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RESUMO

O refinamento das técnicas adotadas no manejo reprodutivo pode contribuir para o ganho
na qualidade genética e sanitéria dos animais, reducdo dos custos de manutencdo de uma
col6nia e melhoria do bem-estar. Desta maneira, a proposta deste estudo foi estabelecer
um protocolo de avaliagéo androlégica por meio de biometria corporal e genital, dosagem
de testosterona sérica, colheita e avaliacdo seminal. Foram utilizados 62 macacos rhesus
machos, com idades entre 3 e 14 anos, em criadouro cientifico na cidade do Rio de
Janeiro. Os animais foram divididos em quatro grupos, de acordo com a faixa etéaria:
Grupol — 3 anos; Grupo2 — 5 anos; Grupo3 — 8 a 11 anos; Grupo4 — 12 a 14 anos. Foram
realizadas as seguintes avaliacdes: (1) exame fisico; (2) biometria corporal (com fita
métrica, segmometro e plicodmetro); (3) biometria testicular e genital (com auxilio de fita
métrica, paquimetro e ultrassonografia); (4) dosagem de testosterona serica pelas técnicas
de quimioluminescéncia e eletroquimioluminescéncia; (5) colheita e avaliagdo fisica e
funcional de sémen e andlise estatistica. As avaliacbes fisicas puderam diferenciar
criteriosamente 0s quatro grupos quanto a anatomia do sistema reprodutor e concentracdo
de testosterona ([T]). A prega abdominal, comprimento do corpo e cabeca e volume
testicular foram correlacionados significativamente com a idade. Da mesma forma, foi
observada uma tendéncia de aumento das concentracfes sericas de testosterona conforme
0 aumento da idade, massa corporal e do volume testicular. A [T] variou de: 3-297 ng/dL
no Grupol; 19-697 ng/dL no Grupo2; 101-1041 ng/dL no Grupo3; 92 a 525 ng/dL no
Grupo4. Nao houve diferenca estatistica entre as medidas dos testiculos direito e
esquerdo. Quando comparadas os métodos de mensuracdo testicular, os valores obtidos
por paquimetro e fita métrica foram correspondentes. Quanto ao aspecto, a coloracéo
predominante do escroto nos grupos 1 a 3 foi résea, com consisténcia firme dos testiculos.
Ja para o Grupo4, a coloragdo predominante do escroto foi avermelhada e cerca de 50%
dos testiculos apresentaram consisténcia macia. A avaliacdo ultrassonogréafica evidenciou
diferencas marcantes na ecogenicidade do parénquima testicular entre o Grupol e 0s
demais grupos, com predominio (> 70%) da aparéncia hipoecogénica nesse grupo. A taxa
de sucesso de obtencdo de ejaculados foi de 37% (10 amostras em 27 animais). As
amostras obtidas, em sua maioria, apresentaram espermatozoides viaveis, mesmo ao final
da temporada reprodutiva. Uma amostra foi azoospérmica. Com base nos resultados
obtidos nesse estudo, foi possivel concluir que a avaliagdo minuciosa de machos de
Macaca mulatta fornece dados importantes sobre a e salde reprodutiva e maturidade
sexual, podendo contribuir para protocolos de melhoramento genético e refinamento dos
procedimentos instituidos em um programa de reproducao assistida.

Palavras-chave: Primatas ndo humanos. Reprodugdo. Exame androldgico. Genitalia.
Biometria. Ultrassonografia. Colheita de sémen. Eletroestimulacdo retal.



ABSTRACT

The refinement of the techniques applied in the reproductive management can enhance
the genetic quality and animal health, reduce the maintenance costs of a colony and
improve animal’s wellbeing. The purpose of this research was to establish an andrological
evaluation protocol through corporal and genital biometry, serum testosterone
measurement and seminal fluid assessment. Sixty-two male rhesus monkeys have been
used for this research ageing between 3 and 14 years old that were kept at a breeding
scientific site in the city of Rio de Janeiro. The animals have been divided in four groups
according to their age range: Groupl — 3 yo; Group2 — 5 yo; Group3 — 8 to 11 yo; Group4
— 12 to 14 yo. The following assessments have been completed: (1) physical exams; (2)
corporal biometry (using meter rule, segmometer and plicometer); (3) testicular and
genital biometry (with meter rule, pachymeter and ultrasound support); (4) serum
testosterone dosage through quimioluminescence e eletroquimioluminescence
techniques; and (5) semen sample collection and its physical and functional analysis and
statistical analysis. The physical assessments resulted in a meticulous differentiation of
the four groups with regards to their anatomy of the reproductive system and testosterone
concentration ([T]). The abdominal skinfold, the body length, and the testicular volume
have been correlated to the animal age. At the same time, a [T] increase tendency has
been detected with the rise of the animal’s age, body mass and testicular volume. The
[T] variation was 3-297 ng/dL in the Groupl; 19-697 ng/dL in the Group2; 101-1041
ng/dL in the Group3; and 92-525 ng/dL in the Group4. When testicular measurement
methods were compared, the values obtained by caliper and measuring tape were
corresponding. As regards to the visual assessment, the main color of the scrotum bag of
the age groups 1 to 3 was light pink, with consistency of the testicles considered firm. In
the group 4 however, the main color was bright red and 50% of the testicles showed a
soft consistency. The ultrasound assessment indicated distinguished differences in the
egogenicity of the testicular parenchyma in between the Groupl and the other groups,
with predominance (>70%) of hypoechogenic appearance in this group. The ejaculates
collection success rate was 37% (10 out 27 animal samples). The majority of samples
revealed compatible results and good semen quality, even in the end of the mating season.
One sample has been classified as azoospermic. Based on the analyzed results of this
research, it has been possible to conclude that the meticulous assessment of Macaca
mulatta males provide important data about the breeding health and sexual maturity
whilst contributing for the genetic improvement and refinement of the adopted procedures
in an assisted breeding program.

Key words: Nonhuman primates. Reproduction. Andrological exam. Genital tract.
Biometry. Ultrasound. Semen sample collection. Rectal probe electrostimulation.
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1 INTRODUCAO

A semelhanca genética entre os primatas humanos e ndo humanos faz desses um
modelo importante para estudos biologicos (VANDEBERG, 1995). Segundo Ruch
(1941), a utilizacdo de primatas ndao humanos (PNH) como modelos de pesquisa € relatada
desde o inicio da Idade Moderna. A partir do seculo XX, o uso destes modelos aumentou
significativamente, por conta do estabelecimento de centros especificos de primatologia
(PISSINATI; ANDRADE, 2010). Esse aumento foi atribuido & necessidade de solucionar
os problemas de saude publica causados por muitas doengas humanas, como a
poliomielite em meados da década de 50. Nessa ocasido, simios do género Macaca (M.
mulatta e M. fascicularis) e Pan (Pan troglodytes) foram trazidos da natureza para serem
usados em laboratdrio. As pesquisas envolviam anatomia comparada, embriologia e
desenvolvimento fetal, atividades em &reas cerebrais, e estudos de algumas doencas
causadas por virus, bactérias e parasitos (SCHMIDT, 1971).

Em uma criacdo de primatas, o planejamento reprodutivo de um plantel dentro de
um biotério € de extrema importancia para um maior controle de natalidade e aumento
dos indices de produtividade. O melhor conhecimento da fisiologia reprodutiva pode
auxiliar programas de conservacdo a desenvolverem tecnologias de reproducéo assistida
para criacdo em cativeiro de espécies ameacadas e de interesse biomédico (ESTRADA,;
GARBER, 2009). O refinamento das técnicas adotadas no manejo reprodutivo pode
contribuir para a redugédo dos custos de criacdo de uma coldnia, melhoria do bem-estar e
0 ganho na qualidade genética e sanitaria dos animais. A ado¢do de um manejo adequado
reduz a susceptibilidade de proles a patologias cronicas e/ou congénitas e pouco eficientes
sob o ponto de vista reprodutivo. Dessa maneira, também reduz o excedente de animais
subutilizados no plantel e os custos da manutenc¢do em cativeiro.

Altos indices de consanguinidade comprometem o sucesso dos programas de
reproducdo e podem elevar a possibilidade de comprometimento dos resultados de
pesquisas biomédicas (SMITH, 1985). A variabilidade genética é um objetivo
fundamental no planejamento de qualquer colonia de reproducdo (ELY et al. 1994).
Fatores genéticos influenciam também na susceptibilidade a muitas doengas infecciosas
e ndo infecciosas em animais (ZONDERVAN et al., 2002), pois essas doengas podem
estar relacionadas a imunodeficiéncia herdada, que viabiliza a instalacdo de processos
infecciosos, como hepatite A, herpes B, sindrome da imunodeficiéncia simia e virus
linfotropico simiano T (ANDRADE et al., 2004a).
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As alteragBes nos tratos genitais podem resultar em subfertilidade ou até mesmo
a infertilidade dentro de uma criacdo (BICUDO et al., 2007). Vale Filho e colaboradores
(1979) descrevem que muitas dessas alteracdes podem prevalecer por geracfes em carater
hereditario, sendo indicada a retirada destes animais da reproducao.

Um dos principais e mais delicados procedimentos do manejo reprodutivo em uma
coldnia de macacos rhesus é a transferéncia de machos reprodutores para outros recintos,
0 que pode resultar em desvios comportamentais, estresse e até Obito de animais em
confrontos com outros que ndo faziam parte do mesmo grupo, especialmente os mais
jovens. A literatura recomenda a retirada dos machos de seus grupos natais entre os trés
e quatro anos de idade, a fim de evitar que esse macho acasale com suas maes, irmas e
tias (NEVISON et al., 1996), no entanto, no criatorio cientifico do ICTB, verificou-se a
incidéncia de nascimentos em recintos onde somente haviam fémeas e machos na faixa
etaria de 2 e 3 anos ou machos maduros que ja haviam sido submetidos a cirurgia de
vasectomia. Dessa maneira torna-se necessaria a retirada dos machos o quanto antes e,
quando a separacdo fisica ndo for possivel, devem-se adotar outras medidas de controle
populacional, como as vasectomias nos machos que ndo interessam para a reproducao.
Nesse sentido, é premente o estabelecimento de um protocolo de avaliacdo reprodutiva
que possa ser adequado a essa faixa etéria.

Devido ao alto custo e valor biologico envolvidos na manutencdo de PNH em
cativeiro, é importante que o macho reprodutor seja cuidadosamente selecionado, por
meio de um programa de exame androldgico completo. O presente estudo propde uma
metodologia de avaliacdo reprodutiva de machos da espécie Macaca mulatta,
preconizando a identificacdo de animais indicados para a reproducdo, bem como a
identificacdo de animais que ja apresentem sinais de uma puberdade precoce (a fim de

evitar nascimentos nao planejados) e identificacdo de sugestivas patologias a esclarecer.



16

2 REVISAO DE LITERATURA

Entre os mamiferos, os primatas ndo humanos apresentam uma vasta diversidade
de espécies e subespécies, contabilizando mais de 420, de diferentes tamanhos corporais
(RYLANDS; MITTERMEIER, 2009). Habitam as areas intertropicais, onde estdo
localizadas as mais vastas florestas (MITTERMEIER et al., 1994).

A subordem Anthropoidea divide-se nas paraordens Platyrrhini (platirrinos), que
sdo denominados os “primatas do Novo Mundo” e Catarrhini (catarrinos) ou primatas do
Velho Mundo, que carregam esta nomenclatura devido a posi¢do de suas fossas nasais.
Nos platirrinos, as narinas sdo voltadas para a lateral, enquanto nos catarrinos, estdo mais
ao centro e voltadas para baixo. Os catarrinos distribuem-se pelo Continente Africano,
Sudeste Asiatico Continental e ilhas da regido, além do Japéo, e da regido de Gibraltar na
Europa (Macaca sylvanus), provavelmente introduzidos pelo norte da Africa. Entre eles,
trés familias sdo conhecidas - Cercopithecidae, Hylobatidae e Hominidae (GROVES,
2005).

Em sua morfologia, os catarrinos apresentam dois pré-molares e dentes cuspides
reunidos transversalmente, e 0os machos possuem caninos mais longos. A locomocéo é
quadripedal, a cauda variavel entre longa ou até ausente, como nos representantes de
Hominidae (Pongo, Gorilla, Pan e Homo) (PISSINATI; GOLDSCHMIDT,;
SOUZA, 2010). Em muitas formas ha evidéncia de tuberosidades isquiaticas, como no
género Macaca (DURAN-REYNALS et al., 1950).

Diante de centenas de espécies, em dezenas de familias de primatas, apenas alguns
exemplares sdo de interesse em pesquisas experimentais, com destaque para as familias
Cebidae representando os primatas do Novo Mundo e Cercopithecidae, do Velho Mundo
e detentora do género Macaca (TARDIF et al.,, 2006). A espécie M. mulatta,
popularmente conhecida como macaco rhesus, € a mais utilizada em pesquisas
biomédicas em todo o mundo (WEATHEALL, 2006).

2.1 A espécie Macaca mulatta

Macaca mulatta sdo originarios do Oriente, vastamente distribuidos pelos paises
entre Afeganistdo e india, regifes da Tailandia e China, podendo inclusive subdividir-se
em nomenclatura entre macacos rhesus chineses e indianos, de acordo com a sua

localizacdo (FOODEN, 1982). Podem habitar regibes bem variadas, desde florestas
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montanhosas a manguezais e cidades populosas (TEAS et al., 1980; SOUTHWICK et al.,
1974). S&o tidos como animais resistentes e podem sobreviver e se reproduzir bem sob
condigdes concorridas e competitivas, situacdes que normalmente seriam consideradas
adversas (TEAS et al. 1980). Os tons da pelagem incluem marrom clara a amarelada, face
branqueada a réseo-avermelhada. Apresenta porte médio e nasce com aproximadamente
500 g (LEAL, 2016; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2011). Machos adultos
podem alcancar 52,2 cm de altura (distancia entre a cabeca e a base da cauda) e as fémeas
46,02 cm (ANDRADE et al., 2004b), podendo atingir os 12 Kg e 10 Kg, respectivamente
(SMITH, 1997), mesmo que alguns individuos possam ultrapassar os 20 kg de massa
corporal (LEAL, 2016; KEMNITZ, 1989).

A espécie é considerada onivora, com uma dieta extremamente variada,
alimentando-se de uma variedade de mais de 100 plantas (LINDBURG, 1971) e animais,
incluindo frutas, flores, folhas, sementes, gomas, botBes, grama, raizes, insetos, casca,
cogumelos, ovos, mariscos e peixes. Em areas urbanas, os animais acabam sendo
alimentados direta ou indiretamente por alimentos de natureza humana e até lixo e restos
de alimentos (FORTMAN; HEWETT; HALLIDAY, 2017).

Sdo animais que tém como caracteristica bem marcada a sociabilidade entre seus
individuos, vivendo em grandes grupos, bandos ou familias varidveis entre 8 e 85
individuos (TEAS et al., 1980). Um bando de macacos rhesus € essencialmente uma
sociedade fechada, e seus membros reagem muito agressivamente a individuos
desconhecidos (SOUTHWICK et al., 1974). M. mulatta podem ser divididos em
subgrupos com hierarquias de dominancia diferentes (BERMAN, 1983).

Macacos rhesus fémeas normalmente permanecem em seu grupo até o fim da vida
e se associam com suas maes e parentes do género feminino, enquanto a maioria dos
jovens machos deixa seu grupo natal antes mesmo de atingir a maturidade sexual. Estes
jovens machos tendem a viver uma vida solitaria ou agregam-se a outros machos de
outros bandos nas mesmas condi¢Ges até que encontrem um novo grupo social para
interagir. Contudo, esta fase no jovem macho é um periodo de grandes desafios. Os
confrontos com agressao e possivel morte sdo praticamente inevitaveis ao encontrar um
novo grupo (SOUTHWICK et al., 1974). Alguns individuos podem fazer esta migracao
mais de uma vez ao longo de sua vida (MELNICK et al., 1984).
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2.1.1 CARACTERISTICAS REPRODUTIVAS

Os machos de macacos rhesus tém padrdes fisiolégicos muito proximos aos do
homem. A puberdade inicia-se em torno dos dois anos para as fémeas e entre trés e quatro
anos para 0s machos (HENDRICKX; DUKELOW, 1995). De acordo com Leal (2016),
0s animais podem crescer até aproximadamente 0s oito anos de idade e viver por até de
trés décadas (FORTMAN; HEWETT; HALLIDAY, 2017). Assim como em seres
humanos, redugdes no vigor sexual ocorrem também em macacos rhesus senis. Os
machos mais idosos tendem a apresentar menos comportamento copulatério do que 0s
animais mais jovens (DIXSON; ANDERSON, 2002).

O sistema de acasalamento é poligdmico, do tipo multimacho—multifémea
(DIXSON, 2015). Uma caracteristica comum observada neste sistema de acasalamento é
a masturbacdo dos machos, que parece estar ligada a baixas oportunidades de
acasalamento, como por exemplo, nos animais de grau hierarquico inferior, que
consequentemente acasalam menos (DUBUC et al., 2014). Durante a estacdo de
acasalamentos, individuos da espécie podem apresentar fendbmenos caracteristicos, como
intumescimento da regido vulvar, dorso-lombar e de membros pélvicos (sexual swelling),
pigmentacdo avermelhada em regides de face, membros pélvicos e lateral dos olhos (sex
skin) e secrecao vaginal (DIXSON, 2015; DURAN-REYNALS et al., 1950).

