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RESUMO

A coleta de gametas de boa qualidade representa um papel fundamental nos
procedimentos de reproducdo assistida. A recuperagdo de espermatozoides
epididimarios representa uma importante alternativa em casos de animais que precisam
ser esterilizados ou nos casos de ébito recente, uma vez que as células espermaticas
obtidas por esta técnica sdo morfologicamente viaveis e podem ser armazenados para
posterior utilizacdo para fins de estudos ou de fertilizagcdo. A partir desses aspectos, 0
objetivo deste trabalho foi realizar a avaliagdo da biometria testiculare da qualidade dos
espermatozoéides espermatozoides epididimarios refrigerados, diluidos em leite UHT
desnatado e Tris-gema de ovo de macaco prego prego (Sapajus libidinosus e Sapajus
flavius), a fim de ampliar o conhecimento acerca dos aspectos reprodutivos dessa
espécie. As médias das medidas de comprimento dos testiculos obtidas no estudo foram
de 21,55mm (testiculo esquerdo) e 21,30mm (testiculo direito). As médias da largura
foram 14,52mm e 14,15mm, para o testiculo esquerdo e direito, respectivamente. Na
morfologia dos espermatozoides analisados, a maioria apresentou percentual de defeitos
totaisde menos que 5%. O diluidor Tris-gema foi mais eficiente quando comparado ao
Leite UHT desnatado na conservacéo dos espermatozoides epididimarios. No geral, esse
trabalho reforcou a necessidade de mais estudos sobre a reproducgéo de primatas, visto o
baixo numero de trabalhos produzidos a cerca de um grupo de interesse para a
conservagao.

Palavras-chave: epididimo; reproducdo; primatas neotropicais.



ABSTRACT

The collection of high-quality gametes plays a fundamental role in assisted reproduction
procedures. The recovery of epididymal spermatozoa representing an important alternative in
cases of animals that need to be sterilized or in cases of recent death, as the sperm cells
obtained by this technique are morphologically viable and can be stored for future use in
research or fertilization. Based on these aspects, the objective of this study was to evaluate
testicular biometry and the quality of refrigerated epididymal spermatozoa diluted in skim
UHT milk and Tris-egg yolk extender from capuchin monkeys (Sapajus libidinosus and
Sapajus flavius), in order to broaden the knowledge regarding the reproductive aspects of this
species. The average testicular length measurements obtained in the study were 21.55mm (left
testicle) and 21.30mm (right testicle). The average width was 14.52mm and 14.15mm for the
left and right testicles, respectively. Regarding the morphology of the sperm analyzed, the
majority showed a total defect percentage of less than 5%. The Tris-egg yolk extender was
more effective compared to skim UHT milk in preserving epididymal spermatozoa. Overall,
this study reinforced the need for further research on primate reproduction, given the low
number of studies produced on a group of interest for conservation purposes.

Keywords: epididymis; reproduction; reotropical primates.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui a maior diversidade de macacos do mundo e na lista dos 25 primatas
mais ameacados do planeta, estdo quatro espécies brasileiras, sendo elas o bugio-ruivo (Alouatta
guariba), o zogue-zogue (Plecturocebus grovesi), o sagui-da-serra (Callithrix flaviceps) e o
caiarara (Cebus kaapori).

Os primatas do género Sapajus, como a espécie de macaco-prego Sapajus libidinosus
sdo animais de porte médio, de habitos arboricolas, corpo mais pesado e cauda preénsil. Sao
muito adaptaveis a sobrevivencia em diversos tipos de ambientes, possuem mecanismos de
controle populacional e habitos sociais complexos.

O Sapajus libidinosus, ocorre em locais onde a Caatinga e 0 Cerrado predominam,
como na regido Nordeste do Brasil, proximo ao rio Sdo Francisco e na regido central do Brasil,
indo até algumas regides da Bolivia. Em razdo de sua ampla distribuicdo geogréafica, € uma
espécie listada como "pouco preocupante™ pela Unido Internacional para a Conservacéo da
Natureza (UICN), no entanto, diante dos altos indices de degradagdo dos biomas em questéo,
existe a necessidade de monitoramento mais adequado das populacGes dessa espécie de
primatas.

Diante do cenéario de ameaca, a preservacdo do habitat da espécie em questdo € a forma
mais eficaz de conservacdo. A criacdo e propagacao de espécies individuais ex situ, bem como
a aplicacdo de técnicas de reproducdo assistida que possam contribuir com a manutencdo e
expansdo dessa biodiversidade.

Dentre as técnicas de reproducdo assistida, as técnicas de armazenamento de células
espermaticas sdo de grande relevancia para a manutencédo e disseminacdo de material genético,
especialmente na formacdo de bancos de germoplasma, a ser utilizado na difusdo de material
genético de individuos nas geracgdes futuras.

