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Resumo

Os primatas neotropicais sdo um modelo experimental de grande importancia para a pesquisa
biomédica. No entanto, a disponibilidade destes animais para estudos cientificos vem diminuindo devido as
proibicbes impostas por parte dos paises fornecedores de primatas. Estudos visando ao desenvolvimento de
biotécnicas da reproducdo em primatas utilizados na pesquisa ou em perigo de extincdo sdo necessarios. Os
primatas neotropicais considerados mais importantes para a pesquisa biomédica sdo os das espécies Saimiri
sciureus, Callithrix jacchus e Cebus apella. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo discorrer sobre
a biologia, fisiologia e biotécnicas de reproducdo desenvolvidas em fémeas destas trés espécies.

Palavras-chave: fisiologia da reproducéo, biotécnicas de reprodugdo, Saimiri sciureus, Callithrix jacchus e
Cebus apella.

Abstract

The neotropical primates are important experimental models for biomedical researches. However,
scientists are facing a shortage of nonhuman primates available for research due to the limited access to
specimens from supplying countries. Because of that studies aiming the improvement of biotechnologies of
reproduction for neotropical primates species used for research as well as for endangered species are
necessary. The Saimiri sciureus, Callithrix jacchus and Cebus apella are the most important neotropical
primates species used for research. The present work aimed reviewing the reproductive biology and physiology
of these species and updating knowledge’s related to the use of biotechnologies of reproduction in these species.
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Introducéo

As pesquisas com primatas recebem grande atengdo devido as similaridades filogenéticas destes com a
espécie humana (Abee, 2003; Wolf et al., 2004a; Wolf et al., 2004b), o que os torna importantes modelos
experimentais para pesquisas biomédicas (Wright e Bush, 1977; Aurichio, 1995). Estes animais sdo geralmente
os melhores ou, as vezes, 0 Unico modelo para estudar algumas doengas em humanos, bem como terapias e
estratégias de prevencao. Um exemplo de doenca é a malaria, que necessita de espécies de primatas neotropicais
como modelo para o seu estudo (Abee, 2003). Os primatas ndo-humanos sdo também importantes para diversas
pesquisas em reproducéo relacionada & salide humana (Abbott et al., 2004; Appt, 2004; Archer, 2004; Cline,
2004; Jerome, 2004; Kaplan, 2004; Kaplan e Manuck, 2004; Murphy et al., 2004; Story e Kennedy, 2004;
Williams e Suparto, 2004). No entanto, a disponibilidade de primatas para a pesquisa biomédica vem
diminuindo, devido as proibi¢des para exportagdo impostas pelos paises fornecedores de primatas, por razdes
desde religiosas até a ameaca de extincdo dessas espécies (Demands for Rhesus Monkey in Biomedical
Research: A Workshop Report, 2003). Desta forma, o desenvolvimento de biotécnicas de reproducéo, visando
ndo somente a melhorar o desempenho reprodutivo de primatas em cativeiro, mas também preservar a
diversidade genética e produzir animais higidos para a pesquisa biomédica tem sido considerado prioritario pelos
grupos de pesquisas de diversos paises que utilizam estes animais como modelos biolégicos (Abee, 2003).

As espécies de primatas neotropicais brasileiras mais utilizadas como modelo bioldgico sdo Saimiri
sciureus, Callithrix jacchus e Cebus apella. No entanto, essas ainda sdo pouco estudadas no Brasil,
principalmente no que se refere ao desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas que se apresentam como uma
alternativa a diminuigdo de animais disponiveis em cativeiro para a pesquisa. O estudo da biologia e da fisiologia
reprodutiva de primatas brasileiros das espécies Saimiri sciureus, Callithrix jacchus e Cebus apella em cativeiro
(ex situ) ou in situ, é essencial tanto para 0 seu manejo reprodutivo ex situ, assim como para estudos visando ao
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desenvolvimento de biotécnicas de reproducdo (Domingues, 2000; Domingues 2005; Domingues e Caldas-
Bussiere, 2002; Domingues et al., 2003, Domingues et al 2004; Domingues et al 2005; Wolf, 2004).

Dessa forma, o presente trabalho tem o objetivo de abordar a biologia e a fisiologia reprodutiva das
espécies Saimiri sciureus, Callithrix jacchus e Cebus apella, bem como apresentar uma revisdo do
desenvolvimento de biotécnicas de reproducdo que visam ndao somente aumentar 0 potencial reprodutivo de
fémeas, mas que apresentam perspectivas sobre a compreensao da biologia dos oécitos de primatas e do emprego
de técnicas como a Fertilizagdo in vitro (FIV), transferéncia de embrides (TE), clonagem e estudos de células
tronco em primatas neotropicais utilizados na pesquisa biomédica.

Classificacdo dos primatas brasileiros utilizados na pesquisa biomédica

Os primatas pertencem a ordem Primates, que € dividida em duas subordens: a Strepsirhini e a
Haplorhini. Os haplorrinos constituem as infra-ordens Tarsii, Platyrrhini e Catarrhini. Os primatas séo
usualmente chamados de neotropicais ou primatas do Novo Mundo (PNM) (Platyrrhini) e primatas do Velho
Mundo (PVM) (Catarrhini), que sdo aqueles provenientes da Asia e da Africa (Aurichio, 1995). Os primatas do
Novo Mundo (Infra-ordem Platyrrhini) sdo definidos como um grupo diversificado de antropéides encontrados
em habitats tropicais das Américas Central e do Sul (Fleagle, 1999). A infra-ordem Platyrrhini é formada pela
superfamilia Ceboidea, que por sua vez é dividida nas familias Callimiconidae, Callitrichidae, Cebidae
(Monteiro da Cruz, 1998).

Os cebideos constituem a maioria dos primatas neotropicais (Aurichio, 1995). Dentre estes se destacam
as subfamilias Cebinae e Saimiriinae, a que pertencem as espécies Cebus apella e Saimiri sciureus,
respectivamente (Hershkovitz, 1979; Vaughan, 1985), enquanto a espécie Callithrix jacchus pertence a Familia
Callitrichidae.

