no extrato fecal com os meses correspondentes a estagdo de acasalamento dos
grupos sociais de origem dos animais. Possivelmente esta auséncia de sincronizag¢do se deve
ao completo isolamento dos animais das condi¢Ges ambientais naturais e de estimulos
sensoriais (contato fisico, odor, vocalizacdo e visdo) com animais dos grupos sociais. Essas
evidéncias podem indicar que o controle das caracteristicas avaliadas ndo é endégeno, porém,
esse necessita ser melhor investigado em estudos futuros. Este estudo pode contribuir como
base para a manutencdo de micos-de-cheiro em cativeiro nas condigdes ambientais

controladas.

Palavras chaves: Primatas ndo humanos, testosterona, fisiologia reprodutiva do macho,
fatting, sazonalidade.

ABSTRACT

Body weight, testicular biometry, and testosterone level in the fecal extract of squirrel
monkeys (Saimiri sciureus, Linnaeus, 1758) maintained under controlled environmental

conditions during twelve months

Saimiri sciureus are small neotropical primates with markedly seasonal breeding behavior in
the wild and in captive. During the breeding season, behavioral and mophophysiological
changes occur, including an increased body mass, most evident in the upper body of males
(fatting). Increase in testicular volume and testosterone levels in males during the breeding
season have also been reported in previous studies.The aim of this study was to assess
longitudinal changes in body mass, testicular volume, and testosterone levels in fecal samples
of twelve captive male squirrel monkeys with ages varying between 7 to 13 years. In Brazil,
there was no study on assessment of these parameters in the analyzed simian species under the
conditions as described here. The animals were housed without visual, olfactory and auditory
contacts with conspecific females. Body mass and testicular volume were measured every 15
days. Fecal samples were collected monthly to assess testosterone levels in fecal extract via
chemiluminescence. The highest values of body mass occurred in July (981,00 = 92,26 g),
December (964,17 + 78,09 g), January (965,33 + 60,22 g) and February (957,92 + 107,30 g)
(p < 0.05). Differences in the mean of testicular volume between the months of September

(1664.1 = 538.6 mm3) and February (1391.6 + 400.2 mm3) (p < 0.05) were observed. The
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peak month (mean + 1,5 SD) of the of testosterone levels in the fecal extract was April (393,9
+ 53,3 pug/g). Under conditions in which the animals were maintained in the present study, no
synchronization of changes between body mass, testicular volume, and testosterone levels in
the fecal extract were detected with the corresponding months of mating of the original social
groups. Probably this lack of synchronization is due to the complete segregation of the
animals and the natural environmental conditions of sensory stimuli (physical touch, smell,
vocalization, and vision) from the original social groups. These evidences indicate that the
control of characteristics evaluated is not endogenous and demonstrate further detailed
investigation in future studies. This study can strongly contribute as a base for the

maintenance of captive squirrel monkeys kept in controlled environmental conditions.

Key words: nonhuman primates, testosterone, reproductive physiology of male, fatting,

seasonality.

INTRODUCAO

Os micos—de—cheiro (Saimiri sciureus, LINNAEUS, 1758) apresentam um padrdo
reprodutivo sazonal com esta¢des definidas ao longo do ano (COE; ROSENBLUM, 1978;
BALDWIN, 1981; SCHIML et al., 1996). Pr6ximo e durante a estacdo de acasalamento
ocorrem alteragdes morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais em fémeas e machos
(DUMOND; HUTCHINSON, 1967; COE; ROSENBLUM, 1978; CHEN et al., 1981; COE et
al., 1985; MENDOZA et al., 1999). O aumento de massa corporal ¢ mais evidente nos
machos, nos quais a regido dorsal e membros superiores apresentam-se mais volumosos. A
esse fendmeno foi dado o nome de fatting (DUMOND; HUTCHINSON, 1967). As mudancas
na interacfo social entre os integrantes do grupo (BALDWIN, 1985) e a adequacio de nicho
alimentar em funcdo da disponibilidade de alimentos (STONE et al., 2007) devem fazer do
fatting uma vantagem adaptativa ao sucesso reprodutivo para esses animais no ambiente
natural (BOINSKI, 1987).

O ganho médio de massa corporal pelos machos na estacio de acasalamentos € de 15 %
(ZIMBLER-DELORENZO; STONE 2011). Machos em grupos reprodutivos chegaram a
ganhos de massa corporal acima de 230 g (DUMOND; HUTCHINSON, 1967; COE;
ROSENBLUM, 1978; MENDONZA et al., 1978). O volume testicular também pode se elevar

nessa estacdo em machos intactos, assim como a concentracdo de testosterona (COE;
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ROSENBLUM, 1978; PASQUALINI et al., 1986; SCHIML et al., 1999) e androstenediona
(WIEBE et al., 1988). Os andrégenos sdo responsdveis por comportamentos sexuais como a
marcacio de territério, a agressdo, a corte e o acasalamento (ASA, 1996). Em micos—de—
cheiro, a concentrag@o de testosterona dosada em soro e plasma foi superior a 100 ng/mL na
estacdo de acasalamento (SCHIML et al., 1999; GROSS, et al., 2008). Grupos reprodutivos
recém—formados estabeleceram um padrio de acasalamento e parto, com alteracdes
morfofisiolégicas em machos e fémeas que se mantiveram em padrdo sazonal nessas
condicdes (quais condi¢des?) (COE; ROSENBLUM, 1978; SCHIML et al., 1999). Machos
em grupos reprodutivos apresentaram maior concentracdo de testosterona plasmética do que
mantidos em pares heterossexuais, o que sugere uma evidéncia da influéncia da interacio
social sobre a concentracdo desse hormonio nestes machos e a manifestacdo do fatting
(SCHIM et al., 1996). No entanto, Coe e Rosenblum (1978) verificaram que esses hormdnios
potencializaram o grau de fatting em machos intactos, mas a falta desses hormonios nos
machos castrados ndo impediu a ocorréncia de montas, comportamentos de corte e
manifestacdo de dominancia. Em grupos isossexuais, os machos apresentaram variagdes
circanuais de massa corporal, volume testicular e testosterona que persistiram sob condig¢Ges
de luminosidade constantes (PASQUALINI; COLILLAS; RIVAROLA, 1986).

Desta maneira, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a manifestacio de fatting em
machos da espécie S. sciureus, mantidos isolados de fémeas e sob condi¢Ges ambientais
controladas (luminosidade, temperatura e umidade) por meio da avaliacdo da massa corporal,

do volume testicular e da concentracdo de testosterona em extrato fecal ao longo do ano.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) (LW-9/11). Todos os experimentos foram realizados no
criadouro cientifico da Fiocruz, Servico de Criacdo de Primatas ndo Humanos (SCPrim),
localizado em Manguinhos (22°52'39.06" S e 43°14'46.20" W) no Rio de Janeiro, RJ,
cadastrado no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis

(IBAMA) sob o n? 77933.

Os animais

Foram utilizados doze animais machos adultos, com idade entre 7 € 13 anos, nascidos

em cativeiro. Os animais foram monitorados de fevereiro de 2011 a janeiro de 2012. Os dados
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foram avaliados més a més e, quando pertinentes, comparados a estagdo de acasalamentos dos
grupos sociais da criagdo de micos-de-cheiro da Fiocruz. A estacdo de acasalamentos foi
determinada por meio do cdlculo médio (dltimos trés anos), obtido pela contagem retroativa
(meses do primeiro ao tultimo parto no ano) e considerando o tempo de gestacdo de cinco
meses (WIEBE et al., 1988).

Antes do estudo, os animais foram mantidos em grupos isossexuais em instalacdes e
condicdes de manejo como descrito por Moura et al., (2010). Os machos foram selecionados
por meio da avaliag@o de caracteristicas fenotipicas e parametros sanguineos normais para a
espécie, conforme Andrade et al. (2004), bem como avaliagdo da genitalia externa (pénis,
prepucio, bolsa escrotal, consisténcia, mobilidade e simetria dos testiculos), segundo o
Manual de exame androlégico do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998).
Adicionalmente, foi realizado exame ultrassonografico da cavidade abdominal e testiculos

para assegurar a inexisténcia de sinais de enfermidades ou ma formacao destas estruturas.

Instalacoes

Os animais foram mantidos em dupla, seguindo as recomendagdes do Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (NRC, 2011), em recintos (gaiolas) de aco inox (65 x 65
x 80 cm de altura), equipados com poleiros e plataformas para enriquecimento ambiental. Os
recintos foram instalados em sala (3,30 x 3,40 x 3,00 m) com ilumina¢do controlada (CE
12:12h) por timer (Coelmatic L ®, RTST/20, Manaus/AM, Brasil), temperatura (24 a 26° C) e
umidade relativa do ar (60 a 70%) mantidas por aparelho de ar condicionado (Hi Wall
Diamond Springer Carrier®, Canoas/RS, Brasil), exaustor (Cata®, Dut in-line, 100/270, Sao
Paulo/SP, Brasil) e monitoradas por um termo-higrometro digital (Incoterm®, Porto
Alegre/RS, Brasil). Os machos de diferentes recintos mantiveram contato visual, olfatério e

auditivo entre si, porém sem contato com fémeas.