Nesse contexto, a coleta de gametas de boa qualidade representa um papel fundamental
nos procedimentos de reproducdo assistida, com a recuperacdo de espermatozoides
epididimarios representando uma importante alternativa em casos de animais que precisam ser
esterilizados ou nos casos de Gbito recente, uma vez que as células espermaticas obtidas por
esta técnica sdo morfologicamente viaveis e podem ser armazenados para posterior utilizacdo
para fins de estudos ou de fertilizacéo.

A partir desses aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi realizar a avaliacdo da biometria
testicular e da qualidade dos espermatozoides coletados do epididimo de macacos-prego

(Sapajus libidinosus e Sapajus flavius) oriundos do centro de triagem de animais silvestres do
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estado da Paraiba (CETAS-PB), a fim de ampliar o conhecimento acerca dos aspectos

reprodutivos dessa espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS DA FISIOLOGIA REPRODUTIVA DOS PRIMATAS DO GENERO
SAPAJUS

A puberdade para os animais do género Sapajus geralmente ocorre por volta dos 20
meses de idade, quando ha uma ampliagdo nos avancos sexuais ou no comportamento ligado a
cOpula. Também ha um aumento na producdo de espermatozoides, com um acréscimo no
nimero de espermatdcitos primarios e espermatides nos tubulos seminiferos (REY, 1993). O
inicio da erupcdo dos dentes caninos e o desenvolvimento dos tufos da cabeca indicam a
maturidade sexual (FRAGAZY; ADAM-CURTIS, 1998; CAROSI et al., 2005).

A morfologia do sistema genital masculino desses individuos foi detalhada por
Teixeira e colaboradores (2015). Segundo esses autores, os testiculos sdo pendentes e 0 escroto
apresenta-se como uma bolsa bem desenvolvida, com um formato bilobado. Esses animais,
quando reprodutivamente maduros apresentam os testiculos com volumes médios de 3,2 cm3 e
3,3 cm3. O pénis é truncado, cilindrico e alongado, com 0sso peniano de quantidade reduzida,
uma glande bem desenvolvida, com cerca de 14 mm de comprimento e em formato semelhante
a cogumelo. A wuretra apresenta fibras musculares estriadas esqueléticas na camada

membranosa, sendo bastante alongada e com uma abertura delimitada por dois labios.

2.2 CARACTERISTICAS DO SEMEN DE MACACO-PREGO

Os espermatozoides das espécies pertencentes ao género Sapajus apresentam uma
coloracdo que varia de esbranquicado a amarelado, com a opacidade variando de transparente
a opaco (LEAO et al.,2015), apresentando volume ejaculado entre 0,6 mL e 1,9 mL
(BARNABE et al., 2002), com concentracdo variando entre 161,1x10%/mL (ROUSSEL;
AUSTIN, 1968) e 255x10%/ml (BUSH et al., 1975).

O Sémen dos primatas dessa espécie apresenta um plug copulatério, resultante da
imediata coagulacdo apds a ejaculacdo, com o sémen assumindo uma consisténcia solida. Essa
caracteristica se deve ao regime poligdmico de acasalamento da espécie, onde o coagulo
representa uma barreira que inviabiliza a fecundacdo por outros machos, em um importante
mecanismo de selecdo sexual. Por ser a fracdo rica em células espermaticas, o coagulo ainda
atua como um carreador dos espermatozoides para o interior da cérvix da fémea, constituindo
uma barreira fisicoquimica (DIXSON; ANDERSON, 2002).
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2.3 0 PAPEL DOS MEIOS DILUIDORES NA CRIOPRESERVACAO DAS CELULAS
ESPERMATICAS

A criopreservacdo de espermatozoides € um processo critico para garantir a
sobrevivéncia e a viabilidade celular. Para isso, é fundamental utilizar meios diluidores que
atendam a vérias necessidades:

1. Baixo custo e facil preparo: Meios diluidores como o Citrato de Sodio e o Dextrose
sdo frequentemente utilizados, pois sdo acessiveis e simples de preparar.

2. Prevencdo do crescimento de microrganismos: A adi¢do de antibiéticos, como a
penicilina e a estreptomicina, ajuda a evitar contaminagdes bacterianas.

3. Fornecimento de energia: A glicose e a frutose séo fontes de energia essenciais para
manter a motilidade espermatica durante a preservagao.

4. Manutencdo do pH e osmolaridade: E importante que o meio mantenha um pH
proximo ao fisiologico (cerca de 7,2 a 7,4) e uma osmolaridade adequada para evitar
estresse osmatico.

5. Protecdo da integridade do acrossomo e membrana plasmatica: Compostos como o
glicerol sdo frequentemente utilizados para proteger as células durante a congelacédo e
descongelacéo, reduzindo o risco de danos.

