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Coleta de sémen em mico-ledo-de-cara-dourada ( Leontopithecus
chrysomelas ) (Kuhl, 1820) através da eletroejaculacéo
Callitrichidae — primates

Semen collection in golden headed lion tamarin (  Leontopithecus
chrysomelas ) (Kuhl, 1820) by electro ejaculation
Callitrichidae — primates
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Resumo

O desenvolvimento de tecnologias capazes de aumentar a eficiéncia reprodutiva tem crescido nos dltimos anos, mas no
género Leontopithecus existem poucos relatos sobre suas caracteristicas reprodutivas. A eletroejaculagdo tem sido empregada
com sucesso na colheita de sémen de animais ameacados, incluindo primatas ndo-humanos. O objetivo deste trabalho foi
estabelecer um protocolo para a colheita de sémen em Leontopithecus chrysomelas e verificar as caracteristicas do sémen
em animais mantidos em cativeiro. Neste estudo foram utilizados dez machos adultos do Centro de Primatologia do Rio de
Janeiro (CPRJ-FEEMA). Ap6s a sedagdo, os animais foram estimulados apés a introducdo de um transdutor via retal para a
eletroejaculagdo, segundo a técnica descrita por Gould et al. (1978), com algumas modificagdes. Os sagliis foram submetidos
a 10 estimulos de cada voltagem, de forma crescente (2, 3, 4 e 6 Volts), até que se obtivesse o ejaculado. Os primatas
ejacularam em média apés 29 + 12,3 estimula¢des, em uma voltagem média de 4 Volts. Foram obtidos ejaculados em todos
0s animais, porém, alguns deles (17,5%) ndo apresentaram erecdo peniana. O sémen obtido apresentou aspecto leitoso,
ligeiramente amarelado, consistindo de uma por¢cdo que rapidamente coagulava. O volume médio foi de 11,9m + 4,73ni e
verificou-se uma média de 32,71% de patologia espermética. Das alteracBes morfolégicas do sémen, as mais comumente
observadas foram as patologias de peca intermediaria (38,63%), caudas fortemente dobradas (22,4%) e patologia da cabeca
dos espermatozoides (16,25%) Os resultados demonstraram que a estimulacéo transretal pode ser considerada um método
seguro e eficiente para colheita de sémen em Leontopithecus chrysomelas e que amostras de sémen podem ser colhidas
rotineiramente.
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Abstract

The development of technologies capable of improve reproductive efficiency has been increased in last years, but in genus
Leontopithecus, there are few reports describing a bout this reproductive characteristics. The electroejaculation has been
employed successfully in many endangered animals, including non-human primates. This study intended develop a semen
collection protocol for Leontopithecus chrysomelas and verify the semen characteristics of captive the animals. Ten adult males
Leontopithecus chrysomelas of Rio de Janeiro State’s Primatology Center (CPRJ-FEEMA) were used in this study. After sedation,
they had their semen collected by electrical stimulation after introduction of a trans-rectal probe, based on the technique
described for GOULD et al (1978), with some modifications. The animals were submitted to 10 stimulus of each voltage of 2, 3,
4 and 6 Volts, until ejaculation that occurred after a mean of 29 + 12.3 stimulations with mean of 4 Volts. Samples were obtained
in all animals but some of them (17.5%) did not demonstrate penile erection. The semen collected had milky aspect, slightly
yellow, consisting of one portion that quickly clotted. The mean seminal volume was 11.9nL + 4.73nL and were verified a mean
of 32.71% of spermatic pathology. The most common sperm pathology observed was in the intermediate peace (38.63%) then
in tail (22.4%) and last in the head (16.25%). Results indicated that trans-rectal electro ejaculation can be considered a safe and
effective method of semen collection in Leontopithecus chrysomelas and semen samples can be routinely collect.
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Introducéo

O Brasil destaca-se mundialmente pela conhecida riqueza
biolégica e, dentre os mais variados animais encontrados na
fauna brasileira, destacam-se os primatas. Entre os
calitriquideos, os micos-leGes representam um grupo tipico
na Mata Atlantica do sudeste brasileiro, mas, apresentam-se
ameacados devido a constante destruicdo do seu habitat,
além de sofrerem ameacas de caca e capturas, o que dificulta
a luta contra a extingdo destes pequenos simios. A formacéo
de criobancos de material genético de espécies ameacadas
de extingdo, constitui-se uma alternativa interessante no de-
senvolvimento de procedimentos conservacionistas em popu-
lacdes de cativeiro (Durrant, 1990, Morrel e Hodges,1998).