Fisiologia reprodutiva das fémeas de primatas: aspectos gerais

Segundo Hodges (1987), o ciclo ovariano em primatas compreende uma seqiiéncia de eventos que
refletem o crescimento folicular, a ovulagcdo de um odécito maduro e a formagdo do corpus luteum. De acordo
com o mesmo autor, funcionalmente, o ciclo ovariano pode ser dividido em trés fases: 1) folicular ou
proliferativa, que compreende os eventos que levam ao desenvolvimento de um foliculo pré-ovulatorio; 2)
ovulatoria, que tem inicio com o pico de horménio luteinizante (LH) e culmina com a ruptura folicular e
extrusdo de um odcito maduro e 3) luteal ou secretdria, que se inicia apds a ovulacao e se estende até o inicio da
lutedlise. Contudo, em primatas de ciclo menstrual, existe ainda uma quarta fase, chamada de menstrual (Asa,
1996), na qual ocorre colapso e parcial destruicdo do endométrio, seguida da descamacgdo desse (Strassmann,
1996; Hernandéz-Lopez et al., 1998).

As diferencas entre os ciclos estral e menstrual sdo que no ciclo estral o acasalamento esté limitado ao
periodo do cio, que coincide com a ovulacdo, enquanto em espécies de ciclo menstrual a relacdo sexual ndo esta
restrita ao periodo periovulatério, ou seja, da-se em qualquer época do ciclo, e a ovulagdo ocorre na metade do
ciclo menstrual. O ciclo estral estende-se de uma ovulagdo a outra, enquanto o menstrual delimita-se entre uma
menstruacao e outra (Hafez, 1995), ou seja, o primeiro dia da fase menstrual é considerado o primeiro dia do
ciclo (Nagle et al., 1979; Nagle et al., 1980). O sangramento caracteristico que ocorre no ciclo estral é decorrente
do aumento de estrdgeno e acontece no proestro (Hafez, 1995). No ciclo menstrual, o sangramento da-se pela
diminuicdo das concentracdes de estrégeno e progesterona que ocorrem durante a lutedlise (Hernandéz-L6pez et
al., 1998).

O ciclo estral foi dividido classicamente em estadios que representam eventos comportamentais e/ou
gonadais. A terminologia, criada originalmente para cobaias, ratos e camundongos, foi a seguinte: estro —
periodo de receptividade sexual; metaestro — periodo de desenvolvimento inicial do corpo ldteo; diestro —
periodo da fase madura do corpo ldteo; proestro — periodo de desenvolvimento folicular, subseqiiente a regressao
lutea e que termina no estro (Stabenfeldt, 1992). Em animais de ciclo menstrual, cuja atividade sexual ndo esta
restrita a nenhuma fase do ciclo, esta terminologia ndo é muito adequada. As espécies C. jacchus (Abbott e
Hearn, 1978) e S. sciureus (Gould et al., 1973) sdo primatas neotropicais de ciclo estral, enquanto a espécie C.
apella apresenta ciclo menstrual (Wright e Bush, 1977; Nagle et al., 1979; Nagle et al., 1980; Linn et al, 1995;
Fragaszy e Adams-Curtis, 1998; Domingues, 2005; Ortiz et al., 2005).

Em uma revisdo acerca da atividade sexual em primatas ndo-humanos, Blaffer e Whitten (1987)
referem-se ao ciclo menstrual como sendo tipico de primatas do Velho Mundo. Estes autores basearam-se na
observacdo do sangramento ciclico e do comportamento sexual de primatas. Contudo, para uma classificacdo
precisa do ciclo ovariano em primatas, sdo necessarios estudos endocrinolégicos e colpocitologicos. Por meio de
estudos mais amplos, o ciclo menstrual tem sido descrito em varias espécies de primatas do Novo Mundo
(Wright e Bush, 1977; Nagle et al., 1979; Nagle et al., 1980, Hernandéz-Lépez et al., 1998; Ortiz et al., 2005).
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Fisiologia reprodutiva dos primatas neotropicais utilizados na pesquisa biomédica
Saimiri sciureus: ciclo estral

A espécie S. sciureus organiza-se em grupos de 10 a 35 individuos, ou até mesmo em grupos com
centenas de individuos (Baldwin e Baldwin, 1971; Baldwin, 1985). O peso corpéreo do individuo adulto pode
variar de 0,900 — 1,200kg. A fémea de S. sciureus pode conceber pela primeira vez aos 2,5 anos de idade
(Baldwin, 1985). A gestacdo dura em média de 155 dias (Jarosz et al., 1971; Hearn, 1994), sendo o intervalo de
geracdes de 4 anos (Hearn, 1994).

A fémea de S. sciureus apresenta um ciclo estral de oito-nove dias. A concentracéo sérica de estrégeno
(E,) varia de 81,0 + 8,2 pg/ml a 503,0 + 57,5 pg/ml, sendo que leva de oito a dez dias entre um pico e outro de E,
(Wolf et al., 1977). Ghost et al. (1982) observaram que um aumento abrupto da concentragdo de E, ocorre
aproximadamente no dia 4 do ciclo, sendo acompanhado por um pico LH. Apds trés-quatro dias do pico de E,,
as concentracdes séricas de progestinas atingem valores maximos de 399,0 + 27,7 ng/ml. A menor concentracao
de progestinas séricas foi 70 + 12.0 ng/ml (Wolf et al., 1977).

A espécie S. sciureus, diferente de outros primatas neotropicais, apresenta uma sazonalidade bem
definida (Dukelow, 1970; Wolf et al., 1977; Dukelow, 1978). Esta sazonalidade foi primeiramente descrita
guando animais foram levados do Brasil para o hemisfério norte e uma colonia foi mantida em condigGes
ambientais em Miami (Florida-EUA). Durante seis anos de manutencdo desta coldnia de S. sciureus, 0
nascimento de filhotes foi restrito a apenas 8 - 12 semanas por ano (Dumond, 1968). A sazonalidade desta
espécie parece estar relacionada ao periodo de estacdo seca (Hearn, 1983) e ndo ao fotoperiodo. Na natureza,
estes animais reproduzem-se de julho a setembro, com 0s nascimentos acontecendo em dezembro. No hemisfério
norte, estes animais continuam apresentando sazonalidade (Dukelow,1985).

Callithrix jacchus: ciclo estral ou menstrual?

