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Resumo

Os primatas ndo-humanos (PNHs) sdo tidos como importantes modelos para estudos biomédicos
devido a sua grande similaridade bioldgica com os seres humanos. As técnicas de reprodugdo assistida
(TRASs) constituem uma importante ferramenta para realizacdo de estudos que envolvam infertilidade,
desenvolvimento de contraceptivos, gestacdo e desenvolvimento fetal, preservacdo da fertilidade em
pacientes com cancer, geragdo de modelos experimentais por meio de técnicas de edigdo génica, entre
outros. O objetivo dessa revisao ¢ discutir as principais TRAs utilizadas em PNHs e suas aplicagdes.
Dentre as técnicas mais utilizadas em PNHs, podem-se citar colheita e criopreservagdo de sémen,
monitoramento do ciclo ovariano, estimulagdo ovariana controlada e aspiragdo de foliculos ovarianos,
fecundag@o in vitro, injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides, inseminagdo artificial, microinjegdo
para injecdo génica, biopsia embrionaria, criopreservacdo de embrides, transferéncia de embrides,
diagnostico de gestacdo, enxerto de gonadas e clonagem. Os estudos apresentados nesta revisao mostram
a evolugdo das TRAs e suas diferentes aplicagdes. Particularmente, os estudos de edicdo génica e
clonagem representam um grande avan¢o na utilizacdo combinada de diversas TRAs para geracdo de
modelos biomédicos para doengas humanas, demostrando o papel dessas técnicas para avangos cientificos
no que diz respeito a saide humana.

Palavras-chave: primatas ndo-humanos, técnicas de reproducdo assistida, fecundagdo in vitro, edigao
génica

Abstract

Nonhuman Primates (NHPs) are considered important models for biomedical studies due to
their high biological proximity with humans. The Assisted Reproductive Technologies (ARTs) represent
an important tool to perform studies related to infertility, development of contraceptives, gestation and
fetal development, fertility preservation in cancer patients, generation of experimental models through
gene editing techniques, among others. The objective of this review is to discuss the main ARTs used in
NHPs and their application. Among the most used techniques in NHPs, we can include collection and
cryopreservation of semen, ovarian cycle monitoring, controlled ovarian stimulation and follicle aspiration,
in vitro fertilization, intracytoplasmic sperm injection, artificial insemination, microinjections for gene
editing, embryo biopsy, embryo cryopreservation, embryo transfer, pregnancy diagnosis, grafting of
gonadal tissue, and cloning. The studies cited in this review illustrate the evolution of the ARTs and their
applications. The gene editing and cloning studies, in particular, represent the great advancements on the
combined use of several different ARTSs for the generation of biomedical models for human diseases,
demonstrating the role of these techniques in the scientific advancement with regards to human health.
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Introducao

Os primatas nao-humanos (PNHs) sdo tidos como importantes modelos para estudos biomédicos
devido a sua grande similaridade biologica com os seres humanos (Wolf, 2009). Essa similaridade se da
pelo fato de serem o grupo de animais taxonomicamente mais proximos dos seres humanos, ja que
também fazem parte da Ordem Primates (Groves, 2005). Isso faz com que os PNHs sejam insubstituiveis
para estudos em determinadas areas da ciéncia, tais como fung¢do e¢ doengas do cérebro, doengas
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metabolicas, susceptibilidade a doengas infecciosas, produgdo de vacinas, reprodugdo e doengas do trato
reprodutivo, entre outras (Friedman et al., 2017).

As técnicas de reprodugdo assistida (TRAs) constituem uma importante ferramenta para
realizagdo de estudos que envolvam infertilidade, desenvolvimento de contraceptivos, gestacdo e
desenvolvimento fetal, preservacdo da fertilidade em pacientes com cancer, geragdo de modelos
experimentais por meio de técnicas de edigdo génica, entre outros (Stouffer e Woodruff, 2017). O
objetivo dessa revisdo ¢ discutir as principais técnicas de reproducdo assistida utilizadas em PNHs e suas
aplicacdes.