Manejo

A cada dupla de animais, foi disponibilizada racdo experimental (200 g), com 24 % de
proteina bruta (PTN), 10 % de extrato etéreo (EE) e 3,83 % de fibra bruta (FB), 1,2 % de
célcio (Ca) e 0,80 % fésforo (P), formulada conforme as recomendacdes do National
Research Council, Nutrient requirements of nonhuman primates (NRC, 2003), 220 g de
alimentos in natura (banana, manga, melancia e jilo) e dgua ad libitum.

A lavagem completa dos recintos ocorreu em dias alternados com dgua sobre pressao

(Lavadora Tekna® HLX 95V Nordtech, Curitiba/PR, Brasil) e sabdo neutro (Detergente
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Neutro Cordex® , Cordeiro de Medeiros Inddstria e Comércio Ltda, Rio de Janeiro/RJ -
Brasil). Ocorria diariamente a higienizacdo das bandejas de recolhimento de dejetos,
plataformas, poleiros, brinquedos, bebedouros e comedouros. Os recintos e utensilios foram
secos antes de serem devolvidos para uso.

Diferentes elementos foram disponibilizados para enriquecimento ambiental no
decorrer do estudo, a fim de proporcionar-lhes estimulos visuais, tateis, auditivos, gustativos e
olfativos e contribuir para o bem estar no cativeiro, como sons que mimetizam o ambiente de
floresta e musica classic, balangos, poleiros e plataformas em polipropileno. Como estimulos
gustativos e sensoriais, foram oferecidos cana-de-agicar (Saccharum sp), pipocas, larvas de
insetos (Tenebrio molitor), capim limédo (Cymbopogon citratus), hortelds (Menthas sp), flores
de hibisco - colibri (Malvaviscus arboreus) em quantidade e frequéncia, conforme

programacao prévia.
Contencao para pesagens e biometria testicular

Para avaliagdo da massa corporal, os animais eram retirados dos recintos em caixas de
contencgdo e transporte e pesados em balanga digital (W-100/2, Welmy®, Indistria e Comércio
Ltda, Santa Béarbara do Oeste/SP, Brasil), conforme descrito por Kugelmeier (2011). Depois,
as caixas contendo os animais eram levadas até a sala de manejo, que foi mantida com
iluminacdo reduzida e temperatura de 24° C. O tempo de contencdo de cada animal ndo

ultrapassou 30 min. Esses procedimentos foram repetidos a cada 15 dias por animal.

A contenc¢do foi feita com luvas de couro adaptada com uma fita de velcro que
envolvia a regido tordcica do animal. Essa luva foi sobreposta por luvas de aco e latex. O
animal foi posicionado sobre um suporte de aco inoxiddvel que possuia um aparato vertical
em lona, que reduzia o campo de visdo entre o animal e o operador (Kugelmeier, 2011).
Durante todos os procedimentos, o animal permaneceu com as maos livres para manipular os
alimentos que foram disponibilizados (pedagcos de bananas e larvas de insetos Tenébrio
molitor). As medidas de largura e comprimento dos testiculos foram obtidas por meio de
paquimetro universal para a obtencdo do volume dos testiculos pela equagio do elipséide V =

4/3mab’, em que “a” corresponde a metade do comprimento do testiculo e “b” a metade da

largura (PASQUALINI; COLILLAS; RIVAROLA, 1986).
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Colheita de fezes e mensuracio de testosterona no extrato fecal

A colheita de fezes ocorreu uma vez ao més, sempre na segunda-feira pela manha
(7:00 as 10:00 h). Os recintos foram divididos por uma placa em polipropileno para manter os
animais individualizados para o procedimento. As fezes foram recolhidas nas bandejas
previamente higienizadas e transferidas para microtubos de polipropileno, com capacidade
para 1,5 mL (Labcon® North America, Petaluma, C.A., USA, 2010), identificados com a data
e nimero do animal. As amostras foram mantidas congeladas (-20° C) até a obtencdo do
extrato fecal.

Utilizou-se a metodologia de extracdo hormonal adaptada de Graham et al., (2001). As
amostras foram descongeladas e homogeneizadas no microtubo com o uso de espatula de
polipropileno. Em seguida, uma aliquota de 0,3 g do homogeneizado foi obtida em balanga
digital (Shimadzu®, modelo BL 320 H, Presidente Prudente/SP, Brasil) e depositada em tubos
de polipropileno tipo Falcon de 15 mL (JPROLAB®, Indistria ¢ Comércio de Produtos para
Laboratério Ltda, Sdo José dos Pinhais, PR). Trés mililitros de etanol a 70 % (Alcool etilico
absoluto ISOFAR®, Inddstria e Comércio de Produtos Quimicos, Ltda, Duque de Caxias/RJ,
Brasil) foram adicionados a cada aliquota de fezes e agitados por 30 seg (Agitador AP 56,
Phoenix Lufferco, Araraquara, SP, Brasil). A seguir, os tubos foram homogeneizados
simultaneamente por 16 h em homogeneizador de solucdes (APP 22, Phoenix Lufferco®,
Araraquara, SP, Brasil). As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min (Centrifuga
802B, marca Centribio®, Equipar Ltda, Boqueirdo, Curitiba, PR) e o sobrenadante obtido foi
recolhido em duplicata em microtubos de polipropileno (capacidade 1,5 mL), hermeticamente
fechados e estocados em freezer a -20° C, para a dosagem de testosterona no extrato fecal.

Para a mensuracio de testosterona, utilizou-se o sistema automatizado de
quimioluminescéncia (Listed Laboratory Equipment 7 C20 UL®, MH 15423, série 3975, DPC
Immulite I) e o conjunto diagndstico comercial para Testosterona total (Immulite® 1000
Systems, Siemens Healthcare Diagnostics Products Ltd, Glyn Rhonwy, Llbamberis, Gwynedd
LL55 4 EL, Reino Unido). O método baseia-se em um imunoensaio competitivo de fase
solida, com tecnologia de quimioluminescéncia direta com sensibilidade de 15 ng/ dL ou 0,15
mg/ mL e coeficiente de variacdo intra e interensaios de 6,8 a 13 % e total de 7,7 a 16,4 %. Os
resultados das leituras no aparelho, expressos em ng/ dL, foram convertidos em ug/ g de fezes

umidas, conforme Ziegler e Wittwer (2005).
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Validacao fisiolégica dos ensaios hormonais

A validagao fisioldgica foi realizada por meio de desafio hormonal com a utilizacdo de
um anélogo sintético de GnRH (Lecirelina, Gestran Plus®, 25 pg/ mL, Tecnopec, Sdo Paulo/
SP). Oito dos doze machos adultos, utilizados no estudo, participaram do desafio hormonal.
Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de quatro animais (desafio e
controle).

O ensaio foi realizado em oito dias consecutivos (D1 a D8). No D3; os animais foram
desafiados com uma injecédo intramuscular de lecirelina, na dose de 7,5 pg ou volume total de
0,3 mL/ animal, a fim de avaliar se os animais iriam responder a administra¢gdo do GnRH com
a sintese e liberacdo de testosterona. Os animais do grupo controle receberam o mesmo
volume de solugdo salina 0,9 %, também pela via intramuscular. As amostras de fezes (n =
64) foram colhidas entre 8:00 e 10:00 h. A obtencdo do extrato fecal e a mensuragdo de
testosterona foram descritas acima.

Comparou-se o perfil hormonal e os valores de pico (média + 1,5 DP) dos grupos no
D1 ao D8. As médias e DPs dos grupos controle e desafiado foram 180,58 + 65,30 e 247 +
202,87 pg/ g de fezes umidas, respectivamente. Observou-se ocorréncia de pico na
concentracdo de testosterona apenas no grupo desafiado, o qual ocorreu em 48 h apds a
injecdo do GnRh (D5), com queda gradativa a partir de 72 h até a observagdo de valores

basais no DS, (de 555,75 + 538,46 para 98,53 + 68,79 ng/ g de fezes imidas).

Analise estatistica

Foi realizada a consisténcia dos dados e a estatistica descritiva das caracteristicas por
meio da média e desvio padrio, utilizando os procedimentos (PROC MEANS, PROC FREQ,
PROC UNIVARIANTE, SAS 2002, versao 8.0). Na avaliacdo da concentracdo de testosterona
no extrato fecal, foi considerada valor de pico a média acrescida de 1,5 vezes seus respectivos
desvios padrdo (Brown et al., 1996; Kugelmeier et al., 2011). Variacdo de massa corporal no
periodo do estudo superior a 15% foi considerada picos nos respectivos meses em que esse
aumento de massa corporal foi obtido. Foi realizada a andlise de varidncia e calculada a
correlacdo de Pearson pelo PROC CORR (SAS, 2002, versdo 8.0) para as caracteristicas de
massa corporal, volume testicular e concentracio de testosterona no extrato fecal. Utilizou-se
o teste t de Student com nivel de significincia de 5% para comparacdo das médias. Os

resultados foram expressos em média + desvio padrdo da média.
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RESULTADOS

Os valores minimos e mdximos de massa corporal e testosterona no extrato fecal de
cada animal e os respectivos meses de pico para essas caracteristicas estdo apresentados na
tabelal. Os valores de médias de massa corporal, volume testicular e testosterona no extrato
fecal dos animais, obtidos més a més, estdo apresentados na tabela 2.

Os maiores valores de massa corporal ocorreram em julho (981,00 £ 9226 g),
dezembro (964,17 = 78,09 g), janeiro (965,33 + 60,22 g) e fevereiro (957,92 £ 107,30 g), (p <
0,05), tabela 2.