6. Diminuicdo do metabolismo dos espermatozoides: O resfriamento gradual, junto com
a composicdo do meio, ajuda a reduzir a atividade metabdlica, minimizando o consumo
de energia.

7. Protecdo contra choque térmico: A utilizacdo de crioprotetores, como o glicerol ou o
dimetilsulfoxido (DMSO), é crucial para proteger as células durante a transicdo de
temperaturas elevadas para baixas.

Esses fatores sdo essenciais para garantir a eficacia da criopreservacao, permitindo que
0s espermatozoides mantenham sua viabilidade e funcionalidade apds o descongelamento
(AMANN e PICKET, 1987; ROTA, STROM e LINDE-FORSBERG, 1995; SANTOS,
ALMEIDA e QUEIROZ, 2002; ALVARENGA et al., 2013).

Um dos principais desafios na criopreservacdo de espermatozoides dos primatas
neotropicais é encontrar um diluidor que ndo apenas dissolva o coagulo seminal, mas também
mantenha a viabilidade dos espermatozoides, assim, estratégias para abordar esse desafio
incluem: A utilizacdo de enzimas como a tripsina e hialuronidase pode ajudar a degradar as
proteinas do coédgulo seminal, facilitando a liquefacdo (PAZ et al., 2006). A utilizagdo dessas
enzimas, contudo, ocasionam uma reducdo da motilidade e do vigor espermético, alem da
dissolucdo incompleta do codgulo. Estudos indicam que os melhores resultados foram

alcangados sem o uso de enzimas proteoliticas, utilizando solu¢gdes como salina a 0,9%,



diluidores a base de 4gua de coco in natura, em pé (ACP-118®) e TES-TRIS. A fragmentagéo
do coagulo com pipeta e a incuba¢do em banho-maria também foram citadas como préticas
eficazes nesse processo (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

2.4 DIMENSOES TESTICULARES E SUA IMPORTANCIA NA REPRODUCAO
PRIMATAS

A selecdo sexual pos-copulatéria nos primatas, especialmente emrelacdo a competicao
espermatica, esta fortemente ligada ao sistema de acasalamento. Quando fémeas copulam com
multiplos machos, a competicdo entre 0s espermatozoides se intensifica, levando a adaptagdes
morfolégicas nos machos, como testiculos proporcionalmente maiores. 1sso permite uma
producido maior de espermatozoides, aumentando as chances de sucesso reprodutivo (LEAO,
et al., 2023). Além do aumento do volume dos tabulos seminiferos, essa adaptacdo também
favorece um ciclo mais curto do epitélio seminifero. Com um ciclo mais eficiente, a
espermatogénese ocorre em taxas mais rapidas, garantindo que os machos possam competir
efetivamente no cenario de acasalamento onde a fertilizacdo depende da quantidade e qualidade
dos espermatozoides disponiveis (KAPPELER, 1997).

2.5 RECUPERACAO DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

A coleta de espermatozoides epididimarios € uma pratica que permite obter
espermatozoides de machos que ndo estdo em condicdes de ejacular, seja por problemas de
salide, por serem jovens ou por estarem mortos, podendo ainda ser utilizada em estudos sobre
fertilidade e na investigacdo de doencas reprodutivas (LOPES et al., 2020).

A obtencéo de espermatozoides epididimarios pode variar entre as espécies devido a
diferencas na anatomia, em geral, os métodos mais comuns incluem a lavagem retrograda e a
flutuacdo. A lavagem retrograda envolve a aplicacdo de pressdo no ducto deferente, utilizando
uma seringa com diluente, até que o contetdo da cauda do epididimo seja expelido por uma
incisdo na juncao da cauda com o corpo do epididimo (SILVA et al., 2011). Essa abordagem é
preferida para espécimes como catetos, cutias e preas, pois resulta em uma menor contaminagao
por hemécias, embora produza um menor numero de espermatozoides em comparacdo com a
flutuacdo. Na técnica de flutuacdo, a cauda do epididimo é fatiada e imersa em um meio
tamponado, onde os fragmentos permanecem por alguns minutos, permitindo a liberacdo dos
espermatozoides diretamente no meio. Essa abordagem, embora possa resultar em maior

contaminacdo, geralmente fornece uma quantidade maior de células (SILVA et al., 2016).
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS E LOCAL DO EXPERIMENTO

Neste estudo, foram utilizados cinco macacos-pregos do sexo masculino, adultos,
sendo quatro da espécie Sapajus libidinosus e um da espécie Sapajus Flavius, oriundos do
Centro de Triagem de Animais Silvestres da Paraiba (CETAS PB), atendidos pelo servico de
animais silvestres do Hospital Universitario Veterinario (HUV) da Universidade Federal da
Paraiba que foram submetidos a epididectomia para fins de controle populacional em cativeiro.