A quantidade e origem de individuos no grupo podem influenciar na organizacéao
social, 0 que estd ligado ao sucesso reprodutivo, caracterizado pela transmissdo e
dispersdo de seus genes dentro da populacdo (DIXSON, 2015). O nimero de individuos
dentro de um grupo (relacdo macho-fémea) influencia diretamente na concentragéo e
competicdo esperméatica (MOLLER, 1988). Machos que vivem em sistemas de
poliandria, multimachos-multifémeas e disperso, no qual a fémea pode acasalar com
varios machos, comumente apresentam também alteracBes anatémicas, como por
exemplo, testiculos e glandulas seminais maiores do que os machos que vivem em
sistemas monogamicos ou poliginicos. Nestes casos, 0 ejaculado geralmente forma um
plug copulatdrio, provavelmente para garantir a sobrevivéncia dos espermatozoides e
dificultar a copula subseqtiente por outros machos (DIXON; ANDERSON, 2002).

Os machos e fémeas s@o reprodutores sazonais, acasalam-se nas estacfes que
compreendem entre o outono e inverno. As fémeas apresentam ciclo menstrual com 26 a
28 dias de duracdo e ddo a luz entre a primavera e verdo, compreendendo um tempo de
gestacdo variavel entre 165 a 175 dias (BENNETT; ABEE; HENDRIKSON, 2002;
HENDRICKX; DUKELOW, 1995).
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2.1.2 SAZONALIDADE

A sazonalidade é condicdo marcadamente comum na maioria das espécies de
animais selvagens e alguns domésticos, modulado principalmente pelo fotoperiodo, com
influéncia de outros fatores socioambientais como temperatura, umidade, disponibilidade
de alimentos, pressdo de predacdo, hierarquia social e composicdo dos grupos
(KUGELMEIER; VALLE; MONTEIRO, 2010). Nos macacos rhesus, acredita-se que
este fendbmeno tenha relacdo com o fotoperiodo e as condi¢des climaticas no habitat
natural da espécie (HARRISON; KUBISCH, 2005). E sabido que a sazonalidade
reprodutiva pode influenciar em fatores como o volume testicular, espermatogénese,
concentracdo espermatica comportamentos sociais de monta e dominancia (DIXSON,
2015), bem como concentragcdo de hormonio foliculo estimulante (FSH), hormdnio
luteinizante (LH), testosterona, diidrotestosterona (DHT) e cortisol (WICKINGS;
NIESCHLAG, 1980). Desta maneira, naturalmente as fémeas sdo programadas para parir
em um momento no qual as condicdes de vida sejam muito mais favoraveis para a satde
de sua prole, com maior disponibilidade de alimentos e de abrigo (PTASZYNSKA,
2007).

Na década de 70, pesquisadores observaram, por meio de um estudo de colheita e
avaliacdo seminal, que fora da estacdo reprodutiva, os animais ndo respondem a
eletroestimulacdo, ou produzem apenas volumes minimos de um ejaculado com
caracteristicas fisicas anormais, constituido de um nimero marcadamente reduzido de
espermatozoides, em sua maioria, iméveis. A partir da avaliacdo de bidpsias testiculares,
os autores puderam sugerir que fora da estacdo, a espermatogénese sofre uma pausa,
podendo-se, inclusive, visualizar a fagocitose de espermatozoides remanescentes da
ultima estacdo reprodutiva. Da mesma forma que as fémeas ndo tém a capacidade de
ovular, embora a menstruacdo possa ser observada durante o periodo ndo reprodutivo
(ZAMBONI et al., 1974).

2.1.3 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DO MACHO

Para entender o processo de reprodugdo nos primatas ndo humanos, se faz
necessario compreender a funcao do eixo hipotalamo - hipdfise - testiculo. Em resumo, o
horménio liberador de gonadotropina (GnRH) é sintetizado no hipotalamo e secretado

em pulsos para a hipéfise anterior por meio dos vasos portais na haste hipofisaria. Na



20

hipofise anterior, ocorre a secrecdo pelas células gonadotrdpicas de horménio luteinizante
(LH) e horménio foliculo-estimulante (FSH). Esses hormonios entram na circulagao geral
e 0 LH estimula a secrecdo de testosterona pelas células de Leydig, localizadas nos
espacos intersticiais dos testiculos (HARRISON; KUBISCH, 2005). Um estudo relatou
que o volume das células de Leydig afeta a sintese de andrdgenos, a maturacdo e a
producdo de espermatozoides e 0 comportamento sexual (GUPTA, 2000). Por sua vez, o
FSH estimula as células de Sertoli nos tibulos seminiferos para produzir a proteina de
ligacdo ao andrdgeno, inibina e ativina (HARRISON; KUBISCH, 2005).

No macaco rhesus, a frequéncia de pulsos de GnRH n&o muda devido a
sazonalidade. Contudo, a amplitude dos pulsos aumenta na estagcdo reprodutiva
(WICKINGS; NIELSCHLAG, 1980). Além disso, o FSH desempenha um papel
importante na manutencédo e reinicializacdo da espermatogénese. Seu declinio fora da
estacdo reprodutiva esta associado a inibicdo da diferenciacdo dos espermatozoides,
resultando na diminuicdo e até auséncia da taxa de producdo diaria (GUPTA, 2000). O
autor também relatou uma reducéo significativa na taxa de espermatozoides produzidos
diariamente, por testiculo, durante a estacdo nao reprodutiva em macaco rhesus, bem
como uma relevante perda de peso testicular.

A reducdo nos niveis de testosterona ocorre pelo fato do eixo hipotalamo-hipofise-
testiculos possuir controles de feedback em dois niveis para manter a secrecdo de
testosterona. A testosterona e o estradiol (convertido em testosterona) tém um feedback
negativo no hipotadlamo e hipofise, respectivamente. Desta maneira, a reducdo na
amplitude e frequéncia dos pulsos de GnRH pelo hipotdlamo e a insensibilizacdo das
células gonadotropicas a estimulagdo do GnRH pela hipofise, irdo diminuir a quantidade
de secrecdo de LH. A inibina e a ativina das células de Sertoli tém, respectivamente,
feedback negativo e positivo na hipofise anterior para manter os niveis de FSH
(HARRISON; KUBISCH, 2005).

2.14 FASES DO DESENVOLVIMENTO REPRODUTIVO

Algumas espécies de primatas, incluindo M. mulatta, nascem com os testiculos no
canal inguinal ou no abdome, os quais s6 migram para o escroto perto da puberdade
(TURNQUIST; MINUGH-PURVIS, 2012). Em macacos rhesus, os testiculos se
posicionam no escroto, em media aos trés anos de idade, quando atingem a puberdade
(HENDRICKX; DUKELOW, 1995). No género Macaca, a maturidade sexual dos
machos ocorre entre quatro e sete anos (KUGELMEIER; VALLE; MONTEIRO, 2010;
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NOWAK; WALKER, 1999). Os machos desta espécie, a partir da puberdade, ja estdo
sujeitos a sofrerem alteracOes fisiologicas correspondentes ao aumento dos niveis de
testosterona secretado pelos testiculos, como o inicio do sex skin, aumento dos testiculos
e consequentemente aumento da espermatogénese. A partir dai, ja € possivel observar os
animais que, mesmo jovens, podem demonstrar comportamentos de dominancia, monta
e masturbagdo (DIXSON, 2015). O desenvolvimento testicular dos machos em idade
pubere é passivel de sofrer influéncia da posicéo hierarquica em que ocupam num grupo,
nos quais individuos de melhor posicionamento tendem a ter maior desenvolvimento,
inclusive testicular (BERCOVITCH, 1993).

2.1.5 ESPERMATOGENESE

A espermatogénese consiste no processo em que a célula germinativa denominada
espermatogonia diferencia-se até tornar-se uma célula haploide, o espermatozoide
(BARR, 1973). Este processo € dividido em 3 fases, a saber: fase | - mitotica ou
proliferativa, caracterizada pela multiplicacdo das espermatogbnias, que ocorre nos
tibulos seminiferos, nutridas e sustentadas pelas células de Sertoli; fase Il - mei6tica ou
de crescimento, na qual as espermatogdnias aumentam o volume citoplasmatico e irdo se
dividir, dando origem aos espermatdcitos primarios diploides, nesta fase, o material
genético é dividido (divisdo meiotica reducional) para formar 2 espermatocitos
secundarios haploides; e fase Il - espermiogénica ou de maturacdo, na qual os
espermatdcitos secundarios passam por outras divisdes até serem diferenciados em
espermatozoides, que sdo, enfim, as células capazes de alcancar e fertilizar os o0citos
(SILVA, 2015). Em M. mulatta o ciclo que ocorre no epitélio seminifero dura em média
9,5 dias e o0 processo total de espermatogénese em torno de 36 dias (BARR, 1973). A
espermatogénese s é capaz de se perpetuar na presenca da alta concentracdo de
testosterona no testiculo. Na auséncia desta ou de receptores androgénicos funcionais, 0s
individuos serdo inférteis, pois a espermatogénese raramente progride além da fase
meiotica (WALKER, 2011). Alguns estudos sugerem que as taxas de producao e reservas
de espermatozoides estdo correlacionadas positivamente com o tamanho dos testiculos,
gue consequentemente esta associado aos sistemas de acasalamento. No caso do macaco
rhesus, em que o sistema de acasalamento consiste em multimacho — multifémea, existe
muita competicao espermatica quando comparado a espécies consideradas monogamicas,
como por exemplo, o macaco-da-noite, gibdo e o homem (DIXSON, 2015). Desta

maneira, 0s animais que sofrem essa maior pressdo competitiva apresentam ciclos do
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epitélio seminifero mais curtos e mais rapidos de espermatogénese para aumentar a
producdo geral de espermatozoides (RAMM; STOCKLEY, 2010).

2.1.6 ANATOMIA DO SISTEMA GENITAL MASCULINO

Nos primatas ndo humanos, a genitalia externa tem como objetivo a cépula,
excrecdo e o reconhecimento de estimulos sexuais ou display sexual, e 0 ato de mostrar a
genitalia de forma mais abrupta sugere ao oponente que ha ali uma imposi¢do dominante
para fins de marcacéo territorial (FEDIGAN, 1992). O trato reprodutor dos primatas nao
humanos se assemelha ao de humanos, tanto em aspectos fisiol6gicos quanto anatdbmicos
(COLD; MCGRATH, 1999).

A genitalia externa do macho compreende o pénis, que possui em seu interior o
0ss0 peniano, caudal ao pénis estdo os testiculos elipsoides e epididimos, situados num
escroto. O 0sso peniano ou baculum localiza-se no dorso, préximo a uretra, dividindo a
glande do pénis em dois lobos, sendo o esquerdo, que contém o baculum, maior
(HERSHKOVITZ, 1977).

O escroto tem como funcdo primordial agir na termorregulacdo dos testiculos,
importante aspecto fisioldgico para a correta espermatogénese. Outra finalidade atribuida
ao escroto é denominada display (ou exibicdo sexual), que tem atribuicdo a
comportamentos sociais de dominancia e territorialismo (DUBUC et al., 2014).

Os epididimos, que ficam localizados na regido posterior dos testiculos, tém como
funcdo maturar e armazenar 0s espermatozoides produzidos pelos testiculos. Os
espermatozoides saem das gdnadas através dos ductos eferentes no epididimo, que é
composto por trés secoes que se diferem morfoldgica e funcionalmente. Essas diferencas
estdo envolvidas na maturacdo dos espermatozoides. Os espermatozoides passam em
sequéncia da cabeca ao corpo e cauda do epididimo, e depois encaminham para o0s ductos
deferentes (HARRISON; KUBISCH, 2005). Nos macacos rhesus, o transporte de
espermatozoides através do epididimo leva aproximadamente cinco dias, com uma
concentragdo espermatica média de 547 + 69 x 10° espermatozoides por testiculo durante
a estacao reprodutiva (AMANN et al., 1976). Roselli e colaboradores (1991) descobriram
que a quantidade de receptores androgénicos ¢ a atividade da Sa-redutase (enzima que
converte testosterona em di-hidrotestosterona, forma mais ativa) sdo maiores na cabega e
corpo do epididimo em comparacdo a cauda e ao ducto deferente. Esses resultados
sugerem que as alteracGes de maturacdo dos espermatozoides ocorrem na cabeca e corpo

do epididimo e que na cauda e ducto deferente estdo maduros e férteis.
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Internamente, a genitéalia de M. mulatta dispe do ducto deferente e das glandulas
sexuais acessorias, glandulas seminais, prostata e a glandula bulbo uretral, que é dividida
em lobos caudal, cranial e laterais (Figura 1). Estas irdo produzir o liquido seminal,
acrescentando a ele substancias como frutose e algumas proteinas, além de possuir pH
alcalino, o que ira viabilizar os espermatozoides no trato vaginal da fémea (DIXSON,
1998). Os tamanhos das glandulas seminais variam muito entre os primatas e a morfologia
da préstata provavelmente esta associada com a concentracdo de di-hidrotestosterona
(HARRISON; KUBISCH, 2005).

Figura 1 - llustracdo representativa da genitalia de Macaca mulatta. Destaque em
azul para a localizagéo das glandulas seminais, em vermelho para a
prostata e em amarelo para a glandula bulbo uretral.
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Fonte: Adaptado de Wislocki (1933).

2.2 Exame androlégico
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E imprescindivel a realizagdo de uma avaliagdo fisica completa, incluindo
inspecédo de tecidos, cavidade, membros, palpacdo e ausculta (VAN PELT, 1974). As
condicdes reprodutivas naturais de um macho podem ser avaliadas a partir do exame
androldgico, que ira investigar diversos fatores do estado clinico e fisiologico do animal.
A avaliacdo das condi¢bes gerais de saude, alteracdes morfoldgicas macro e
microscopicas do sémen, comportamento reprodutivo, conformidade dos padrdes da
genitalia interna e externa, podem indicar quais animais estao aptos a participarem de um
programa de reproducdo com possibilidade de maior taxa de sucesso (BARBOSA;
MACHADO, 2005).

O monitoramento individual da funcdo reprodutiva e o acasalamento controlado
sd0 necessarios para o desempenho preconizado de uma col6nia de criacdo controlada
(VAN PELT, 1974). Alguns métodos para a realizacdo de exame fisico para observacao
da funcdo reprodutiva foram realizados por Hartman (1932). No entanto, poucas
publicacdes neste ambito, para a espécie, principalmente para o género masculino, tém

sido realizadas.

2.2.1 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

A ultrassonografia € um exame de imagem utilizado na rotina da criacdo de
primatas ndo humanos e pode ser aplicado para os mais variados objetivos, como
avaliacdo de 6rgdos viscerais, sistema cardiovascular, auxilio guiado para outros exames
como puncgbes para citologia e bidpsia de o6rgaos, diagnosticos e monitoramento de
gestacdo, também para diagndstico de patologias reprodutivas e visualizacdo de 6rgaos
do sistema genitourinario (HARRISON; KUBISCH, 2005). No que tange as
biotecnologias de reproducdo, em machos, o exame ultrassonografico pode evidenciar
informacdes relacionadas a funcdo e integridade dos testiculos, epididimo e glandulas
sexuais acessorias nas mais diversificadas espécies, bem como a mensuracdo de suas
medidas geométricas (CARVALHO et al., 2020; COLEGIO BRASILEIRO DE
REPRODUCAO ANIMAL, 2013). A ultrassonografia ¢ ainda uma grande aliada na
deteccdo de patologias reprodutivas que podem comprometer a fertilidade de machos em
diversas espécies (CHAUHAN; JHA, 2019; COLEGIO BRASILEIRO DE
REPRODUCAO ANIMAL, 2013; CUNHA et al., 2019; GONDOKUSUMO et al., 2020)
ou de complicagdes apds procedimentos cirurgicos, como vasectomias (PRAKASH;
KAMAKSHI; MUTHUSAMY, 2002; SEPPAN; KRISHNASWAMY, 2014).
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Adicionalmente, a ecogenicidade do parénquima testicular aferida por meio da
intensidade de pixels (CUNHA et al., 2019) ou da escala de cinza (CHANDOLIA et al.,
2006) das imagens ultrassonogréaficas dos testiculos tem sido utilizada para avaliar o
desenvolvimento e maturidade sexual. Em vista do exposto, o exame ultrassonografico
complementa o exame fisico dos machos durante 0 monitoramento reprodutivo, sele¢éo
de reprodutores e aplicagdo das biotécnicas da reproducdo assistida (CARVALHO et al.,
2020; COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, 2013)

2.2.2 COLHEITA DE SEMEN POR ELETROESTIMULAGCAO VIA SONDA RETAL
(EER)

O exame andrologico € de suma importancia para a manutencdo da satde dos
animais, para um eficiente controle reprodutivo e o desenvolvimento de biotécnicas
reprodutivas. Uma das etapas cruciais para sua realizacdo é a colheita de sémen. Diversos
métodos de colheita de sémen ja foram descritos para utilizacdo em primatas ndo-
humanos como a eletroestimulacdo peniana (LANZENDORF et al., 1990),
eletroestimulacéo retal (CARVALHO et al , 2016), lavagem vaginal (MORRELL et al ,
1996), vagina artificial (KUEDERLING et al., 1996), vibroestimulagéo peniana (VALLE
et al., 2008; YEOMAN et al., 1998), masturbacdo ou auto estimulacdo (THOMSEN,
2014), masturbacdo realizada por técnico (MARSON et al., 1989; TAKASU et al., 2016)
e puncdo do epididimo (GILCHRIST et al., 1997)

A eletroestimulagdo via sonda retal vem sendo utilizada em varias espécies
animais, incluindo primatas ndo humanos e, em humanos, em casos de lesdo da medula
espinhal e anejaculacdo (FURTHNER et al., 2018). A primeira colheita de sémen bem-
sucedida foi realizada em carneiros por Gunn em 1936, usando uma corrente alternada de
60 V com forgas eletromotrizes de 40 V. Estudos mostraram que a EER né&o causa lesdes
histoldgicas e endoscopicas significativas (FURTHNER et al., 2018). Em animais
selvagens é considerado o método mais seguro de colheita de sémen, sendo necessario
estabelecer um protocolo para cada espécie que ird se trabalhar. Porem, a resposta ao
estimulo pode ter grandes variagfes entre machos da mesma espécie e entre sucessivas
estimulacbes no mesmo animal, exigindo que mudangas no protocolo devam ser
realizadas de acordo com a resposta do animal (DURRANT, 1990).

