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O objetivo do presente estudo foi verificar a eficién-
cia do método de eletroejaculagdo na colheita de sémen de
saguis-de-tufo-branco (Callithrix jacchus) e realizar uma
avaliagdo descritiva dos aspectos fisicos e morfologicos
do ejaculado. Foram utilizados trés espécimes adultos e
colhidas nove amostras de sémen de cada animal, pela
eletroejaculagdo. Para os testes de dissolugdo dos coagulos
seminais, utilizaram-se nove variagdes de trés tipos de meios.

RESUMO

De todas as variagdes estudadas, o meio TALP, livre de ions
Ca*?, acrescido de tripsina a 0,5%, durante 45 minutos, a 37°
C, mostrou-se o mais eficiente na dissoluc¢éo do coagulo, po-
rém ndo foi capaz de dissolvé-lo completamente. O método
de eletroejaculagdo para colheita de sémen em C. jacchus
mostrou-se viavel, apresentando sucesso em todas as colhei-
tas, porém a qualidade do sémen apresentou-se baixa.
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ABSTRACT

COLLECTION AND ANALYSIS OF SEMEN FROM THE COMMON MARMOSET (Callithrix jacchus)

The objective of this study was to evaluate the ef-
ficiency of different extenders on the semen from common
marmoset to improve the quality of physical and morpho-
logical characteristics. Three adult specimens were used
and nine ejaculates were collected from each one, using
electroejaculation. To break up the seminal clot, nine varia-

tions of three different extenders were tested. TALP, Ca*
free, with 0.5% tripsin, during 45 minutes at 37°C, was
the best extender, dissolving partially the semen clot. The
electroejaculation is a viable semen collection method for
common marmoset, obtaining success in all animals, but the
semen quality was relatively poor.

KEY WORDS: Callithrix jacchus, electroejaculation, primates, semen.

INTRODUCAO

Os primatas nao humanos sao muito utiliza-
dos como modelos em pesquisas biomédicas por
sua proximidade filogenética ao homem. O sagui-
de-tufo-branco (Callithrix jacchus) é a espécie de

Ciéncia Animal Brasileira, v. 10, n. 2, p. 544-552, abr./jun. 2009

calitriquideo mais utilizada, por sua facilidade de
manejo, de producao de filhotes, por ser pequeno
(cerca de 300 g), ndo necessitar de muito espaco
e pelo baixo custo de manutengdo das colonias
(HEARN, 1982, 1983; MANSFIELD, 2003).
Essa espécie tem sido utilizada como modelo
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experimental valioso em estudos relacionados
a biotecnologia da reproducdo (MILLAR et al.,
2000).

Pesquisas na area de reprodugdo auxiliam
a seres humanos, na resolucao de problemas re-
produtivos, e a outras espécies de primatas ndo
humanos, tanto com objetivos clinico-cirurgicos
como conservacionistas. Diante do sério dilema de
encontrar um balango entre as populagdes humana
e animal para o manejo e a preservacao da biodi-
versidade, a reproducao assistida vem tornando-se
um dos métodos mais eficientes na manutengao
das espécies de primatas ameagadas de extingdo e
no auxilio ao aumento das populagdes de cativeiro
(HEARN, 1996).

A colheita e andlise do s€émen ¢ uma das
formas essenciais de avaliagdo do desempenho
reprodutivo de machos. Diferentes métodos sao
citados na literatura para a colheita de sémen em
primatas: vagina artificial (FUSSEL et al., 1973),
masturbagdo (MARSON et al., 1988), eletroejacu-
lagdo por sonda retal (WEISBROTH & YOUNG,
1965; LANG, 1967; CUI etal., 1991), estimulagdo
peniana (VALERIO et al., 1969), lavagem vaginal
(KUEDERLING et al., 1996) e vibroestimulagado
peniana (KUEDERLING et al., 2000; SCHNEI-
DERS et al., 2004).