A espécie C. jacchus organiza-se em grupos de até 15 individuos (Aurichio, 1994). O peso corporeo do
adulto varia de 350 — 450g. A maturidade sexual é alcangada com 18 a 24 meses de idade. A gestacdo dura em
média de 141 a 145 dias (Clarke, 1994). As fémeas geram gémeos, raramente um ou quatro filhotes (Coimbra-
Filho et al., 1976). O intervalo de geragdes é de dois anos (Hearn, 1994). A espécie C. jacchus pode viver em
cativeiro em torno de 10 a 15 anos, embora a performance reprodutiva das fémeas deteriore-se a partir dos oito a
dez anos de idade (Clarke, 1994).

Hearn e Lunn (1975) utilizando cinco fémeas monitoradas durantes 75 dias por meio da mensuracéo da
concentracdo plasmatica de LH, P, (progesterona) e E, com o uso do radioimunoensaio, relataram que a fémea
de C. jacchus apresentou um ciclo ovariano de 16,4 + 1,7 dias. A fase folicular durou de quatro-seis dias,
enquanto a fase luteal apresentou oito-dez dias. No entanto, Harding et al. (1982), usando 15 fémeas
descreveram um ciclo de 30 + 6 dias levando em conta o perfil de progesterona ao longo do ciclo, com a fase
folicular e periovulatéria com 10,4 + 5 dias (6-20 dias), e a luteal com 18,9 + 1,6 dias (17-21 dias).

No inicio da fase folicular (dias 2-4), a concentragdo plasmatica de E; foi de 200 pg/ml e de LH variou
de 2-4 ng/ml. Por volta do dia 7 do ciclo, ocorreu o pico de estrégeno (1000 pg/ml) que foi seguido pelo de LH,
quando este atingiu valores de 10 ng/ml. A concentracdo plasmética de P, alcancou valores em torno de 10 ng/ml
no inicio da fase folicular, entre os dias 2-4. Ainda antes do pico de estrégeno, a P, comegou a se elevar,
atingindo valores de 10-20 ng/ml entre os dias 07-08 (Hearn e Lunn, 1975).

Logo ap0s o pico de estrdgeno, a progesterona sofre um aumento abrupto atingindo valores ao redor de
60 ng/ml, mantendo-se altos até o fim do ciclo, enquanto o estrégeno e o LH diminuem gradativamente durante a
fase luteal, voltando a seus valores basais de 2 ng/ml. As fémeas de C. jacchus ovulam de dois a quatro odcitos
por ciclo (Hearn, 1983; Tardiff e Jaquish, 1997). O corpo liteo de C. jacchus secreta estradiol na fase litea, de
forma que a concentragdo plasmética oscila entre 200-600 pg/ml. No fim do ciclo, o estrégeno estd com a
concentracdo de 200 pg/ml e a progesterona com 10-20 ng/ml (Hearn e Lunn, 1975; Harding et al., 1982). A
histerectomia em C. jacchus néo interfere na formagdo e/ou regressao do corpo lUteo, sendo que este ndo se
encontra sob controle do Utero (Hearn et al., 1978).

A fémea de C. jacchus ndo apresenta um sangramento ciclico nem na fase periovulatéria e nem no final
da fase luteal. No entanto, a fémea de C. jacchus aceita 0 macho em qualquer fase do ciclo, o que dificulta a
classificacdo de seu ciclo ovariano (Hearn e Lunn, 1975).

O seu comportamento monogamico é muito estudado devido ao fato de que a fémea dominante inibe o
ciclo ovariano nas fémeas subordinadas (Abbott, 1984; Collilas et al., 1984), além da intolerancia da fémea
dominante em relagdo as outras fémeas do grupo, que é demonstrada por meio de agressfes que podem levar as
fémeas subordinadas a morte (Collilas et al., 1984). Esta hierarquia que acarreta inibi¢do do ciclo ovariano nas

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.30, n.1/2, p.57-71, jan./jun. 2006. Disponivel em www.cbra.org.br 59



0)

Domingues e Caldas-Bussiere. Fisiologia e biotécnicas da reprodugdo desenvolvidas em fémeas de primatas...

fémeas subordinadas pode ser demonstrada pela manutencdo e diminuicdo das concentracdes plasmaticas de
estrdgeno e LH (Abbott et al., 1988) e P, (Abbott et al., 1981; Abbott et al., 1988), respectivamente.

Cebus apella: um modelo para o estudo do ciclo menstrual em primatas neotropicais

A espécie Cebus apella organiza-se em grupos de 8 a 16 individuos (Aurichio, 1995). O peso corporeo
do individuo adulto pode variar de 2,800 — 4,500kg. A fémea de C. apella pode conceber pela primeira vez aos
cinco anos de idade, quando apresenta 90% do peso de um individuo adulto, entre quatro-seis anos 0s animais
ainda sdo considerados subadultos. A gestacdo pode levar em média 155 dias. O intervalo de geracGes é de
cinco-seis anos (Hearn, 1994; Fragaszy e Adams-Curtis,1998). Podem se reproduzir até os 25 anos, e alcancar 0s
44 anos em cativeiro (Aurichio, 1995).

A fémea de C. apella (macaco-prego) apresenta um ciclo menstrual que varia de 18 a 21 dias (Wright e
Bush, 1977; Nagle et al., 1979, 1980; Linn et al, 1995; Fragaszy e Adams-Curtis, 1998; Domingues, 2005; Ortiz
et al., 2005). No inicio do ciclo menstrual (dias 1-4 do ciclo), a concentracdo plasmatica de 173-estradiol (E,)
varia entre 70-100 pg/mL. A concentragdo de E, aumenta gradativamente conforme o foliculo dominante cresce
(Nagle et al., 1980; Ortiz et al., 2005), e ocorre um pico deste horménio (503,3 + 30,6 pg/mL) entre os dias 7-10
do ciclo menstrual (Nagle et al., 1979; Nagle et al., 1980).