A técnica consiste em introduzir uma sonda munida de eletrodos, acoplado a uma
fonte de alimentacdo (da qual serdo emitidos os sinais de frequéncia e voltagem) na

ampola retal do animal. As ondas elétricas emitem impulsos capazes de estimular o0s
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nervos simpaticos periretais e periprostaticos e as glandulas sexuais acessorias do trato
reprodutor, a fim de promover a ejaculacdo (O’KELLY et al., 2011; WEISBROTH,;
YOUNG, 1965).

No processo da ejaculacdo, 0s nervos simpaticos promovem peristaltismo do
ducto deferente e o fechamento do esfincter da uretra interna para prevenir a ejaculagdo
retrograda (SCHAFFER et al., 1989). Concomitantemente, 0s impulsos parassimpaticos
geram contracdo do musculo uretral e, 0 nervo pudendo, promove a contragcao do masculo
bulboesponjoso para emitir forcadamente o sémen, podendo ser observados tremores
musculares, dependendo da voltagem e posicionamento da sonda no reto (O’KELLY et
al., 2011; WEISBROTH; YOUNG, 1965).

Um entrave importante da EER é a necessidade de sedacdo para execucao da
mesma (KUGELMEIER, VALLE; MONTEIRO, 2010). A técnica de EER foi comparada
entre animais sob contencdo quimica e contencdo fisica, e concluiu-se que, a partir dos
individuos contidos de forma quimica, obteve-se uma colheita mais segura, além de
resultar em uma manipulacdo menos traumatica, tanto para o animal quanto para o
manipulador (WEISBROTH; YOUNG, 1965). Para a realizacdo deste procedimento sob
sedacdo, utiliza-se mais comumente o agente quimico cloridrato de cetamina (DE
VILLIERS, 2018; OLIVEIRA et al., 2010; MATSUBAYASHI, 1982; SILVA, 2005),
podendo ser ou ndo associado a outros farmacos. A associacao mais comum de farmacos
utilizados na sedacdo para a realizacdo do procedimento é da cetamina com a Xxilazina
(OLIVEIRA et al., 2010; SILVA, 2005).

2.2.3 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS SEMINAIS

A gualidade espermatica € um fator crucial para que ocorra uma fertilizacéo e para
assegurar este fator, uma boa avaliacdo do ejaculado se faz indispensavel para a execucgéo
de programas e estudos em reproducdo assistida (CARVALHO, 2016; DE VILLIERS,
2018; KUGELMEIER, 2011; SILVA, 2005; VALLE et al., 2008; VIANA, 2013).

O sémen da maioria das espécies de primatas coagula logo apds a ejaculacéo
(KUGELMEIER, VALLE; MONTEIRO, 2010). Estudos demostraram que o coagulo
seminal pode concentrar a maior quantidade de células espermaéticas, variando de 30 a
90% do total (DA CUNHA SOUSA, 2018). Existe a possibilidade de que este coagulo
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seminal se liquefagca em até 30 minutos, quando incubado a 37° C sob a atmosfera
umidificada com presenca de CO2 (AGCA et al., 2005).

As caracteristicas seminais podem apresentar variacOes significativas entre as
espécies, até mesmo, entre individuos da mesma espécie (DE VILLIERS, 2018).
Nutricdo, sistema de criacdo, estresse, método de colheita do sémen podem influenciar
diretamente estas caracteristicas, bem como, fatores genéticos, estado sanitério,
sazonalidade entre outros (KUGELMEIER, VALLE; MONTEIRO, 2010). Algumas

caracteristicas do sémen de M. mulatta podem ser visualizadas na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas do ejaculado de machos de macacos rhesus.

_ M. mulatta
Caracteristica Média + EPM
VVolume (ml) 0,34 + 0,202/ 0,40 + 0,201
Motilidade (%) 64,00 + 13,002/ 69,20 + 10,20¢
Motilidade progressiva (%) 75,52 + 5,86 / 84,80 + 0,10°
pH do ejaculado 7,90 +0,302
Concentragéo (x10° spz/mL) 47,66 + 9,212/ 193,60 + 122,90¢
Membrana plasmatica integra (%) 93,22 +1,72°
Acrossomo integro (%) 97,50 + 2,00¢
Espermatozoides normais (%) 21,30+ 1,60°
Espermatozoides anormais (%) 78,70 1,602

Fontes: a - Sitzmann et al, (2010); b - Yeoman et al. (1997); ¢ - calculado de Denis et al. (1976); d — De
Villiers (2018).

De uma forma geral, essa avaliacdo pode ser realizada de maneira subjetiva, por
um técnico devidamente treinado, ou objetiva, por meio de equipamentos informatizados,
como por exemplo, o software CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)
(BERGSTEIN; WEISS; BICUDO, 2014). As avalia¢des séo divididas em testes fisicos,
morfolégicos e funcionais. Os testes fisicos aplicados consistem em descricdo da
aparéncia do ejaculado, pH, mensuracédo de volume do ejaculado, porcentagem e grau de
motilidade dos espermatozoides e capacidade de movimentos progressivos retilineos
(CARVALHO, 2016; DE VILLIERS, 2018; KUGELMEIER, 2011; SILVA, 2005;
VALLE et al., 2008; VIANA, 2013). Essas avaliagdes devem ser realizadas com sémen
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fresco para condizer com a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides de uma
amostra (VARNER, 2008).

Para avaliar a morfofuncionalidade dos espermatozoides, podem ser utilizadas
técnicas com ou sem uso de corantes (CARVALHO, 2016; KUGELMEIER, 2011;
VALLE et al., 2008; VIANA, 2013). As anormalidades nas células esperméticas podem
ser divididas em maiores e menores (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAOQ
ANIMAL, 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Tais anormalidades
podem trazer informacdes importantes sobre a funcionalidade dos espermatozoides, a
integridades dos testiculos e epididimos e a maturidade sexual (DE ARRUDA et al.,
2015).

2.2.3.1 Avaliagdo de membrana plasmaética

Para a manutencdo da fisiologia do espermatozoide, é importante que suas
membranas plasmaticas estejam integras (BERGSTEIN; WEISS; BICUDO, 2014). Além
de nutrir a célula, a membrana plasmatica desempenha uma funcdo de armazenamento
energeético, bem como seus lipideos promovem uma barreira, evitando, assim a entrada
de outras moléculas no seu interior (ARRUDA et al., 2011). Essa integridade garante uma
correta motilidade ao espermatozoide (BERGSTEIN; WEISS; BICUDO, 2014). Dentre
as técnicas descritas para avaliacdo da membrana plasmatica, pode-se utilizar o corante a
base de eosina-nigrosina (KUGELMEIER, 2011; VALLE et al., 2008; VIANA, 2013).

2.2.3.2 Avaliagéo de atividade mitocondrial

Outra funcdo que deve ser avaliada no espermatozoide é o potencial da
mitocondria, estrutura celular responsavel pela geracdo da energia pela producdo de ATP,
também comumente chamado de respiracdo celular. Esta funcéo reflete diretamente na
capacidade movel do espermatozoide, o que esta intimamente ligado a capacidade fértil
(BERGSTEIN; WEISS; BICUDO, 2014). Para isto, utiliza-se a coloracdo de DAB,
técnica que consiste na oxidagdo da 3,3'-diaminobenzidina (DAB) pelo complexo do
citocromo C, enzima que desempenha papel fundamental no metabolismo celular, e que
ird reagir, podendo ser visualizada pela coloragdo marrom, nos locais onde houver
atividade de respiracdo celular, sendo assim, uma mitocondria totalmente colorida, indica
uma boa atividade (CARVALHO, 2016; HRUDKA, 1987; KUGELMEIER, 2011;
VALLE et al., 2008; VIANA, 2013).
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3 OBJETIVOS

Com base no exposto sdo apresentados os objetivos gerais e especificos do
presente estudo.

3.1 Geral
Estabelecer um protocolo de avaliacdo androldgica de macacos rhesus (Macaca

mulatta) para selecdo e monitoramento de reprodutores antes e ap0Os atingirem a

maturidade sexual.

3.2 Especificos

- Associar a idade dos animais estudados a biometria corporal, testicular e dosagem de

testosterona.

- Comparar a biometria testicular obtida por paquimetro e fita métrica com a obtida por

meio de ultrassonografia.

- Avaliar as caracteristicas seminais por meio de testes fisicos e morfofuncionais.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB)/ Fiocruz —RJ.

Os animais estudados pertencem ao Servico de Criacdo de Primatas ndo Humanos
(SCPrim)/ ICTB onde 0 manejo segue as orientacdes do Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2011) e a Resolucao
Normativa N° 28 de 13 de novembro de 2015 do Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (BRASIL, 2015). Os procedimentos de manejo descritos foram
aprovados pela Comissédo de Etica no Uso de Animais - CEUA/ Fiocruz, sob o niimero
de licenca LW-5/ 16 (ANEXO A), protocolo P-8/ 14.5, e termo aditivo para inclusdo dos
procedimentos relacionados ao exame androldgico, na atividade n°® 06 — Manejo

reprodutivo.

4.1 Animais

Foram estudados 62 machos da espécie M. mulatta, de 3 a 14 anos, ou seja, desde
a puberdade até os primeiros anos de declinio no desempenho reprodutivo (Tabela 2).

Todos os animais nasceram e permaneceram no SCPrim/ ICTB/ Fiocruz.

Tabela 2 - Quantitativo de animais por faixa etaria da espécie
Macaca mulatta participantes do estudo. Rio de
Janeiro, 2020.

NUumero Faixaetaria Faixa etaria Média £ DP
Grupos

de animais (anos) (meses) Idade (meses)
Grupo 1 21 3 35a41 39 +141
Grupo 2 9 5 60 a 63 62 +1,30
Grupo 3 8 8all 100 a 134 115+9,71
Grupo 4 7 12a14 146 a 170 163 + 8,44

Total 62
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4.2 Condicdes de cria¢do e manejo

Os exemplares de M. mulatta estudados foram mantidos em recintos coletivos,
com dimensdes e composicdo de grupos diferentes. Os machos dos grupos 2, 3 e 4 foram
mantidos em grupos isossexuais de 5 a 10 individuos. Os recintos para esses grupos
possuem 36 m2, com uma &rea reservada de reflgio de 6 m2, que serve como abrigo para
condicgdes climaticas desfavoraveis. Os machos do grupo 1 foram mantidos em seus
grupos familiares, compostos por 20 a 35 animais, entre machos e fémeas de diferentes
faixas etérias (Figura 2). Esses recintos possuem uma area externa de 63 m? e uma interna
(reflgio ou abrigo) de 7 m?, ambas com altura de 3,50 m (Figura 3).

Todos os recintos sdo equipados com bebedouros automaticos acionados pelo
préprio animal, caixas d"agua individuais com filtros na saida, um comedouro de ago inox
embutido para alimento seco (racéo) e alguns possuem comedouros em PVC para itens
hortifrutigranjeiros. Os recintos também possuem mobilia e itens de enriquecimento
ambiental, como poleiros, tambores, troncos de arvores, balangos e correntes.

As condicdes de temperatura, luz e umidade seguem as condicdes climéticas da
localidade, devido estar disposta ao ar livre. A fim de equilibrar o ambiente e amenizar o
limiar de estresse dos animais, a col6nia é situada numa area verde e de espaco arborizado,

com plantas frutiferas e ornamentais.



Figura 2 - Grupo familiar de Macaca mulatta interagindo no
interior de um recinto coletivo de faixa etaria
variavel de neonatos a idade senil. Destaque para o
macho alfa manipulando a genitélia e recebendo
catacdo por duas fémeas.

Fonte: Arquivos SCPrim/ Fiocruz, 2019.

Figura 3 - Foto em perspectiva diagonal de um recinto coletivo
da colénia de Macaca mulatta do ICTB/ Ficoruz. Com
destaque para a area de reflgio (seta vermelha) e
area externa (seta roxa).

| > ‘.s.."‘ ) B e
Fonte: Arquivos SCPrim/ Fiocruz, 2019.
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Dois machos adultos pertencentes ao grupo 3, foram mantidos em outra area do
SCPrim, protegida contra vetores. Foram alojados juntos em recinto com
aproximadamente 9,40 m?, distribuidos entre area interna e externa, sendo esta Gltima de
5,80 m?, com poleiros de PVC e bambu, brinquedos, bebedouros automaticos com agua
filtrada, e um comedouro de aco inox. As condigdes de clima e iluminagdo também eram

naturais nesse ambiente (Figura 4).

Figura 4 - Recinto da col6nia de fornecimento de Macaca mulatta
da Fiocruz, em ambiente protegido de vetores. Destaque
para o recinto onde dois machos utilizados no estudo
estavam alojados.

Fonte: Arquivos SCPrim/ Fiocruz, 2019.

Para identificagdo individual, todos os macacos da criacdo possuem uma tatuagem

alfanumérica na regido do torax (Figura 5).
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Figura 5 - Sistema de identificacédo
alfanumérica por meio de
tatuagem na regido peitoral
adotado para as espécies do
género Macaca do criadouro
cientifico do ICTB/ Fiocruz.

Fonte: Arquivos SCPrim/ Fiocruz, 2019.

A dieta dos animais consistiu em oferta de racdo industrializada (seca), agua ad
libitum, fornecida por bebedouros ativados pelo contato dos animais (Figura 6a) e itens
hortifrutigranjeiros (racdo Umida) (Figura 6b).

Todas as acOes de manipulacdo direta com o0s animais e materiais organicos
proveniente dos mesmos, como, amostras bioldgicas, sangue, dejetos, ou que pudessem
ter contato com o mesmo, incluindo objetos (alimentos, fomites, entre outros) foram
manuseados utilizando equipamentos de protecdo individual (EPI), uniformes
esterilizados, luvas, toucas e méscaras descartaveis com filtro PFF2 ou tipo N95.

A unidade adota um programa de enriquecimento ambiental elaborado de forma
a proporcionar estimulos fisicos, sensoriais e cognitivos, 0s quais oportunizam a
expressdo do repertdrio comportamental da espécie, promovendo bem-estar dos animais

cativos.



Figura 6 - (a) Animal acionando o bebedouro. (b) Preparo da
racdo umida.

s R

Fonte: LEAL (2016).
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4.3 Exame androlégico

O exame androldgico realizado foi composto pelas seguintes etapas (Figura 7):

Figura 7 - Etapas de todo o processo do exame androldgico de Macaca
mulata adotado no estudo.

« Identificacéo

« Genealogia

. « Histérico reprodutivo

EISAIOIIGION=E | ocorréncias clinicas e cirdrgicas relevantes
ANAMNESE W Estado sanitario

« Condicdes de alojamento

« Grupo social

* Monta ou acasalamentos
- « Erecao
AVALIACAC Ry SETIERER
COLIOLSIESE « Dominancia

MENTAL

* Peso N\
« Altura (distancia entre a cabeca e a base da cauda)

« Escore corporal
EXAME * Pele, pelagem

CLINICO « Exame de cavidade oral, mucosas, conjuntivas
GERAL » Ausculta cardiopulmonar
* Palpacéo abdominal e linfonodos
» Temperatura retal j
N\
e « Biometria da genitalia
\ « Inspecéo e palpagao: testiculos, escroto, epididimos, pénis, glande e prepucio.
CLINICO
ESPECIAL y

« Ultrassonografia: biometria e aspecto dos testiculos; observagéo geral da regido pélvica e abdominal.
EXAMES « Dosagem hormonal

COMPLEMENT
ARES

« Exames imediatos: pH, volume, aspecto, motilidade, grau de motilidade, movimentos retilineos
progressivos.

« Exames mediatos: concentracdo ,integridade de membrana plasmatica e classificagdo da atividade
mitocondrial

COLHEITA E
AVALIACAO
DE SEMEN

Fonte: Elaboracédo propria. Rio de Janeiro, 2020.
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4.3.1 EXAME CLINICO GERAL

Para a realizacdo dos exames clinicos e complementares, os animais foram
contidos conforme protocolo CEUA — Fiocruz P-8/14.5, licenca LW-5/16. Animais da
faixa que compreende os 3 anos de idade (Grupo 1), foram sedados com a associacédo de
cetamina 10 mg/kg + midazolam 0,1 mg/kg por via intramuscular, nos meses de margo e
abril de 2019. Os animais de 5 a 14 anos de idade (Grupos 2, 3 e 4) foram sedados com a
associacdo comercial de tiletamina + zolazepam 2 mg/kg (Zoletil®, Virbac Brazil) por via
intramuscular, entre os meses de fevereiro e marco de 2020. A escolha feita baseada no
tempo de efeito. Nos animais do grupo 1, o protocolo instituido mantinha os animais
imdveis e relaxados por aproximadamente 50 minutos (tempo médio para realizacdo dos
exames), 0 que ndo ocorreu com animais a partir do grupo 2 em diante, que comegavam
a se mover com menos tempo, desta maneira, dificultando a execucdo plena do exame,
deste modo, optou-se pelo protocolo sedativo (antes testado) que demonstrou maior
tempo de duracéo.

Na avaliacdo fisica, foram examinados minuciosamente pele, pelagem, cavidade
oral, mucosas, olhos, membros, digitos, sequindo de palpacdo abdominal, linfonodos,
grau de hidratacdo, tempo de preenchimento capilar, turgor cuténeo, ausculta
cardiopulmonar e afericdo de temperatura retal.