3.2 PROTOCOLO ANESTESICO

Previamente ao procedimento cirirgico, os macacos foram submetidos a um jejum
hidrico e alimentar de 12 horas, para, em seguida, realizar-se o procedimento de epidectomia.
No primeiro momento 0s animais receberam a Medicagdo pré-anestésica (MPA) por via
intramuscular, composta por Dexmedetomidina, 30 mg/kg + Butorfanol, 0,4 mg/kg e Cetamina,
3 mg/kg - 10% (100 mg/mL). Para inducéo foi utilizado Propofol, 1 mg/kg). Para manutencéo,
foi utilizado o método inalatorio com Isoflurano 1,5V%. Para a anestesia locorregional foi
utilizada lidocaina 3mg/kg na linha de incisdo. Para Analgesia pds-operatdria, foi utilizado
meloxicam, 0,1 mg/kg a cada 24h, durante trés dias e Dipirona 25mg/kg a cada 24 horas,

durante cinco dias.

3.3 AVALIACAO DAS MEDIDAS TESTICULARES

Logo apds a MPA iniciou-se a avaliacdo das medidas testiculares. Com essa finalidade,
os animais foram mantidos em decubito dorsal e os testiculos esquerdo (TE) e direito (TD)
foram individualmente inspecionados e mensurados quanto a sua largura (L) e comprimento

(C), como auxilio de um paquimetro (Figura 1).

3.4 REALIZACAO DE EPIDIDIMECTOMIA

O paciente foi posicionado em decubito dorsal para realizacdo da tricotomia escrotal e
antissepsia com alcool 70 e solucdo aquosa de PVPI (polivinilpirrolidona-iodo). Realizou-se o
isolamento do campo cirtrgico com panos de campo estéreis. Foram realizadas duas incisdes
escrotais: uma sobre cada testiculo em posicdo que favoreceu a drenagem por gravidade da
ferida cirdrgica. As incisdes seccionaram inicialmente pele e tecido subcutaneo, seguindo pela
fascia espermatica até a exposicao do testiculo. Digitalmente, a tinica vaginal foi separada do

ligamento da cauda do epididimo. As estruturas do corddo espermatico (plexo pampiniforme e
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ducto deferente) foram identificadas e isoladas rompendo a membrana entre elas (mesorquio).
Apos, realizou-se a separacao e ligadura do epididimo, seguida pela sua sec¢do. Em seguida,
foi feita a sutura da tunica vaginal com padrdo de sutura separado simples e a rafia da incisdo
escrotal no mesmo padrdo. Todas as suturas foram realizadas com poliglecaprone

monofilamentado, calibre 4-0.

Figura 1- Mensuracéo testicular em macaco-prego (Sapajus libidinosus).

3.5 COLHEITA E DILUICAO DO MATERIAL ESPERMATICO EPIDIDIMARIO

ApoOs a retirada dos epididimos, o material foi conduzido imediatamente ao
Laboratorio de Reproducdo Animal do HV, onde os epididimos foram dissecados, com um
auxilio de uma lamina de bisturi sobre uma placa de Petri, para a retirada dos vasos sanguineos
presentes para ndo haver contaminacdo da amostra com sangue. Em seguida foi realizada uma
lavagem externa com solucéo fisiologica pré-aquecida (37°C), para limpeza.

Apls a dissecacdo e limpeza dos epididimos, para a obtencdo das amostras de
espermatozoides epididimarios foi empregada a técnica de flutuacdo por meio de fatiamento,
de acordo com os critérios a seguir: o epididimo de um dos lados foi colocado sobre uma placa
de Petricontendo 500uL de diluidor a base de leite UHT desnatado aquecido a uma temperatura
de 37°C. O epididimo contralateral foi colocado sobre outra placa de Petri contendo 500uL de
diluidor a base de Tris-gema de ovo também aquecido a uma temperatura de 37°C. O tecido

entdo recebeu uma série de cortes longitudinais e transversais sendo pressionado em seguida



para liberar os espermatozoides nos respectivos meios diluidores. Todo esse procedimento foi

efetuado sobre uma mesa aquecida a uma temperatura de 37°C.

3.6 RESFRIAMENTO E AVALIA(;AO DOS ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

Apds o procedimento de fatiamento dos epididimos, as placas de Petri contendo as
amostras forma mantidas em geladeira a uma temperatura de 5°C, para analise microscopica da
motilidade e vigor espermatico a intervalos de 60 minutos nas primeiras 18 horas, apds esse
periodo, houve aumento no intervalo de observacdo e as avaliacGes foram realizadas até ndo
haver deteccdo de motilidade espermética na amostra avaliada.