Houve diferenca nas médias de volume testicular entre os meses de setembro (1664,1
+ 538,6 mm’) e fevereiro (1391,6 + 400,2 mm”), (p < 0,05, tabela 2).

O més que ocorreu o pico (média + 1,5 DP) da concentracdo de testosterona no
extrato fecal foi abril (393,9 + 53,3 pg/g, Figura 1), porém ndo diferiu estatisticamente dos
meses de maio (333,63 + 182,67 pg/g), dezembro (303,25 + 209,24 pg/g), setembro (284,36 +
213,56 pg/g), margo, (274,25 + 177,71 ug/g), outubro (267,04 £155,89 pg/g), agosto (258,58
+ 178,26 pg/g) e junho (254,83 + 290,11 pg/g), (p < 0,05, tabela 2).



47

Tabela 1. Variagdo de massa corporal (g) e (%), concentracdo de testosterona no extrato fecal
(ng/g fezes) e meses de pico por individuo ao longo do estudo.

Massa corporal

Testosterona no extrato fecal

Amplitude de
Variagao variagao Meses de Variagdo Meses de
Animal (2) (g) (%) pico (ng/g fezes) pico
1 860 - 1090 230 - 26,7 jan-fev  30,35-331,5 NI
2 900 - 1127 227-125 jan - jul 132 - 646,0 mai
3 980 - 1067 87-8.9 NI 19,50 - 642,5 abr
4 880 - 970 90 - 10,2 NI 38,35-775,0 jun
5 887 - 1060 173 - 19,5 fev - jul 22,1 -348,5 dez
6 780 - 930 150-19,2 abr 36,05- 648  mai - set
7 870 - 1020 150-17,2 out 47,9 - 730,5 jun
8 865 - 1000 135-15,6 jan 42,45 - 711 abr
9 840 - 970 130-15.4 fev 73,5 - 531 abr - set
10 800 - 920 120 - 15 dez 35,25 - 663,50 dez
11 980 - 1100 120 - 12,2 NI 10,55-426  mar - mai
12 880 - 1010 130 - 14,7 NI 39,05 - 731,50 mar

Meses de pico da concentragdo de testosterona no extrato fecal obtidos pela média + 1,5 DP
Pico de massa corporal, meses em que a média de massa corporal foi acima de 15% sobre a
menor média no periodo. NI, nao identificados picos nos critérios avaliados.
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Tabela 2. Médias + desvios padrdo da massa corporal, volume testicular e concentragdo de testosterona no extrato fecal dos doze animais,
apresentados més a més.

Volume testicular Testosterona no

Més/ano Massa (g) n (mm?) n ((;xgt/;a:i(; gzcza::ls) n
fev/11 957,92 + 107,30 B¢ 24 1391,6 + 400,2 ® 24 81,15 + 69,64° 12
mar/11 919,00 + 80,19 © 20 1553,6 £392,3 8 21 27425 + 177,71 AB 12
abr/11 940,00 + 78,32 BP 28 1523,1 £417,0 A8 21 303,88 + 184,69 * * 12
mai/l11 917,08+ 77,65 12 N.A. 0 333,63 + 182,674 12
Jjun/11 933,68 + 78,90 5P 19 N.A. 0 254,83 +290,11 AB€ 12
jul/11 981,00+ 92,26 30 1637,6 323,248 18 145,34 + 89,49 BCP 12
ago/11 926,33 + 67,70 P 30 1499,8 +391,1 B 20 258,58 +178,26 ABC 12
set/11 930,77 + 72,85 5P 13 1664,1 +538,6 * 16 284,36 + 213,568 12
out/11 936,47 + 65,66 5P 17 1506,2 + 445,1 AB 18 267,04 + 155,89 ABC 12
nov/11 940,00 + 58,21 BP 18 1413,6 +478,9 8 19 124.60 + 61,83 P 12
dez/11 964,17 + 50,35 4P 12 1454,8 + 449,8 AB 15 303,25 + 209,24 A 12
jan/12 965,33 + 60,2248 15 1502,9 +370,7 B 13 157,49 + 149,48 BCP 12
Média geral 942,67 + 20,09 238 1515,0 + 87,18 185 239,87 + 93,03 144

As letras diferentes dentro de cada coluna indicam diferengas significativas entre as médias (p < 0,05). As linhas em destaque representam os
meses de acasalamento dos grupos sociais de origem dos animais deste estudo. O

* Representa valor de pico (média + 1,5 DP) da concentragéo de testosterona no extrato fecal. N.A. representa os meses ndo avaliados;

n, representa nimero de amostras em cada més.
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Figural. Perfil de testosterona no extrato fecal, massa corporal e volume testicular dos
animais (n = 12). +Representa o més de pico (média + 1,5 DP) de testosterona no extrato
fecal. Os meses em destaque no grifico (maio a outubro) representam a estacdo de
acasalamento dos grupos sociais de S. sciureus no SCPrim-Fiocruz, de onde os animais deste
estudo s@o origindrios. No gréfico, os perfis de testosterona e de volume testicular estdo
apresentados com as barras do erro padrdao da média.

DISCUSSAO

No presente estudo, a média geral da massa corporal dos animais foi de 942, 67 +
20,09 g, estando dentro da média descrita para o género Saimiri (700 a 1000 g, SMITH;
JUNGERS, 1997). A massa corporal de S. sciureus pode variar ao longo da estacdo
reprodutiva (COE; RESONBLUM, 1978). A média obtida no presente estudo foi superior a
média anual de 895 g obtida por Coe e Rosenblum, (1978) e ao descrito por Andrade et al.,
(2004) em avaliacdes conduzidas fora da estacdo de acasalamento (851 + 119 g). No presente
estudo, houve aumento significativo da massa corporal em meses que correspondem e nao
correspondem a estacdo de acasalamento na criacdo de origem desses animais (tabela 2). A

variagdo de massa corporal apresentada por esses oito animais, acima de 120 g ou 15 % ao
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longo dos meses (tabela 1), evidencia a ocorréncia do fendmeno de fatting (ZIMBLER-
DELORENZO; STONE, 2011) nos machos mantidos em duplas isossexuais, sem qualquer
contato com fémeas e em condicdes ambientais controladas. Como ndo houve correlagio
significativa entre més e variagdo de massa corporal e os picos da massa corporal ocorreram
em seis meses diferentes, essa condi¢do de fatting foi manifestada de forma dessincronizada.
Esse fendmeno foi evidenciado em estudos anteriores com micos—de—cheiro sob condi¢des de
luminosidade e temperatura controladas (12:12 CE; 22 a 23 °C), onde a variagdo de massa
corporal chegou a 232 g entre as duas estagdes e evidenciou o fendmeno farting (COE;
ROSENBLUM, 1978; SCHILM, et al., 1999). Schilm et al. (1999) compararam grupos
isossexuais de machos e de fémeas. Os dois grupos foram mantidos com contato visual,
auditivo e olfativo com grupos reprodutivos da espécie e verificaram que a elevagdo da massa
corporal ocorreu de forma dessincronizada em relagdo aos grupos sociais, somente nos
machos. Nas fémeas, tanto a variagdo hormonal como o fatting ocorreram sincronizados com
o grupo reprodutivo. Os autores atribuem as fémeas uma maior sensibilidade aos fatores
externos e os machos seriam influenciados por esses fatores, quando em contato com elas.
Corroborando esse argumento, Latta et al. (1967) ja tinham encontrado variagdo de
comportamento dos machos dependente do comportamento de fémeas receptivas e ndo
receptivas. Segundo Coe e Rosenblum (1978), quando micos-de-cheiro foram mantidos em
grupos sociais de multimachos e multifémeas, a manifestagdo sincronizada do fatting em
determinado ano foi influenciada pela estagdo de acasalamento anterior, a qual pode servir
como sinalizador para a manifestacdo dessa condi¢do. Para Wiebe et al. (1988), existem
outros fatores que podem estar envolvidos nesse processo, como a atividade androgénica
moderada e a participa¢do de hormonios adrenais.

No presente estudo, a ndo ocorréncia do fatting em alguns animais e a manifestacdo
dessincronizada entre eles podem estar relacionadas ao completo isolamento dos animais de
qualquer estimulo auditivo, visual e olfativo de grupos sociais ou de fémea isolada e também
pelo fato de que esses animais compunham um grupo isossexual, formado por mais de trés
anos antes do inicio do estudo.

Nio foi observada variagdo significativa do volume testicular ao longo do estudo, a
excecdo do més de fevereiro, que evidenciou a menor média (1391,6 £ 400,2 mm° , p <0,05),
ao contrario de estudos anteriores onde houve aumento (P<0,05) relacionado a estacdo de
acasalamentos (951 + 100 a 1792 + 95 mm3) (PASQUALINI; COLILLAS; RIVAROLA,

1986). Naquele estudo, as condi¢des de luminosidade e alimentacdo foram controladas e os
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animais foram capturados em vida livre e mantidos em cativeiro por 6 a 30 meses anteriores
ao estudo. Eles foram agrupados em cinco categorias, definidas pela curva de massa corporal
apresentadas na estacdo reprodutiva em registros anteriores. No grupo de maior aumento de
massa corporal, também foi encontrado maior volume testicular. Essas caracteristicas
relacionaram também ao aumento de tibulos seminiferos e epitélio germinativo, que foi
descrito pelos autores como evidéncias da ativagc@o anual do processo de espermatogénese.