A pesagem foi realizada em balanca eletronica. A medida da cabeca a base da
cauda foi obtida em centimetros (cm) com auxilio de segmémetro (Figura 8a). A
circunferéncia do braco, térax e abdémen (Figura 8b) foram obtidas por fita métrica e os

valores das pregas subescapular, abdominal e do triceps foram por meio de plicometro.

Figura 8 - (a) Obtencéo da altura (corpo cabeca) por meio de segmdmetro.
(b) Obtencédo de circunferéncia abdominal por meio de fita
metrica.

1 LD 2051, Lider®, K.C.R.S Comércio de equipamentos, Eireli, Aracatuba/SP, Brasil
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Fonte: SCPrim/ Fiocruz, 2020.

4.3.2 EXAME CLINICO ESPECIFICO

A biometria da genitalia foi realizada com paquimetro digital em milimetros
(mm)?, foram mensurados os didmetros longitudinais (DL — comprimento), transversais
(DT — profundidade) e latero-laterais (DLL — largura) dos testiculos, pénis (excluindo o
prepucio) e glande (Figura 9). O escroto na espécie é classificado como inguinal
penduloso, e a circunferéncia foi obtida em cm, por meio de fita métrica fina. Foram
avaliados ainda aspectos como: simetria bilateral dos testiculos, classificada em simétrico
ou assimétrico (avaliacdo subjetiva quando havia desigualdade evidente entre o tamanho
dos dois testiculos); coloracdo do escroto: réseo, enegrecido, esbranquicado, amarelado,
avermelhado ou arroxeado; consisténcia do testiculo: firme, macio ou endurecido;
mobilidade dos testiculos se estava mdvel ou fixo/aderido e coloracdo dos 6rgdos genitais
externos com presenca ou ndo de lesGes, cicatrizes ou manchas. Os epididimos estavam

incluidos nas mensuragdes somados ao tamanho dos testiculos.

Figura 9 - Mensuracdo de comprimento
(DL) do testiculo através do
paguimetro.

Fonte: Arquivos SCPrim/ Fiocruz, 2020.

2 King - Tools® Qualy comercial LTDA — EPP, Passos/MG



39

4.3.3 EXAMES ULTRASSONOGRAFICOS

Os exames dos animais que compreendem a faixa etaria entre 3 e 4 anos (grupo
1) foram realizados com aparelho digital®, com transdutor microconvexo, nas frequéncias
de 6 a8 MHz. Nos animais entre 5 e 14 anos (grupos 2, 3 e 4), foram realizados os exames
com outro aparelho digital* com transdutor linear, nas frequéncias de 8 MHz. Foram
avaliadas as estruturas abdominais e pélvicas, com especial atencdo aos 6rgdos genitais
internos (préstata, glandulas seminais e glandula bulbouretral) e externos (testiculos,
epididimos e escroto). As mensuracfes biométricas das medidas testiculares foram
individualmente obtidas através do software do aparelho em milimetros para: didmetros
longitudinal, transversal e latero-lateral, e em centimetros para a circunferéncia

Adicionalmente observou-se a forma do contorno da estrutura, classificado em
regular ou irregular; textura homogénea ou heterogénea do parénquima e aspecto da
imagem, classificado em: hipoecogénico +, hipoecogénico ++ ou hiperecogénico (Figura
10).

3 Chison® Vet 9300, CSX Comercial Eireli, Rio de Janeiro/RJ King - Tools® Qualy comercial LTDA — EPP,
Passos/MG

4 Magnus X5, Alfa Med Sistemas Médicos LTDA., Lagoa Santa, MG
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Figura 10 - Imagens ultrassonograficas de testiculos de Macaca mulatta participantes do
estudo, nos cortes LONGITUDINAL: a) Testiculo classificado como
hipoecogénico ++; b) Testiculo hipoecogénico +; c¢) Testiculo
hiperecogénico e TRANSVERSAL: d) Testiculo classificado como
hipoecogénico ++; e€) Testiculo hipoecogénico +; f) Testiculo
hiperecogénico.

Fonte: SCPrim/ Fiocruz, 2019.

Para calculo de volume testicular, foi utilizada a férmula para estruturas
elipsoidais regulares individuais a cada testiculo (COLEGIO BRASILEIRO DE
REPRODUGCAO ANIMAL, 2013; HARRISON et al., 1977), tanto para as mensuracdes
com paquimetro, quanto para as realizadas por meio de ultrassonografia:

Vol =4/3  (C/2) L2

Onde: ©=3,1416; L = Largura e C = Comprimento.

Todas as informacGes do exame clinico geral, especial e ultrassonogréfico foram
registradas em formularios individuais de Exame Androlégico — parte 1, desenvolvidos
durante o estudo (APENDICE A).

A circunferéncia testicular foi obtida para os grupos 2, 3 e 4. Para o grupo 1 ndo
foi possivel obter esta mensuracdo, pois os testiculos, mesmo os que ja haviam se
posicionado no escroto, ainda ndo eram pendulosos, como observado nos animais a partir
de 5 anos em diante, além de muito pequenos. Assim, envolvé-los com a fita métrica foi

inviavel.
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Durante todos os exames, 0s animais permaneceram interligados a um monitor
multiparamétrico para monitoramento de pressdo arterial, frequéncia cardiaca,

respiratoria, temperatura corporal e saturacédo parcial de oxigénio.

4.3.4 DOSAGEM DE TESTOSTERONA SERICA

Os animais foram submetidos a colheita de 4 mL de sangue por venopuncao
femoral, em tubos contendo gel separador de coagulo. Apds 15 minutos de centrifugacao
a 1500x g, o soro foi acondicionado em microtubos de polipropileno com capacidade para
2 mL e armazenado em freezer a -70° C até o momento da analise. A dosagem de
testosterona foi realizada pelo método de quimioluminescéncia. Para as dosagens utilizou-
se o sistema automatizado de quimioluminescéncia® e o conjunto diagndstico comercial para
testosterona total®. O ensaio hormonal foi realizado de acordo com o protocolo fornecido
pelo fabricante. O método baseia-se em um imunoensaio competitivo de fase sélida, com
tecnologia de quimioluminescéncia direta. A sensibilidade do ensaio foi de 15 ng/dL ou 0,15
mg/mL e o coeficiente de variacdo intra e interensaios de 6,8 e 13% e total de 7,7 a 16,4%.
Os resultados das leituras no aparelho foram expressos em ng/dL.

Amostras com valores abaixo da sensibilidade (ndo detectaveis), foram encaminhadas
para ensaios pela técnica de eletrogquimioluminescéncia com o conjunto diagnostico
comercial Elecsys Testosterone Il (Cobas® Roche Diagnostics). Os anticorpos de captura e
revelacdo eram monoclonais para dosagem de testosterona humana. A faixa de mensuragéo
do ensaio foi de 0,025 a 15 ng/mL ou 2,5 a 1500 ng/dL, com coeficientes de variagdo menores
que 20%.

435 COLHEITA E AVALIACAO DO SEMEN

Para a realizacdo da eletroestimulacéo retal (EER), os animais foram sedados com
cetamina 7,5 mg/kg associados a xilazina 0,5 mg/kg por via intramuscular. As
estimulagdes para colheita de sémen foram realizadas duas vezes por semana, sendo dois

animais por dia, portanto quatro por semana.

> Listed Laboratory Equipment 7 C20 UL®, MH 15423, série 3975, DPC Immulite |

& Immulite® 1000 Systems, Siemens Healthcare Diagnostics Products Ltd, Glyn Rhonwy, Llbamberis, Gwynedd
LL55 4 EL, Reino Unido
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4.3.5.1 Protocolo de eletroestimulacgdo retal (EER) e obtencéo de sémen

Apos a contengdo quimica, o animal foi mantido em ambiente com reducdo de
luminosidade e ruido, posicionado em decubito ventral, sobre suporte confeccionado
especificamente para a colheita, a fim de possibilitar o acesso ao pénis (Figura 11a). A
genitalia foi entdo higienizada com agua e detergente neutro, seguida da secagem com
papel toalha, a fim de evitar a contaminacdo da amostra de sémen. A EER foi realizada
com aparelho de estimulagio manual’ cuja probe possui 16 cm de comprimento por 01

cm de diametro e contém duas barras de eletrodos paralelos (Figura 11b).

Figura 11 - (a) Suporte adaptado para posicionamento de macaco
rhesus (b) Aparelho de eletroestimulador por sonda retal.

Fonte: Arquivos SCPrim/ Fidcruz, 2019.

u v P

A probe, previamente lubrificada com gel lubrificante intimo (ex.: K-Y®,
Lubrigel®, K-Med®, entre outros), foi inserida cerca de 5 cm no reto do animal, o restante
da probe foi isolada com fita isolante para evitar choques na regido do anus, os eletrodos
da superficie ficaram posicionados préximos a regido prostatica (Figura 12a). Cada série
de estimulo foi composta por 10 a 30 estimulos, com duracéo de 3 a 4 segundos e descanso
de 1 a 2 segundos entre estimulos sucessivos. A estimulacdo iniciou-se com frequéncia
de 2,0 V, seguida de aumentos de 0,5 V entre cada série de estimulagéo, ndo ultrapassando
8,0 V, com descanso de 30 segundos entre cada troca de voltagem. Em alguns casos, a
estimulagdo elétrica foi complementada pela estimulacdo retal digital na altura da

7 Autojac®, Neovet, Uberaba/ MG
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préstata. O tempo maximo de estimulagdo foi de 30 minutos, ap6s o qual o animal
retornou para a gaiola de transporte e, ap6s a completa recuperacao anestésica, ao recinto
de origem.

Todos os dados referentes a estimulacao e colheita foram anotados no formulario
de estimulacéo e colheita de sémen por EER (APENDICE B). As amostras adquiridas
foram colhidas em tubos de polipropileno transparentes tipo Falcon com capacidade para

15 mL, mantidos aquecidos em banho-maria® a 37°C (Figura 12b).

Figura 12 - (a) Probe posicionada na regido da ampola retal do
animal durante o procedimento. (b) Posicionamento
do tubo de polipropileno para a coleta da amostra.

Fonte: Arquivos SCPrim/ Fiocruz, 2019.

As avaliagdes das caracteristicas fisicas, morfoldgicas e funcionais do sémen
foram realizadas conforme descrito no Manual de Exame Androldgico do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (2013) e no Laboratory manual for the examination
and processing of human semen (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010), com
adaptacoes.

Foram realizados 32 procedimentos de eletroestimulacdo retal em 27 machos com
idade de 55 a 165 meses entre 0os meses de setembro e novembro de 2019, sendo 22
animais estimulados uma Unica vez e 5, duas vezes durante o periodo. Todos 0s animais
submetidos ao procedimento j& haviam sido pré-selecionados por meio de observagoes
comportamentais, sadde corporal, grau de hierarquia no grupo familiar e avaliacdo prévia
de genealogia.

8 Quimis®, MOD. 334.28, Diadema/ SP
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4.3.5.2 Exames imediatos

Imediatamente ap6s a colheita, foram avaliadas macroscopicamente e

microscopicamente as caracteristicas fisicas instantaneas do sémen:

4.3.5.2.1 Aspecto do ejaculado

A amostra obtida foi avaliada por macroscopia dentro do tubo graduado de
polipropileno (10 mL) onde era acondicionada imediatamente apds obtencdo. O sémen
foi classificado em aspecto leitoso, aquoso, branco, amarelado ou réseo. Foi observada

também a presenca ou auséncia de coagulo seminal.

43522 pH

O pH foi medido imediatamente ap6s obtencdo da amostra, com auxilio da fita
para medicdo de pH, imersa no ejaculado por 3 - 5 segundos e ap6s comparado com a cor
na tira das cores da tabela de referéncia (&cido, alcalina ou neutro).

4.3.5.2.3 Volume seminal

Quando na presenca de coagulo seminal, o volume foi estimado pela diferenca

guantitativa no tubo ao acrescentar um mL de meio diluidor TALP-HEPES.

4.35.2.4 Motilidade

Foi adicionada a ldmina aquecida (37° C) um volume de 20 pL de amostra e sobre
esta, adicionada uma laminula igualmente aquecida para avaliacdo em microscépio éptico
no aumento de 400x, com a observacao de 3 a 4 campos por lamina. A motilidade foi
classificada subjetivamente, numa escala de 0 a 100%, sendo 0% para nenhum dos
espermatozoides méveis e 100% para todos moveis, realizado até no maximo 30 minutos

apos a obtencdo da amostra.

4.3.5.2.5 Movimento retilineo progressivo (MRP)
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A avaliacéo do grau de MRP também foi subjetiva, realizada da mesma maneira
descrita para a motilidade, porém a classificagdo seguiu huma escala de 0 a 5, a fim de
avaliar a qualidade do movimento (YEOMAN et al., 1998), sendo:

% 0= Sem movimento;

% 1 = Espermatozoides se mexem, mas sem progressao retilinea;
2 = MRP lento;
% 3=MRP bom;
s 4 = MRP répido;

% 5 = Espermatozoides com movimentos rapidos da cauda e de amplitude alta,

X/
L %4

hiperativados, contudo, sem progressao retilinea.

4.3.5.3 Exames mediatos

Apbs arealizacdo dos exames imediatos, as amostras foram submetidas as analises

a sequir.

4.3.5.3.1 Concentracdo espermatica

A concentracdo espermatica foi determinada em camara de hematimetria
(Neubauer®), utilizando-se as recomendagBes usuais para contagem de células
sanguineas. Para tanto, uma aliquota de 10 pL da amostra foi transferida para um
microtubo de polipropileno (1,5 mL) vedado com parafilme para laboratorio, contendo
90 uL de solugdo formol salina 10% tamponada a 37° C (dilui¢do 1:10). Os tubos ficaram
armazenados em geladeira de 2 a 8° C até a analise. Foi entdo aspirado 10 uL da solucédo
homogeneizada e colocado com auxilio da ponteira entra a cdmara e a laminula, até o
pleno preenchimento da regido de contagem. Com microscopio 6ptico em aumento de
40x foram contadas 100 a 200 células dentro dos 25 quadrados grandes observados na

camara.

4.3.5.3.2 Integridade de membrana plasmatica

Para essa avaliagdo utilizou-se a coloragéo eosina + nigrosina. Foram adicionados
5 uL da amostra de s€émen com 5 pL de eosina (1%) em microtubo de polipropileno de
500 pL, 30 segundos depois, foi acrescentado 5 puL de nigrosina (1%) e homogeneizado

cuidadosamente. Apoés, foi retirado uma aliquota de 5 uLL da solugdo e colocado sobre
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uma lamina de vidro, para a realizacdo de esfregaco e posterior leitura em microscopio
com aumento de 400 X. Preconizou-se contabilizar 200 espermatozoides. Foram
considerados ndo integros os espermatozoides que apresentaram a coloracdo rosea e

integros os que nao se apresentaram corados.

4.3.5.3.3 Atividade mitocondrial (DAB)

A atividade mitocondrial foi avaliada pela coloragdo de DAB (3,3’
diaminobenzidina). Foram contadas de 100 a 200 células no microscopio Optico em
aumento de 100x sob imersdo (HRUDKA, 1987), na qual o percentual de células foi
classificado em (Figura 13):

¢ Classe I: praticamente todas as mitocondrias ativas, coloracao castanha, aparéncia
da bainha mitocondrial de um cilindro compacto e proeminente.

¢ Classe Il: Bainha mitocondrial fragmentada, com segmentos ativos (corados) e
inativos (ndo corados), porém com predominancia de segmentos corados.

« Classe Ill: Menos da metade da bainha mitocondrial ativa, com poucos
segmentos corados e dispersos.

+ Classe IV: Bainha mitocondrial inativa, ausente de coloracao.

Todas as informacGes das analises das amostras seminais foram registradas em
formuléarios individuais de analise de sémen, desenvolvidos durante o estudo
(APENDICE C).
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Figura 13 - Fotomicrografia de espermatozoides de Callithrix jacchus
corados por DAB. (a) Classe I, (b) Classe 1, (c) Classe 111 e (d) Classe
IV, em microscopia de luz com campo claro, objetiva 100x sob imerséo
em oleo.

Fonte: Valle, Rodrigo del Rio, 2007

4.4 Analise estatistica

As analises descritivas de massa corporal, altura, testosterona e medidas do pénis
e glande foram realizadas a partir do programa BioEstat (5.3).

Foi realizada a analise de Variancia (ANOVA) a fim de se testar a variacdo entre
as técnicas para as variaveis de biometria testicular pelas técnicas de paquimetro e
ultrassonografia com desdobramento pelo teste de Tukey para a comparacao entre as
médias. A fim de se analisar o efeito do volume testicular e da idade sobre a testosterona
foi realizada a regressdo linear sendo esta Gltima fixada a priori como variavel
dependente. Foi realizada correlacdo de Pearson para as varidveis de massa corporal,
idade, biometria corporal e biometria testicular (considerado apenas os valores do
testiculo esquerdo para paquimetro e ultrassonografia). A correlagdo de Pearson tambeém
foi aplicada para avaliar o volume testicular por paquimetro e ultrassonografia.

Para todas as analises supracitadas, foi utilizado o programa SPSS (18.0) sendo

testados os valores de significancia de 5 e 1% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo androldgica, nos oito animais excluidos do grupo 1 verificou-se, no
exame fisico da genitalia, que um ou ambos os testiculos ainda permaneciam no canal
inguinal, impossibilitando, assim, a obtengdo de medidas testiculares. Esta variavel pode
estar diretamente relacionada ao amadurecimento sexual. Os volumes testiculares, ganhos
de peso e secrecdo de testosterona, elevam significativamente com o inicio da puberdade,
a partir dos trés anos de idade, sendo mediada por importantes fatores como a
classificacéo social de um determinado individuo no seu grupo, no qual animais melhores
classificados irdo demonstrar um desenvolvimento anatémico e fisioldgico mais
precocemente do que os demais (MANN et al., 1998). No entanto, os animais puberes
que aparentam menor desenvolvimento fisico, deverdo ser avaliados novamente algum
tempo depois, pois é possivel concluir que a partir de trés anos de idade j& séo capazes de
gerar descendéncia (BERNSTEIN, 1991), como também evidenciado nos registros da
colénia no ICTB.