Colheita e criopreservacio de sémen

A colheita de sémen ¢ uma das TRAs mais basicas e ¢ essencial para aplicagdo de varias outras
técnicas. De acordo com Carvalho (2016), dentre os diversos métodos de colheita de s€émen descritos para
PNHs, incluem-se eletroejaculagdo, vibroestimulagdo peniana, lavagem vaginal, vagina artificial,
masturbagdo ou autoestimulacdo, estimulagdo manual realizada por um técnico, pungdo do epididimo in
vivo e extragdo de espermatozoides do epididimo ou duto deferente post-mortem ou pos-castragdo. A
eletroejaculacdo ¢ o método mais utilizado por ser seguro e efetivo para a colheita de sémen de animais
selvagens em geral, incluindo primatas ndo-humanos (Gould et al., 1978; Butler et al., 1995). Essa técnica
pode ser realizada por meio de probe retal ou por meio da utilizagdo de eletrodos penianos (Butler et al.,
1995). Ambas as técnicas foram descritas em primatas do velho mundo, enquanto para primatas
neotropicais, apenas a técnica com probe retal foi descrita. O método de colheita a ser utilizado depende
ndo apenas da espécie em questdo, como também da praticidade e viabilidade do método de acordo com
situagdo. A eletroejaculagdo com probe retal é o método de escolha para casos pontuais, ja que ndo exige
treinamento prévio do animal e possui taxas de sucesso relativamente altas (Carvalho, 2016). Em se
tratando de espécies de pequeno porte, tais como os calitriquideos, pode-se utilizar também a técnica de
vibroestimulagdo peniana (Yeoman et al., 1997). Especificamente em centros de pesquisa onde se
realizam estudos frequentes que utilizem amostras de sémen, podem-se manter individuos treinados para
colheita de sémen por eletroejaculagdo peniana (Vandevoort, 2004).

Apbs a obtencdo da amostra de sémen, esta pode ser processada para utilizagdo a fresco ou
criopreservada para utilizagdo no futuro. Segundo trabalho recente (Carvalho, 2016), diluidores a base de
gema de ovo sdo usados amplamente, com concentragdes que variam de 5 a 30%, sendo 20% a
concentragdo mais utilizada. Ainda segundo esse trabalho recente (Carvalho, 2016), dentre os diversos
crioprotetores existentes, o mais utilizado para criopreservagdo de sémen ¢ o glicerol. A concentragdo de
glicerol utilizada para criopreservagao de sémen de PNHs varia de 1,5% até 14%.

Monitoramento do ciclo ovariano

As técnicas utilizadas para monitoramento do ciclo ovariano dependem da espécie em questdo e
da situacdo. Dentre as técnicas disponiveis, encontram-se a dosagem hormonal invasiva ou ndo-invasiva,
ultrassonografia, observagdes de sinais externos e citologia vaginal (Tardif et al., 2012). A dosagem
hormonal auxilia na determinacdo da fase do ciclo ovariano e ¢ importante para determinagdo do dia da
ovulacdo, independentemente da espécie. A ultrassonografia pode ser utilizada no monitoramento da
ciclicidade ovariana (Tardif et al., 2012). A aplicagdo das demais técnicas ¢ dependente da espécie,
conforme descrito a seguir. De modo geral, os primatas do velho mundo menstruam (ciclo menstrual) e
varias espécies apresentam “intumescimento sexual” (do inglés, sexual swelling) e/ou “pele sexual” (do
inglés, sex skin) (Fortman et al., 2002; Dixson, 2012). Nessas espécies ¢ possivel acompanhar o ciclo
menstrual baseado na observacido de menstruacdo (presenca de sangue externamente ou em swab vaginal)
e/ou alteragdes morfologicas ciclicas (Tardif et al., 2012). Ja os primatas do Novo Mundo, tipicamente
nao menstruam, com excecao de algumas espécies, tais como Cebus apella e Ateles sp. (Dixson, 2012).
Além disso, alguns géneros de primatas do Novo Mundo, como por exemplo Saimiri, Cebus e Alouatta,
apresentam mudangas ciclicas da corneificagdo vaginal, sendo possivel o acompanhamento do ciclo por
citologia vaginal (Dixson, 2012; Tardif et al., 2012).