Os resultados hormonais mostraram grande variacdo, tanto por animal, quanto por
més, (tabela 1 e 2). Esses resultados estdo em acordo com outros estudos sobre a variacio
hormonal em micos-de-cheiro (WILSON et al., 1978; COE; MENDONZA; LEVINE, et al.,
1979; GROSS et al., 2008). Amostras séricas dosadas por radioimunoensaio apresentaram
valores entre 96 e 325 ng/mL (testosterona + dihidrotestosterona) (WILSON; BROWN;
WILSON, 1978), e 85 £ 19 ng/mL a 180 + 19ng/mL (média + EP) para testosterona (COE;
MENDONZA; LEVINE et al.,, 1979). Nos estudos de Gross et al. (2008), em que se
compararam as concentracdes de testosterona pela utilizacdo da técnica de espectrometria de
massa, as concentragdes variaram dentro e fora da estacdo de acasalamento, 180 + 40 ng/ mL
e 10 £ 2 ng/ mL (média + EP), respectivamente.

Na avaliacdo més a més, o pico de testosterona ocorreu em abril (393,88 + 184,69
pg/g de fezes), um més anterior a estacio de acasalamento do grupo social de origem (tabela
2 e figura 1). Schilm et al. (1999) observaram o contrario, em dois anos de estudo com micos—
de—cheiro, onde foram comparados grupos sociais com machos e fé€meas mantidos
individualmente. No primeiro ano, ocorreu pico de testosterona nos machos individuais, dois
meses apOs a estacdo de acasalamento dos grupos sociais adjacentes; no segundo ano, nio
houve pico de testosterona.

Nao houve uma correlagdo significativa entre concentracio de testosterona e a massa
corporal. J4 Mendonza et al. (1978) observaram que, em cinco de seis machos avaliados, o
fatting ocorreu antes da elevag@o da testosterona. Para os autores, o fatting e a variacdo na
concentracdo de testosterona mostraram ser eventos dissociados. Segundo Coe e Rosemblum
(1978), hormonios adrenais devem estar envolvidos no mecanismo de variacdo da massa
corporal, como uma resposta compensatdria, ja que esses hormonios sdo altos em micos-de-
cheiro. Coe e Rosemblum (1978), em estudo com animais em grupos sociais acharam
variagdo de massa corporal e concentragdo de testosterona sérica em machos castrados,
semelhantes e sincronizados aos machos intactos, porém com menor amplitude. Corroborando

essa afirmativa, Wiebe et al. (1988) especularam que a androstenediona deve estar envolvida
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na elevacdo de massa corporal dos animais na estagdo de acasalamentos. No entanto,
Pasqualini, Colillas e Rivarola (1986) encontraram rela¢do positiva entre massa corporal,
volume testicular e testosterona sérica. A concentracdo de testosterona apresentou dois picos,
um pico foi relacionado com a maxima atividade sexual e um segundo pico foi relacionado
com a ativacdo do epitélio germinativo. O aumento do volume testicular ocorreu posterior aos
picos de testosterona. Segundo os autores, o mecanismo enddcrino do eixo hipotidlamo-
hipdfise-gonadal estimula a producdo de androgenos que apresenta, como resposta
secunddria, um aumento do volume testicular. Boinski (1987), em estudos de comportamento
reprodutivo de S. oerstedi na Costa Rica, observou um maior nimero de cépulas por machos
que desenvolveram o fatting, o que sugere uma relacdo entre essa condi¢cdo € 0 sucesso
reprodutivo. Em vida livre, a estagc@o de acasalamento tende a ser menor do que se observa no
cativeiro e isso foi atribuido a pressdo de predagdo (ZIMBLER-DELORENZO; STONE,
2011). Chen et al., (1981) acharam maior volume de ejaculados em micos-de-cheiro na
estacdo de acasalamento e acreditam que a elevacdo no nimero de cépulas pode aumentar as
chances de ejaculag@o e se tornar vantagem adaptativa do macho nessa estagao.

A correlacdo negativa entre idade e a massa corporal (r = - 0,27, p < 0,001), observada nesse
estudo, ou seja, reducdo da massa corporal com o aumento da idade, vai de encontro ao que se

observa nas espécies de primatas (KIRKWOOD, 1985; WATTS, 1986).

CONCLUSAO

Nas condi¢des do estudo, ndo ocorreu um perfil de variagdo entre massa corporal,
volume testicular e testosterona no extrato fecal de forma sincronizada com os meses
correspondentes a estacdo de acasalamento dos grupos sociais de origem dos animais
estudados, possivelmente ocasionado pelo completo isolamento dos animais das condig¢des
ambientais naturais e de estimulos sensoriais (contato fisico, odor, vocalizacdo e visdo) com
0S grupos sociais.

Essas evidéncias podem indicar que o controle das caracteristicas avaliadas na espécie
Saimiri sciureus ndo é endogeno, porém esse necessita ser melhor investigado em estudos

futuros. Este estudo pode contribuir como base para a manuten¢do de micos-de-cheiro em

cativeiro nas condi¢des ambientais controladas.
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5.2. ARTIGO 11
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(Formato Animal Reproduction Science)

Caracteristicas do sémen de micos-de-cheiro (Saimiri sciureus) obtido por

vibroestimulacao peniana de animais mantidos sob condi¢coes ambientais controladas

Semen characteristics of squirrel monkeys (Saimiri sciureus) obtained by penile

vibratory stimulation in animals kept under controlled environmental conditions

A . . ab . . P . . b P .. P
Clénio F. Viana “ ”; Maria Clara C. Bussiere “; Tatiana Kugelmeier °; Célia R. Quirino %

Rodrigo del R. Valle ©; Gabriel M. Leal b; Wiaisa S. Vasconcelos ; Israel P.Santos d

* Laboratério de Reprodugido e Melhoramento Genético Animal, Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil
b Servigo de Criagdo de Primatas ndo Humanos, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil
¢ Instituto de Ciéncias da Sadde, Universidade Paulista, Sdo Paulo, SP, Brasil

4 Secretaria de Estado da Producgdo Rural, Manaus, AM, Brasil



58

5.2.1. RESUMO

Caracteristicas do sémen de micos-de-cheiro (Saimiri sciureus) obtido por

vibroestimulacio peniana de animais mantidos sob condi¢coes ambientais controladas

Ao longo de 12 meses por vibroestimula¢do peniana (VEP) e avaliou suas caracteristicas sem
a dissolucdo do codgulo. Doze machos adultos (7 a 13 anos) foram mantidos isolados de
fémeas sob condi¢des ambientais controladas, (temperatura, 22 a 24 °C; luminosidade CE, 12:
12h; umidade, 60 a 65%). As caracteristicas do sémen, pH, volume, motilidade, movimento
progressivo linear (MPL), concentracdo, atividade mitocondrial (AM), integridade de
membrana plasmadtica (IMP), integridade de membrana acrossomal (IMA) e morfologia foram
apresentadas de forma descritiva (média + erro padrdo da média). O grau de motilidade foi
apresentado pela frequéncia obtida pelo teste qui-quadrado. Foi avaliado o efeito da idade
sobre as caracteristicas espermdticas por meio de comparagdo de médias pelo test t de
Student. Sete dos animais deram amostras (58%). Os valores observados para: motilidade foi
de 86,3 + 1,7%, MPL de 77,3 = 2,0% e 50% de grau de motilidade 4 (escala de 0 a 5). O pH
foi de 6,8 £ 0,05, o volume do ejaculado foi de 478,8 + 53,8 uL. e a concentracdo de
espermatozoides foi de 39,5 + 4,9 x 10° /mL. A atividade mitocondrial 1 foi de 68,8+ 2,4 %,
(escalade 1 a 4), IMP e IMA foram de 82,3 + 1,9 ¢ 97,8 + 0,4 %, respectivamente. O total de
espermatozoides anormais foi de 43,6%. Houve correlacdo negativa entre idade dos animais e
o volume do sémen (r = - 0,49), e correlacdo positiva entre idade e concentracdo e idade e
espermatozoides com defeitos maiores, (r = 0,32; r = 0,35, respectivamente). Conclui-se que é
possivel colher s€men durante todo o ano por VEP em S. sciureus mantidos em condicdes
ambientais controladas. As caracteristicas do sémen mantiveram-se sem variagdo na

qualidade.

Palavras chaves: primatas ndo humanos; micos-de-cheiro, vibroestimulacio peniana, s€men.
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5.2.2. ABSTRACT

Semen characteristics of squirrel monkeys (Saimiri sciureus) obtained by penile

vibratory stimulation in animals kept under controlled environmental conditions

This study aimed to collect semen samples from S. sciureus for a period of 12 consecutive
months via penile vibratory stimulation (PVS) and analyze them before dissolution of the
seminal clotting. Twelve adult males (7 to 13 years of age) , were kept isolated from females
and under controlled environmental conditions (temperature, 22-24°C; artificial lighting, 12h
light: 12h dark; and 60 to 65% humidity ). The characteristics of the semen (pH, volume,
motility, progressive linear movement, concentration, mitochondrial activity, plasma
membrane and acrosomal integrity) are expressed as mean * standard error, and degree of
motility was presented by frequency. The sperm characteristics related to age were analyzed
by the Student’s 7-test. Samples could be obtained from 7 males throughout the study (58%).
Motility (86,3 + 1,7 %), progressive motility (77,3 = 2,0 %), and percentage of samples
showing grade 4 (scale of 0 to 5) (50,0 %) were reported. The pH was 6,8 + 0,05, volume
ejaculated was 478,8 + 53,8 ul and concentration was 39,5 £ 4,9 x 10° spermatozoa/ml.
Mitochondrial activity 1 (scale of 1 to 4) was 68,8+ 2,4 %. Plasma membrane and acrosome
integrity were 82,3 £ 1,9 and 97,8 + 0,4 %, respectively. Percentage of morphologically
abnormal spermatozoa was 43,6 %. Age showed a negative correlation with semen volume (r
= - 0,49) and positive correlation with concentration and morphologically abnormal
spermatozoa (r = 0,32; r = 0,35, respectively). In conclusion, semen samples can be collected
throughout the year from S. sciureus kept under controlled environmental conditions via PVS.
Semen characteristics were consistent with those observed in healthy animals as shown in

previous studies.