Com o uso da laparoscopia e com a mensuracao da concentragdo plasmatica de E,, foi demonstrado que
a ovulacao ocorre entre os dias 8 — 11 do ciclo menstrual da fémea de C. apella. O foliculo pré-ovulatério pode
alcancar 10-12 mm de didmetro. A ovulacdo de um dnico foliculo ocorre dentro de 10-24 h (18,1 + 0,9 h) ap6s o
pico de E,. O foliculo dominante pode ser reconhecido até quatro dias antes da ovulagdo utilizando-se a
laparoscopia (Nagle et al., 1980). Foi demonstrado que o foliculo dominante pode ser identificado por meio da
laparotomia a partir do dia 3 do ciclo e até seis dias antes da ovulagcdo com o uso da ultra-sonografia 2D. O
diametro e o volume médio do foliculo pré-ovulatério mensurado nos exames ultra-sonograficos no dia da
ovulacéo foi de 9.6 mm e 0,54 mL, respectivamente (Domingues, 2005). Também usando a US transabdominal
2-D, foi reportado que a ovulacdo acontece quando o didmetro médio do foliculo ovulatério alcangca 8-9 mm
(variacdo de 6,4 a 9,6 mm) (Ortiz et al., 2004; Ortiz et al., 2005; Domingues, 2005), sendo que o foliculo
dominante de 5,0 mm leva de um a cinco dias para atingir o seu didmetro maximo, sendo este um pardmetro
importante para se estimar o provavel dia da ovulacdo em fémeas de C.apella (Ortiz et al., 2005).

A partir de 24h do pico de E,, o seu declinio gradual tem inicio (Nagle et al., 1980). A fase luteal
subsequiente possui 12-13 dias (Nagle et al., 1979). Cinco dias apds o seu pico, os valores plasmaticos de E;
atingem a sua menor concentracdo (53, 6 + 5,1 pg/mL), ndo sofrendo nenhum aumento significativo durante toda
a fase luteal. A concentracéo plasmatica de P, € baixa durante toda a fase folicular (2,1-10 ng/mL) (Nagle et al.,
1979, 1980). Contudo 12 h ap6s o pico de E,, a P, comega a aumentar, dentro de 24 h atinge valores entre 12 -
15 ng/mL, e alcanca o seu valor maximo de 66,9 + 5,6 ng/mL seis dias apds o pico de E,. Um dia antes da
menstruacdo, ocorre um declinio abrupto da concentracdo de P, e E, plasmatica, quando estes retornam para o0s
seus valores basais (Nagle et al., 1980).

Foi descrito que a fase menstrual dura de 1-8 dias (Wright e Bush, 1977) ou de 1-5 (Nagle et al., 1979,
1980). Durante a menstruagio, sio observados os menores valores plasmaticos de E; e P, (Nagle et al., 1979). E
possivel a visualizacdo de um pequeno sangramento, caracterizando a fase menstrual (Wright e Bush, 1977;
Nagle et al., 1979, 1980; Linn et al., 1995; Aurichio, 1997). Estudos citologicos, para determinar o tipo de ciclo
da fémea de C. apella, constataram que o sangramento, apesar de ndo ser pronunciado, ocorre logo ap0s a fase
luteal (Wright e Bush, 1977; Nagle et al., 1979; Nagle et al., 1980; Linn et al., 1995), e ndo no periodo
periovulatério, como acontece em fémeas de ciclo estral. Segundo Strassmann (1996) e Hernandez-Lopes et al.
(1998), o pequeno sangramento durante a fase menstrual nos platirrinos é decorrente da presenga de arteriolas
uterinas retas ao invés de espiraladas.

Ciclicidade do epitélio vaginal de fémeas de primatas neotropicais

As fémeas de S. sciureus, C. jacchus e C. apella apresentam mudangas ciclicas do epitélio vaginal que
acompanham a ciclicidade ovariana (Hearn e Lunn 1975; Nagle et al., 1979; Jarosz et al., 1977; Bruggemann e
Dukelow, 1980; Nagle et al., 1980; Hearn, 1994). Essas mudancas no epitélio vaginal podem ser utilizadas para
determinar o periodo em que a ovulagdo ira ocorrer. Conseqiientemente, a colpocitologia funciona como um
método auxiliar de baixo custo que pode ser empregado no diagnéstico da fase periovulatéria e menstrual,
especificamente no caso de Cebus apella, sendo este um aspecto importante em programas de reproducéo
assistida (Domingues et al., 2003b; Domingues, 2005).
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Biotécnicas visando aumentar o potencial reprodutivo de fémeas de S. sciureus, C. jacchus e C. apella
Saimiri sciureus

Um dos principais fatores limitantes das biotécnicas aplicadas a reproducéo é a obtencdo de odcitos
viaveis. Dentro deste contexto, estudos com fémeas de Saimiri sciureus envolvendo inducdo da ovulagdo (Gould
et al., 1973; Kuehl e Dukelow, 1975b; Kuehl e Dukelow, 1978) e estimulacdo hormonal ovariana (Bennett,
1967a; Dukelow, 1978; Dukelow, 1979; Dukelow et al., 1981; Asakawa et al., 1982; Yano e Gould, 1985;
Pierce et al.,1993) tém sido desenvolvidos.

A estimulacdo ovariana em S. sciureus é obtida diante de diversos protocolos de estimulagcdo hormonal.
De um modo geral, os trabalhos baseiam-se no pré-tratamento com progesterona, seguido pela associagdo de
horménio foliculo estimulante e gonadotrofina coriénica humana (FSH-hCG) (Dukelow et al.,1981; Asakawa et
al., 1982; Pierce et al.,1993). Outros protocolos utilizam somente 0 hCG (Dukelow, 1979) ou hFSH (Yano e
Gould, 1985). Pierce et al. (1993) testaram o0s seguintes protocolos: a) controle: FSH (1mg) por quatro dias
consecutivos, e uma Unica dose de hCG (250 Ul); b) citrato de clomifeno (2mg, 4mg e 6mg) associado com hCG
(250 UI); c) FSH, prostaglandina E; (2 mg) e hCG (250 Ul); d) somente prostaglandina E; (2 mg). O grupo
controle apresentou os melhores resultados em relacdo a média de foliculos antrais pequenos, médios e grandes
por animal, que foram de 8,3; 3,6 e 1,1; respectivamente. A associagdo citrato de clomifeno (6mg) e hCG (250
Ul) apresentou resultados similares aos do grupo-controle em relagdo a média de foliculos antrais por animal.
Independente do protocolo de estimulagdo ovariana utilizado, alguns aspectos da fisiologia de S. sciureus devem
ser levados em consideracdo, como a curta duracdo do ciclo estral, a sazonalidade e a alta concentracdo
plasmética de esterdides quando comparada com outras espécies.