Apds a obtencdo das médias e respectivos desvios padrbes para as medidas
testiculares de cada grupo, mais um animal do grupo 3 e dois animais do grupo 4 foram
igualmente excluidos das analises estatisticas. O animal do grupo 3 foi excluido por
apresentar dimensdes testiculares (direito: 9,42 cm?® e esquerdo: 12,10 cm3) muito
menores do que a da média do grupo (25,50 cm3 e 24,05 cm3, para direito e esquerdo,
respectivamente). O valor de massa corporal desse animal também foi muito baixo (10,60
kg), quando comparado a média para o grupo (14,83 + 1,09 kg). Adicionalmente, o animal
apresentava histérico de diversos envolvimentos em brigas, que puderam ser
evidenciadas pelas cicatrizes no corpo, além de uma deambulacéo diferente dos demais a
observacao no recinto, sugerindo a ocorréncia de alguma dificuldade de locomocéo.

No grupo 4, um dos animais foi excluido pelos mesmos fatores que motivaram a
exclusdo do animal do grupo 3, exceto pelo envolvimento em brigas. Esse animal
apresentou média de massa corporal de 10,40 kg e dos volumes testiculares direito e
esquerdo de 5,41 cm3 e 8,72 cm3, respectivamente. O outro animal desse grupo foi
excluido por apresentar uma assimetria testicular acentuada, sendo o volume do testiculo
esquerdo (33,01 cm3) bem maior do que o direito (9,86 cm3), apresentando também
alteracOes ao exame ultrassonogréafico, como textura heterogénea, aspecto hipoecogénico

e contorno irregular.
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As alteracOes observadas nos animais dos grupos 3 e 4 configuram critérios de
exclusdo de um programa de reproducdo. Parametros como simetria, consisténcia, forma
e tamanho testiculares, associados ao espermograma devem ser avaliados para a
identificacdo de patologias que podem interferir negativamente no sucesso de programas
de reproducdo assistida (DE ARAUJO et al., 2009). Algumas constatacdes sobre o
tamanho testicular ja foram anteriormente descritas como estados sugestivos de
patologias. Segundo a revisdo de Bicudo e colaboradores (2007), em bovinos, a
hipoplasia testicular consiste em tibulos seminiferos pouco desenvolvidos, de gravidade
variavel, ja as hiperplasias estdo frequentemente relacionadas a patologias, como tumores
e microlitiases testiculares em macaco cynomolgus (Macaca fascicularis) (SHIRAI;
EVANS, 2018). Basaria (2013) indica que, em humanos, a atrofia testicular esta
relacionada a diminui¢do no numero de células de Leydig, o que acarreta uma reducéo na
capacidade secretora de testosterona e GnRH em homens idosos. Garcia (2017)
complementa a informac&o de que atrofias podem estar relacionadas a fibrose do tecido

intersticial dos testiculos, por disfuncdo ou degeneracdo patoldgica ou idiopatica.

5.1 Avaliacdo macroscopica do escroto

A coloracdo predominante encontrada, de uma maneira geral, foi a avermelhada,
podendo ser mais ou menos intensa. O tom avermelhado de menor intensidade foi
denominado réseo. A andlise foi realizada em 33 animais do grupo 1, dos quais 28 (85%)
foram caracterizados como rdsea, 4 (12%) enegrecida e apenas 1 (3%) com coloracao
arroxeada. Em dois animais do grupo 1 ndo foi possivel realizar esta analise, pois
apresentavam-se ainda pouco desenvolvidos fisicamente, sendo impraticavel fazer a
distingéo entre a pele da regido perineal e o escroto. Nos demais grupos, todos 0s animais
foram avaliados, sendo o grupo 2 caracterizado por todos os 9 animais (100%) com
coloracdo résea. No grupo 3 foram observados 8 animais (87%) com a bolsa résea e 1
(13%) com a coloragdo em tom enegrecido. O grupo 4 caracterizou um percentual maior
de coloracdo avermelhada, 4 animais (67%) contra 3 com a coloracéo rdsea (33%) (Figura
14).
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Figura 14 - Gréficos ilustrativos da coloracdo observada no escroto de Macaca
mulatta do presente estudo.
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Legenda: Grupo 1 - 3 anos; Grupo 2 - 5 anos; Grupo 3 — 8 a 11 anos; Grupo 4 — 12 a 14 anos.
Fonte: Elaboragdo propria. Rio de Janeiro, 2020.

A coloracdo da pele, relacionada a questdes sexuais e comportamentais, em

especial, é um pardmetro bastante estudado em primatas ndo humanos. Rhodes e
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colaboradores (1997) afirmam que o sex skin no macaco rhesus € controlado pelo nivel
de estrogénio, de forma que o fluxo sanguineo aumenta nas regides onde existem mais
receptores para este. A testosterona € convertida em estrogénio pela aromatase, desta
maneira, 0s pesquisadores sustentam a hipdtese de que maiores niveis de testosterona
estédo consequentemente relacionados a coloragGes mais avermelhadas. Setchell e Dixson
(2001) afirmam que os macacos mandris (Mandrillus sphinx) séo capazes de evidenciar
um aumento significativo na intensidade da coloracdo, bem como aumento de volume
testicular e massa corporal ao alcancarem a lideranca nos seus bandos, ao passo que se
perderem essa dominancia por uma eventual disputa com outros machos, esses
parametros tendem a diminuir novamente. Em macacos rhesus, entretanto, essa coloragdo
ndo parece estar relacionada diretamente a dominancia, segundo Dubuc et al., (2014). A
pesquisadora sugere que, em M. mulatta, a intensidade da coloracdo avermelhada é
dependente do nivel de saturacdo de oxigénio na regido e pode fornecer uma informacéo
intrinseca relacionada ao estado de sade dos animais, pela relagdo intima com o sistema
circulatério, sofrendo influéncias de fatores enddgenos e exdgenos, bem como estresse.
Nos animais do presente estudo, a coloracdo avermelhada foi observada em praticamente
todos os animais, contudo, o vermelho intenso, bem acentuado foi observado apenas em
animais do grupo 4. Durante todo 0 ano estes animais apresentam a colocagdo mais
avermelhada que os semelhantes de idade inferior, sendo mais exacerbada no periodo
reprodutivo, deste modo, acreditamos que a intensidade desta coloracdo possa estar
intimamente relacionada com a idade mais avancada, no entanto, ndo é possivel
comprovar, necessitando assim, mais testes neste ambito.

Nos animais deste estudo, foi observada uma variacéo expressiva na consisténcia
dos testiculos. A partir dos 11 anos de idade, os testiculos demonstraram uma tendéncia
a consisténcia mais macia do que nas idades anteriores (Figura 15). A consisténcia dos
testiculos ndo foi avaliada bilateralmente em dois dos animais do grupo 1 e em um animal
do grupo 4, pois devido a imaturidade, s6 havia um testiculo posicionado no escroto e o
outro no canal inguinal nos dois primeiros casos e no animal do grupo 4, um dos testiculos
estava coberto por uma consideravel camada de gordura, dificultando uma avaliacdo
precisa de sua consisténcia. Este pardmetro é comumente avaliado em exames
androldgicos em diversas espécies, incluindo os primatas ndo humanos (DE ARAUJO et
al., 2009), podendo indicar possiveis degeneragdes da génada por variadas etiologias,
como estresse térmico induzidos pelo excesso de gordura local, bem como processos
infecciosos, lesdes vasculares, tor¢éo testicular, entre outras (GARCIA, 2017; MILLER;
BOEVER, 1987).
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Figura 15 - Gréficos ilustrativos da consisténcia testicular de Macaca mulatta
avaliada por meio de palpacéo digital.
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Legenda: Grupo 1 - 3 anos; Grupo 2 - 5 anos; Grupo 3 — 8 a 11 anos; Grupo 4 — 12 a 14 anos.
Fonte: Elaboracédo propria. Rio de Janeiro, 2020.
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A consisténcia dos testiculos tem sido associada a qualidade espermatica, e esta
consisténcia pode ser dividida em graus de flacidez, firmeza, elasticidade e rigidez, onde
a flacidez excessiva ou a rigidez podem indicar padrdes alterados, como deficiéncias nas
estruturas do tecido intratesticular e fibrose do parénquima, respectivamente (SANTOS;
SIMPLICIO, 2000). Tais condi¢des podem influenciar diretamente na espermatogénese.
Frois (2015) indica que em equinos, a degeneracdo pode estar também relacionada a
senilidade, bem como em felinos selvagens, cées e grandes primatas (DOMINGOS;
SALOMAO, 2011; LOWENSTINE; MCMANAMON; TERIO, 2016; ARAUJO et al.,
2020). Segundo Asquith (2012), a senilidade em macacos rhesus ocorre em torno dos 19
anos de idade. Desta forma, animais de idade entre 11 e 14 anos nédo sdo considerados
senis. Contudo, isto ndo impede que animais nesta faixa etaria ja apresentem um declinio
nas funcbes fisioldgicas, com alteracBes anatbmicas ou ndo, como verificado nesse
estudo. Outros fatores a serem levados em consideracao seriam de que estes animais néo
estdo em recintos coletivos com fémeas, somente com machos, ha anos, ou seja, ja ndo
participam de atividades reprodutivas, visto que dimensdes e volume dos testiculos sao
maiores devido a competicdo espermatica, que aumentaria expressivamente na presenca
de fémeas, bem como a variacdo anatdmica que pode ocorrer durante as estacées do ano
(DIXSON; ANDERSON, 2002; MUEHLENBEIN et al., 2002).

A mobilidade testicular ndo foi avaliada no grupo 1 porque nenhum dos animais
apresentou escroto bem desprendida da regido perineal, mesmo aqueles que ja tinham os
testiculos totalmente deslocados do canal inguinal. Um animal do grupo 4 ndo foi
avaliado bilateralmente, pois 0 mesmo lado do escroto que possuia a camada de gordura
observada nas avaliagdes de consisténcia incapacitou esta avaliacdo. Para os demais
animais avaliados no estudo, 100% possuiam os testiculos considerados maveis.

Quanto a simetria testicular, 61% dos animais (n = 14) do grupo 1 apresentaram
testiculos simétricos, em um total de 23 animais para 0s quais esse aspecto pode ser
avaliado. No grupo 2, 88,9% (n = 8) apresentaram testiculos simétricos. No grupo 3,

100% dos animais (n = 8) e no grupo 4, 77,8% (n = 7) apresentaram simetria testicular.

5.2 Avaliacao ultrassonografica da genitélia
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Foi possivel observar o parénquima dos testiculos, mediastino e as tanicas
albuginea e vaginal que os envolvem. No corte longitudinal, o0 mediastino apresentou-se
como uma linha horizontal hiperecogénica na por¢ao medial da maior parte dos testiculos
avaliados e, no corte transversal, foi observado na forma de um ponto hiperecogénico,
também no centro do testiculo. As tunicas também apresentaram um aspecto
hiperecogénico brilhante, delimitando o contorno testicular. O parénquima testicular
apresentou-se com textura homogénea ou heterogénea (Figura 16) e aspecto variando de

hipoecogénico +, hipoecogénico ++ ou hiperecogénico (Figura 17).

Figura 16 - Gréficos ilustrativos da textura do parénquima testicular de Macaca
mulatta observada por ultrassonografia.
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Legenda: Grupo 1 - 3 anos; Grupo 2 - 5 anos; Grupo 3 — 8 a 11 anos; Grupo 4 — 12 a 14 anos.

Fonte: Elaboragdo propria. Rio de Janeiro, 2020.

Nos grupos 2 (n = 6) e 3 (n = 4), todos os animais avaliados apresentaram

contornos testiculares regulares. No grupo 1, dois animais demonstraram algum tipo de
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irregularidade no testiculo direito (n = 13) e um no esquerdo (n = 13). No grupo 4, foi
possivel observar contorno irregular em um dos testiculos avaliados do lado direito (n =
5) e no lado esquerdo, dentre os sete animais do grupo, um individuo apresentou contorno
irregular (1 de 7 testiculos).

Em relacdo a textura dos testiculos, observou-se que, em todos 0s grupos, a maior
parte, considerando ambos os lados, apresentou a textura hipoecoica homogénea, sendo
74% para o lado direito e 67% para o esquerdo (Figura 17).

O parénguima testicular heterogéneo foi relacionado com qualidade seminal
normal, correspondendo a testiculos maiores devido ao aumento do diametro dos tubulos
seminiferos em cervos, touros e garanhGes (EVANS et al., 1996; CUNHA et al., 2019;
POZOR et al., 2017). Em garanhdes jovens, os testiculos posicionados no escroto
apresentaram parénquima mais heterogéneo quando comparado aos testiculos ainda na
regido inguinal. Schurich e colaboradores (2009) demonstraram que em humanos, a
ecogenicidade diminuida de um testiculo pode indicar fungdo diminuida, principalmente
por alteracdes vasculares e celulares.

Quanto a ecogenicidade dos testiculos, houve prevaléncia de aspecto
hipoecogénico + no grupo 1 (70% e 79% para os lados direito e esquerdo,
respectivamente). Nos demais grupos houve prevaléncia do aspecto hipoecogénico ++,
especialmente nos grupos 2 (com 80% e 83% dos testiculos direito e esquerdo,
respectivamente) e 3 (com 100% dos testiculos direitos e 75% dos testiculos esquerdos).
Nos grupos 2 e 3 ndo foi observada o aspecto hipoecogénico +. No grupo 4, no entanto,
embora a maior parte dos testiculos observados tenha apresentado aspecto hipoecogénico
++ (67% para o lado direito e 57% para o lado esquerdo), observou-se também o aspecto
hipoecogénico + em 33% dos testiculos direitos e 29% dos testiculos esquerdos (Figura
17).

O aspecto hipoecogénico é relacionado a imaturidade sexual (CHANDOLIA et
al., 2006) ou a degeneracéo testicular (ARTEAGA et al, 2005). Cunha e colaboradores
(2019) observaram uma redug@o na ecogenicidade testicular em veados catingueiros
(Mazama gouazoubira) que apresentaram oligo ou azoospermia e menores volumes
testiculares em relacdo aos animais normospérmicos. Os autores observaram uma
correlagdo positiva entre o tamanho testicular, a ecogenicidade (medida em valores
numéricos de pixels) e a velocidade sistélica de pico (aferida por meio de doppler),
sugerindo que esses parametros estariam relacionados a presenca de células germinativas
e a atividade espermatogénica. Infelizmente nesse estudo néo foi possivel relacionar as

caracteristicas seminais com os achados ultrassonogréaficos e de exame fisico dos animais.
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Embora a avaliagdo da ecogenicidade do parénquima testicular tenha sido
realizada de maneira subjetiva, a observacdo de clara prevaléncia de parénquima
hipoegogénico + nos animais sexualmente imaturos (grupo 1) e em alguns testiculos
examinados de animais mais velhos (grupo 4), somada a auséncia da observacdo desse
aspecto nos animais dos grupos 2 e 3, indicam uma consisténcia na avaliacdo desse
aspecto e relacdo com o estagio de desenvolvimento sexual ou a ocorréncia de possiveis
patologias nos animais estudados.

Em conjunto, as observagdes ultrassonograficas, associadas aos exames fisicos
realizados nesse estudo foram validadas e forneceram informacGes detalhadas do estagio
de desenvolvimento reprodutivo dos animais estudados, bem como de possiveis
alteracdes patoldgicas que podem comprometer sua fertilidade. Este exame permite o
diagnostico de patologias de maneira mais acurada quando comparado ao diagnostico
exclusivamente pelo exame fisico da genitdlia (CARVALHO et al., 2020;
GONDOKUSUMO et al., 2020).
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Figura 17 - Gréficos ilustrativos da ecogenicidade testicular observada por
ultrassonografia em Macaca mulatta do presente estudo.
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Legenda: Grupo 1 - 3 anos; Grupo 2 - 5 anos; Grupo 3 — 8 a 11 anos; Grupo 4 — 12 a 14 anos.
Fonte: Elaboracdo propria. Rio de Janeiro, 2020.