Key words: nonhuman primates, squirrel monkeys, penile vibratory stimulation, semen
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5.2.3. INTRODUCAO

Os micos-de-cheiro (Saimiri sciureus) sdo primatas de pequeno porte (Andrade et al.,
2004) que habitam a regido da Bacia do Amazonas (Zimbler-Delorenzo; Stone, 2011). A
maturidade sexual dos machos ocorre aos cinco anos e a expectativa de vida ultrapassa os 20
anos (Mendonza, 1999). A espécie ¢ um importante modelo para o estudo da maldria
(Pissinatti; Andrade, 2010). No cativeiro sua reprodug¢do € marcada por alto indice de
abortamento e morte neonatal (Dukelow, 1985). Sua reproducdo é sazonal, com estacdes de
acasalamento e parto restritas a um periodo do ano tanto em cativeiro, quanto em ambiente
natural (Dumond; Hutchinson, 1967; Schiml et al., 1996; Zimbler-Delorenzo; Stone, 2011).
Apesar de ser uma espécie brasileira, poucos sio os trabalhos de origem nacional sobre a sua
fisiologia reprodutiva (Kugelmeier, 2011) ou que tenham associado a estacdo de
acasalamentos a colheita e qualidade do sémen em um estudo longitudinal.

Assim, protocolos de colheita que assegurem a qualidade do sémen ao longo do ano
sdo fundamentais ao desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas para essa e outras espécies
de primatas ndo humanos (Schneiders et al., 2004; Domingues et al., 2011). A
vibroestimulacdo peniana (VEP) é uma técnica alternativa a eletroejaculacdo (EEJ) para a
colheita de sémen em pequenos primatas como os micos-de-cheiro, pois ndo utiliza a
contengdo quimica, o estimulo ejaculatério é proximo ao natural, com obten¢do de s€émen de
melhor qualidade (Yeoman et al.,1997, 1998; Schneiders et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o s€émen de S. sciureus por meio de testes fisicos,
morfolégicos e funcionais sem dissolug@o do codgulo, colhido por VEP em animais mantidos

em condicdes ambientais controladas ao longo de um ano.

5.2.4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no criatério cientifico da Fundacdio Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Servico de Criacdo de primatas ndo humanos (SCPrim), localizado no Rio de
Janeiro, RJ (22°52'39.06" S e 43°14'46.20" W). O experimento foi aprovado pela Comissdo
de ética no uso de animais (CEUA - FIOCRUZ), licenga n° LW-9/11.
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5.2.4.1. Selecao dos animais

Doze machos adultos de sete a treze anos de idade, nascidos em cativeiro, foram
selecionados por caracteristicas fisicas e pardmetros sanguineos normais para a espécie
(Andrade et al., 2004), avaliacdo da genitdlia externa, exame androldgico e avaliacdo de
sémen (Manual para exame androlégico e avaliacdo de s€émen animal, Colégio Brasileiro de
Reprodugc@o Animal, 1998), como também por exame ultrassonografico da cavidade
abdominal e testiculos para assegurar a inexisténcia de sinais de enfermidades ou ma

formagdo destas estruturas.

5.2.4.2. Manejo

Os animais foram mantidos em dupla, seguindo as recomendagdes do Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (NRC, 2011), em recintos (gaiolas) de aco inox (65 x 65
x 70 cm de altura), equipados com poleiros e plataformas para enriquecimento ambiental. Os
recintos foram instalados em sala (3,30 x 3,40 x 3,00 m) com iluminacdo controlada (CE 12:
12h) por timer (Coelmatic L ®, RTST/20, Manaus/AM, Brasil), temperatura (24 a 26° C) e
umidade relativa do ar (60 a 70%), mantidas por aparelho de ar condicionado (Hi Wall
Diamond Springer Carrier®, Canoas/ RS, Brasil), exaustor (Cata®, Dut in-line, 100/270, Sdo
Paulo, SP) e monitoradas por um termo-higrometro digital (Incoterm®, Porto Alegre/RS,
Brasil).

A cada dupla de animais, foi disponibilizada diariamente ra¢do experimental (200g),
com 24% de proteina bruta, 10 % de extrato etéreo e 3,83% de fibra bruta, 1,2% de célcio e
0,80% de fosforo, formulada conforme as recomendacdes do National Research Conciul -
Nutrient requirements of nonhuman primates (NRC, 2003) e 220 g de alimentos in natura

(por¢@o composta por banana, manga, melancia e jil6) e dgua ad libitum.

5.2.4.3. Colheita do sémen

As colheitas de sémen de cada animal ocorreram em intervalos de quinze dias. Foi
utilizado o método de vibroestimulagdo peniana (VEP) (aparelho FertiCare®, Multicept,
Copenhagen, Dinamarca) com um tubo adaptado a base do aparelho conforme descrito para
Saimiri boliviensis (YEOMAN et al., 1997; 1998) e Callithrix jacchus (Kuederling et al.,
2000 e adaptado por Valle et al., 2008). Inicialmente, utilizou-se um tubo de vidro com 50
mm de comprimento por 10 mm de didmetro interno com fundo esférico. Apds o primeiro

més de estudo, foram realizadas adaptacdes neste tubo com o intuito de aumentar o contato
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sobre o pénis do animal. Uma tentativa foi preenché-lo com dgua a 37° C até a metade do seu
volume e uma pelicula de litex de preservativo para uso humano, sem lubrificante e
autoclavada, cobriu-o internamente, com bordas presas na parte externa do mesmo, similar a
uma de vagina artificial. Aos seis meses de estudo, o tubo foi substituido por outro com
mesmo comprimento, porém com 8§ mm de didmetro interno, sem latex. Todos os tubos foram
aquecidos a 37°C para a colheita.

Aos sete meses de estudo, um animal teve a cauda solta casualmente durante a
contencgdo fisica para o procedimento de colheita. Apds esse episddio, o animal mostrou-se
confortavel durante o procedimento, de forma que essa condi¢do foi adotada para todos os
animais até o final do experimento. Contudo, isto ndo resultou em alteracdo no niimero de
animais que ejacularam ou na qualidade do sémen. Ao nono més de estudo, o tubo de colheita
de vidro foi substituido por um microtubo de polipropileno com 40 mm comprimento e 10
mm de didmetro interno, porém com fundo cdnico.

A cada colheita, os animais eram retirados dos recintos em caixas de contencdo e
levados até a sala de procedimento, com iluminagdo reduzida e temperatura de 24°C. A
contengdo fisica do animal foi feita com o uso de luvas de couro e o animal foi posicionado
sobre o suporte de colheita, onde permaneceu com as maos livres para a manipulacao das
frutas que foram oferecidas como recompensa ao procedimento, como descrito por

Kugelmeier (2011).

5.2.4.4. Avaliacao do sémen

A qualidade espermdtica foi avaliada pela motilidade, (MPL), grau de motilidade,
concentragdo, morfologia, IMP, IMA, atividade mitocondrial, pH e volume do ejaculado.

O pH foi avaliado no plasma seminal, imediatamente apds a colheita antes da diluigdo
do sémen, por meio de fita colorimétrica (Spezial-Indikatorpapier, Machery—Nagel®, Der
Dalheimer Wiese, Mainz—Mombach, Alemanha). O volume do ejaculado foi mensurado em
microtubo graduado pela diferenca entre o volume total (amostra mais meio diluidor) e a
aliquota do meio adicionado (TALP HEPES).

As amostras foram mantidas em banho-maria a 37°C durante o fracionamento para as
avaliagdes. Para as andlises de motilidade total, espermatozéides com MPL, (escala de 0 a
100%) e grau de motilidade (escala de O a 5), adaptado de Yeoman et al., (1997; 1998), uma
amostra diluida (20 pL) foi colocada entre lamina e laminula pré-aquecidas (mesa

aquecedora, Mod. NT338D, Novatécnica®, Piracicaba/ SP, Brasil), para avaliacio de forma
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subjetiva em microscopia de campo claro com aumento de 400 X (microscépio dptico Eclipse
50i, Nikon®, Tochigi, Japdo). A concentracio espermdtica foi determinada na cimara de
Neubauer, ap6s a dilui¢do da amostra (proporcao 1:10) em formol salino tamponado a 37° C.

A morfologia espermdtica foi avaliada pela técnica de preparagdo tmida, apds a
diluicdo da amostra em formol salino (propor¢do 1:10). Foram avaliadas 200 células por
lamina em microscopia de contraste de fase em 1000 X (Eclipse 804, Nikon®, Tochigi, Japdo).
A classificacdo foi baseada no Manual para exame androldgico e avaliacdo de s€men animal
do CBRA (1998).