Assim como varios protocolos de estimulagdo homonal ovariana tém sido descritos em Saimiri
sciureus, a aspiracao folicular por laparoscopia (Dukelow et al, 1971; Kuehl e Dukelow, 1979; Asakawa et al.,
1982; Asakawa e Dukelow, 1982; Dukelow, 1983; Yano e Gould, 1985; Pierce et al., 1993) ou laparotomia
(Kuehl e Dukelow, 1979) foram descritas, onde o nimero de odcitos obtidos por animal variou de dois a seis por
animal (Kuehl e Dukelow, 1979; Asakawa et al., 1982; Asakawa e Dukelow, 1982; Pierce et al.,1993).

Com os od6citos obtidos de S. sciureus, apos a estimulacdo hormonal e puncéo folicular, estudos visando
a fertilizagdo in vitro (FIV) tém sido realizados (Johnson et al., 1972; Cline, 1972; Gould et al., 1973; Kuehl e
Dukelow, 1975a; Kuehl e Dukelow 1979; Asakawa et al., 1982; Asakawa e Dukelow, 1982; Pierce et al.,1993).
Uma vez que a espécie Saimiri sciureus apresenta sazonalidade, a estimulacdo hormonal ovariana e a inducdo da
ovulacdo compreendem etapas importantes para realizar a inseminacéo artificial (1A). Ressalta-se que S. sciureus
foi a primeira espécie de primata neotropical na qual a 1A foi empregada (Bennett, 1967b).

Callithrix jacchus

Em C. jacchus, foram descritos protocolos de sincronizacéo de ciclo por meio da indugdo da lutedlise
utilizando a prostaglandina F,, (0,8 ug), (Summers et al., 1985; Einspanier et al., 1994; Einspanier et al., 1997)
ou um analogo (cloprostenol - 0,5-0,8 ug) (Gilchrist et al., 1997; Marshall et al., 1998; Gilchrist et al., 2001).
Apo6s a inducdo da lutedlise, a estimulacdo hormonal ovariana em C. jacchus com o uso de FSH (1,5 Ul)
(Gilchrist et al., 1997), hCG (75 Ul) (Marshall et al., 1998), ou ambos (Marshall et al., 2003) vem sendo
estudada no intuito de aumentar a quantidade de odcitos obtidos a partir de foliculos antrais.

Apo6s a administracdo de FSH (n=5) e solucgdo salina (NaCl, 0,9 %) para o grupo-controle (n=5),
posterior remocgdo dos ovarios e disseccdo de foliculos antrais com diametros variando de 660 um a 1400 um,
foram obtidos 823 odcitos (82,3 odcitos/animal) que foram submetidos & fertilizagdo in vitro e ao cultivo de
embrides in vitro (CIV) (Gilchrist et al., 1997). Em outro estudo visando a ativacdo partenogenética de odcitos
de C. jacchus, foi utilizado o hCG para estimulagcdo hormonal ovariana, e os foliculos antrais com diametro
acima de 2mm foram puncionados por meio da laparotomia, sendo possivel recuperar 2,4 o6citos por animal
(Marshall et al., 1998). Marshall et al. (2003) testou o uso de r-hFSH (1, 10, 25 ou 50 Ul), duas vezes ao dia, por
seis dias, e posterior administracdo de hCG, obtendo uma média de 1, 25; 0,5; 1 e 5 CCOs por animal,
respectivamente, apos a puncdo dos foliculos antrais com diametro a partir de 2mm por meio da laparoscopia
adaptada com um otoscopio. Nesse trabalho de Marshall et al. (2003), demonstraram ndo somente uma nova
técnica de puncéo folicular sem a necessidade de remocao dos ovarios, mas também a necessidade de altas doses
de FSH (50 UI) para uma estimulacdo hormonal eficiente em C. jacchus.

A fertilizacdo in vitro tem sido estudada ap6s a estimulagdo hormonal ovariana em C. jacchus (Gilchrist
et al., 1997). Foi demonstrado que a capacidade de os odcitos retomarem a meiose e atingirem a metafase Il foi
dependente do tamanho do foliculo antral com diametros variando de 660 a 1400 um e independente da
associagdo do odcito com as células do cumulus e do tempo de maturagdo oocitaria in vitro (Gilchrist et al.,
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1997). No tocante a fertilizacdo in vitro, houve o desenvolvimento de mérulas e blastocistos a partir de oécitos
desnudos e intactos obtidos de fémeas tratadas ou ndo com hFSH (Gilchrist et al., 1997; Marshall et al., 2003).

Outras técnicas importantes como a inseminacao artificial (Morrel et al., 1998), fertilizacdo in vitro
(Lopata et al., 1988; Wilton et al., 1993; Marshall et al., 2003), criopreservacdo de embriGes (Summers et al.,
1987), transferéncia de embrides (TE) obtidas por fertilizacdo in vitro (Lopata et al., 1988) e ativacdo
partenogenética (Marshall et al., 1998) foram descritas em C. jacchus. A transferéncia dos embrides obtidos por
fertilizacdo in vitro foi realizada, resultando no nascimento de dois individuos, ap6s a transferéncia para trés
fémeas receptoras (Lopata et al., 1988). A TE apds ativacdo partenogenética de odcitos por meio da estimulacéo
elétrica (seis pulsos de 2kV/cm e 70 useg) ou exposicdo ao etanol (7%) foi conduzida, ocorrendo evidéncia
bioguimica de prenhez, confirmada pela dosagem de progesterona plasmatica, bem como pela implantacdo de
embrides, constatada pela histologia do Utero (Marshall et al., 1998).

Cebus apella

O uso da espécie C. apella como modelo experimental no desenvolvimento de técnicas de reproducao
assistida visando aumentar o potencial reprodutivo de fémeas ainda é muito restrito, apesar de alguns aspectos de
sua fisiologia reprodutiva serem objeto de estudo de muitos pesquisadores (Wright e Bush, 1977; Nagle et al.,
1979; Nagle et al., 1980; Nagle et al., 1989; Nagle et al., 1994; Linn et al.,1995; Domingues et al., 2003b, 2004;
Ortiz et al., 2004; Nagle, 2004; Ortiz et al., 2005; Domingues, 2005; Nagle et al., 2005).