A colheita de sémen por eletroejaculagao
e sua posterior avaliacdo ja foram desenvolvidas
em diferentes espécies de primatas (WEISBRO-
TH & YOUNG, 1965; BENNETT, 1967; LANG,
1967; ROUSSEL & AUSTIN, 1967; DENIS et
al., 1976; MARSON, 1989; GOULD & YOUNG,
1990, SCHNEIDERS et al., 2004) e apresenta a
vantagem de possibilitar colheitas repetidas de
sémen de alta qualidade, de um mesmo individuo
(KUEDERLING et al., 1996).

O sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus)
foi a espécie escolhida para este estudo, por sua
proximidade filogenética com outras espécies de
calitriquideos ameacados de extingdo, como, por
exemplo, todas do género Leontopithecus (micos-
ledes). Optou-se pela colheita de sémen mediante
eletroejaculagdo por sonda retal.

O objetivo do presente estudo foi verificar
a eficiéncia do método de eletroejaculagdo na
colheita de sémen de Callithrix jacchus e realizar

uma avaliagdo descritiva dos aspectos fisicos e
morfologicos do ejaculado.

MATERIAL E METODOS
Local do estudo

Desenvolveu-se o experimento no Depar-
tamento de Reproducdo Animal da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jabo-
ticabal, Sao Paulo, Brasil, localizado a 21° 15’
22> graus de latitude sul, 48° 18’ 58 graus de
longitude oeste, a 595 m acima do nivel do mar.
A umidade relativa média do ar, durante o periodo
experimental, foi de 64,9% e a temperatura média
22,1°C.

Animais

Utilizaram-se trés machos adultos de C. jac-
chus (Fig. 1), provenientes do Parque Municipal
Quinzinho de Barros, municipio de Sorocaba, Sao
Paulo, Brasil.

FIGURA 1. Saguis-de-tufo-branco (Callithrix jacchus).

Manejo

Os animais foram mantidos em gaiolas in-
dividuais de 0,5 x 1,0 x 1,0 m e alimentados duas
vezes ao dia com frutas, ragao ¢ suplementagdo
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com complexo vitaminico/mineral; agua ad [libi-
tum. Antes do inicio do estudo, submeteram-se os
animais a um periodo de adaptacao de trinta dias,
para exames clinicos e laboratoriais de sangue
(hemograma) e parasitologico de fezes, visando
a avaliacdo e padronizacao das condicdes clinicas
gerais de saude. Durante o periodo de adaptagdo,
o comportamento individual, assim como caracte-
risticas das fezes, urina e a quantidade de alimento
ingerido foram observados, diariamente, na tenta-
tiva de se perceber qualquer alteragdo funcional
ou comportamental.

Como a espécie ndo apresenta sazonalidade
reprodutiva, reproduzindo-se ao longo de todo
ano, optou-se pelo primeiro semestre para o res-
pectivo estudo.

Colheita do sémen

As colheitas de sémen de todos os animais
foram realizadas no primeiro semestre do ano e
a frequéncia das contengdes de cada animal para
colheita de sémen respeitou um intervalo médio
de uma semana. Realizaram-se as contencodes
fisicas manualmente nas gaiolas, com o auxi-
lio de luvas de couro e em seguida os animais
foram anestesiados com cloridrato de cetamina
(Ketalar®, Pfizer, Guarulhos, SP - 20 mg/kg de
peso corporal, IM). Apos o procedimento anes-
tésico, higienizaram-se o pénis e o prepucio com
solugdo salina e mediram-se os testiculos com
paquimetro. Apo6s a higienizacdo, uma sonda
bipolar de 3 cm de comprimento e 0,7 cm de
diametro (Figura 2) lubrificada (lubrificante a
base de agua K-Y Gel®, Johnson & Johnson,
Sao Paulo, SP) foi introduzida no reto do animal,
com os eletrodos posicionados ventralmente, para
estimulagdo da prostata. A sonda, previamente
conectada a uma fonte elétrica (Eletrovet, Sao
Paulo, SP, Brasil), transmitia uma corrente maxi-
ma de 200 mA e 6 V, segundo o método descrito
por CUI et al. (1991).