Para a avaliagdo IMP foi utilizada a coloracdo de eosina-nigrosina e para avaliacdo da
IMA foi utilizada a coloragdo descrita por Pope et al. (1999) (kit de coloracio Spermac®,
Stain Enterprises, Africa do Sul), ambas validadas para uso em sémen de primatas (Valle et
al., 2008). As aliquotas de 5 uL da amostra de sémen foram adicionados 5 pL de eosina (1%)
e 5 puL de nigrosina (1%) apds intervalo de 30 seg. Duzentas células foram lidas em
microscopia de campo claro no aumento de 400 X. Os espermatozdides ndo corados foram
considerados com membrana plasmaética integra e os espermatozédides com coloragio rosea,
considerados com membrana ndo integra. Para a avaliacio de IMA, utilizou-se 5 uL da
amostra e 5 pL do corante, seguiu-se a incubagdo por 90 seg a 37° C em microtubo ambar. As
laminas contendo o esfregaco foram avaliadas em microscopia de campo claro com aumento
de 100 X (microscopio Optico Eclipse 50i, Tochigi, Nikon®). Espermatozdides com o
acrossoma integro apresentaram o acrossoma com coloracdo mais escura e espermatozoéides
com o acrossoma nao integro ndo tiveram a coloragdo diferenciada nessa regido.

A atividade mitocondrial foi determinada pelo método de coloracdo descrito por Hrudka
(1987). Uma aliquota de 10 uL da amostra de s€men foi adicionada a 10 pL da solugédo de 3,3’
de diaminobenzidina (DAB) a 37° C (Img de DAB: 1 mL de PBS) e depositada em microtubo
de polipropileno dmbar. Apds a incubagdo em banho-maria por 1h30min, foi realizado
esfregaco da mistura. Em seguida, a 1amina foi seca em temperatura ambiente na auséncia de
luz e depois fixada em formaldeido (10%) por 10 min e seca nas mesmas condicdes. A leitura
foi feita em microscopia de luz direta, aumento de 100 X (Microscépio Optico Eclipse 50i
Nik0n®, Tochigi, Japao) e classificada de I a IV. Classe I: maioria das mitocondrias ativas
(coloragdo castanha), conferindo & bainha mitocondrial a aparéncia de um cilindro compacto e
proeminente; classe II: a bainha mitocondrial fragmentada, com segmentos ativos (corados) e

inativos (nfo corados), com predominancia de segmentos corados; classe III: apresentam
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menos da metade da bainha mitocondrial ativa e corada com poucos segmentos corados e

dispersos; classe IV: apresentam bainha mitocondrial completamente inativa, nao corada.

5.2.4.5. Analise estatistica

Foi realizada a consisténcia e a estatistica descritiva das caracteristicas do s€men por
meio da média e erro padrao, utilizando os procedimentos (PROC MEANS, PROC FREQ,
PROC UNIVARIANTE, SAS 2002, versdao 8.0). Foi realizada a andlise de variincia para as
caracteristicas pH, volume, motilidade, MPL, concentragcdo, IMP, IMA, AM, para verificar o
efeito da idade do animal. Duas categorias de faixa etdria foram consideradas, (idade I,
animais de 7 anos, n = 3 ) e ( Idade II, animais de 11 e 13 anos, n = 4), utilizou-se o teste t de
Student com nivel de significancia de 5% para comparacdo das médias. Para a caracteristica
grau de motilidade, utilizou-se o teste qui-quadrado (SAS, 2002, versdo 8.0). Foi calculada a
correlacdo de Pearson pelo PROC CORR (SAS, 2002, versdo 8.0) para as caracteristicas

avaliadas.

5.2.5. RESULTADOS

Durante o estudo foram realizadas 293 estimulag¢des e obtidos 56 ejaculados de sete
animais. A taxa de sucesso calculada sobre o niimero de estimulacdes foi de 19,11%. Quando
calculada sobre o nimero de animais, alcangou 58,3%. No presente estudo, considerando-se
apenas os animais que deram amostras, foram 174 estimulacdes e 56 ejaculados (taxa de
sucesso de 32%). O tubo de colheita sofreu adaptagdes ao longo do estudo, no intuito de
aumentar a estimulacdo pelo maior contato com a superficie do pénis, conforme descrito em
material e métodos. A partir do uso do tubo com fundo cdnico, em que o contato da glande
com o tubo foi mais intenso, a taxa de sucesso apresentou maior percentual, quando
comparada aos tubos utilizados anteriormente, saindo de 33,3 para 58, 3%. A maior parte dos
ejaculados foi obtida entre 30 e 300 seg de estimulacdo, na combinagdo 75 Hz de frequéncia e
1 mm de amplitude. A evolugdo da taxa de sucesso de obtenc¢éo de ejaculados sobre o nimero

de animais estimulados ao longo dos meses estd apresentada na figura 1.
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Fig 1. Evolucdo da taxa de sucesso (animais estimulados x animais que responderam ao procedimento
de colheita) de obtencdo de ejaculados de S. sciureus ao longo de 12 meses de estudo. VEP:
vibroestimulag@o peniana.

Nao houve amostra azoospérmica.ao longo dos estudos. Duas caracteristicas do s€émen
apresentaram variagdo significativa ao longo dos meses, o volume que foi maior em julho e a
IMP que foi menor em fevereiro (p < 0,05). Todas as outras caracteristicas avaliadas ndo se
alteraram ao longo dos meses (p< 0, 05). A maior parte dos ejaculados coagulou por
completo; como neste estudo ndo foi utilizado nenhum procedimento para dissolugcdo desse
coagulo, as andlises foram realizadas na fracdo que se desprendeu do codgulo no meio
diluidor. As caracteristicas do s€émen dos animais estudados estdo apresentadas na tabela 1

As caracteristicas morfoldgicas avaliadas estdo apresentadas na tabela 2. A média total

de espermatozoides anormais foi 43,6.
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Tabela 1- Caracteristicas dos ejaculados de S. sciureus obtidos em 12 meses de estudo. Dados

apresentados pela média e erro padrao da média.

Caracteristicas n Variacao Média + EPM
pH 36 6,4-7,6 6,8 + 0,05
Vol (uL) 46 50,0 - 1600,0 478,8 £ 53,8
Conc (sptz x10%/mL) 45 4.4 -138,3 39.5+49
Mot (%) 47 40,0 - 100,0 86,3+ 1,7
MPL (%) 45 30,0 - 100,0 77,3+2,0
IMP (%) 45 33,0 - 98,0 82,3+1,9
IMA (%) 45 86,0 - 100,0 97,8 +0,4
AMI (%) 40 43,0-98,0 68,8+2,4
AMII (%) 40 2,0-54,0 28,5+22
AMIII (%) 40 0,0-15,0 2,3+0,5
AM IV (%) 40 0,0 - 20,0 0,8 £0,5

pH: potencial de hidrogénio; Vol: volume; Mot: motilidade; MPL: movimento progressivo linear; Conc:

concentracdo; sptz: espermatozoides; IMP: integridade de membrana plasmatica; IMA: integridade de membrana
acrossomal; AM: atividade mitocondrial; EPM: erro padrdo da média; n: nimero de amostras.

A correlagdo entre as caracteristicas espermdticas e a idade dos animais estd

apresentada na tabela 3.
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Tabela 2. Morfologia espermdtica de S. sciureus em amostras de s€men obtidas ao longo de 12 meses de estudo. Dados apresentados pela Média
+ erro padrao da média de defeitos maiores (n = 41) e defeitos menores (n = 41).

Defeitos maiores Média + EPM (%) Defeitos menores Média = EPM (%)
CabSub 0,07 £ 0,04 CED 14,2+ 2,8
Fterato 0,0+0,0 Cablsol 24+0,6
Estrbase 0,1 +£0,04 CabPI 0,02 +£0,02
GranAcr 0,02 +£0,02 GCD 2,6+1,0
CFDE 3,1+0,9 CReAO 0,1 +0,05

CDG 0,1 +0,06 CabDelg 0,1 +0,1
CEC 0,2+0,2
GCP 12,2+ 3,2
PIQc/PG 2,1+0,6
PseudoG 6,4+ 1,2
Total 24,3 +4,1 19,3 +3,0

n = nimero de amostras; CabSub: cabe¢a subdesenvolvida; FTerato: formas teratoldgicas; Estrbase: estreitamento na base; GranAcr: granulo no acrossomo;

CFDE: cauda fortemente dobrada ou enrolada; CDG: cauda dobrada com gota; CEC: cauda enrolada na cabega; GCP: gota citoplasmatica proximal; PIQc/PG: peca
intermedidria quebrada com pseudogota; PseudoG: pseudogota; CED: cauda enrolada ou dobrada; Cablsol: cabeca isolada; CabPI: Cabeca com pecga intermedidria; GCD:
gota citoplasmadtica distal; CReAO: cauda retro, abaxial ou obliquo; CabDelg: cabeca delgada.