Técnicas de reproducdo assistida, tais como producdo e transferéncia de embrides, transgénese e
clonagem, atualmente ndo sdo uma realidade em C. apella. Vale ressaltar que essas técnicas possuem o seu
impacto limitado devido a dificuldade de obtencdo de oocitos que poderiam ser utilizados em protocolos de
maturacdo in vitro, fertilizacdo in vitro, transferéncia de embriGes e clonagem (Domingues et al., 2003;
Domingues et al., 2004; Domingues, 2005).

Recuperagdo e cultivo in vitro de odcitos oriundos de foliculos antrais em primatas neotropicais sem
estimulacdo hormonal ovariana

Estudos visando a maturagdo oocitaria in vitro sdo imprescindiveis para a compreensao da biologia do
oocito em primatas do Novo Mundo (Kuehl e Dukelow, 1979; Gilchrist et al., 1995; Gilchrist et al., 1997;
Nayudu e Michelmann, 2003; Delimetreva et al., 2006) e do Velho Mundo (Alak e Wolf, 1994; Schramm e
Bavister 1994; Schramm et al 1993; Schramm & Bavister, 1996; Jensen et al., 2002; Bavister, 2004; Yin et al.,
2006; Zheng et al., 2001a; Zheng et al., 2001b; Zheng et al., 2003; Zheng et al., 2005a; Zheng et al., 2005b;
Zheng et al., 2006; Zheng et al., 2007), sendo este aspecto importante nos dois grupos para estudos FIV (Vande
den Voort et al., 2003), TE (Marshall et al., 2003; Wolf et al., 2004b), ativacdo partenogenética (Marshall et al.,
1998), clonagem por biparticdo embrionaria (Mitalipov et al., 2002a) e transferéncia nuclear (Wolf et al.,1999;
Mitalipov et al., 2002b; Chen et al., 2006; Zhou et al., 2006; Chen et al., 2007), bem como estudos com células
tronco (Thomson et al., 1996; Pau e Wolf, 2004; Wolf, 2006).

A obtencdo de odcitos vidveis para o desenvolvimento de protocolos de maturagdo in vitro, sem as
fémeas terem sido submetidas a estimulacdo hormonal, pode ser realizada a partir da retirada dos ovarios,
disseccdo e excisao dos foliculos antrais para recuperacdo dos o6citos, bem como a puncao de foliculos antrais
durante a fase folicular com o auxilio da laparotomia, laparoscopia ou ultra-sonografia. Assim, é necessario
conhecer a distribui¢do dos foliculos antrais durante a fase folicular para escolher o melhor dia para realizar a
puncéo folicular, devendo ser levada em consideracdo a quantidade de foliculos antrais com o6citos de boa
qualidade (Domingues, 2005), ou seja, o0citos com citoplasma homogéneo e circundado por vérias células do
cumulus (Rodrigues e Farin, 2004).

A distribuicdo de foliculos antrais durante a fase folicular foi descrita por Gilchrist et al. (2001) em C.
jacchus. Foi realizada a disseccao de foliculos antrais, durante quatro periodos da fase folicular, distribuida entre
os dias 1-2, 3-4, 6-7, e 8-9 do ciclo, e um periodo da fase luteal, por volta do dia 22. Os autores dividiram o0s
foliculos antrais de C. jacchus em quatro categorias 0,6-1,0 mm; 1,0-1,5 mm; 1,5 -2,0 mm e > 2,0 mm. Foi
possivel obter em torno de 68 foliculos antrais a partir de 55 pares de ovarios, sendo que o percentual médio dos
foliculos pequenos, com didametro de 0,6 mm, variou de 100% na fase luteal a 77 % no fim da fase folicular (dias
8-9 do ciclo). Os foliculos médios e grandes (> 1,0 mm) comegam a surgir a partir dos dias 3-4 do ciclo, apds um
pique de FSH no dia 2. Nos dias 7-9 do ciclo, os foliculos pré-ovulatérios (> 2000 wm) surgem apés um segundo
pique de FSH, que ocorre no dia 6, com subseqiiente aumento dos niveis de estradiol.

Em relacdo as fémeas de Cebus apella, Domingues et al. (2004) descreveram aspectos gerais da
oogeénese e foliculogénese nas fases pré-antral e antral por meio do estudo estereolégico da populagéo folicular
ovariana. Em fémeas adultas de C. apella ocorre uma média de 60 + 19 foliculos antrais pequenos por ovario,
com diametro médio de 514 + 56 um e variando de 264-983 um.
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Utilizando a laparotomia, observa-se a quantidade de foliculos antrais a partir de 2 mm de diametro
presentes nos ovarios direito e esquerdo nos dias 5, 7 e 9 do ciclo menstrual (Tab. 1). A puncdo folicular foi
realizada por laparotomia, tendo sido obtido de dois a cinco complexos cumulus-oophurus por animal, sem
estimulacdo hormonal, provenientes de foliculos antrais pequenos, médios e grandes nos dias estudados,
(Domingues, 2005). No entanto, ainda sdo necessarios estudos visando a maturacdo oocitaria in vitro em fémeas
adultas de C. apella.

Em C. apella, apesar de a laparoscopia ter sido empregada para descrever o crescimento folicular na
fase antral (Nagle et al., 1980) e para estudar a fisiologia do ligamento Gtero-ovariano (Nagle et al., 1994), ainda
ndo se tem descrito a recuperacdo de odcitos a partir de foliculos antrais por meio da laparoscopia. No entanto,
Nagle et al. (1980) relataram a dificuldade de manipular o ovario que continha o foliculo pré-ovulatério proximo
a ovulacdo devido a presenca das fimbrias sob a superficie do foliculo pré-ovulatério.

Tabela 1. Numero de foliculos antrais presentes nos ovarios direito e esquerdo, nos dias 5, 7 e 9 do ciclo
menstrual de fémeas adultas de primatas da espécie C. apella.

Dia do ciclo
05 07 09
Foliculo antral oD OE oD OE oD OE
Pequeno (< 2 mm) 4.4+ 0,9 2,4+0,7° 2,8+13 2,3+0,8° 2,0+ 0,6 0,8+ 0,4°
Médio(2 a < 4 mm) 06+02° 02+02° 0° 02+02% 04+0,2° o°
Grande (= 4 mm) 0,2+0,2° 0,6+0,3° 05+0,2° 0,3+0,2° 04+0,2° 0,4+ 0,2%
Total 52+1,0 32+0,7 3,3+1,3 28+11 2,8+0,6 1,2+0,4

*P Diferentes letras entre linhas dentro de uma mesma coluna indicam diferenca significativa entre grupos
(ANOVA, P < 0,05). OD, ovério direito; OE, ovario esquerdo.
Fonte: Domingues, 2005.