Para a analise microscépica, uma aliquota contendo 10 microlitros de material
espermatico diluido foi colocada em lamina de microscopia, sob laminula, previamente
aquecidas e assim prosseguiu a avaliacdo quanto a motilidade progressiva (em uma escala de 0
a 100%) e vigor (em uma escala de 0 a 5), em microscopia Optica, com objetiva de 10x (figura
2). As alteragdes morfologicas foram avaliadas, em preparagdo umida, em lamina sob laminula,
como auxilio de microscopia de contraste de fase, em aumento de 100x com imerséo, contando-

se 400 células, sendo dividias em 200 do epididimo esquerdo e 200 do epididimo direito.

Figura 2- Aspecto de espermatozoides epididimarios de macaco-prego (Sapajus libidinosus)
em microscopio éptico, aumento de 10x.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores das medias do comprimento dos testiculos esquerdo (TE) e direito (TD)

dos individuos da espécie sapajus libidinosus foram, respectivamente, 21,55 mm e 21,30 mm,
e da largura, 14,52 mme 14,15 mm. Esses resultados estdo demonstrados na tabela 1.

Tabela 1- Valores do comprimento e largura testiculares de macaco-prego (Sapajus

libidinosus).
Parametros Testiculo Animal Média
1 2 3 4
) Esquerdo 18,70 21,30 29,10 17,10 21,55
Comprimento (mm) o
Direito 19,27 1796 28,91 19,30 21,30
Esquerdo 15,23 12,75 18,20 11,90 14,52
Largura (mm) o
Direito 14,04 12,08 17,30 13,20 14,15

Mediante os dados dispostos na tabela 1 nota-se que ndo houve grandes variacoes entre
o comprimento e largura dos testiculos esquerdo e direito nos animais avaliados. Os valores
estdo numericamente superiores aos descritos por Araujo (2012), que descreveu uma média
comprimento de 18,23 + 6,28 mm para o TE e 18,22 * 6,22 para 0 TD. J& para a largura
testicular, 0 mesmo autor obteve médias de 11,35 £5,00 mm e 10,74 + 5,09 mm, para oS
testiculos direito e esquerdo, respectivamente. Assim, a largura também segue dentro dos
parametros, sendo novamente o animal 3 com maior valor observado, superando mais do que 1
mm da largura em ambos os testiculos examinados por Aradjo (2012). O animal 3 do atual
estudo apresentou maior porte corporal em relacdo aos outros individuos analisados, dessa
maneira, pode-se relacionar o seu tamanho aos parametros testiculares acima da média,
especialmente em relagdo ao comprimento.

Para o individuo da espécie Sapajus flavius, utilizado neste estudo, os valores do
comprimento dos testiculos foram de 24,8 mm (TE) e 24,3 mm (TD) e a largura 18mm (TE) e
16,3 mm (TD), ndo sendo possivel realizar a média pois s6 havia um exemplar da espécie. Em
comparacdo com as médias dos testiculos da espécie Sapajus flavius observadas por Araujo
(2012), que obteve a médias do comprimento dos testiculos esquerdo (TE) e direito (TD)

respectivamente, 18,18 £8,32 mm e 20,13 + 11,11 mm, os valores atuais se assemelham



numericamente. A largura neste estudo foi superior a descrita pelo estudo (11,35 5,00 mm
(TE) e 10,74 + 5,09 mm (TD)), onde os resultados ultrapassaram 1mm em ambos os testiculos.
Para uma comparagdo mais precisa, é necessario analisar um maior nimero de individuos da
espécie estudada.

O estudo das caracteristicas testiculares € crucial para entender a reproducdo nos
machos. Os testiculos desempenham um papel vital na producéo de hormdnios esteroides, como
a testosterona, que sdo fundamentais para manter a libido e regular processos como a
gametogénese, a maturacdo e a estocagem dos espermatozoides. Analisar aspectos como
tamanho, volume e saude testicular pode fornecer informag6es importantes sobre a fertilidade
e a capacidade reprodutiva dos machos (VALE-FILHO, 2001). Por meio da analise das
dimensGes testiculares, é possivel identificar também, condig¢Ges patoldgicas, como atrofia
testicular ou inflamacdes, que podem comprometer a producdo espermatica e,
consequentemente, a fertilidade (PACHECO et al., 2010).

Na tabela 2 estdo descritos os resultados referentes a avaliacdo da morfologia
espermatica nos quatro individuos da espécie Sapajus libidinosus e no individuo da espécie
Sapajus flavius utilizados neste estudo.

Os resultados da morfologia espermatica foram relacionados as anormalidades
presentes nos espermatozoides e foram categorizadas em defeitos maiores e menores, segundo
os critérios propostos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998). Os
defeitos maiores, ocorrem durante a espermatogénese, enquanto os defeitos menores podem
ocorrer durante a passagem dos espermatozoides pelos ductos ou como resultado da
manipulacio (GALVAO; CARVALHO, 2022).

