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RESUMO
Saguis-de-tufo-branco (Callithrix jacchus) e saguis-de-tufo-preto (C. penicillata) sio
animais exoticos na maior parte do territdrio brasileiro, com alto potencial invasor.
Portanto, programas de controle populacional devem fazer parte dos planos de manejo
adotados para estas espécies. O presente estudo teve como objetivo analisar a viabilidade
de métodos cirurgicos de contracep¢ao masculina em calitriquideos, determinando o
periodo em que ocorre a eliminagdo completa de espermatozoides no liquido seminal
através de colheitas seriadas de sémen por vibroestimulagdo peniana. Foram utilizados 12
saguis divididos em dois grupos de seis animais, ORQ e VAS, e submetidos as técnicas
de orquiectomia e vasectomia, respectivamente. Apos, amostras de sémen foram colhidas
pelo método de vibroestimulagdao peniana, com intervalos de sete dias entre elas até a
obtencdo de duas anélises sem presenca de espermatozodides no ejaculado. Em relagdo ao
tempo cirargico, no grupo ORQ o tempo cirurgico médio e o desvio padrao foram
10£2,82; no grupo VAS 18,17+4,07 minutos (p=0,009). A técnica de vibroestimulagdo
utilizada ocasionou ejaculacdo em 85,7% das tentativas de colheita, com o tempo de
estimulacdo médio e desvio padrao de 7,97+5,04 minutos. O grupo ORQ apresentou
tempo de estimulagdo médio e erro padrao de 9,78+1,65, enquanto que no grupo VAS o
valor foi de 6,41+0,85 minutos, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos. O
tempo de estimulagdo médio e erro padrao das diferentes tentativas de colheita (T) no
grupo ORQ foram 11,33+1,18 (T1), 8,31+2,54 (T2), 8,90+1,97 (T3), 10,57+5,95 (T4),
ndo havendo diferenca estatistica entre as tentativas. No grupo VAS, o tempo de
estimulagdo médio e erro padrdo das diferentes tentativas foram 11,11£1,10 (T1),
7,10£1,43 (T2), 4,98+1,15 (T3), 2,46+1,16 (T4), em que a tentativa T1 foi maior que T2
(p=0,023), T3 (p=0,01) e T4 (p<0,001) e T2 foi maior que T4 (p=0,018). Foi constatada
ere¢do peniana em 47,62% das tentativas de colheita de sémen, sem diferencga estatistica
entre os grupos ORQ e VAS. Observou-se erecdo peniana em 55,55% das tentativas de
colheita que resultaram em ejaculacdo, sem diferenga estatistica entre os grupos ORQ e
VAS. Quanto a presenca de espermatozodides no ejaculado, apenas um individuo do grupo
ORQ e dois do grupo VAS foram positivos na primeira colheita realizada apos a
esterilizacdo cirurgica. A partir da segunda colheita, foi possivel constatar azoospermia
em todos os animais. Conclui-se que a vibroestimulagdo peniana ¢ um método adequado
e ndo invasivo para colheita de sémen em pequenos primatas. Diante dos resultados
obtidos, pode-se sugerir que o periodo de 21 dias apds a esterilizacdo cirirgica € suficiente

para determinar a condicao estéril para exemplares de C. jacchus e C. penicillata. Ambas



as técnicas de esterilizagdo cirurgica utilizadas neste trabalho sd3o viaveis para serem
aplicadas nas duas espécies de Callithrix estudadas, apesar do pequeno porte. Este
resultado podera servir como base para estratégias de manejo reprodutivo nas espécies
aqui estudadas orientando sobre o tempo necessario, apos a esterilizagao cirurgica, para

se permitir o contato dos machos com fémeas férteis.

Palavras-chave: sagui, vibroestimulagdo peniana, azoospermia, vasectomia, orquiectomia.