68

Tabela 3. Correlagdo simples entre as caracteristicas esperméticas e a idade dos animais S.

sciureus obtidos ao longo de 12 meses.

| Vol. Mot. Conc. MPL IMP IMA AM1 Df.menor Df. Maior

Idade | -0,49%* 0,02 0,32% -0,05™  021™ 0,19 -0,09"™ -023™ 0,35%

% p <0,001; *p < 0,05; " p > 0,05

5.2.6. DISCUSSAO

O sucesso na obtencao de ejaculados por VEP pode estar relacionado a diversos fatores,
tais como: didmetro do tubo utilizado na estimulagdo (Yeoman, et al., 1997; 1998),
intensidade do estimulo, sensibilidade da espécie (Schneiders et al., 2004), experiéncia do
manipulador do aparelho de VEP (Sonksen e Ohl, 2002) e sazonalidade reprodutiva da
espécie.

Na espécie C. jacchus, a taxa de sucesso calculada sobre o nimero de animais que
ejacularam foi de 92,3% (12 em 13) e sobre o nimero de ejaculados foi de 89,2% (99
ejaculados de 111 estimulacdes) (Schneiders et al., 2004). Nos estudos com S. boliviensis, foi
utilizado tubo conico no aparelho de vibroestimulacdo e as taxas de sucesso foram maiores,
90% (nove em 10 animais) (Yeoman et al., 1997) e 80% (oito em 10 animais) (Yeoman et al.,
1998). No presente estudo, a adogdo do tubo cdnico deu-se a partir do nono més de estudo e
pode ter sido um fator importante para a elevacdo da taxa de sucesso nos ultimos meses de
estudo.

Em estudos com S. sciureus (Laverde-Correa et al., 2001), a taxa de sucesso foi de
63% (sete em 11 animais) e 31% (19 ejaculados de 61 estimulagdes), com 84 % de ejaculados
obtidos na combinacdo 70 Hz com 1 mm, num intervalo de tempo 20 a 176 seg de
estimulacdo. Kuederling et al. (2000), ao utilizar pela primeira vez a técnica de VEP em C.
Jjacchus, obteve taxa de sucesso de 35,2% (31 ejaculados de 88 estimulacdes) e 90% (nove em
10 animais). Naquele estudo, a maior parte dos ejaculados (87,1%) ocorreu no intervalo de
tempo menor (20 a 120 seg de estimulac@o), na combinagdo de frequéncia e amplitude (80 a
85 Hz com 1 a 1,5 mm, respectivamente). A frequéncia e amplitude da maior parte dos
ejaculados obtidos nos estudos de Laverde-Correa et al. (2001) foram préximas aos estimulos
em que a maior parte dos ejaculados obtidos no presente estudo; em ambos, trabalhou-se com
S. sciureus. Ja Kuederling et al. (2000) trabalhou com C. jacchus, numa frequéncia de

estimulacdo maior. A diferenca entre as taxas de sucesso nos estudos parece estar relacionada
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as espécies; C. jacchus pode ser mais sensivel ao procedimento de VEP do que o S. sciureus,
como foi demonstrado por elevadas taxas de sucesso em estudos prévios com essa espécie
(Schneiders et al., 2004; Kuederling et al., 2000).

A obtenc¢do da primeira amostra pode ser um fator a ser considerado para a elevacio da
taxa de sucesso sobre o nimero de ejaculados. S. sciureus, nos estudos de Kugelmeier (2011),
ao ejacularem pela primeira vez, responderam regularmente aos novos estimulos. Isso ndo foi
observado no presente estudo, ndo houve animal que respondeu a todos os estimulos apds a
primeira ejaculagdo, embora tenha havido elevagdo da taxa de sucesso, quando se considerou
apenas os animais que deram amostras. Ao contrdrio, com C. jacchus, a habituacdo ao
procedimento ndo influenciou na taxa de sucesso (Kuederling et al., 2000). Nos estudos de
Yeoman et al. (1997; 1998) em que taxa de sucesso foi superior ao presente estudo, a colheita
de sémen por VEP foi realizada exclusivamente durante a estacdo de acasalamentos dos
animais mantidos no Alabama/EUA. Na avaliacdo das caracteristicas do sémen més a més,
ndo houve relag@o entre estas e a estagdo de acasalamentos da col6nia de micos-de-cheiro de
origem dos animais deste estudo. A estacdo de cOpulas da colonia de origem dos animais
desse estudo ocorre de maio a outubro, as amostras foram obtidas ao longo do ano e a
sazonalidade ndo influenciou, pois a taxa de sucesso aumentou de forma gradativa ao longo
dos meses, atingindo o maior valor fora da estacdo de acasalamentos. Resultado semelhante
foi descrito por Chen et al. (1981), que também ndo observaram influéncia da estacdo de
acasalamentos sobre a obten¢do de ejaculados de S. sciureus por EEJ.

Especificamente em S. sciureus, as condi¢des de manuten¢do dos animais em total
isolamento de qualquer contato com fémeas, podem ter sido o fator de maior relevincia para a
menor taxa de sucesso em relagdo aos outros estudos (Yeoman et al., 1997; 1998; Laverde-
Correa et al., 2001). O contato fisico, visual ou olfatério com fémeas descritos moduladores
da variacdo circuanual morfofisiolégica de algumas caracteristicas reprodutivas em S.sciureus
(Mendoza et al., 1978; Schilm et al.,1999). Numa comparacdo entre grupos isossexuais de
machos e de fémeas mantidos com contato visual, auditivo e olfativo com grupos sociais do
sexo oposto, o ganho de massa corporal e variacdo de testosterona ocorreram de forma
dessincronizada em relacdo ao grupo social, somente nos machos. Nas fé€meas, tanto a
variag@o hormonal como o aumento de massa corporal ocorreram sincronizados com o grupo
social. A semelhanca temporal nos eventos morfofisioldgicos sofridos pelas fémeas em
relacdo aos grupos sociais foi interpretada pela maior sensibilidade das fémeas aos fatores

externos em relacdo aos machos e estes seriam influenciados por esses fatores, quando em



70

contato com elas (Schilm et al.,1999). Nos estudos de Yeoman et al. (1997; 1998), assim
como nos estudos de Laverde-Correa et al. (2001), a colheita de sémen foi realizada em
animais mantidos em grupos reprodutivos.

A média do volume do ejaculado foi de 478,8 + 53,8 uL. Nos estudos de Laverde-
Correa et al. (2001) com S. sciureus, houve variacio de 10 a 283 uL ( média de 106,8 + 80,3
uL). Em S. boliviensis, as médias foram 436 + 90 uL e 205 £ 25 pL para o sémen colhido por
VEP e EEJ, respectivamente (Yeoman et al., 1998). Estudos anteriores confirmam que essa
caracteristica apresenta elevada variacdo inter e intraindividual em diferentes espécies de
primatas (Puri e Gopalkrishnan, 2000; Kuederling et al., 2000), e até mesmo entre os
procedimentos de colheita (Yeoman et al., 1997). Essa elevada variacdo foi observada no
presente estudo, tab 1, e pode ter sofrido influéncia do nimero de animais que ejaculavam no
periodo (n=3). Puri e Gopalkrishnan (2000) encontraram varia¢do no volume de ejaculado em
primatas da espécie Macaca radiata, num estudo ao longo de 12 meses, sem relacdo com a
estacdo de acasalamentos. Ao contrdrio, Chen et al. (1981) observaram que o volume dos
ejaculados foi maior na estacio de acasalamento.

O valor observado para IMP (54, 0 £ 12,4 %) em fevereiro também pode ter sofrido
influéncia individual, pois nesse periodo foram obtidos ejaculados de poucos animais (meses
em que a taxa de sucesso foi menor, 16,7%), fig 1.

No presente estudo, a auséncia de amostra azoospérmica ao longo do ano contradiz
estudos prévios em que bidpsias de tecido germinativo evidenciaram uma espermatogénese
ativa dentro e inativa fora da estacio de acasalamentos em S. sciureus (Dumond; Hutchinson,
1967; Pasqualini et al., 1986).

A coagulacdo de algumas amostras por completo, imediatamente apds a ejaculagdo, estd
de acordo com outros estudos em primatas de diversas espécies (Bennett, 1967; Puri e
Gopalkrishnan, 2000; Valle et al., 2004; Schneiders et al., 2004; Oliveira, et al., 2011).

As amostras no presente estudo apresentaram pH variando de levemente dcido a
levemente alcalino (6,4 a 7,6), diferentemente dos estudos de Laverde-Correa et al. (2001),
onde as amostras apresentaram pH alcalino (8 a 8,5). A causa desta variacdo do pH ndo é
conhecida, contudo Muehleis e Long (1976) relataram que a variacdo do pH entre 6,7 a 9,8
ndo causa efeito negativo na motilidade espermatica.

A concentracdo espermatica apresentou o valor médio de 39,5 + 4,9 x 10° sptz/mL,
inferior ao descrito por Yeoman et al., (1998) (77,1 £ 20,4 x 10° sptz/mL), em S. boliviensis e

por Laverde-Correa et al., (2001) (362 + 344 x10° sptz/mL), em S. sciureus. Nos dois dltimos
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estudos, tratamentos prévios a avaliagdao podem ter influenciado nos valores para o aumento
da concentracdo. Yeoman et al., (1998) mantiveram a amostra diluida em meio aquecido
(Biggers, Whitten and Whittingham, Irvine Scientific, Santa Anna, CA, USA) e esta
permaneceu em estufa de CO; por 30 min. No estudo de Laverde-Correa et al. (2001), houve
dilui¢do da amostra em meio com amilase pancredtica (Sigma®), seguida de incubagéo por 30
min. Adicionalmente, essa caracteristica, assim como o volume do ejaculado, € altamente
varidvel, tanto inter como intraindividual, como foi observado por Puri e Gopalkrishnan
(2000) em Macaca radiata e Kuederling et al., (2000) em C. jacchus.