Os defeitos espermaticos totais apresentaram valores numericamente préximos entre
os individuos 1, 2, 4 e 5. Contudo, o animal 3 exibiu resultado numericamente superior aos
demais individuos avaliados, o que pode ser explicado como sendo uma caracteristica
reprodutiva inerente ao animal em questdo, ndo havendo informacGes sobre o histérico
reprodutivo que justifique tal diferenca. Em relacdo as patologias espermaticas observadas,
notou-se uma frequéncia numericamente maior nos defeitos menores, destacando-se,
principalmente, a gota citoplasmatica proximal e a cauda dobrada. Essa ocorréncia era esperada,
devido os defeitos originarem-se pela passagem dos espermatozoides nos ductos epididimarios
(PAZ, 2013).
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Tabela 2 - Morfologia espermética observada nos espermatozéides epididiméarios de macaco-
prego (Sapajus libidinosus e Sapaus flavius).

Morfologia Animal  Animal Animal Animal  Animal
espermatica 1 2 3 4 5
g Cabeca pequena 1 1 0 0 0
2
S Cabeca destacada 0 0 5 0 0
Cabeca globosa 1 0 0 0 0
Cabeca gigante 0 0 0 1 0
Peca intermediaria
©
o = curvada 3 1 0 0 1
o &%  Gotacitoplasmatica 0 0 19 9 0
o | o E proximal
LL 2  Gota citoplasmatica 0 0 0 1 0
Lu 4=
0 = distal
Cauda dobrada 13 5 1 1 2
Cauda enrolada na 1 0 0 0 0
< cabeca
>
8 Cauda fortemente 0 0 0 0 9
enrolada
Total 19 7 55 12 5
% 4,75% 1,75%  13,75% 3,0% 1,25%

Em contraste com os resultados obtidos nos estudos de Barnabe e colaboradores,
(2002) e Paz e colaboradores (2006), o percentual de anormalidades espermaticas totais
avaliados no presente estudo, foi significativamente menor. Esses autores encontraram valores
superiores a 30% de defeitos espermaticos totais nas amostras avaliadas, contrastando com o0s
valores encontrados nos individuos ora avaliados, onde, em sua maioria, apresentaram valores
de total de defeitos menores do que 5%. Entretanto, nos estudos supracitados a metodologia de
coleta difere da empregada neste trabalho, em ambos a recuperacdo espermatica deu-se por
meio de eletroejaculacéo.

Os resultados quanto a motilidade progressiva dos espermatodides epididimarios
utilizando os diluidores a base de leite UHT desnatado e Tris-gema de ovo, em espermatozdides
refrigerados dos 5 animais, individualmente, utilizados neste trabalho, em diferentes tempos de

avaliacdo, estdo demonstrados nas figuras de 3 a 7, respectivamente.
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Como pode ser observado nas figuras 3, 4, 5, 6 e 7, a motilidade dos espermatozoides,
com excecdo do animal 1, segue uma tendéncia, alcancando em sua maioria valores acima de
60% de motilidade na primeira afericdo realizada aos 60 minutos apds o resfriamento a 5°C
(TO) em ambos os diluidores utilizados. Os valores obtidos na primeira avaliagédo corroboram
com os percentuais de motilidade progressiva de amostras de sémen de macacos-pregos,
coletadas através de eletroejaculacdo, os quais obtiveram valores de 68,4% e 62% (BUSH et
al., 1975; BARNABE et al, 2002), entretanto ndo ha estudos que descrevam caracteristicas de
espermatozoides epididimarios de macaco-prego.

Motilidade- Animal 1

__45% 40%
S 40%
S 35%
% 30%
S 25% 20% 20%
S 20%
§ 15% 10%
E 1% \% -
B 5% 0%
= 0%
0 1 2 3

Tempo de avaliacdo (horas)

m— UHT Tris-gema

Figura 3- Valores da motilidade progressiva de espermatozoides epididimarios refrigerados,
diluidos em leite UHT desnatado e Tris-gema de ovo do macaco-prego 1 nos
diferentes tempos de avaliacéo.
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Motilidade- Animal 2
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0 1 2 3 4 5 9 19 22 26 30 34 43 45 49
Tempo de avaliagdo (horas)

s UHT s Tris-gema
Figura 4- Valores da motilidade progressiva de espermatozoides epididimarios refrigerados,

diluidos em leite UHT desnatado e Tris-gema de ovo do macaco-prego 2 nos
diferentes tempos de avaliacéo.