O desenvolvimento de tecnologias capazes de aumentar a
eficiéncia reprodutiva em animais ameacados de extincado
tem crescido nos udltimos anos, estimulado por diversos
organismos nacionais e internacionais. Porém, em relagéo
aos animais do género Leontopithecus, a literatura nos brinda
com pouquissimos relatos sobre suas caracteristicas
reprodutivas.

A ejaculagcdo é um processo complexo, neurologicamente
mediado e independente da erec¢do, consistindo num
processo trifasico integrado, composto por emissdo seminal,
oclusdo do colo da bexiga e ejaculagdo anterégrada. Em
situa¢des normais, um estimulo sensor aferente do pénis,
através do nervo pudendo, atinge a medula espinhal, de onde
€ encaminhado ao cortex cerebral. A resposta eferente ao
reflexo ejaculatério envolve o génglio téraco-lombar formado
pelo nervo hipogastrico, cujos ramos atingem as fibras pré-
ganglionares na préstata e glandulas vesiculares. Enquanto
os estimulos simpaticos resultam na emissdo do sémen para
a uretra e também o fechamento do colo da bexiga, os
estimulos parassimpaticos estimulam a propulsédo
anterégrada do fluido seminal (Ball, 1992).

A eletroejaculagdo transretal tem sido utilizada com sucesso
na obtencdo de sémen de diversos animais selvagens,
incluindo primatas ndo-humanos. E considerado o método
mais seguro e apropriado para a colheita de sémen de
animais selvagens, devendo-se estabelecer um protocolo
para cada espécie e, de acordo com a resposta do animal,
para cada individuo, sendo a anestesia o principal fator de
risco neste procedimento (Durrant, 1990).

A emisséo seminal depende dos estimulos elétricos sinusal
de fibras eferentes simpéticas e musculatura lisa, através de
estimulacéo elétrica induzida proximo a bifurcacdo da aorta
entre o nervo obturador e retal, onde se encontra grande ndmero
de fibras pré e pds-ganglionares simpaticas (Ball, 1992).

Os ejaculados obtidos em diversas espécies de simios
apresenta-se como uma mistura de um liquido opaco e
marron e uma parte clara e viscosa, que se misturam e s&o
dificilmente separaveis, formando uma massa coagulada de
cor marfim (Valério et al, 1969, Van Pel e Keyser, 1970, Gould
etal, 1978, Gould e Mann,1988). Na por¢&o escura encontram-
se alta concentracdo de espermatozoéides (Valle, 2002). Em
algumas espécies os coagulos se liquefazem mais
facilmente, como no macaco verde africano (Cercopithecus
aethiops) no qual basta manter o ejaculado em banho-maria
a 37°C por 30 minutos (Valle, 2002). Em outras espécies isto
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ndo ocorre e, portanto, o desenvolvimento de novas técnicas
tem sido fonte de estudos, como por exemplo utilizando-se
soluc¢do de TALP-HEPES — Ham'’s F-10 (Gould e Young, 1996).

A descricdo de caracteristicas morfolégicas é uma das
avaliagBes essenciais na analise do sémen. Evidencia-se
que nos primatas do Novo Mundo ocorre maior porcentagem
de anomalias em cauda e pecga intermediaria e menor na
cabeca dos espermatozoides (Cui et al., 1991, Harrison e
Wolf,1985, Seier et al., 1996).

O presente trabalho teve por objetivo descrever a obtencgéo de
sémen em mico-ledo-de-cara-dourada (Leontopithecus
chrysomelas), através da eletroejaculagdo transretal, bem
como o volume e aspecto dos ejaculados obtidos e a
morfologia dos espermatozdides encontrados.

Materiais e métodos

Este projeto foi protocolizado sob o n° 001/2004 e aprovado
pela Comissdo de Etica no Trato com Animais da UNIFESO.

Para a realizacao deste estudo foram utilizados 10 micos-
lebes-de-cara-dourada (Leontopithecus chrysomelas),
machos, saudaveis e considerados adultos pelos padrdes
de Backer et al. (1993), alojados no Centro de Primatologia
do Rio de Janeiro (CPRJ-FEEMA) durante o periodo de
novembro a dezembro de 2004. Dos dez animais estudados,
quatro foram mantidos em gaiolas individuais ou isolados e
seis distribuidos em quatro grupos familiares (4 animais a,
dominantes e 2 animais b, submissos).

Os animais, previamente mantidos em jejum por 12 horas,
foram capturados com puc¢é e, ainda dentro dos viveiros,
submetidos a sedacgédo através da injecdo intra-muscular de
Tiletamina + Zolazepam (2,2 mg/kg de ZOLETIL®) sugerida por
(Lee et al., 2003), acrescida de Cloridrato de atropina (0,6 mg).