Todo material utilizado para colheita do
sémen apresentava-se aquecido em placa aquece-
dora, entre 33 e 37°C, e no momento da ejaculagdo
as amostras foram colhidas em tubos plasticos de
1,5 mL.
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Andlise do ejaculado

Nove variagdes de trés diferentes meios de
dilui¢ao foram utilizadas (Quadro 1) para diluigao
e reducdo do codgulo seminal do ejaculado.

FIGURA 2. Macho adulto de C. jacchus anestesiado para
colheita de sémen. Sonda transretal para eletroejaculagédo
(seta).

Para determina¢ao do melhor meio diluente,
diferentes amostras foram mantidas em cada um
deles por 30, 45 e 60 minutos.

Na avaliacao das amostras de s€émen, consi-
deraram-se os aspectos macroscopicos (volume,
aspecto e cor) e microscopicos (motilidade esper-
matica, velocidade de progressao e morfologia
espermatica).

Determinou-se o volume com a utilizagao
de uma pipeta automatica e os resultados foram
expressos em pL. Determinaram-se a cor € o as-
pecto pela visualizacdo direta, considerando a cor
branca opalescente como normal. A motilidade
espermatica e a velocidade de progressao foram
determinadas com uma gota de sémen diluido
colocado sobre lamina aquecida (38—40°C) e
recoberta por laminula. Realizou-se o exame pela
observagao direta do movimento das células esper-
maticas, utilizando um microscopio de contraste de
fase (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), em um aumento
de 20 X. Representou-se a motilidade em porcen-
tagem (0% a 100 %) de espermatozoides moveis.
A velocidade de progressdo foi representada por
uma escala numérica de 0 a 5, em que 0 representou
espermatozoides sem movimento e cinco esperma-
tozoides com movimentos rapidos e vigorosos.
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QUADRO 1. Composigdo dos meios e variagdes das substancias diluentes utilizadas para desfazer o coagulo seminal de

ejaculados colhidos de C. jacchus

Composi¢ao dos meios

Meio TALP livre de ions Ca*:

(0,53 g de NacCl; 0,0005 g de vermelho fenol; 0,023 g
de KCI; 0,005 g de Na,HPO, 2H,0; 0,031 g de MgCl,
6H,0; 0,21 g de NaHCO,; 184 pl de lactato de sodio;
0,24 g de HEPES; em 100 ml de 4gua ultrapura) (BA-
VISTER et al., 1983)

Meio de fertilizagao in vitro:

(0,012g de KCI; 0,2720 g de NaCl; 0,039 g de CaCl
2H,0; 0,005 g de MgCl, 6H,0; 0,11 g de NaHCO,;
0,0023 g de NaHPO,; 93 pl de lactato de sodio; 0,0005
g de vermelho fenol; em 50 ml de 4gua ultra-pura)
(BUSH, 1975)

9. Meio diluente de sémen com EDTA:

1. Acrescido de tripsina 0,5% (MARSON et al., 1988)

2. Acrescido de tripsina 1% (ACKERMAN & ROUSSEL,
1968)

3. Acrescido de pronase 0,5%

4. Acrescido de pronase 1%

5. Acrescido de tripsina 0,5% (MARSON et al., 1988)

6. Acrescido de tripsina 1% (ACKERMAN & ROUSSEL,
1968)

7. Acrescido de pronase 0,5%

8. Acrescido de pronase 1%

(6,0 gde glicose, 0,37 gde EDTA, 0,375g de citrato de sodio, 0,12 g de bicarbonato de s6dio em 100 ml de 4gua destilada,
sem adic@o de antibioticos para evitar a toxicidade aos espermatozoides) (MARTIN, 1979).

Avaliou-se a morfologia espermatica apos
a confeccao de esfregacos de sémen fixados em
glutaraldeido e corados com Giemsa. Foram
avaliadas duzentas células de cada ejaculado e os
resultados, expressos em porcentagem.

RESULTADOS

O experimento iniciou-se apos a confirma-
cao dos resultados parasitologicos de fezes nega-
tivos, avaliacdo comportamental e resultados dos
hemogramas similares aos valores encontrados na
literatura (YARBROUGH et al., 1984).