Motilidade- Animal 3

90% 82,50%

80% N\J2,50% 70%
70% 68%\
60% 3%

50%
40%
30%
20%
10%

0%

Moatilidade progressiva (%)

0 123456 7 8 9 1011121314151617 182224263241
Tempo de avaliacdo (horas)

s JHT === Tris-gema
Figura 5- Valores da motilidade progressiva de espermatozoides epididimarios refrigerados,

diluidos em leite UHT desnatado e Tris-gema de ovo do macaco-prego 3 nos
diferentes tempos de avaliacéo.
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Motilidade- Animal 4
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50%
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%

0 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 18 20 22 28 37 47 62
Tempo de avaliagdo (horas)
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Figura 6- Valores da motilidade progressiva de espermatozoides epididimarios refrigerados,
diluidos em leite UHT desnatado e Tris-gema de ovo do macaco-prego 4 nos
diferentes tempos de avaliacéo.

Motilidade- Animal 5
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Figura 7- Valores da motilidade progressiva de espermatozoides epididimarios refrigerados,

diluidos em leite UHT desnatado e Tris-gema de ovo do macaco-prego 5 nos
diferentes tempos de avaliacéo.

Ainda de acordo com os dados observados nas figuras 3, 4, 5, 6 e 7, pode-se observar

que utilizando o diluidor a base de Leite UHT desnatado e Tris-gema de ovo 0s resultados



apresentaram-se semelhantes na preservacdo dos espermatozoides nas primeiras duas horas de
avaliagdo, quando passa a haver uma pequena diminui¢do na motilidade espermética.

No processo de resfriamento de espermatozoides é esperado uma queda da motilidade
inicial, podendo haver diminui¢do de 50% do valor primario. Entretanto, para que um sémen
seja considerado viavel para a inseminacéo artificial com sémen resfriado ele deve estar entre
40% Linde-Forsberg, Holst e Govette (1999). Importante considerar que esses valores séo
estabelecidos para animais domesticos, ndo havendo estudos que determinem a porcentagem
de motilidade progressiva ideal para a inseminacdo em primatas neotropicais.

Os resultados relativos ao vigor espermatico obtidos na avaliacdo da eficiéncia dos
diluidores a base de leite UHT desnatado e Tris-gema de ovo, em espermatozoides
epididimarios refrigerados dos cinco animais, individualmente, avaliados neste estudo estéo

demonstrados nas figuras 9, 10, 11 e 12.

Vigor- Animal 1
2,5
2
2
1,5

5 1,5

2 1 1 1 1
> 1
0,5

0

0

0 1 2 3

Tempo de avaliacdo (horas)

s UHT Tris-gema

Figura 8- Valores do vigor de espermatozoides epididimarios refrigerados, diluidos em leite
UHT desnatado e Tris-gema do macaco-prego 1 nos diferentes tempos de avaliacéo.
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Vigor- Animal 2

0 1 2 3 4 5 9 19 22 26 30 34 43 45 49
Tempo de avaliacio (horas)

e JHT = Tris-gema

Figura 9- Valores do vigor de espermatozoides epididimarios refrigerados, diluidos em leite

UHT desnatado e Tris-gema do macaco-prego 2 nos diferentes tempos de avaliacéo.

Vigor- Animal 3

4,25

3,25
33333333333 33233373133

3 35 2,5

0,5 11111

0 123456 7 8 9 101112131415 16 17 1822 2426 32 41
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e JHT === Tris-gema
Figura 10- Valores do vigor de espermatozoides epididimarios refrigerados, diluidos em leite

UHT desnatado e Tris-gema do macaco-prego 3 nos diferentes tempos de
avaliacao.
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Vigor- Animal 4
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Figura 11- Valores do vigor de espermatozoides epididimarios refrigerados, diluidos em leite
UHT desnatado e Tris-gema de ovo do macaco-prego 4 nos diferentes tempos de avaliacao.

Vigor- Animal 5
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Figura 12- Valores do vigor de espermatozoides epididimarios refrigerados, diluidos em leite
UHT desnatado e Tris-gema de ovo do macaco-prego 5 nos diferentes tempos de
avaliacao.

Em sua maioria 0s as amostras apresentaram vigor igual ou maior que 3, superando 0s
valores encontrados por Barnabe e colaboradores (2002). Tal qual os valores obtidos para a
motilidade espermatica, as amostras espermaticas do animal 1 apresentaram 0S menores

resultados de vigor em comparacgdo as amostras dos demais individuos.
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Nas primeiras avaliagdes apds o resfriamento, observou-se que, diferentemente dos
resultados obtidos para a motilidade, que até 2 horas, os diluidores apresentaram resultado
semelhantes para o vigor espermatico, Foi possivel observar também que na primeira avaliacdo
(T0O), as amostras diluidas como meio Tris-gema apresentaram valores de vigor numericamente
superiores aquelas diluidas em meio a base de Leite UHT desnatado, sendo os valores de 2,0;
3,5; 4,25; 4,25 e 4,0 nas amostras de espermatozoides diluidas em meio Tris-gema e 1,0; 3,25;
3,5; 3 e 3,0 nas amostras diluidas em Leite UHT desnatado nos animais 1, 2, 3, 4 e 5,
respectivamente, conforme demonstrado nas figuras 8, 9, 10, 11 e 12.