ABSTRACT
Common marmoset (Callithrix jacchus) and black-tufted marmoset (C. penicillata) are
exotic animals in most of the Brazillian territory, with high invasive potential. Therefore,
contraceptive methods should be part of the management plan for these species. The
present study aimed to analyze the viability of surgical methods of male contraception in
Callitrichidae, determining the period which occurs the complete elimination of
spermatozoa in the seminal fluid through serial collections of semen by penile
vibrostimulation. Twelve marmosets were divided into two groups of six animals, ORQ
and VAS, and submitted to orchiectomy and vasectomy techniques respectively.
Afterwards, semen samples were collected by the penile vibrostimulation method, with
intervals of seven days between them until obtaining two analysis without spermatozoa
in the ejaculate. Regarding the surgical time, in the ORQ group the average surgical time
and standard deviation were 10+ 2.82; In the VAS group 18.17 £ 4.07 minutes (p = 0.009).
Harvest technique resulted in 85.7% of ejaculation attempts, average stimulation time
and standard deviation of 7.97 £ 5.04 minutes. The ORQ group presented average
stimulation time and standard error of 9.78 + 1.65, while in the VAS group they were 6.41
+ 0.85 minutes, with no statistical difference between the groups. The average stimulation
time and standard error of the different harvesting attempts (T) in the ORQ group were
11.33£1.18(T1), 8.31+2.54(T2), 8.90+1.97 (T3), 10.57 £ 5.95 (T4), with no statistical
difference between the attempts. In the VAS group, the average stimulation time and
standard error of the different trials were 11.11 +1.10 (T1), 7.10 £ 1.43 (T2), 4.98 £ 1.15
(T3), 2 (P=0.023), and T4 (p <0.001), where the T1 trial was greater than T2 (p = 0.023),
T3 (p =0.01) and T4 (p <0.001) and T2 was higher than T4 (p = 0.018). Penile erection
was observed in 47.62% of the semen collection attempts, with no statistical difference
between the ORQ and VAS groups. Penile erection was observed in 55.55% of the
harvesting attempts that resulted in ejaculation, with no statistical difference between the
ORQ and VAS groups. As to the presence of spermatozoids in the ejaculate, only one
individual in the ORQ group and two in the VAS group were positive in the first harvest
after surgical sterilization. From the second harvest, it was possible to verify azoospermia
in all the animals. It is concluded that both techniques of surgical sterilization are viable
in the two Callithrix species studied, despite the small size. PVS is an adequate and non-
invasive method for semen collection in small primates. In view of the results obtained
we can suggest that the period of 21 days after the surgical sterilization is enough to

determine the sterile condition for C. jacchus and C. penicillata. This result may serve as



a basis for strategies of reproductive management in the species studied here, guiding the
necessary time, after surgical sterilization, to allow the contact of males with fertile

females.

Key words: marmoset, orchiectomy, vasectomy, population control, azoospermia.
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1. INTRODUCAO

O Brasil detém a maior diversidade de primatas neotropicais do mundo e
apresenta 30% dos seus primatas em ameaca de extingdo. A introducdo de animais
exoticos em ambientes distintos da sua area de ocorréncia natural pode transformar a
estrutura e a composi¢ao da fauna de um ecossistema, causando perda da biodiversidade.
Atualmente, populacdes introduzidas de sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata) e
sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus) vém causando inumeros problemas em diversos
estados brasileiros prejudicando a sobrevivéncia de espécies nativas, muitas vezes
ameagadas, através da competicdo por recursos alimentares e refiigio. Além disto, o
excesso populacional de algumas espécies de calitriquideos mantidas em cativeiro ¢ um
problema enfrentado por zooldgicos e criatdrios brasileiros. Desta forma, impedir a
chegada de espécies exdticas invasoras e/ou promover sua erradicagdo, através de planos
de manejo que contemplem técnicas de contracepgdo, € uma estratégia importante para
conservagao ambiental.