5.3 Biometria testicular, corporal e dosagem de testosterona

As médias e respectivos desvios padrdes obtidos para a massa corporal, altura e

dosagem de testosterona para os animais estudados encontram-se descritas na tabela 4.
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As médias de altura e massa corporal dos animais no presente estudo ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos 3 e 4 (p > 0,05). No entanto, as
médias de massa corporal obtidas para esses grupos (14,83 + 1,09 Kg e 16, 74 + 2,76 Kg
para os grupos 3 e 4, respectivamente) foram maiores do que as descritas na literatura
para a faixas etéarias semelhantes (10,62 + 0,27 Kg para 6 a 9 anos e 10,93 £ 0,19 Kg para
10 a 14 anos) (SCHWARTZ et al, 1992). Adicionalmente, os valores encontrados para
0s dois grupos também estdo acima da média de 11,9 Kg de massa corporal para machos
adultos (SMITH; JUNGERS, 1997; VIANA et al., 2016).
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Tabela 3 - Estatistica descritiva dos parametros morfométricos, idade e concentracao de testosterona dos machos da espécie Macaca mulatta
por grupo etério estudado. Rio de Janeiro, 2020.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
(35a41/ X =39 meses) (60 a 63/ X = 62 meses) (100a 134 /x =115meses) (146a 170/ X = 164 meses)
M.C. C-C T M. C. C-C T M. C. C-C T M. C. C-C T
(kg) (em) (ng/dL) (kg)  (cm) (ng/dL) (kg)  (cm) (ng/dL) (kg)  (cm) (ng/dL)
Tamanho da amostra 27 27 21 9 9 9 8 8 8 7 7 7
Média Aritmética 590 47,39 5148 8,73 53,33 226,32 1483 57,38 518,00 16,74 58,86 231,86
Desvio Padrédo 0,90 2,86 71,60 2,05 2,50 245,17 1,09 2,77 368,43 2,76 2,79 152,58
Minimo 4,28 39,90 3,00 6,74 49,00 19,00 13,10 55,00 101,00 12,70 55,00 92,00
Maximo 8,26 52,00 297,00 13,10 57,00 697,00 16,40 62,00 1041,00 20,50 63,00 525,00
Mediana 584 48,00 29,00 7,90 53,00 111,00 1455 56,50 513,00 1590 58,00 172,00

Legenda: M. C. — massa corporal; C-C — comprimento do corpo e cabega (altura); T — testosterona.
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As médias de concentracdo de testosterona obtidas para os grupos 1 e 2 foram
menores do que as observadas anteriormente por outros autores, contudo, em Seus
estudos, 0s animais se encontravam dentro da estacdo reprodutiva. No presente trabalho
as amostras foram obtidas, em média, dois meses antes do inicio da estacdo (abril a
outubro) para os animais do ICTB, este fator pode explicar também, o alto desvio padrao,
ja que nesta fase os animais apresentam oscilacdo nos padrdes de concentracdo de
androgenos, principalmente os puberes e pré puberes (MUEHLENBEIN et al, 2002;
SCHWARTZ et al, 1992). Nos grupos 3 e 4, foram obtidos valores mais proximos aos
demais autores, considerando que, em seus estudos, os grupos foram distribuidos de
maneira diferente quanto a faixa etéria, porém comparaveis ao presente estudo conforme

exposto na tabela 5.
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Tabela 4 - Média + desvio padrao das dosagens de testosterona e massa corporal de Macaca mulatta divididas por faixa etaria no presente estudo,
em comparacao com estudos publicados anteriormente.

Presente estudo

Schwartz et al., 1992

Muehlenbein et al., 2002

Bernstein et al., 1991

Melman et al., 1997

Idade (anos) 3 5 - 8all 12a14
M.C (kg) 5,90 £ 0,90 8,73+ 2,05 - 14,83 £ 1,09 16,74 £ 2,76
T (ng/ dL) 51,48 + 71,69 226,32 + 245,17 - 518,00 + 368,43 231,86 + 152,58
N 27 9 - 8 7
Idade (anos) - - 6a9 10a14
M.C (kg) - - 10,62 + 0,27 10,93+ 0,90
T (ng/ dL) - - 81,00+ 1,20 116,00 + 2,70
N - - 16 24
Idade (anos) - 4ab 6a9 10a14
M.C (kg) - 10,00 + 1,00 12,00 + 3,00 11,50+ 2,50
T (ng/ dL) - 500,00 + 250,00 510,00 £ 250,00 520,00 + 250,00
N - 10 29 14
Idade (anos) 3 5 6 8 -
M.C (kg) - - - - -
T (ng/ dL) 93,00 431,00 458,00 568,00 -
N 31 26 16 11 -
Idade (anos) - - 6,6 - -
M.C (kg) - - 11,30 +1,50°/ 11,20 + 1,50F - -
T (ng/ dL) - - 813,00 + 235,00° / 389,00 + 432,007 - -
N - - 17°/14F - -

Legenda: MC — Massa corporal; T — Testosterona; N — nimero amostral.
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Em todos os trabalhos os dados foram coletados em horarios proximos aos do
presente estudo, com excessdo de Mehlman e colaboradores (1997) que coletaram
amostras até as 16h. Os autores ndo deixam explicito os horarios individuais de cada
coleta, contudo, afirmam que o horario de coleta ndo exerceu influéncia na concentragédo
de testosterona.

Os animais estudados nas referéncias citadas na tabela 5 foram todos mantidos em
condicgdes climaticas naturais, como no presente estudo, em recintos individuais ou
coletivos, em grupos compostos somente por machos ou por machos e fémeas (tabela 6).
Muehlenbein e colaboradores (2002) afirmam que amostras de animais mantidos em
diferentes condicdes de alojamento ndo diferiram entre si.

No entanto, Ruiz de Elvira, Herndon e Wilson (1982) afirmam que a presenca das
fémeas pode influenciar diretamente no comportamento sexual dos machos, aumentando
atividades como copula, demarcacdo territorial, agressividade, concomitante ao aumento
da concentracéo de testosterona. No presente estudo, todos os animais do grupo 1 estavam
alojados em grupos com outras fémeas e todos dos grupos 2, 3 e 4 possuiam contato
olfativo e auditivo com individuos do sexo oposto.

A metodologia de andlise utilizada pelos demais autores foi pela técnica de
radioimunoensaio (RIA) (Tabela 6). Na literatura revisada, ndo foram encontrados dados
comparativos de testosterona por método de ensaio em macacos, contudo, Godinho e
Rodrigues (2017) relataram boa concordancia entre RIA e quimioluminescéncia (CLIA)
em humanos. Igualmente, Lemos e colaboradores (2015) ndo encontraram diferencas
significativas na comparagédo da dosagem de progesterona e estradiol fecal em cachorro
do mato (Cerdocyum thous) pelas técnicas de CLIA e RIA. Para horménios como o
cortisol, a técnica de dosagem hormonal utilizada parece influenciar mais
significativamente quanto a sensibilidade. Em caes, por exemplo, a CLIA foi capaz de
detectar concentracfes inferiores a 100 nmol/L (RUSSELL et al., 2007). Deste modo,
podemos pressupor que a técnica de ensaio empregada ndo consistiu em variavel de
influéncia importante para a obtengéo dos resultados e apresentou o beneficio de detectar

até as concentragdes bem baixas dos animais do grupo 1.
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Tabela 5 — Horario e época do ano de coleta de amostras sanguineas, técnica de
dosagem de testosterona utilizada e sistema de criacdo de Macaca
mulatta em diferentes estudos.

Estacéo

Autores Horario reprodutiva Técnica Criacéo
Presente trabalho Manha 2 meses antes CLIA Outdoor (M) ©
Schwartz et al., 1992 Manha 6 meses antes RIA Outdoor (M/F) ©
Muehlenbein et al., 2002 Manha Durante RIA Outdoor (M) ¢!
Bernstein et al., 1991 Manha Durante RIA Outdoor (M/F) ©
Melman et al., 1997 Manhé/tarde Durante/6 meses antes  RIA Outdoor (M/F) ©

Legenda: CLIA - quimioluminescéncia; RIA - radioimunoensaio; G — mantidos em grupos; | — mantidos
individualizados. As letras entre parénteses indicam a composi¢do dos grupos sociais: M - machos e F -
fémeas

Os dados encontrados no presente trabalho relacionando a idade e concentragéo
de testosterona eram esperados, por estarem relacionados a maturidade sexual em
macacos rhesus (BERNSTEIN et al., 1991). Harrison e Kubisch (2005) demonstraram
que a testosterona tem sua origem na embriogénese e que, apds o0 nascimento, essa
concentragdo cai a niveis praticamente insignificantes, tornando a aumentar com o inicio
da puberdade. Bernstein e colaboradores (1991) encontraram valores bem variaveis em
macacos rhesus na faixa etaria de 3 a 5 anos de idade, em que menos da metade dos
animais do grupo apresentavam valores consistentes de niveis de testosterona. Os achados
desses autores condizem com os observados no presente estudo, na qual a faixa etaria de
3 anos apresentou ampla variacdo dentre valores minimos (3 ng/ dL) e maximos (297 ng/
dL). Os autores também observam que alguns macacos puberes podem apresentar valores
de testosterona iguais aos encontrados em macacos adultos (média de 14 anos), e isto
pode estar relacionado ao grau de hierarquia, ja que os filhotes dos animais de
classificacdo mais alta tendem a ter valores de androgenos aumentados, o que é observado
desde a infancia, a partir de dois anos. No presente trabalho, os valores maximos
(mencionados anteriormente) foram, inclusive, superiores a média obtida para o grupo 4
(231 ng/dL).

Os valores médios da concentracdo de testosterona tiveram um aumento até o
grupo 3 e uma reducéo significativa no grupo 4 (p < 0,05), o que pode estar relacionado
ao acumulo de gordura (Figura 18). Kemnitz e colaboradores (1989) puderam observar
uma correlagéo significativamente negativa entre gordura corporal e concentragédo de
testosterona em macacos rhesus. Os macacos obesos apresentaram menor nivel sérico de
testosterona e dihidrotestosterona quando comparados aos machos ndo obesos. Os

autores sugerem que o aumento da massa de tecido adiposo contendo aromatase em
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individuos obesos, leva ao aumento da conversdao de andrdgenos a estrogénios. O
estrogénio produzido no tecido adiposo, por sua vez, resulta em feedback negativo no
eixo hipotalamo-hipéfise-gonadas, levando a reducdo da producdo de testosterona (FUI
etal., 2014).

Figura 18 — Grafico representativo da variacdo da massa corporal e
concentracao de testosterona em Macaca mulatta em diferentes
faixas etarias.
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Legenda: Grupo 1 - 3 anos; Grupo 2 - 5 anos; Grupo 3 — 8 a 11 anos; Grupo 4 — 12 a 14 anos.
Fonte: Elaboragéo propria. Rio de Janeiro, 2020.

Na anélise de regressao linear simples entre idade e testosterona, o coeficiente de
regressdo (2,75) foi significativo (p < 0,0001), assim como o coeficiente de correlagdo
(0,51). Ambos demonstraram uma tendéncia positiva. A mesma tendéncia foi observada
na relacdo entre testosterona e massa corporal (coef. regressdo = 29,8, p < 0,0001, r =
0,55), bem como testosterona e volume testicular (coef. regressdo = 17,4, p <0,0001, r =
0,69), ou seja, a medida que a idade, massa corporal e volume testicular aumentam, a
concentracdo de testosterona sérica também tende a aumentar (Figura 19).

Nos macacos rhesus, a concentracdo de testosterona ndo parece sofrer quedas
significativas correlacionadas ao aumento da idade em animais entre quatro e 14 anos
(MUEHLENBEIN et al., 2002), contudo os niveis tendem a diminuir em machos acima
de 20 anos de idade (SCHWARTZ; KEMNITZ, 1992).

Muehlenbein e colaboradores (2002) atribuiram uma maior correlacdo entre

variaveis biométricas como volume testicular e testosterona como bons preditores de
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concentracéo de estradiol em macacos rhesus. Os autores ainda sugerem que o estradiol
possa desempenhar um papel importante na maturacdo esquelética e, consequentemente,
no tamanho final do adulto. Estes dados nos fazem pressupor que o animal maior e mais
pesado, ndo necessariamente sera o detentor de maior concentracao de testosterona e que,

inclusive, pode sugerir uma baixa concentracao, devido ao acimulo excessivo de gordura
no corpo.

Figura 19 - Analise de regressdo linear simples entre testosterona e volume
testicular (A), testosterona e massa corporal (B) e testosterona e idade
(C) de Macaca mulatta.
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Fonte: Elaboracdo proépria. Rio de Janeiro, 2020.

N&o houve diferenca significativa entre os volumes testiculares esquerdo e direito,
0 que possibilita a utilizacdo de qualquer um dos lados para realizacdo da anélise. Esta
analise também reforca a auséncia de assimetria testicular nos animais selecionados para

0 estudo. Assim, foram utilizados os valores biométricos obtidos para os testiculos
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esquerdos na comparagdo com outras medidas corporais e de concentracdo de
testosterona, como adotado em outros trabalhos (MUEHLENBEIN et al., 2002).

Quando comparadas os meétodos de mensuracdo, foi observada diferenca
significativa nos valores brutos entre as medidas obtidas por paquimetro e fita métrica
(PAQ) quando comparadas as obtidas por ultrassonografia (USG) (Tabela 7).

E sabido que o volume testicular de M. mulatta é variavel, dependendo da estagio
reprodutiva (SCHWARTZ; KEMNITZ, 1992), e estas variaveis de biometria podem
aumentar e diminuir durante a estacdo, semanalmente (MUEHLENBEIN et al , 2002),
podendo aumentar em até 50% de volume (WICKINGS et al, 1980). Harrison e
colaboradores (1977), obtiveram médias de 16 a 35 c¢cm3, fora e dentro da estacdo
reprodutiva, respectivamente, em macacos rhesus maduros. Para animais de 3 a 5 anos,
durante a estacdo reprodutiva, os valores foram de 2,5 cm3 (BERCOVITCH;
RODRIGUEZ, 1993; MUEHLENBEIN et al., 2002). Todas as medidas foram realizadas
com a exclusdo do epididimo pelos pesquisadores citados, diferente do adotado neste
trabalho, devido a dificuldade de separacdo das estruturas no momento da aferi¢do por

paquimetro, podendo resultar dados ndo fidedignos.
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Tabela 6 - Medidas de biometria testicular obtidas por mensuracdo manual com paquimetro e fita métrica e por exame ultrassonografico dos
machos de Macaca mulatta do plantel do ICTB.

CIRCUNFERENCIA

DL (mm) DLL (mm) DT (mm) VOLUME (cmgd) TESTICULAR (cm)
Direito Esquerdo Direito Esquerdo Direito Esquerdo Direito Esquerdo Direito Esquerdo
GRUPO 1 (35 a 41 meses / 3 anos)
MANUAL 25,17 +£4,59* 24,62 +4,63* 12,93+3,13* 13,08 + 3,05* 13,33+3,25  13,61+3,18 2,51+£1,72 2,48 +1,63 - -
(Pag/fita) (n=81) (n=81) (n=81) (n=81) (n=81) (n=81) (n=81) (n=81) - -
USG 21,01 +£3,80* 20,99+393* 10,48+247* 10,08+ 2,60* 14,18+ 3,40 14,39 + 3,57 1,36 +1,04 1,29+ 1,07 - -
(n=81) (n=81) (n=81) (n=81) (n=81) (n=69) (n=81) (n=81) - -
GRUPO 2 (60 a 63 meses / 5 anos)
MANUAL 36,39 £ 2,64 35,56 + 4,69 22,00 £3,17* 22,21 + 3,52* 21,85+3,01 2155+3,19 9,54+331* 9,69 £ 4,37* 8,13+1,33 * 7,75+ 1,44*
(Pag/fita) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=24) (n=24)
USG 38,96 + 4,35 36,41 + 4,42 17,40 £ 2,36* 17,43 + 3,90* 23,38+2,06 2301+231 6,38+2,18* 6,10 + 3,03* 6,56 £ 0,67* 6,61+ 0,87*
(n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=24) (n=27)
GRUPO 3 (100 a 134 meses / 8 a 11 anos)
MANUAL 50,98 + 3,60 48,94 + 4,42 30,72 +2,56* 30,53+2,48* 2945+4,68* 31,79+516 2550+5,76* 24,05+4,86* 11,35+1,26* 11,31+0,76*
(Pag/fita) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=21)
USG 49,96 + 3,67 50,84 + 6,28 24,60 +£2,97* 24,92+239* 3330+3,21* 31,92+346 16,08+4,63* 16,75+4,39* 9,36+ 0,83* 9,32 £ 1,05*
(n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=21) (n=24) (n=24) (n=24) (n=21) (n=24)
GRUPO 4 (146 a 170 meses / 12 a 14 anos)
MANUAL 47,15+ 1,73 47,73 £ 3,27 28,90 £ 2,26* 29,31+ 2,26* 2921+1,79 2792+169 20,66+314* 2165+4,33* 10,37+151* 10,76+ 1,03*
(Pag/fita) (n=21) (n=18) (n=21) (n=18) (n=21) (n=18) (n=21) (n=21) (n=15) (n=18)
USG 44,09 £ 3,75 48,33+ 3,31 22,65+ 3,08 22,60 + 3,88* 31,23+1,39 30,08+155 11,98+317* 10,73+517* 9,02 +0,72* 8,84 +1,16*
(n=21) (n=18) (n=21) (n=21) (n=21) (n=21) (n=18) (n=18) (n=21) (n=18)

Legenda: USG — ultrassonografia; DL — didmetro longitudinal; DLL — didmetro latero lateral; DT — didmetro transversal; Paq — paquimetro

*p < 0,01
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Apesar das medidas obtidas por PAQ e USG terem sido equivalentes entre si
(Tabela 8), os valores de biometria testicular foram significativamente maiores quando
obtidos por PAQ quando comparadas as medidas por USG (p < 0,01) (Figura 20). A
diferenca entre as medidas testiculares aferidas por esses dois métodos ja era esperada,
pois na USG ndo € considerada o escroto, porém, as medidas aferidas por ambas as
técnicas devem ser correspondentes (CHANDOLIA et al., 2006), como observado nesse

estudo, indicando uma consisténcia dos dados coletados.

Tabela 7 - Andlise de correlacdo de Pearson para os volumes testiculares obtidos
com auxilio de paquimetro e por ultrassonografia em Macaca mulatta.

VOLUME TESTICULAR
PAQ Direito PAQ Esquerdo USG Direito USG Esquerdo

PAQ Direito
PAQ Esquerdo 0,98
USG Direito 0,96 0,95
USG Esquerdo 0,90 0,89 0,90

Legenda: PAQ = paquimetro; USG — ultrassonografia (p < 0,0001)
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Figura 20 — Representacédo grafica de media + desvio padrdo das medidas de
volumes testiculares obtidas por meio de paquimetro lado direito
(A) e esquerdo (B) e ultrassonografia lado direito (C) e esquerdo
(D) em Macaca mulatta.
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Fonte: Elaboragdo prépria. Rio de Janeiro, 2020.
Legenda: Grupo 1 - 3 anos; Grupo 2 - 5 anos; Grupo 3 — 8 a 11 anos; Grupo 4 — 12 a 14 anos.
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5.4 Correlacao das biometrias corporais e testiculares

As correlacGes foram realizadas entre a idade e todas as medidas biométricas
corporais, volume e circunferéncia testicular. A prega abdominal, altura e volume
testicular foram correlacionados significativamente com a idade, corroborando com o0s
achados de Muehlenbein e colaboradores (2002), que também obtiveram correlagao
significativa entre a circunferéncia testicular e idade (Tabela 9).