Para a eletroejaculagéo utilizou-se um aparelho gerador de
eletrochoques, da marca Boinjet, fabricado pela Comercial
Barbos Ltda — S&o Paulo. Com o animal em decubito lateral,
o transdutor (com um diametro de 4 mm) foi lubrificado e
cuidadosamente introduzido na ampola retal do animal por
movimentos rotatérios, com os polos metalicos direcionados
sobre a préstata e glandulas vesiculares. A profundidade de
colocacgdo do transdutor variou de acordo com o tamanho do
animal e respostas obtidas. O protocolo utilizado para a
eletroejaculacéo consistiu em 10 estimulos de cada voltagem
(2, 3, 4 e 6 Volts), de forma crescente, até que se obtivesse o
ejaculado. Cada estimulo foi mantido por aproximadamente
2 a 3 segundos, seguido de retorno a voltagem zero.

Foram efetuadas quatro colheitas em cada um dos dez
animais, com intervalo de uma semana, conforme preconizado
por WHO (World Health Organization, 1999), totalizando
quarenta colheitas. O material obtido nas trés primeiras
colheitas foi destinado a analise das caracteristicas
morfolégicas e aspecto do sémen e o da ultima colheita foi
destinado exclusivamente para a mensuragdo do volume
ejaculado, utilizando-se micropipetas.

Para a analise morfolégica do sémen em camara Uumida, o
sémen recém ejaculado foi aspirado com uma seringa de
1mL (Becton&Dickson-Curitiba-PR), sem agulhas e
previamente aquecidas em placa térmica a 36°C, contendo



10mL de solugéo diluente Ham’s F-10 (Cutlab- Campinas-
SP) aquecida (36°C), de modo a proporcionar maior fluidez
ao ejaculado e minimizar a formagéo do coagulo. Em seguida,
uma amostra da solucéo foi misturada a 5 niL de solugdo
salina tamponada aquecida a mesma temperatura e entao
depositada em |amina sobre
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Observou-se um volume médio de 11,9m_ + 4,73nlL de
ejaculado apés o descarte da fragdo coagulada. O volume de
sémen ejaculado para cada animal pode ser observado na
Figura 2.

laminulas também aquecidas.  »®
Apo6s a retirada do excesso de
fluido da lamina por compres-

sdo, as mesmas foram obser-
20,00

vadas em microscopia de con-
traste de fase (STORZ) sob
objetiva 1000 X e o sémen ava-
liado segundo os padrdes da

WHO (1999) para analise de
sémen humano.

S

S

vezes com 6 Volts e uma com 3
Volts. Necessitou-se de 29 *
12,3 estimulagBes com um
minimo de 16 e um maximo de
36, para a obtencdo dos ejaculados, conforme a Figura 1.

2

Ndmero de estimulos

1 2 3 4
Colheitas

Figura 1: Numero de estimulos necessarios a ejaculagao, de acordo
com a colheita em Leontopithecus chrysomelas.

Com o inicio dos estimulos surgiram as contragcdes
involuntarias dos musculos dos membros posteriores. O
movimento de extensdo plena de ambos os membros
relacionaram-se de forma direta com os estimulos elétricos
desde que o transdutor se encontrasse em posi¢do adequada
para a eletroejaculagdo. A eletroestimulagao ndo produziu um
estimulo sincrénico e assim, o sémen, ao invés de ser ejetado
naturalmente de forma pulsatil, ocorreu lentamente em forma
de gotejamento e algumas vezes sem eregdo peniana.

Resultados 10,00
Foram obtidos ejaculados em
todas as 40 tentativas realiza-
das com os dez animais. Em 50
mais de 50% das ocasides (22),
0s animais ejacularam com a
estimulacdo de 4 Volts, 17

0,0
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Foram observados um percentual médio de 32,71% de
patologias totais dos espermatozdides. Das alteracfes
morfolégicas do sémen, as mais comumente observadas
foram as patologias de peca intermediaria (38,63%) cujos
dobramentos foram predominantes, as caudas fortemente
dobradas (22,4%) e patologia da cabeca dos esperma-
tozéides (16,25%)

Em relagcdo a posicdo social verifica-se que os machos a
apresentaram percentual médio de 32,87% * 2,25% , os
individuos b 37,24% + 6,14% e os isolados 32,38% + 3,72%
de defeitos espermaticos.

2007

Figura 2: Volume do ejaculado de Leontopithecus chrysomelas, de acordo com o individuo.