Estimulacio ovariana controlada (EOC) e aspiracao de foliculos ovarianos

O objetivo da EOC ¢ de sobrepujar os mecanismos internos de selecdo do(s) foliculo(s)
dominante(s) (tipicamente apenas um em PNHs, com algumas excegdes) e estimular o desenvolvimento
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de varios foliculos antrais grandes contendo oodcitos potencialmente fertilizaveis (Stouffer e Zelinski-
Wooten, 2004). A maioria dos protocolos consistem na aplicagdo de gonadotropinas exogenas, incluindo
0 horménio foliculo estimulante (FSH), associado ou ndo ao horménio luteinizante (LH) e podem incluir
também um antagonista do hormoénio estimulante de gonadotropinas (GnRH) para evitar ovulagdo
espontdnea ¢ uma dose grande de um hormoénio com atividade semelhante ao LH (por exemplo,
gonadotropina corionica humana — hCG) (Stouffer e Zelinski-Wooten, 2004). O protocolo deve ser
iniciado no inicio da fase folicular (antes da selegdo do foliculo dominante). A resposta ao estimulo ¢
monitorada por meio de dosagem hormonal acompanhada ou ndo de ultrassonografia.

Apbs a realizacdo da EOC, ¢ realizada a aspiracdo dos foliculos ovarianos, a qual ¢é tipicamente
realizada por laparoscopia ou laparotomia, mas pode-se também utilizar a aspiragdo folicular guiada por
ultrassom (Rodriguez et 1., 2009).
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Fecundacio in vitro (FIV) e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

A inseminacdo dos odcitos pode ser feita por FIV ou ICSI, dependendo da qualidade do sémen
disponivel. Para realiza¢dao de FIV, os espermatozoides sdo preparados a uma concentragdo que varia de
acordo com a espécie, desde 100 x 10°-200 x 10 espermatozoides/ml para macacos japoneses (M.
fuscata; Torii et al., 2000) até 20 x 10° espermatozoides/ml para macaco-rhesus (M. mulatta; Ramsey e
Hanna, 2019). Apds o preparo, os espermatozoides sdo ativados em solucdo contendo 1 mM de dibutiril
adenosina monofosfato ciclico ((AMP) e 1 mM de cafeina (Boatman e Bavister, 1984). Os odcitos sao
entdo co-incubados com os espermatozoides para permitir a fertilizagio.

A ICSI pode ser utilizada em casos de baixa qualidade espermatica ou numero reduzido de
espermatozoides disponiveis, além de sua possivel aplicag@o para transgénese mediada por ICSI (ICSI-
Tr) (Takahashi et al., 2014). Os espermatozoides podem ou ndo ser ativados antes da ICSI, dependendo
do protocolo utilizado. Apds o preparo da amostra, os espermatozoides sdo diluidos em uma gota
contendo polivinilpirrolidona (PVP) a 10% para reduzir a motilidade (Sutovsky et al., 1996; Hewitson et
al. 1998; Takahashi et al., 2014).

Inseminacao artificial

Para realizagcdo da inseminacado artificial ¢ necessario determinar o dia da ovulacdo, utilizando
um dos métodos discutidos anteriormente. A inseminagdo artificial pode ser feita com s€men fresco ou
criopreservado ¢ o depdsito da amostra de sémen, de modo geral, ¢ feito dentro do ttero, o que pode ser
realizado por via transcervical ou transabdominal guiada por ultrassom (Wolf, 2009).

Microinje¢io para edicio génica

Uma das formas de gerar modelos para pesquisa biomédica ¢ a edi¢cdo génica de embrides para
produ¢do de individuos com determinada mutagdo génica de interesse. De acordo com revisdo recente
(Kang et al., 2019), existem diversos sistemas para edicdo génica, dentre os quais incluem-se A4V vectors
(do inglés, adeno-associated virus ou vetores virais adeno-associados), ZFNs (do inglés, zinc finger
nucleases ou nucleases dedos de zinco), TALEN (do inglés, transcription activator-like effector nucleases
ou efetor tipo-ativador de transcricdo nucleases) e CRISPR-Cas9 (do inglés, Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Regions ou Repeti¢des Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespagadas associada a proteina Cas 9). Uma das ferramentas mais proeminentes atualmente € o
sistema CRISPR-Cas 9, uma técnica promissora que esta em constante evolugdo (Kang et al., 2019).

Os trabalhos de edi¢do génica em PNHs tem sido realizados em macaco-cynomolgus (M.
fascicularis), macaco-rhesus (M. mulatta) e sagui-de-tufos-brancos (C. jacchus) (Kang et al., 2019; Park e
Silva, 2019).