A avaliacdo de biometria da genitalia é uma anélise largamente empregada em
programas de reproducdo assistida de humanos e animais de producdo, como por
exemplo, de bovinos, e a circunferéncia escrotal € um pardmetro importante para selecao
de reprodutores, podendo ser um critério indicativo da qualidade do sémen, pois
correlaciona-se com a motilidade progressiva dos espermatozoides e a maturidade sexual
(SILVA et al., 2002; SCHURICH et al., 2009).

Com machos de primatas ndo humanos, em estudos no ambito da reproducéo,
também sdo empregadas avaliacbes de biometria da genitalia (BERCOVITCH;
RODRIGUEZ, 1993; HARRISON et al, 1977; KUGELMEIER, 2011;
MUEHLENBEIN et al., 2002; SILVA, 2005; VALLE, 2007; VIANA, 2013). Entretanto,
esses estudos adotam o volume testicular como pardmetro reprodutivo e ndo a
circunferéncia. Em bovinos, a técnica consiste em envolver os dois testiculos, junto com
seus respectivos epididimos, e com a fita métrica na altura da linha média do escroto fazer
a medida (KANAZAWA et al., 2012). Sabe-se, como observado no presente estudo, que
os testiculos ndo sdo tdo pendulosos como os de um bovino, por exemplo, o que dificulta
a realizacdo da medida com facilidade utilizando a fita métrica. Por outro lado, atraves
do exame ultrassonogréafico, esta mensuracdo pareceu de facil obtencéo e precisdo. Desta
maneira, 0s resultados apresentados no presente estudo, sugerem que a circunferéncia

testicular pode predizer um bom parametro de avaliacdo morfolégica reprodutiva.
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Tabela 8 - Correlactes entre idade, biometria corporal e testicular de Macaca mulatta machos do plantel do ICTB/ Fiocruz.

Idade M. C. C-C C.tr. C. to. P. tr. P. abd C. Test. F.M.
M. C. Ns
C-C 0,55** 0,74%**
C.tr. Ns Ns Ns
C. to. Ns 0,90*** 0,63** 0,41*
C. abd. Ns 0,92*** 0,67** Ns 0,94***
P.p Ns Ns 0,42* Ns Ns
P.tr. 0,53** Ns 0,59** Ns Ns
P.sub. Ns Ns Ns Ns Ns 0,44**
P. abd 0,70** Ns 0,57** Ns Ns 0,67**
V. Pag. Ns Ns Ns Ns Ns ns 0,45**
C.Test. FM.  0,73*** Ns 0,55** Ns Ns 0,50** 0,76***
C. Test. USG  0,78*** 0,46* 0,63** Ns Ns 0,47* 0,70** 0,74***

M. C. — Massa corporal; C-C — Comprimento corpo cabega (altura); C. tr. — Circunferéncia do triceps; C. to. — Circunferéncia do térax; C. abd. — Circunferéncia abdominal; P.p. —
Prega peitoral; P. tr. — Prega do triceps; P. sub. — Prega subescapular; P. abd. — Prega abdominal; V. Paq — Volume por paquimetro; C. Test. F. M. — Circunferéncia escrotal por fita

métrica; C. Test. USG — Circunferéncia escrotal por ultrassonografia

* P <0,05;, ** P <0,01; *** P < 0,0001
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5.5 Biometria do pénis e glande

Os dados de biometria de glande e pénis estdo expostos na tabela 10. As médias
de comprimento de pénis e de glande dentro do grupo 1 foramde 5,7+ 1,21 cme 1,45 +
0,32 cm, respectivamente. Essas medidas foram menores do que as médias encontradas
por Dixson e Nevison (1997) em macacos rhesus da mesma faixa etaria, que foram de
6,44 + 0,18 cm para o comprimento do pénis e 1,70 £ 0,04 cm para 0 comprimento da
glande. Ja na faixa etaria de 5 a 10 anos foram obtidos 9,34 + 0,96 cm para comprimento
do pénis e 2,05 + 0,07 cm para comprimento da glande, médias maiores do que as obtidas
no presente trabalho para o pénis de animais do grupo 2 (4,72 £ 0,61 cm) e grupo 3 (5,34
+ 0,81 cm) e glande, grupo 2 (1,76 £ 0,12 cm) e grupo 3 (2,00 + 0,25 cm).

Segundo Dixson (1987), a medida do comprimento do pénis é uma mensuracao
complexa. A complexidade pode estar relacionada com a subjetividade da técnica.
Durante a realizacdo dos exames androldgicos, foi possivel observar que, devido a sua
elasticidade, fica dificil manter uma preciséo exata da tensdo exercida na exposi¢do para
a obtencdo da medida, e a influéncia desta subjetividade fica bem evidente ao observar
que os comprimentos dos pénis dos animais do grupo 1 foram maiores do que nos demais
grupos. Este dado ndo corrobora com o que ja foi descrito na literatura, que o aumento do
pénis se correlaciona positivamente com o aumento da idade (MANN et al., 1998). Outra
variavel que pode ter influenciado nos valores das médias encontradas para os animais do
grupo 1 foi a de que o pénis ainda estava aderido ao prepucio na maioria dos animais,
dificultando a exposicdo, forcando o avaliador a exercer uma for¢a maior para obter a

mensuracdo, deste modo, discretamente esticando mais o pénis.
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Tabela 9 - Média + desvio padréo da biometria do pénis e glande obtidos em Macaca mulatta no
plantel do ICTB/ Fiocruz. Rio de Janeiro, 2020.

GRUPO DL Pénis DLL Pénis DT Pénis DL Glande DLL Glande DT Glande

1 57+0,21 0,71 +0,17 0,87 £0,24 1,47 +0,32 0,79+0,14 0,96 £ 0,14
(n=65) (n=63) (n=42) (n=69) (n=71) (n=66)

2 472+061 0,96 +0,25 1,11+ 0,23 1,76 £0,12 0,87 +0,16 1,02 +0,16
(n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27)

3 534+081 1,12+0,09 1,29+0,16 1,99 + 0,25 0,99 +0,10 1,30+0,14
(n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24)

4 550+047 1,07+0,23 1,29+0,12 1,99 +0,13 1,04 +0,12 1,35+0,17
(n=21) (n=21) (n=21) (n=21) (n=21) (n=21)

Legenda: DL — Diametro longitudinal; DLL — Diametro latero lateral; DT — Diametro transversal; Grupo 1
- 3 anos; Grupo 2 - 5 anos; Grupo 3 — 8 a 11 anos; Grupo 4 — 12 a 14 anos.
Nota: Todos os dados obtidos foram expressos em milimetros.

5.6 Eletroestimulacéo retal

A estimulacdo retal foi considerada positiva quando 0s animais apresentaram
intumescimento da glande ou erecdo, conforme era feita a estimulacdo. Nesse sentido, a
estimulacdo retal foi positiva em 97% (n = 31 de 32) das estimulacdes realizadas.

O Unico animal (165 meses) que ndo apresentou sucesso (3%) no estimulo retal,
todavia, durante o procedimento, expeliu volume consideravel de sémen (1 mL), com
motilidade alta (90%), porém apresentou as menores taxas de movimentos retilineos
progressivos (10%) e de espermatozoides com a membrana plasmatica integra (59%) em
relagcdo as outras amostras obtidas. Warner e colaboradores (1974) observaram em seu
estudo com eletroestimulacéo retal em grandes simios, animais que ejacularam mesmo
sem registrar momentos de erecdo. Aparentemente isso é possivel, pois apesar de serem
comumente associados, erecdo e ejaculacdo sdo frutos de estimulos por diferentes nervos
do sistema neurologico. A erecéo é estimulada pelo cérebro sob acéo dos nervos erigentes
do sistema nervoso parassimpatico, ja a emissao de ejaculado é proveniente do nervo
hipogastrico, pelo sistema nervoso simpatico (MARBERGER, 1974). Deste modo,
diferentes fatores podem ter influenciado nesta ocorréncia, até mesmo relacionado ao

estimulo elétrico, quanto a regido ou corrente elétrica.
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Outro fator a se levar em consideragdo € a insuficiéncia erétil, como ja relatado
em Macaca fascicularis. No relato de Adams e colaboradores (1984), os animais com
disfuncéo erétil ndo apresentavam alteracGes de comportamento sexual e concentracéo de
testosterona, frente aos demais. Todavia, achados de necropsia puderam constatar
obstrucGes de limen arterial dos tecidos urogenitais devido a aterosclerose, que tinha
potencial de influenciar diretamente no fluxo sanguineo regional, justificando seus
resultados. N&o foi possivel afirmar no presente estudo a ocorréncia de disfuncao erétil,
podendo ser passivel de uma futura investigacao clinica.

A taxa de sucesso da obtencdo de amostras, ou seja, 0 niUmero de ejaculados
obtidos sobre o nimero de animais estimulados, foi igual a 37% (n = 10 de 27 animais
estimulados). Das 10 amostras obtidas, duas foram duplicatas de animais que foram
estimulados em semanas diferentes e ejacularam em ambas as vezes, sendo uma delas
azoospérmica (na segunda estimulacdo). Este achado azoospérmico foi obtido
aproximadamente 40 dias apds a obtencdo de uma amostra com presenca de
espermatozoides do mesmo animal.

Diversas etiologias estdo envolvidas em situacdes de azoospermia. Woshitzer e
colaboradores (2014) classificaram este fendmeno em obstrutivo e ndo obstrutivo. As
azoospermias obstrutivas podem ser causadas por obstrucdo iatrogénica, lesdo do
epididimo, ruptura de tabulos seminiferos, auséncia congénita de vasos deferentes entre
outros. Ja as ndo obstrutivas podem compreender insuficiéncia testicular primaria ou
secundaria, relacionadas a alteracBes hormonais, hipoplasia ou atrofia testicular,
mutacdes génicas e em alguns casos de varicocele.

No animal da amostra azoospérmica, a avaliagdo fisica apresentava um tecido
adiposo anormal revestindo todo o testiculo esquerdo, que inclusive justificou a ndo
realizacdo da sua biometria. Ao exame ultrassonografico também foram visualizadas
alteracOes ipsilaterais. No primeiro ejaculado deste individuo, os dados de avaliacdo
seminal encontravam-se proximos aos valores da média. Deste modo podemos sugerir
que algum tipo de lesdo existente o incapacite de ejaculagdes regulares e normospermicas
ou que da segunda vez, o estimulo pode ter sido apenas das glandulas seminais,
responsaveis pela producéo da maior fragdo do liquido seminal, resultando na ejaculacéo
incompleta, ndo atingindo a fase em que 0s espermatozoides sdo adicionados ao
ejaculado.

Com relacdo a idade dos animais que ejacularam, cinco deles tinham entre 12 e
13 anos (152 e 165 meses), quatro entre 8 e 9 anos (99 e 118 meses) e apenas um com 4,5

anos (55 meses). Na amostra do ejaculado deste animal mais jovem, foi possivel observar
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caracteristicas de imaturidade das células, como gota citoplasmatica em grande parte
destas. Os animais do grupo 1 ndo foram incluidos nos procedimentos de colheita de

sémen.

5.7 Avaliagao seminal

O aspecto dos ejaculados obtidos foi, em 55% das ocorréncias, sem a presenca de
coagulo seminal e de coloragdo branco leitoso ou translicido. Em uma escala variavel de
1 a 5, em quel corresponde a imovel e 5 a hipermotilidade, o grau de motilidade
encontrado foi de 12,5% grau 4, 62,5% grau 3 e 25% grau 2. A média e desvio padrao
de volume e dos demais parametros avaliados nos ejaculados obtidos no presente
trabalho, em comparacdo com outros autores, esta expressa na Tabela 11.

O objetivo deste estudo ndo foi comparar os resultados por método de colheita de
sémen, contudo, foi expresso na tabela para servir apenas como base de dados das
caracteristicas encontrada por outros autores, visto que a colheita de sémen via sonda retal

ndo parece afetar os espermatozoides (DE VILLIERS, 2018).
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Tabela 10 - Caracteristicas seminais (média + desvio padrdo) de Macaca mulatta descritos na literatura em comparacado com os dados obtidos
no presente estudo para os animais do ICTB/ Fiocruz.

Média * desvio padréo

Caracteristica Presente trabalho De Villiers, Harrison, Carvalho, Sitzmann et al., Lanzendorf et al.,
2018 1980 2016 2010 1990
Volume (mL) 0,34 £0,29 0,4+0,2 0,27 £ 0,08 0,34 £ 0,20 0,24 £ 0,03
pH do ejaculado 8,29 + 0,45 7,25 79+0,3
Motilidade (%) 74,44 £ 22,17 69,2 £ 10,2 53,89 + 1,60 64,24 + 4,96 64 £ 13 79,9+1,62
MRP (%) 59,44 + 35,31 53,9 51,40 £5,53
Concentragdo (x10° spz/mL) 154,25+ 157,98  193,6 +122,9 419,43 + 32,7 2686,20 +474,59 47,66 + 9,21 250,8 + 43,6
IMP (%) 75+ 11,25 58,28 + 3,13 79+£3,0
DAB | (%) 83,40 + 8,09
DAB Il (%) 13,60 + 4,32
DAB Il (%) 7,50 £ 6,50
DAB IV (%) 0
Meétodo de colheita EER EER EER EEP EEP EEP

IMP - integridade de membrana plasmética; DAB — diaminobenzedina (teste para avaliagdo da atividade mitocondrial) graus | - todas mitocondrias ativas; Il - comprometimento
parcial das mitocondrias; 11l - menos de 50% das mitocondrias ativas; IV - mitocondrias completamente inativas; EER — Eletroestimulagéo retal; EEP — Eletroestimulacdo

peniana.



78

Todos os parametros foram bem préximos aos encontrados em outros trabalhos,
com destaque para a porcentagem de motilidade e motilidade retilinea progressiva que
foi maior no presente trabalho, independentemente do método de colheita. A média de
concentracdo obtida foi proxima a encontrada por De Villiers (2018), contudo, o desvio
padrdo obtido foi acima do valor de média, devido os valores individuais terem variado
de 27 a 469 x 106 sptz/mL.

O animal, j& mencionado anteriormente na discussdo, que teve duas amostras
sendo uma azoospérmica e outra com presenca de espermatozoides, teve a menor
concentragdo do experimento (5 x 10° sptz/mL) e foi excluido das médias devido a
suspeita de patologia que pudesse comprometer a concentracao espermatica.

Uma outra amostra com baixa concentracio (27 x 10° sptz/mL) era do animal mais
jovem (4,5 anos). Zamboni e colaboradores (1974) verificaram uma grande quantidade
de macréfagos fagocitando os espermatozoides nas anélises microscopicas em seu estudo,
em um animal que tinha em média 3 anos de idade, fora do periodo reprodutivo, podendo
justificar amostras com baixa concentragdo. Os pesquisadores também relataram
alteracOes frequentes como atrofia e desorganizacdo dos tibulos seminiferos dos animais
fora da estacdo reprodutiva, uma vez que os animais puberes estdo no inicio do processo
de espermatogénese (DIXSON, 2015).

Embora Mann e colaboradores (1998) tenham encontrado boas médias nas
concentragfes espermaticas de macacos rhesus de 4 anos de idade, o seu estudo foi
conduzido durante a estacdo reprodutiva, o que influencia diretamente na qualidade
seminal e concentracao espermatica (HARRISON et al., 1977; DE VILLIERS, 2018).

Um animal de 12 anos com amostra contendo baixa concentracdo em relacdo a
média (25 x 10° sptz/ mL) apresentava evidéncias sugestivas de acentuada assimetria
testicular.

Harrison e colaboradores (1977) em seu experimento, analisaram sémen de
macacos rhesus maduros ndo submetidos a vasectomia, bilateral ou unilateral, e
observaram que os dados obtidos para o grupo de vasectomia unilateral variaram bastante
em comparagdo ao grupo nao submetido a cirurgia. Com isso, 0s autores levantaram a
hipdtese de que o eletrodo, de acordo com o posicionamento na ampola retal, poderia
estimular mais um lado da genitalia interna do que o outro, e esta estimulagdo seletiva
poderia explicar as concentracGes espermaticas muito diferentes entre os animais deste

estudo.



79

Nenhum animal, no presente estudo, possuia diagnéstico primario de insuficiéncia
do sistema reprodutivo quanto a fisiologia do testiculo, epididimo e/ou ductos para
justificar uma melhor producao de um lado em relagdo ao outro, contudo, a discrepancia
de tamanho entre os testiculos neste individuo poderia estar relacionada a algum tipo de
deficiéncia na producgéo espermatica.

Por fim, o Gltimo animal com a concentragdo (30 x 10° sptz/ mL) e MRP (10%)
relativamente baixos, foi também um animal ja supracitado, que obteve amostra de maior
volume de ejaculado, contudo, sem nenhum sinal de erecéo ao estimulo retal. Schafer e
colaboradores (1989) revisa em seu trabalho, que a concentracdo espermatica € afetada
diretamente pela secrecdo das glandulas acessorias, no que diz respeito ao volume do
ejaculado. Esta amostra foi a que obteve maior volume do presente trabalho (1 mL),
porém o animal ndo teve erecdo em nenhum momento durante os estimulos, deixando a
davida se este ndo teve um estimulo completo ou se poderia ser portador de alguma
patologia como disfuncdo erétil, conforme discutido anteriormente.