No entanto, ainda ¢ necessario reunir informagdes basicas sobre a reprodugao e
fertilidade destas espécies a fim de implementar um programa de manejo reprodutivo
efetivo e voltado ao bem-estar animal. Dentre os métodos contraceptivos permanentes
esta a esterilizagdo cirtrgica, sendo a vasectomia a técnica mais indicada atualmente para
primatas ndo humanos (PNH) por eliminar o potencial reprodutivo mantendo a fung¢ao
testicular. Costuma-se ndo indicar a orquiectomia como método de elei¢do por haver a
possibilidade de rupturas na estrutura de hierarquia social e, em alguns casos, perda de
caracteristicas sexuais secundarias. Apesar disto, sabe-se que a orquiectomia ¢
amplamente utilizada como método de controle populacional em cativeiro.

Nao existem estudos sobre impactos na estrutura social, no comportamento
reprodutivo ou determinando em quanto tempo o macho, apods a esterilizagdo cirargica,
poderia voltar ao convivio do grupo sem risco de copula fértil. Sendo assim, a proposta
do presente estudo foi contribuir para o manejo reprodutivo de calitriquideos, analisando
a viabilidade de duas técnicas de esterilizagdo cirirgica, orquiectomia e vasectomia, em
C. penicillata e C. jacchus, relacionando o tempo decorrido entre o procedimento
cirtirgico e a detec¢do da azoospermia, observada através de colheitas de sémen seriadas
pelo método de vibroestimulagdo peniana (PVS).

A atividade de pesquisa proposta pela pos-graduanda foi realizada junto ao

Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Veterinarias € aos demais 0rgdos de pesquisa
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da Faculdade de Veterinaria e da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

O projeto foi executado no Parque Zooldgico de Sapucaia do Sul, Sapucaia do Sul,
Rio Grande do Sul, Brasil; no Criadouro Conservacionista Arca de Noé, Morro Reuter,
Rio Grande do Sul, Brasil e no Setor de Ensino e Pesquisas Cirurgicas (SEPEC) da
Faculdade de Veterinaria (FAVET) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Contribuir para o controle populacional dos calitriquideos mantidos em cativeiro
e de vida livre, buscando determinar o método de colheita de sémen de melhor
aplicabilidade e a técnica de esterilizagdo com menor interferéncia na fisiologia

reprodutiva dos animais.

2.2 Especificos:

- Avaliar a viabilidade da técnica de vasectomia em C. penicillata e C. jacchus,
conforme descrito para cdes e gatos.

- Avaliar a viabilidade da técnica de orquiectomia em C. penicillata e C. jacchus,
conforme descrito para caes e gatos.

- Estabelecer um protocolo seguro e eficaz para colheita de sémen, por
vibroestimulagdo peniana (PVS), em C. penicillata e C. jacchus.

- Determinar o prazo, ap0s a esterilizaga@o cirtrgica, para que se obtenha auséncia

total de cé€lulas espermaticas no ejaculado.
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3. REVISAO

3.1 Aspectos taxonomicos

A Ordem Primates ¢ composta pelas subordens Strepsirrhini e Haplorrhini. Na
primeira estdo incluidos os primatas menos evoluidos (os prossimios) e a segunda
subordem ¢ formada por duas superfamilias: Tarsiioidea (tarsios) e Anthropoidea, sendo
esta dividida nas infraordens Catarrhini (primatas do Velho Mundo) e Platyrrhini
(primatas do Novo Mundo ou primatas neotropicais) (ANDRADE et al., 2010; BICCA-
MARQUES; SILVA; GOMES, 2011).

Conforme proposto por Rylands ef al (2012), a infraordem Platyrrhini ¢ formada
por cinco familias (Aotidae, Atelidae, Callitrichidae, Cebidae e Pitheciidae) e 20 géneros
(Alouatta, Aotus, Ateles, Brachyteles, Cacajao, Callibella, Callimico, Callithrix,
Callicebus, Cebuella, Cebus, Chiropotes, Lagothrix, Leontopithecus, Mico, Oreonax,
Pithecia, Saguinus, Saimiri, Sapajus), com ampla distribuicdo geografica.