Discussdo

O conhecimento sobre fisiologia reprodutiva é parte
fundamental para o efetivo manejo de Leontopithecus
chrysomelas, tanto em cativeiro como para a viabilidade
populacional e o futuro status das populagfes selvagens.
Estudos sobre os machos sao de grande importancia, uma
vez que até o momento as fémeas tém merecido mais atengao,
sendo investigadas através da medicdo de niveis de
esterdides metabolizados excretados pelas fezes e urina,
levando em consideragdo as influéncias sazonais e
comportamentais reprodutivas (Wasser et al., 1988, Pryce et
al., 1994, Zigler et al., 1996, Jurke et al., 1997).

No presente trabalho buscou-se estabelecer uma técnica de
colheita de sémen, na qual machos de Leontopithecus
chrysomelas foram submetidos a eletroejaculagdo trans-retal
em varias séries de estimulagdes com voltagens controladas
e crescentes, até um maximo de 6 Volts. Observou-se que,
estando os animais em condi¢des anestésicas sugerida por
Lee et al., (2003), o ponto ideal da estimulagdo encontra-se
em torno de 4 Volts, embora na literatura os autores relataram
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variagBes de estimulos de 2 a até 100 Volts (Gould, et al.,
1978, 1985, Ball, 1992, Thomson et al., 1992, Morrel et al.,
19964, Valle, 2002).

Cui et al. (1991) descreveram em Callithrix jacchus valores
médios de 31,9 pyL enquanto Cui (1996), na mesma espécie
obteve em média 40,2 pL de ejaculado, pela técnica de
eletroejaculagdo transretal. Kuederling et al (2000) obtiveram
ejaculados em Callithrix jacchus através de vibroestimulagédo
peniana resultando numa quantidade média de 30 pL de
ejaculado. Em todos estes experimentos relatados, as
mensura¢cdes de volume contavam com a presenca do
coagulo ejaculatdrio, que posteriormente era descartado. Nas
amostras de Leontopithecus obtivemos em média 11,9 pL
apenas com a parte liquida.

Embora a mensuracdo do volume tenha sido obtida através
de uma Unica amostra de cada animal, na quarta colheita,
acredita-se que haja semelhangca com as obtidas
anteriormente, visto que colheitas de sémen subseqiientes
com intervalos de mais de cinco dias normalmente nao
interferem na producgao espermatica (Cui et al 1991, Cui 1996,
Morrel et al., 1996, Yeoman et al., 1998).

Durante a colheita por eletroejaculacé@o, observou-se auséncia
de erecdo peniana em alguns machos de Leontopithecus
chrysomelas, coincidindo com as descrig6es de Lang (1967)
em Saimiri sciureus e as de Van Pelt e Keyser (1970) em Macaca
mulatta. Do mesmo modo as variagcdes no processo de
contragéo testicular e extensdo dos membros posteriores
foram compativeis com o observado por Gould et al. (1978) em
Macaca mulatta e por Yeoman (1998) em Saimiri boliviensis.

Em geral, os defeitos dos espermatozoides em primatas nao
humanos mostram-se elevados. Observou-se em Leontopithecus
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chrysomelas 34,16% de alterag6es morfo-légicas enquanto
que em Callithrix jacchus (Cui et al., 1991, Cui 1996, Morrel
et al., 1988, Kuerdeling et al., 2000), Cebus apella (Gui-
maraes, 1994), Allouatta caraya (Valle, 2002), Cercopithecus
aethiops (Seier et al., 1996) encontraram médias em torno
de 40%.

Este estudo foi realizado nos meses de novembro e dezembro,
ao final da segunda estacéo reprodutiva dos Leontopithecus
chrysomelas. Desta forma, é de se esperar algum reflexo
negativo na produgdo espermatica destes animais. Hernadez
Lopez et al. (2002) verificaram em Ateles geoffroyi maior
porcentagem de defeitos espermaticos (50,3%) em periodos
chuvosos (fora da época das coberturas), enfatizando a
influéncia da sazonalidade reprodutiva nesta espécie.

Em relagdo a posigdo social dos micos-ledes, verificam-se
0s animais dominantes, os submissos e os isolados,
apresentaram respectivamente 32,87%, 37,24% e 32,38% de
defeitos esperméticos. Referentes aos primatas do Novo
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menor porcentagem de defeitos espermaticos em animais
isolados do que naqueles mantidos com fémeas. Ja
Hernandez-Lopez et al. (2002) verificaram em Ateles geoffroyi
caracteristicas morfolégicas semelhantes entre animais a, b
e isolados.

Conclusao

O protocolo de eletroejaculagdo transretal utilizado
demonstrou ser seguro e eficiente para a obtencdo do sémen
de Leontopithecus chrysomelas, cujo volume, aspecto e
percentual de defeitos espermaticos sdo semelhantes aos
descritos em outros calitriqueos.
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