Uma hipdtese para justificar o maior volume expelido neste caso seria uma
possivel contaminacdo da amostra por urina, como ja relatado em felinos, peixes, quatis
e macacos (AVILA et al., 2012; BARROS et al., 2009; DREANNO et al., 1998;
LAZENDOREF et al., 1990). No estudo de Barros e colaboradores (2009), os animais
foram sedados com cetamina + xilazina, assim como no presente trabalho. O relaxamento
muscular promovido pela xilazina, pode ter sido excessivo e estar diretamente
relacionado com a contaminagdo das amostras por urina, como ja observado em outras
classes de sedativos (HOWARD, 1993). Dreanno e colaboradores (1998) também
constataram o percentual de motilidade progressiva reduzido, na avaliagdo seminal de
peixes, devido a contaminacdo por urina, contudo, no presente estudo, ndo foram
empregadas analises especificas na amostra para esta constatacdo, deste modo, apenas

levantando a possibilidade de tal ocorréncia.
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Né&o foi encontrado na literatura revisada, nenhuma referéncia sobre a avaliacéo
mitocondrial de espermatozoides em macacos rhesus por meio da coloracdo de DAB. Esta
avaliacdo ndo parece ser muito comum no que diz respeito a estudos nesta espécie. Hung
e colaboradores (2008) utilizaram um corante vermelho fluorescente (MitoTracker® Red
CMXRos) para esta avaliagdo com espermatozoides de rhesus, e verificaram trés graus
diferentes de atividade mitocondrial, de acordo com a coloragdo observada na
microscopia, classificando como ativo, parcialmente ativo e inativo e suas respectivas
porcentagens. No entanto, essa coloracao necessita de um equipamento de microscopia
de fluorescéncia e, portanto, mais sofisticado, nem sempre disponivel nos laboratérios de
andrologia. Alguns pesquisadores ja utilizaram, com sucesso, a coloracdo de DAB
descrita por Hrudka (1987) para esta analise em outros primatas ndo humanos
(CARVALHO, 2016; KUGELMEIER, 2011; VALLE, 2007; VIANA, 2013). Na tabela

12 estdo expressos 0s dados encontrados pelos autores supracitados em seus estudos.

Tabela 11 - Percentual de atividade mitocondrial em primatas ndo humanos

descritos na literatura e no presente estudo. Rio de Janeiro, 2020.
Legenda: DAB — Diaminobenzedina

Presente estudo Valle, 2007 Kugelmeier, 2011  Carvalho, 2016 Viana, 2013
(Macaca mulatta) (Callithrix jacchus) (Saimiri sciureus) (Alouatta caraya) (Saimiri sciureus)

DAB |

(%) 83,40 + 8,09 18,19+ 1,95 72,17 £ 4,02 23,42 + 2,56 68,824
D@/?)“ 13,60 + 4,32 55,74 £ 2,40 25,33 + 3,63 56,92 + 2,99 285+272
DAB 1l

(%) 7,50 £ 6,50 14,78 £ 2,15 2,08 £0,63 14,00+ 2,24 23+05
D'?O/BO)IV 0 10,81 + 1,56 0,50 + 0,33 5,67 +1,27 0,8+0,5

Os resultados obtidos neste trabalho embasam a importancia de uma avaliacdo
fisica e androldgica para 0 monitoramento e manejo reprodutivo de uma criacdo de
primatas ndo humanos. Um exame androlégico bem aplicado com avaliacbes de
biometrias genital e corporal pode elucidar evidéncias importantes para a prevencéo de
comorbidades que influenciam diretamente no sucesso e na qualidade da descendéncia
dos animais, além de trazer informacg6es importantes sobre as caracteristicas fisioldgicas

e anatdmicas dos animais mantidos sob cuidados humanos, do ponto de vista reprodutivo.

A avaliagdo seminal caracteriza-se um procedimento usual em criagbes de

animais. No presente trabalho, foi possivel obter amostras seminais e avaliar sua
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funcionalidade em macacos rhesus por meio de eletroestimulacéo retal. Além da colheita
e avaliacdo de sémen, foi a primeira vez que se realizou o procedimento de avaliagéo
androlégica detalhada, inclusive com a utilizagdo da ferramenta de exame
ultrassonografico para avaliacdo e mensuracdo de medidas biométricas nos macacos

rhesus da criacdo do ICTB em 88 anos de sua existéncia.
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6 CONCLUSOES

Sob as condi¢Bes em que se realizaram esse estudo, € possivel concluir que:

e A dosagem de testosterona € um bom critério para auxiliar na avaliacdo do
desenvolvimento reprodutivo, ou seja, da puberdade a maturidade sexual e o
momento do inicio da senescéncia reprodutiva.

e O wuso das biometrias testiculares por fita métrica, paquimetro e
ultrassonografia sao eficazes na selecdo de animais com melhor potencial
reprodutivo. A ultrassonografia apresenta a vantagem da avaliagdo do
desenvolvimento do parénquima e permite a mensuracdo da circunferéncia
testicular de macacos rhesus com maior precisdo quando comparada a fita
métrica.

e E possivel obter amostras de sémen de M. mulatta a partir de cinco anos de
idade por meio de eletroestimulagéo pela via retal com boa qualidade seminal,
mesmo ao final da estac¢do de acasalamentos.

Em condicGes ideais, 0os macacos rhesus avaliados e pré-selecionados na
puberdade, com base nos critérios aqui expostos, devem ter seu processo de selecdo
completado ap6s atingirem a maturidade sexual, para que seja possivel correlacionar os
achados dos exames clinico, fisico e hormonal com a avaliacdo da qualidade seminal de
cada animal. Dessa maneira, classificar os animais em aptos, questionaveis ou inaptos a
reproducdo e contribuir para a implantacdo bem-sucedida do programa de manejo

reprodutivo.

CONSIDERACOES FINAIS

Os procedimentos planejados e executados durante esse estudo geraram subsidios
para a elaboracdo de procedimentos operacionais padronizados (POPs) objetivando o
refinamento do programa de manejo reprodutivo da col6nia de Macaca mulatta do ICTB.
Outras abordagens estavam planejadas para o presente estudo, como a realizagédo
dos exames andrologicos e dosagem hormonal em trés diferentes momentos: pré-estagédo
de acasalamentos, no meio e no final da estagdo e avalia¢do citogenética. Contudo, com

a instalagcéo da pandemia da COVID-19, as atividades consideradas ndo emergenciais
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precisaram ser suspensas, impossibilitando a continuidade desta projecdo, 0 que nao

exclui a necessidade e planejamento de futuros estudos nessa area.
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APENDICE A - Formulario para certificado de exame androldgico.

Ministérso da Salde

FEE
Formularic para Certificado de Exame Androlégico =B
FIOCRUZ e 9 = I 'CT B

Fundapio Oswaldo Cruz

DADOS DO ANIMAL
Data: |Espe'cie: | dentificacio: Recinto:
Microchip: |Mascimento: dade:
AvD Matema: A materno: Avd partena: AvD paterno:
EXAME CLINICO GERAL

1- Historico e Anamnese [Historico reprodutivo; estado sanitario; ccoméncias clinicas relevantes; grupos social)

2- Sedacdo [Farmacos, tempo para ag3e e de durag3e do efeito):

3- Peso [Kg): 4- Comprimento cabeca e corpo (m): 5- Score:
6- Pele & pelagem:

7- Avaliagio oral/ mucosas/ conjuntivas:

8- Ausculta cardiopulmonar:

9- Palpacdo zbdominal/linfonodaos:

10- Ternperatura retal: 10.1- Temperatura testiculo/ escroto - direito: esquerdo:
EXAME CLINICO ESPECIAL
11 - BIOMETRIA E AVALIACAO DA GENITALIA
Parametro 11.1 Testiculo direito | Bolsa escrotal 112 Testiculo esquerdo | Bolsa escrotal
(indicar unidads de medida) 1 2 3 média 1 2 3 média
DL{ 1
DLL { )
DT { )
Circanferéncia | 1
Simetria | Forma |[Consisténcia| Posigio Simetria Forma |Consisténcia|  Posigio
InspegSolpalpagao Mobilid e | Coloragao|Aspect Mobiidade | Coloragas [Aspecio
Obsenvagoes
Parametro 11.3 Cauda do epididimo direito 11.4 Cauda do epididimo esquerda
(iIndicar unidsde de medida) 1 2 3 meédia 1 2 3 meédia
DL{ 1
DLL { )
I"spe;.ic-'palp:-.}é-: Smetria Forma |Coensistencia Aspecto Smetria Forma |Consistencia Aspecto
Observagoes
Parametro 11.5 Penis e base do pénis
(indicar uridade de medida) 1 2 3 media Inspecio/palpagio:
DL{ ) Coloragio  [Mobilidade] Aspecto |  Forma
DLL{ ) |
DT { ) Obs.:
Parametro 11.6 Glandeiprepicio
(Ingicar uridsae de medida) 1 2 3 média Inspecio/palpagio:
DL{ ) Coloragac Mobilidade Forma
DLL { )
DT { ) Obs.:
Legenda e<pdodec: Mm: Macaca mulana ; Mf: Macaca fasiculares | 36 Salmin scirews | Bu: Faimid usius 3/A: Zem alizragho

Legenda medidas: DL: Didmetro Longitudinal; DLL: Didmetro aizn-iaizral; DT: Didmetro fransversal
Lagenda incpegies & palpagies: Simetria: 1. Simetrico; 2. Aszsimarico Forma: 1. Reguiar, 2 imeguisr Concletdneda: 1. Firme; 2 Maci; 3 Endurecids.

Poslgdo: 1. Bolsa; 2. inguinal; 3. Abdominal Mobilidade: 1. Mdvel; 2. Flxo ou aderido; 3. Endurecide

Coloraglo: 1. Roséo; 2. Necrose; 3. Anémico; 4. ickérico; 5. Hiperdmico; 5. Clandtico  Aspsadn: 1. Liso; 2. Rugoso; 3. ClearrizLeslo; £. Mancha




APENDICE

(Continuacgao)

Ministéreo da Sadde

FIOCRUZ
Fundagio Oswaldo Cruz

Formulario para Certificado de Exame Androlégico

EXAMES COMPLEMENTARES

12 - ULTRASSONOGRAFICO

Parimetra 12.1 Testiculo direito 12.2 Testiculo esgquerdo
(rdcar unidade de medidal 1 2 3 media 1 2 3 media
DL{ )
DLL ( )
DT { )
Circunferéncia | 1
Area | )
. . Textura Forma  |Ecogenicidade Textura | Forma | Ecogenicidade
Aspecto Ultrassonografico
Observagoes
Parameire 12.3 Cauda do epididimo direito 12.4 Cauda do epididime esquerdo

(rdcar unidade de medidal 1 2 3 media 1 2 3 media
DL{ )]
DLL | )
i . Textura Forma  |Ecogenicidade Testura | Forma | Ecogenicidade
Aspecto Ultrassonografico
Obzervacies
Parameiro 125 Corpoleabega do epididimo direito 12§ Corpolcabega do epididimo esquerdo

(Rdicar unkdage de medida) 1 2 3 meédia 1 2 3 média
DLL{ )
R . Textura Forma  |Ecogenicidade Textura | Forma | Ecogenicidade
Aspecto Ultrassonografico
Observagoes:
Parimetro 12.7 Vesicula seminal direita 12.8 Vesicula seminal esquerdo
(rdcar unidade de medidal 1 2 3 media 1 2 3 media
DL { )]
DLL{ )
DT ]
. . Textura Forma  |Ecogenicidade Textura | Forma | Ecogenicidade
Aspecto Ultrassonografico
Observagies
Parimetro 12.9 Prostata 1210 Glandulas bulbouretrais
Orscar unidage Se medds) 1 2 3 media 1 2 3 media
DL { 1
DLL{ )
OT| 1
R . Textura Forma  |Ecogenicidade Textura | Forma | Ecogenicidade
Aspecto Ultrassonografico
Observagies
13- OUTROS EXAMES (especificar)
14- COMPORTAMENTO SEXUAL
14.1 Monta:
14.2 Eregio

14.3 Ejaculagio

14.4 Domindncia:

15 - OUTRAS OBSERVALOES RELEVANTES

Lagenda medidas: DL: Didmeino Longltudinal; DLL: Didmetro ierc-lateral; DT: Didmetro fransverza

Lagenda acpesto uliracconografion: Textura: 1. Homogénea: 2. Heterogénea; Forma: 1. Reguiar 2. im=gula

Ecogenloldada: 1. Hipoecogdnico: 2. Ecogénico; 3. Hiperecogdnico




APENDICE

APENDICE B - Formuléario de estimulacéo e colheita de sémen por EER.

B,
Ministério da Salide ,.,?D""?@'

Laboratério de Reprodugdo de Primatas ndo '?‘S'l CT
FIOCRUZ Humanos - LRP

daci " Instituto de Ciéndla e
Fi & o Cruz Tecnologia em Biomodelos

PROTOCOLO DE ELETROESTIMULAGAO RETAL PARA COLHEITA DE SEMEN

N* Colheita / Ano: /

Dasta: AnimaV recinto: !

Espécie: Peso (Uitimo/atual):

Protocolo de sedscdo:

Cad3 sén2 92 2stimuio 523 COMPosta 02 10 3 35 2stimuios, com dwagdd d2 3 3 4 S2Qundos 2 Imarvald d2 1 3 2 S2QUNdos e SSMUios SUCSESVOS Com
aumamios 05 V a2 €3d3 sénie, ndo urap3ssando 30 V. (Equipamamo AulIac® Naowat 1Ve3%; 8V=60%)

Voltagem

) Namero estimulos Pausa Observacdes

la2seg Inicio:

la2seg

la2seg
la2seg

la2seg

la2seg

la2seg

1a2seg

lalseg

1a2seg

la2seg
la2seg

la2seg

la2seg

1a2seg

la2seg

la2seg

la2seg
la2seg

1a2seg
la2seg
la2seg

la2seg

la2seg

la2seg

la2seg
la2seg | Fim:

Observacdes

Equipe decolheits:

Veterinario responssvel pelacolheits:




APENDICE

APENDICE C - Formulario de analise de sémen.

Wit o Auen

Fundngeo feialdn Bz

FECHD Servigo de criacao de primatas nao humanos

?il}"

o
5

TB

nir e Pwlae
kusms v brandie

i
bl

FICHA DE EXAME ANDROLOGICO

JMdentificagdo: Espécie:

Idade/Mascimento:

lcolnia: Recinto:

Data/Hora:

Exame do sémen - Andlise geral

IMétodo [colheita):

|Repeticio [ n2fano):

JFreq.fvolt

Tempo de incubagao

lAspectofcodgulo

[Violume (ul)

Coloragao

pH

[11(x 10%/mL)

Motilidade (3]

MRP (%)

MRFP (Grau©, 1,2, 3,40u5)

IMP (%)

HO (%)

1 (%)

DAB (classes I, 11, 1il, IV)

Outros:

Exame do sém

en - Morfo

logia

Cab. Sub-desenv. /dupla

Firiforme | estreita base

Cawda dupla/enrolada

Cab. Isolada f Cab.+ P.L

Granulo/vaciclo acros.

CFD/CFE

GCD/GCP

CDEG

Cab. Gigante/delgada

otal defeitos maiores

otal defeitos menores

Observactes/ Condusdo:

Veterinario responsavel pela colheita:

Veterinario responsavel pelo laboratdrio:

nda:
Freq. = Fregéncia
lAmp. - Amplitude
WVaolt. = Voltagem
[ ]= Concentracdo
MRP = Motilidade Retilinio Progressivo
IMP = Membrana plasmatica integra
HO = Hiposmotico
14 = Integridade de acrossoma
DAB = Atividade mitocondrial

Cab. = Cabega
P. .= Peca intermedigria
Acros. = ACrossomo

CFD = Cau

da fortemente dobrada

CFE = Cauda fortemente enrolada

GCD = Gota citoplasmatica distal

GCP = Gota dtoplasmatica proximal

CDEG = Cauda dobrada ou enrolada com gota




ANEXO

ANEXO A - Licenca da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-Fiocruz)

Ministério da Salde

[/
FIOCRUZ i

Fundagdo Oswaldo Cruz i A4
4 Comissao de Etica
no Uso de Animais

-

LICENGA LW-5/16]

Vice-presidéncia de Pesquisa e
Laboratérios de Referéncia

Certificamos que o protocolo (P-8/14.5), intitulado “CRIA(;AO PRODUGCAO E
MANUTENGAO DE-PRIMATAS NAO HUMANOS NO CENTRO DE CRIACAO DE ANIMAIS DE
LABORATORIO/CECAL PARA ATENDER AOS PROGRAMAS E PROJETOS DESENVOLVIDOS
NA FIOCRUZ”, sob a responsabilidade de CARLA DE FREITAS CAMPOS atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispde sobre 0 uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenca ndo exime a observancia
das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagéo nacional.

Informamos que todos os animais encaminhados para experimento devem ser testados
previamente para tuberculose e os proponentes deveréo informar imediatamente a Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Fiocruz o surgimento de animais positivos para a doenca.

Esta licenga tem validade até 29/02/2020 e inclui o uso total de:

Macaca mulatta
- 163 machos.

- 335 fémeas.

Macaca fascicularis
- 19 machos.
- 39 fémeas.

Saimiri sciureus
- 91 machos.

- 145 fémeas.
Saimiri ustus
- 10 machos.

- 04 fémeas.

Rio de Janeiro, 29 de fevereiro de 2016.

;—te ia M. Molinaro
ce - Coordenadora
CEUA/FlOCRUZ
SIAPE 046