Nao se observaram quaisquer reacdes ad-
versas nos machos durante todo o periodo expe-
rimental e nem mesmo nos seis meses posteriores
ao estudo. Assim, todos os procedimentos de
contencao fisica, de farmacologica, assim como a
colheita de sémen, aparentemente, ndo produziram
maiores transtornos a saude dos animais.

Na analise biométrica, os animais do estudo
nao apresentaram diferengas estatisticas de peso,
sendo que a média encontrada foi 362+10 g. As
analises estatisticas também nao apresentaram dife-
rengas significativas entre o tamanho dos testiculos
(medidos com paquimetro) esquerdo e direito de
cada animal ao longo da pesquisa, nem tampouco

entre as dimensodes dos testiculos entre os animais,
sendo encontradas as médias de 13,4+0,6 mm de
comprimento e 9,0+0,9 mm de largura.

Foram colhidas 27 amostras de sémen, dos
trés espécimes de C. jacchus, durante seis meses,
totalizando nove amostras de cada animal. Todas
as amostras apresentaram cor e aspecto branco
opalescente, caracteristicos para s€émen da espécie.
As ejaculagdes ocorreram em um intervalo médio
de cinco minutos, contados a partir do inicio dos
estimulos. Todas as amostras colhidas apresenta-
ram-se com codgulo seminal, o qual representava,
praticamente, 100% do volume dos ejaculados.

De todas as amostras de sémen analisadas,
quatro (15%), de um mesmo animal (n° 2), ndo
apresentaram espermatozoides. A motilidade
espermdtica do animal n°® 3 manteve-se estavel
nas sete colheitas iniciais (40%), porém caiu para
20% e 10%, respectivamente, nas duas ultimas
colheitas.

O volume do ejaculado variou entre 10 e
50 pL, porém s6 foi possivel mensurar as fragdes
seminais que se desprenderam dos coagulos for-
mados.

A média dos resultados da analise seminal,
de cada animal, estd representada na Tabela 1.
Os resultados incluem a motilidade espermatica,
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a velocidade de progressdo, a porcentagem de
espermatozoides morfologicamente normais,
com defeitos de cabega, de peca intermediaria e
de cauda.

A Figura 3 apresenta as fotomicrografias
de espermatozoides normais e os defeitos mais

frequentemente encontrados nos C. jacchus deste
estudo. Dos meios utilizados para diluicdo dos
coagulos seminais, o que apresentou resultados
mais satisfatorios foi o TALP, livre de ions Ca™,
acrescido de tripsina a 0,5%, durante 45 minutos,
a 37°C.

TABELA 1. Valores médios aproximados = desvio-padréo da analise do sémen de trés espécimes de C. jacchus (A), in-
cluindo a motilidade espermatica (ME), a velocidade de progressdo espermatica (VP), a porcentagem de espermatozoides
normais (N), com defeitos de cabega (DCb), de peca intermedidria (DPI) e de cauda (DCa)

Morfologia espermatica (%)

A ME VP
(%) (0as) N DCb DPI DCa
1 4045 3+0,6 41%10 3248 109 1747
2 3048 4+0,9 1343 6745 843 1246
3 309 3+1,0 236 58+11 846 115
DISCUSSAO

FIGURA 3. Fotomicrografias de espermatozoides de Calli-
thrix jacchus (aumento de 330X), normal (A), com a cauda
dobrada (B), decapitado (C), com a cauda fortemente do-
brada (D) e com gota citoplasmatica distal (E).
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A coagulagdao do sémen de primatas de
forma geral, tanto Catarrinos quanto Platirrinos,
ja foi descrita anteriormente (DENIS, 1976;
MARSON, 1989). Alguns autores t€ém demons-
trado que a formagdo do codgulo ocorre ainda
na uretra, devido ao contato dos fluidos semi-
nais com a secre¢ao do lobo cranial da prostata
(WEISBROTH & YOUNG, 1965; BENNETT,
1967, SCHAFFER et al., 1989). VALTONEN
et al. (2005) detectaram seminogelina I e II
no plasma seminal de saguis-de-tufo-branco,
as quais sdo responsaveis pela coagulacdo do
sémen. Porém, os mesmos autores, inexplicavel-
mente, ndo detectaram o PSA (prostatic-specific
antigen), o qual é responsavel pela liquefacao do
sémen humano.