Biopsia embrionaria

Em PNHs, a biopsia embriondria é realizada no estidgio de blastocisto expandido, apds a
formagdo da massa intracelular ¢ trofectoderme, semelhantemente a técnica utilizada em embrides
humanos (Ayoama e Kato, 2020). Utiliza-se equipamento de micromanipulagdo para obter-se uma
pequena amostra da trofectoderme do embrido. E possivel realizar a analise genética das amostras para
verificar a presenca ou auséncia de alteragdes genéticas (Ayoama e Kato, 2020).
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Criopreservacio de embrides

Conforme descrito para macaco-rhesus (M. mulatta), os embrides podem ser criopreservados no
estagio de blastocisto de forma que possam ser transferidos posteriormente para uma fémea receptora
(Ramsey e Hanna, 2019). Podem-se utilizar meios de congelagdo comerciais para embrides humanos,
seguindo o protocolo do fabricante (Ramsey e Hanna, 2019).

Transferéncia de embrides (TE)

A TE é uma TRA essencial para gerar prole a partir de embrides produzidos in vitro (Sankai,
2000). Devem-se utilizar receptoras sincronizadas com o estagio do embrido. A sincronizagdo ¢ feita por
monitoramento do ciclo ovariano para determinagdo do dia da ovulagdo (Sankai, 2000) ou por meio de
manipulagdo hormonal associada ao monitoramento da atividade ovariana (Takahashi et al., 2014). A TE
pode ser feita por via transcervical (ndo cirtirgica) (Takahashi et al., 2014), por laparoscopia ou por mini-
laparotomia (Wolf, 2004).

Diagnéstico de gestacio

O diagnostico de gestacao pode ser feito de diversas formas, incluindo ndo observagdo de
ciclicidade (primatas do velho mundo), dosagem hormonal (principalmente gonadotropina coridnica —
CGQ) no sangue ou na urina, palpacdo abdominal e ultrassonografia (Tardif et al., 2012).

Enxerto de gonadas

O objetivo principal dessa técnica ¢ preservar a fertilidade em individuos, sejam pré-puberes ou
adultos, que necessitam passar por tratamento de cancer, o que pode culminar em infertilidade. As gonadas
sdo removidas antes do tratamento, criopreservadas e reintroduzidas no futuro. Varios trabalhos
demonstraram que a técnica ¢ possivel em primatas ndo-humanos, tanto machos, como fémeas (Jahnukaine
et al., 2012; Fayomi et al., 2019; Lee et al., 2004). A técnica também pode ser aplicada para transplantes
alogénicos de tecido ovariano em mulheres com insuficiéncia ovariana prematura (Feichtinger et al., 2018).

Clonagem

Em se tratando de modelos animais para estudos biomédicos, a clonagem pode ser uma
ferramenta importante para obtengdo de PNHs genética e fisiologicamente uniformes (Liu et al., 2018). O
primeiro relato de clonagem em PNHs descreve a clonagem por meio de transferéncia nuclear de
blastdmeros isolados de um inico embrido (8-16 células) para odcitos enucleados. Essa técnica permite a
geracdo de varios embrides idénticos a partir de um Unico embrido (Meng et al., 1997). Embora essa
técnica também seja um tipo de clonagem, a técnica classica, realizada por meio da transferéncia nuclear
de células somaticas — utilizada para gerar a famosa ovelha “Dolly” (Wilmut et al., 1997) — foi descrita
pela primeira vez em PNHs somente em 2018 (Liu et al., 2018). Em 2019, o mesmo grupo descreveu a
combinagdo das técnicas de edicdo génica e clonagem para gerar clones editados (Liu et al., 2019),
demonstrando a habilidade de gerar uma linhagem geneticamente uniforme de primatas com determinada
mutagdo génica para estudos biomédicos.

Conclusdes
Os estudos apresentados nesta revisdo mostram a evolugdo das técnicas de reproducao assistida e
suas diferentes aplica¢des. Particularmente, os estudos de edigdo génica e clonagem citados acima
representam um grande avango na utilizacdo combinada de diversas técnicas de reproducdo assistida para
geracdo de modelos biomédicos para doencas humanas, demostrando o papel fundamental que as TRAs
em PNHs desempenham para avancgos cientificos no que diz respeito a saide humana.
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