O volume do ejaculado e concentragdo espermética foram diferentes entre as idades [ e
IT (p < 0,05). Na idade I, o volume do ejaculado foi maior (648,8 + 82,5 uL, média + EPM) e,
na idade II, a concentragdo foi maior (27,4 + 5,6 sptz x10°/mL média = EPM). O volume e a
concentracdo apresentaram correlagdes negativa e positiva, respectivamente, com a idade (tab
3). Isso pode ser explicado pela relagdo entre essas duas caracteristicas. Nos animais mais
jovens, pode haver uma atividade exdcrina mais elevada o que pode explicar o maior volume
do ejaculado e seu efeito na diluicdo do s€men e sobre a concentragdo espermdtica final,
assim como pode acontecer em algumas espécies na estacdo de acasalamentos (Paris et al.,
2005).

O valor médio de motilidade foi semelhante ao descrito em colheitas por VEP em S.
boliviensis (79,8 £ 5,7 %, Yeoman et al., 1997), (80,6 + 4,3 %, Yeoman et al.,1998) e superior
aos descritos em colheitas por EEJ, em S. sciureus (65,85 £ 15,35 %, Dennis, et al., 1976) e
Cebus apella (68,4%, Barnabe et al., 2002). O grau de motilidade foi superior ao descrito em
S. sciureus, sémen colhido por EEJ (4,7 + 0,5 %, Dennis, et al., 1976). Os maiores valores
obtidos para as duas caracteristicas parecem estar relacionados as colheitas por VEP que
proporcionam ejaculados com melhor qualidade (Yeoman, et al., 1998; Schneiders et al.,
2004).

Nas avaliacdes de grau de motilidade, houve maior propor¢do de espermatozéides com
graus 4 e 3 (50,0 e 31,2 %, respectivamente). Nao houve amostras com grau de motilidade 5
ou 0. Laverde-Correa et al. (2001) colheram sémen também por VEP e obtiveram
espermatozdides com 39 + 26 % de movimentos rapidos, 16 £ 11 % lentos, 14 + 15 % com
motilidade ndo progressiva e 30 + 22% foram iméveis. Essa caracteristica foi correlacionada a
motilidade (r = 0,45, p = 0,001) e também pode ter sido influenciada pela colheita por VEP.

A IMP foi superior as amostras colhidas por VEP em S. sciureus (74,66£17,54)
(Laverde—Corréa et al., 2001) e C. jacchus (74,6£3,3) (Kuederling, et al., 2000) e inferior as
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amostras colhidas por EEJ S. sciureus (93,1%) (Bennet,1967). Neste dltimo, o maior valor de
IMP pode estar relacionado ao baixo nimero de animais no experimento (n = 3) e uma maior
uniformidade nas amostras. Adicionalmente, ndo ha informagdo se o s€émen foi colhido dentro
ou fora da estacdo de acasalamentos. No presente estudo, o s€men foi colhido o ano todo, o
nimero de animais foi maior, com maior variabilidade de ejaculados.

A IMA aproximou-se dos valores encontrados em S. sciureus (98,00 £ 069 %)
Kugelmeier (2011) e C. jacchus (87,12 + 7,75 %) (Valle et al., 2008), utilizando a mesma
coloracdo. O tnico trabalho encontrado de avaliacido de acrossoma em S. sciureus foi descrito
por Kugelmeier (2011). Segundo a autora, os espermatozéides dessa espécie possivelmente
apresentam elevada resisténcia na membrana acrossomal, o que pode justificar a média
elevada de IMA nas amostras avaliadas. Espermatozéides de Macaca radiata, analisados por
coloracdo com isotiocianato de fluoresceina (FITC-PNA, Calbiochem, USA), também
apresentaram valores elevados de IMA (91,4 + 2,3), (Puri e Gopalkrishnan, 2000).

A maior parte dos espermatozdides apresentou caracteristicas morfolégicas normais.
As anormalidades dos espermatozdides observadas no presente estudo estd dentro do descrito
para S. sciureus por Laverde-corréa et al.,(2001). A cauda enrolada ou dobrada predominou
dentre os defeitos menores, assim como nos achados de Kugelmeier (2011). A autora atribui
esses defeitos ao possivel choque térmico, sofrido pelas células durante a diluicdo das
amostras; o mesmo pode ter acontecido no presente estudo. Laverde-corréa, et al. (2001)
também acharam maior quantidade de defeitos de cauda (16 £ 16%). Dentre os defeitos
maiores, predominou a gota citoplasmatica proximal. Essa patologia estd comumente
associada a maturagdo da célula no epididimo e uma possivel relacdo com amostras obtidas
no inicio da estagdo de monta. No entanto, em avaliacdo més a més, ndo foi possivel concluir
qualquer associagdo dessas ou de outras caracteristicas morfologicas a estacdo de
acasalamentos dos animais de origem desse grupo em estudo. Em M. radiata, as
anormalidades morfoldgicas apresentaram-se ao longo dos meses sem associagdo com estagao
de acasalamentos (Gopalkrishnan e Puri, 2000).

Na comparacio entre idades, a caracteristica pseudogota teve maior prevaléncia na
idade II. Esse deve ter sido um fator relevante para a correlagcdo da idade aos defeitos maiores,

tabela 3.
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5.2.7. CONCLUSAO

E possivel obter ejaculados de micos-de-cheiro durante todo o ano por
vibroestimulacdo peniana (VEP) em animais mantidos sob condi¢des de temperatura e
umidade controladas.

Animais mantidos em cativeiro sob condi¢des ambientais controladas por doze
meses mantiveram as caracteristicas do s€men sem variag@o na qualidade.

Houve correlacio negativa entre a idade e volume do ejaculado e correlagdo positiva

entre a idade, concentrag@o espermadtica e defeitos maiores.
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6. CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que € possivel colher s€émen de S. sciureus durante todo o ano por VEP em

animais mantidos em condi¢des ambientais controladas.

As caracteristicas do s€émen foram compativeis com o descrito para a espécie.

Niao foi possivel identificar, nas condi¢des do estudo, um perfil de variacdo entre
massa corporal, volume testicular e testosterona no extrato fecal de forma sincronizada com
os meses correspondentes a estacdo de acasalamento dos grupos sociais de origem dos
animais estudados.

Este estudo pode contribuir como base para a manutencdo de micos-de-cheiro em
cativeiro sob condicdes ambientais controladas, para a colheita de sémen com potencial para

aplicagdo em biotécnicas reprodutivas nas criagdes, para fins de pesquisa biomédica ou de

conservacao.



7. APENDICE A

Composicao de nutricional calculada da racao experimental

Nutrientes (%)
Proteina bruta 24,00
Matéria seca 89,86
Fibra bruta 3,83
Extrato etéreo 10,00
Acido aracdonico 0,04
Acido linoleico 2,50
Acido « linolénico 0,25
Matéria mineral 4,72
Calcio 1,20
Fosforo total 0,80
Magnésio 0,11
Potassio 0,55
Sédio 0,38
Arginina total 1,42
Isoleucina 0,91
Leucina 1,79
Lisina total 1,13
Metionina + cistina total 0,75
Treonina total 0,90
Triptofano total 0,22
Valina 1,15
Fenilanina + tirosina 1,52
Colina (mg/Kg) 1.200,00

Composi¢do/Kg de produto adicionado por premix vitaminico-
mineral: ferro, 120 mg; cobre, 20mg; manganés, 70 mg; zinco, 180
mg; iodo, 1,1mg; selénio, 0,4mg; vit.A., 20000 UI; vit.D3, 4500
UL VitE, 100mg; Vit.K, 3 mg; tiamina, 14mg; riboflavina, 10mg;
niacina, 80mg; dcido pantoténico, 50mg; piridoxina, 12mg; biotina,
0,32mg ; 4cido félico, 9mg; cianocobalamina, 0,055 mg; vit.C, 800
mg; colina, 1600 mg.
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8. APENDICE B

Composicio do meio diluidor de sémen TALP-HEPES

Componentes Concentracao g/ 250 mL

NaCl 1,855
Kcl 0,059
NAHCO; 0,042
NH2PO4x H20 0,0105
Na Lactate 465ul
MgCI2x6H,0 0,025

Glucose 0,22525
Hepes (Na-Salt) 0,3255
Hepes (acid) 0,298
Phenolrot 0,0025

Bi-dest H20 /250 mL

pH (no momento ) 7,33

Preparo para a colheita:

TALP HEPES s/ Ca 5 mL

BSA Fraction V 15 mg (0.3 %)

Piruvato sodico 0,25 mM*

* Solucao Stock de Piruvato Sodico: 0.25 mM — 0.0275 g =27.5mg / 10 mL Bi-dest.
H20

a) Colocar TALP em tubo Falcon esteril.

b) Adicionar BSA Fraction V, nao mexer, deixar diluir em repouso a 370 C.
d) Retirar 50 pL. do TALP com BSA e adicionar 50 pL de Piruvato Stock.
e) Medir o pH=7,33 !!!

f) Filtrar em filtro esteril de 0,2 pm.

g) Manter em aquecimento.

** Apos preparado, duracao de 1 dia a 4°C.

Fonte: Valle, 2007.
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