Os oocitos de foliculos antrais provenientes de fémeas ndo estimuladas podem ser importantes para
estudos de maturacao oocitaria in vitro. Em C. jacchus foi estudada a competéncia de odcitos obtidos de fémeas
ndo estimuladas com hormdnio em relagdo ao tamanho dos foliculos e associacdo dos odcitos com as células do
cumulus (Gilchrist et al., 1995). Para tanto, ovarios foram retirados das fémeas no dia 7 do ciclo, e os odcitos
desnudos e intactos provenientes de foliculos com didmetro de 260 — 400 um, 420-640 um, 660-1000 um, e pré-
ovulatdrios (2000 pm) foram submetidos a maturagdo in vitro (MIV) em meio de Waymouth, suplementado com
soro fetal bovino (10%), hFSH (1 ug/mL), hLH (10 pug/mL), 0,23 mM de piruvato de sddio por 48 horas, em
concentragdo de CO, de 5% em ar a 37°C. Nestas condi¢Oes, a competéncia do odcito em atingir a Ml foi
dependente do diametro do foliculo, mas independente da relagdo do oocito com as células do cumulus, sendo
gue anormalidades dos o6citos adquiridos durante o processo de maturagdo nuclear ocorreram principalmente
em od6citos desnudos provenientes de foliculos com menores didmetros.

Atualmente, a espécie C. jacchus vem sendo utilizada como modelo para estudar anormalidades durante
a retomada da meiose a partir da profase | até a metafase Il em odcitos cultivados in vitro obtidos a partir de
foliculos antrais com didmetro de 700 um a > 1400 um, sem estimulagdo hormonal ovariana (Delimetreva et al.,
2006). O estudo caracterizou detalhadamente a distribuicdo normal de cromossomos em MII e a aneuploidia
decorrente de anormalidades no fuso mitético durante a maturacéo oocitéria in vitro.

Puncéo guiada por ultra-sonografia em fémeas de primatas neotropicais

Apesar da eficiéncia da laparotomia e da laparoscopia para predizer o0 momento da ovulacdo e para
realizar a puncdo de foliculos antrais a partir de 2 mm de diametro, visando a obtencéo de odcitos viaveis para a
maturacdo in vitro e posterior fertilizacdo in vitro, estas técnicas sdo dificeis de serem realizadas rotineiramente
devido a dificuldade de obtencdo de animais que possam ser utilizados nos experimentos e por constituirem-se
em técnicas invasivas. Desta forma, a obtencdo de imagens ultra-sonogréaficas do trato reprodutor oferece novas
oportunidades no que diz respeito a puncdo oocitaria ecoguiada (Nibart et al., 1997; Hildebrant et al., 2000;
Domingues, 2005; Schuler et al., 2007), por ser menos invasiva, e permitir maior quantidade de coletas de
odcitos por fémea.

A visualizagdo ultra-sonografica das estruturas reprodutivas pélvicas de fémeas, ou seja, o Utero e 0s
ovarios, foi inicialmente demonstrada por Kratochwil et al., (1972). A técnica de puncdo oocitaria ecoguiada foi
primeiramente descrita por Pieterse et al. (1988). Faz-se a visualizacdo dos foliculos ovarianos com o auxilio da
ultra-sonografia, puncionando-os com uma agulha acoplada a uma guia de biopsia, sendo que o conteldo
puncionado é direcionado para um tubo coletor.

A puncao folicular ecoguiada é amplamente utilizada em espécies domésticas, e 0s resultados obtidos
confirmam a possibilidade de repetidas coletas (Nibart et al., 1995; Lacaze et al., 1997; Guyader-Joly et al.,
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1997). Mas para que a puncdo oocitiria ecoguiada seja uma realidade em primatas neotropicais, faz-se
necessario primeiramente o estudo do crescimento folicular a partir da ultra-sonografia. Em primatas
neotropicais, a ultra-sonografia tem sido estudada principalmente em C. jacchus (Oerke et al., 1996; Oerke et al.,
2002). Nesta espécie, tem se mostrado uma importante ferramenta no diagnostico da ovulagdo, com o intuito de
posteriormente realizar a inseminacéo artificial (Morrel et al., 1998). Na espécie Saimiri sciureus ainda néo foi
realizada a puncdo folicular ecoguiada, no entanto a técnica foi descrita em Saimiri boliviensis boliviensis, que
apresenta biologia e fisiologia reprodutiva, bem como tamanho corp6reo similares a espécie Saimiri sciureus, 0
gue demonstra a possibilidade de puncdo ecoguiada também nesta Gltima (Schuler et al., 2007).

Em Cebus apella, trabalhos utilizando a ultra-sonografia para estudar as dimens@es do Utero (Fig. 01) e
ovarios (Domingues, 2005), e para acompanhar o crescimento de foliculos antrais vém sendo realizados
(Domingues, 2005; Ortiz et al., 2005). Os dados obtidos por Domingues (2005) e Ortiz et al. (2005) no tocante a
visualiza¢do do foliculo dominante, ao tempo de crescimento e dimensdes do foliculo pré-ovulatério foram
similares. A Fig. 2 mostra a regressao linear (p=0.0001) entre didmetro e volume do foliculo dominante (Fig. 3)
em relagdo & fase de crescimento folicular do ciclo menstrual em fémeas de C apella. A partir do dia 3 do ciclo
menstrual, o foliculo dominante é facilmente visualizado (Domingues, 2005). No entanto, a pun¢éo ecoguiada
em Cebus apella ainda ndo esta estabelecida.
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Figura 1. SeccOes longitudinal (A) e transversal do Utero (B) obtido durante exames ultrassonograficos 2D
transabdominais (Modelo Sa-9900, Medison Co, Ltda, Daechi-Dong, Kangnam-ku, Cuseoul, Korea) de fémeas
adultas de C. apella.
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Fonte: Domingues, 2005.