O coagulo seminal observado em todas as
amostras de s€émen foi o fator que mais dificultou
a avaliagdo dos ejaculados, porém os resultados
encontrados sdo semelhantes aos citados ante-
riormente por outros autores, utilizando a mesma
técnica. CUI etal. (1991) estudaram sémen de sa-
gui e encontraram em suas colheitas um volume
médio de 30 puL (8 a 85 puL), motilidade média de
48%, porcentagem de células morfologicamente
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normais de 49%, sendo a porcentagem de defeitos
de cauda e cabega de 50% e 4,5%, respectivamen-
te. KUEDERLING et al. (1996) encontraram uma
qualidade seminal superior colhendo ejaculados
dessa mesma espécie, porém pelo método de
lavagem vaginal, apds o acasalamento natural.
Num primeiro estudo, colheram e analisaram
quarenta amostras de s€émen e encontraram uma
motilidade espermatica que variou de 20% a 95%.
Esse método de colheita foi considerado eficiente
para obtencdo de s€émen de alta qualidade, sem a
necessidade de anestesia, pois o sémen € colhido
apos a copula voluntaria e a lavagem vaginal ndo
causa dor a fémea. Contudo, trata-se de método
que requer varias outras situacdes especiais como
a presenca de uma fémea, a aceitagdo da copula,
a observacdo da copula pelo pesquisador, uma

fémea treinada para que a colheita do sémen
possa ser realizada sem anestesia ou uma jaula
de contengdo para manté-la imovel para proceder
a colheita do sémen intravaginal. Todos estes
quesitos restringem o numero de animais tecni-
camente viaveis para utilizagdo desse método e
tornam o uso de animais ndo treinados pratica-
mente impossivel.

Como descrito na Tabela 2, existem dados
diversos nos parametros seminais avaliados por
diferentes autores, utilizando métodos de colheita
diferenciados. No entanto, na maioria dos estu-
dos, os resultados quanto ao volume e motilidade
espermatica sdo baixos, assim como no presente
trabalho, o que dificultaria a aplicag¢do de biotéc-
nicas da reproducgdo, com o proposito de diversi-
ficacdo genética.

TABELA 2. Comparacdo do dados referentes a analise de sémen de primatas Callithrix jacchus em diferentes estudos

Autor Me¢étodo de colheita* Z?Ilj;me i\(i)o)tlhdade ?;Ooflf::rlroniz)esp ermatica
CUI et al., 1991 ELT 8a85 48 24 a 81

CUI, 1996 ELT 40,2 47,4 51,5

KUEDERLING et al., 1995 LV 20a95 -- --

KUEDERLING et al., 1996 LV -- 20 a 95% --

MORREL et al., 1996 LV vs. ELT -- 74,8 vs. 70,7 91,9 vs. 87,6
KUEDERLING et al., 2000 EVP 31,9 59,6 --

GRUPEN et al., 2004 EVP - 35" vs 852 --

*ELT (eletroejaculagéo), EVP (estimulagdo vibratoria do pénis), LV (lavado vaginal)

"Machos em recintos com fémeas e ™achos em recintos com machos.

A qualidade do sémen colhido pode variar
em diferentes colheitas, num mesmo animal, as-
sim como pode haver variacdo entre individuos,
relacionadas a diferengas genéticas (CUI et al.,
1991), de idade, condigao de saude e variagdes na
técnica como numero de pulsos necessarios para
a ejaculacao ou posicionamento da sonda retal
(LANZENDOREF et al., 1990). O sémen resultante
da eletroejaculagdo também pode seguir um fluxo
retrogrado e entdo grande niumero de espermato-
zoides pode ser perdido na bexiga. A quantidade
de espermatozoides perdidos na bexiga pode variar
entre os animais e entre as colheitas de um mes-

mo animal, devido a diferencas na estimulagao.
Além disso, a variabilidade dos resultados de cada
colheita pode surgir da diferenca individual na
adaptag¢do ao manejo e as condigdes ambientais
(CUI etal., 1991). No presente estudo, como veri-
ficado na Tabela 2, ndo foram observadas grandes
variagoes inter ou intramachos relacionadas aos
fatores anteriormente citados.