Semelhantemente ao que ocorreu com a motilidade progressiva, ndo houve uma
mudanca nesse padrdo, e o diluidor Tris-gema demonstrou melhor resultado em relagdo a
manutengédo do vigor espermatico nos cinco animais avaliados nesse estudo.

Os resultados relativos as médias da motilidade progressiva e vigor de
espermatozoides epididimarios refrigerados, diluidos em leite UHT desnatado e Tris-gema nos
diferentes tempos de avaliagdo nos macacos pregos Sapajus libidinosus e Sapaus flavius

avaliados neste estudo estdo demonstrados nas figuras 13 e 14.

Meédia- Motilidade
80,00%
70,00%

60,00% 55% 54% 53 50% ,
, 51%  20% 49%

50,00%

40,00% 34,40%

30,00%

16%

0,
20,00% 11%

Motiliade progressiva (%)

10,00%
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0,00%
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20 30 40 50 60
Tempo de avaliagdo (horas)

e UHT Tris-gema
Figura 13- Valores médios da motilidade progressiva de espermatozoides epididimarios

refrigerados, diluidos em leite UHT desnatado e Tris-gema nos diferentes tempos
de avaliagdo em macacos-pregos Sapajus libidinosus e Sapaus flavius.
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Figura 14- Valores médios do vigor de espermatozoides epididimarios refrigerados, diluidos
em leite UHT desnatado e Tris-gema de ovo nos diferentes tempos de avaliagédo
em macacos-pregos Sapajus libidinosus e Sapaus flavius.

Pugliessi, 2009 defende que a tecnologia de resfriamento do sémen é importante por
sua capacidade fertilizante ser preservada por uma dois dias. No presente estudo, foi observado
que, utilizando o diluidor Tris-gema, a maioria das amostras espermaticas apresentaram
motilidade por um tempo mais prolongado. Onde, a excecdo do animal 1, todas as amostras
tiveram motilidade progressiva em torno de 40% por umpouco mais que 24 horas.

Oliveira et al., (2011) obtiveram valores semelhantes ao utilizar a &gua de coco em
p6 (ACP-118®), onde o diluidor mostrou-se eficiente na manutencdo da integridade
espermatica a 33, 35 e 37°C até 24 horas ap0s a eletroejaculacdo de macacos-prego. Apesar
disso, é importante ressaltar que nem sempre 0s mesmos protocolos de criopreservagdo
adotados para a coleta de amostras ejaculadas, podem ser utilizados para espermatozoides
epidimarios.

Bezerra et al., 2018 constataram que os diluentes utilizados para criopreservacao de
espermatozoides epididimarios possuem efeitos contrarios aos observados para amostras de
espermatozoides ejaculados de catetos. Em geral, o Tris foi o diluidor mais eficiente do que o
diluidor a base de &gua de coco em p6 (ACP-116c) para criopreservagdo de espermatozoides
epididimarios (Bezerraet al., 2018), porém em amostras ejaculadas, Silva e colaboradores,
(2012) encontraram 48,3%¢e 30,4% de espermatozoides moveis para amostras diluidas em
ACP-116¢ e Tris,
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respectivamente, apos o descongelamento. Dessa forma, é indicado a utilizacdo de ACP-116¢
para a criopreservacdo de sémen e Tris para a criopreservacdo de espermatozoides
epididimarios de catetos, corroborando com o presente estudo que demonstra uma maior
eficiéncia do Tris-gema em relacdo ao Leite UHT. Apesar dos resultados discutidos, vale
salientar que dentre as plataformas pesquisadas, ndo foi obtido informagdes acerca do uso de

diluidor a base de leite UHT desnatado em macaco-prego (Sapajus libidinosus).

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e de acordo com as condi¢des deste estudo pode-se
concluir que:

A técnica de fatiamento do epididimo foi eficiente para a obtencéo de espermatozoides
epididimarios.

No que se refere a manutengdo da motilidade progressiva e vigor espermaticos, o
diluidor Tris-gema foi um mais eficiente que o Leite UHT desnatado para a refrigeracdo de
espermatozoides epididimarios de macacos-prego a uma temperatura de 5°C, mantendo a
motilidade e vigor da amostra por umtempo médio de 24 horas.

Os resultados aqui obtidos indicam a necessidade de novas pesquisas que utilizem
diferentes diluidores e evaliem o impacto do resfriamento sobre a qualidade espermatica
epididimaria de primatas neotropicais.

Este estudo apresenta carater inédito, pois ndo foram encontrados trabalhos
especificos nesta area nas principais plataformas e bases de dados, ressaltando sua

importancia para o campo da reproducdo de primatas.
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