Figura 2. Regressdo linear entre didmetro e volume do foliculo dominante mensurado durante exames
ultrassonogréficos 2D transabdominais (Modelo Sa-9900, Medison Co, Ltda, Daechi-Dong, Kangnam-ku,
Cuseoul, Korea) em relacéo os diferentes dias do ciclo menstrual estudados em fémeas de C apella.
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Figura 3. Secc¢do transversal de um Foliculo dominante no dia 07 do ciclo
menstrual de fémeas adultas de C. apella obtido durante exame
ultrassonogréfico 2D transabdominal (Modelo Sa-9900, Medison Co, Ltda,
Daechi-Dong, Kangnam-ku, Cuseoul, Korea).

Recuperacdo e o cultivo in vitro de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais em primatas neotropicais

Os foliculos ovarianos pré-antrais compreendem cerca de 90% da populagdo folicular, o que representa
um pool de reserva de foliculos ovarianos. Quando um foliculo sai do pool de reserva, ou seja, é ativado para
crescer, ele pode seguir dois destinos: o desenvolvimento até o estadio pré-ovulatério ou a morte por atresia. A
atresia é um processo fisiologico que leva a morte de 99,9% dos foliculos presentes nos ovarios (Erickson, 1986;
Asa, 1996; Fortune, 1994; Figueiredo, 1995; Moniaux et al. 1997; Figueiredo et al, 1997; Figueiredo et al,
2002).

No intuito de evitar a perda natural dos foliculos ovarianos durante o processo de atresia, procedimentos
visando & recuperacgdo ou ao isolamento de foliculos pré-antrais de mulheres por meio de métodos enzimaticos
(Roy e Treacy, 1993) e mecanicos em C. apella (Domingues, 2000; Domingues et al., 2003) tém sido
desenvolvidos. Assim, pequenos foliculos ovarianos pré-antrais recuperados dos ovarios dos animais post-
mortem ou convalescentes podem ser uma importante fonte de odcitos, desde que sejam desenvolvidos
protocolos de cultivo in vitro destes foliculos pré-antrais, existindo ainda a possibilidade de criopreservacao
destes para formacao de banco de germoplasma animal.

No entanto, vale ressaltar que o cultivo de foliculos pré-antrais somente estd bem estabelecido em
camundongos. Eppig e Schroeder (1989) obtiveram o nascimento de camundongos a partir de odcitos obtidos de
foliculos pré-antrais cultivados in vitro. Posteriormente, Carrol et al. (1990) obtiveram produtos viaveis, apds
isolamento, criopreservacao e cultivo de foliculos pré-antrais de camundongo. Para que tais feitos sejam
possiveis em primatas neotropicais, sdo necessarios estudos sobre a oogénese e foliculogénese nas fases preé-
antral e antral.

Em Cebus apella, foi descrito o isolamento de foliculos pré-antrais (FOPA) utilizando um tissue
chopper. A partir dessa técnica, foi possivel obter 500.000 foliculos pré-antrais com didmetro variando de 11,6
um a 27,8 um. Estes foliculos pré-antrais, se forem devidamente cultivados in vitro, podem disponibilizar uma
grande guantidade de odcitos para estudos de maturagdo in vitro e fertilizacdo in vitro (Domingues et al., 2003),
evitando-se 0 uso de técnicas invasivas como a laparotomia e laparoscopia.

Nayudu et al. (2003) relatam pela primeira vez protocolos de cultivo de foliculos pré-antrais em
primatas neotropicais, a partir de fragmentos de cortex ovariano e foliculos isolados de C. jacchus. Os foliculos
isolados (85-170um) foram cultivados por oito dias em meio aMEM, suplementado com 3,5 ug/mL de insulina,
1 uM de glutamax, 10 pug/mL de transferrina, 100 pg/mL de L-&cido ascorbico, e 7,5 % de soro de C. jacchus,
sendo que em um grupo de foliculos isolados, foram adicionados FSH e LH ao meio de cultivo. Fragmentos de
cértex ovariano contendo até quatro foliculos de 85 um foram cultivados por dois—trés dias e depois excisados e
cultivados separadamente por mais 12 dias. Apos o cultivo dos foliculos pré-antrais, os foliculos que formaram
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antro in vitro foram puncionados, e 0s o6citos recuperados foram submetidos & maturacdo in vitro. Nos oécitos
obtidos apds o cultivo dos foliculos pré-antrais isolados, ocorreu o rompimento da vesicula germinativa e
extrusdo do primeiro corpusculo polar.

Como podemos constatar pela literatura citada, no tocante ao desenvolvimento da manipulagdo de
odcitos inclusos em foliculos pré-antrais, ainda hd muito a ser realizado em primatas neotropicais. No entanto, 0s
resultados obtidos por Nayudu et al. (2003) demonstram a possibilidade do emprego da manipulacdo de odcitos
inclusos em foliculos pré-antrais na obtencdo de odcitos viaveis para o desenvolvimento de biotécnicas de
reproducdo em primatas neotropicais de importancia na pesquisa biomédica e/ou ameacados de extingéo.

Considerac0es finais

Para que uma biotécnica aplicada a reproducdo possa ser utilizada em uma determinada espécie, nao
somente é necessario ter conhecimento sobre o seu comportamento social e reprodutivo em cativeiro ou em seu
habitat (Serbena e Monteiro-Filho, 2002), mas também conhecer os mecanismos fisioldgicos envolvidos na
reproducdo (Domingues, 2000; Domingues e Caldas-Bussiere, 2002; Domingues et al., 2003, Domingues et al.,
2004; Domingues, 2005; Domingues et al., 2005).

Atualmente, 0 manejo reprodutivo em cativeiro de primatas neotropicais importantes para a pesquisa
biomédica deve abranger ndo s6 o conhecimento de seus respectivos caracteres reprodutivos basicos, como o
sexo, 0 tipo de ciclo da fémea, a sincronizacdo e a estimulagdo hormonal ovariana, e 0 uso de métodos
contraceptivos, mas também a producdo de estudos que auxiliam na aplicacdo de biotécnicas da reproducao
como inseminagdo artificial, obtengdo de odcitos a partir de foliculos pré-antrais e antrais, maturagdo oocitaria e
fertilizacdo in vitro, transferéncia de embribes, clonagem, transgénese e producao de células tronco.
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