GRUPEN et al. (2004) encontraram qualida-
de inferior nos pardmetros do sémen, colhido por
estimulagdo vibratéria do pénis, para as médias
da motilidade (35% versus 85%) e concentragdo
espermatica total (3,9 x 10° versus 10,1 x 10°)
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em machos alojados em recintos com fémeas,
comparados a machos alojados apenas com ou-
tros machos, respectivamente. Embora o método
utilizado por esses autores tenha sido diferente do
empregado no presente estudo, os machos foram
alojados em gaiolas individuais, sem contato
com fémeas; no entanto, a qualidade do sémen
foi inferior aquela encontrada por GRUPEN et
al. (2004).

A eletroejaculagao, como afirmado anterior-
mente (CUI et al., 1991), mostrou-se um método
eficaz para a colheita de sémen em sagui-de-
tufo-branco, ja que em todas as tentativas foram
obtidas amostras, porém em quatro colheitas do
animal n° 2, ou 15 % do total, ndo se apresentaram
espermatozoides.

Nao foram encontrados relatos anteriores
sobre a utilizagdo eficiente do meio TALP, livre
de ions Ca*?, acrescido de tripsina a 0,5%, durante
45 minutos a 37°C, para desfazer o coagulo semi-
nal nessa espécie. Os resultados apresentaram-se
satisfatorios para a realizagdo de uma avaliagao
parcial da amostra seminal, porém nao foi suficien-
temente eficaz para a diluicao total dos coagulos
formados.

Um segundo passo apds a determinagao
do diluente ideal para o coagulo seminal seria
a criopreservacao do sémen. Porém, o pequeno
volume seminal, a auséncia de um diluente eficaz
para desfazer totalmente o coagulo seminal e a
baixa qualidade dos ejaculados, principalmente
em relacdo a motilidade espermatica, impossibi-
litaram a utilizagdo dessas amostras para a crio-
preservacgdo. Possivelmente, a utilizagdo de um
cateter intravenoso (a porcao flexivel), mantido
na uretra durante a colheita, como descrito para a
eletroejaculacdo de gatos domésticos, aumentaria
o volume colhido (SOUZA™).

O sémen da forma como foi colhido poderia
ser utilizado para inseminagao artificial a fresco,
seguindo o mesmo principio da técnica utilizada
em caes (SEAGER & PLATZ, 1977). Descricoes
do sucesso da inseminacgao artificial nesta espécie
tem sido feito por MORREL et al. (1997), usando
sémen proveniente do epididimo, no qual seis de
dezoito fémeas conceberam. Em posterior estudo,

1" Souza, F.F. Comunicagéo pessoal, 2003.
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MORREL et al. (1998), também utilizando sémen
do epididimo, fresco ou congelado, obtiveram
sucesso com a inseminagao artificial. Embora as
descrigoes anteriores utilizam a insemina¢ao como
método de aplica¢ao do sémen do epididimo, deve
ser analisado que o sémen ejaculado se dilui nas
secre¢oes das glandulas sexuais acessorias, o que
faz com que ocorra a formagao do codgulo semi-
nal, dificultando a sua preservagao. Assim, a utili-
zacdo de um diluente que desfaca o codgulo seria
essencial na criopreservagao. Ademais, a obtengao
do sémen do epididimo ¢ possivel em animais que
foram orquiectomizados, post-mortem ou vivos,
porém associada a alguns riscos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo colabo-
ram para mais um avango da técnica reprodutiva
pratica, eficiente e de baixo custo, que pode
auxiliar na colheita, avaliagdo ¢ inseminagao
artificial de primatas da familia Callithrichidae,
cuja maioria das espécies ¢ endémica e ameagada
de extin¢do. Além disso, também trazem avangos
ao desenvolvimento de técnicas que tornem mais
simples a criopreservagao do sémen dessa familia,
aumentando, assim, as chances de preservagao do
patrimdnio genético dessas importantes espécies
de primatas brasileiros.
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