O género Callithrix é composto, atualmente, por seis espécies: Callithrix
penicillata, C. jacchus, C. aurita, C. flaviceps, C. geoffroyi e C.kuhlii. Todas estas
espécies sdo endémicas no Brasil e 50% destas correm risco de exting¢do (C. aurita, C.
flaviceps, C.kulii) (FORD; PORTER; DAVIS, 2009).

Saguis-de-tufo-preto (C. penicillata) e saguis-de-tufo-branco (C. jacchus)
(FIGURA 1) sdo primatas da familia Callithrichidae, chamados popularmente de micos
ou sagiiis. Uma caracteristica marcante desta familia é a presenga de ornamentos na
cabega como tufos, cristas, jubas e bigodes, que aparecem em varias espécies. Possuem
garras nos membros toracicos e pélvicos, que auxiliam a escalada de troncos de arvores,
bem como o forrageamento de insetos e pequenos vertebrados. Apresentam mandibula e
dentes diferenciados e especializados que perfuram troncos de arvores em busca de
exsudatos, latex ou goma das arvores (VERONA; PISSINATTI, 2014). Medem cerca de
30 cm de corpo, possuem cauda longa e nao prénsil e seu peso varia de 230 a 420 gr. Sao
animais altamente proliferos, geram de um a trés filhotes/parto e sua gestacdo ¢ de 140 a
148 dias. Vivem aproximadamente 10 anos na natureza e 16 anos em cativeiro

(AURICCHIO, 1995; FORD; PORTER; DAVIS, 2009).
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Figura 1 Exemplar de sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata) (A) Exemplar de sagui-de-tufo-
branco (C. jacchus) (B). Fonte: Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio).

Estdo naturalmente distribuidas do nordeste ao norte do rio Sdo Francisco e a leste
do rio Parnaiba, mas sdo comumente encontradas em zooldgicos e instituicdes
mantenedoras de fauna silvestre (VERONA; PISSINATTI, 2014). Sao primatas
arboricolas que podem habitar vegetacdo secunddria, perturbada e fragmentada, devido a
grande flexibilidade alimentar (BICCA-MARQUES; SILVA; GOMES, 2011).

Ainda hoje, o sistema de organizacdo social dos Callithrix ndo estd
completamente estabelecido e, além disto, a condigdo de cativeiro introduz possiveis

alteragdes no seu comportamento social e reprodutivo.

3.2 Conservacao

O Brasil possui uma das maiores diversidades de primatas do mundo com 116
espécies conhecidas, sendo 48,4% de toda a diversidade de macacos do mundo (REIS et
al., 2015). No entanto, a crescente pressdao antrdpica sobre as populacdes selvagens
provoca uma dréstica diminui¢do e, muitas vezes, a extingdo de espécies, antes mesmo
de serem conhecidas (RYLANDS et al., 2001). Estima-se que 26 espécies e subespécies
de primatas ndo humanos estejam ameacadas de extingdo no Pais (VALLE, 2007). O
aquecimento global, a destrui¢ao ou fragmentacao de habitats, a introducao de espécies
exdticas nos ecossistemas € a caca contribuem para este quadro (AURICCHIO, 1995).

Espécies exodticas invasoras podem transformar a estrutura e a composicao da
fauna de um ecossistema por repressao ou exclusdo de espécies nativas e pela alteragao

na forma com que nutrientes circulam através do sistema. Solturas clandestinas vém
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contribuindo para o estabelecimento dessas populagdes invasoras e, dentre os primatas
exoticos introduzidos desta forma, destacam-se algumas espécies de saguis. A introducao
de animais exdticos em ambientes distintos da sua area de ocorréncia natural ¢
considerada a segunda principal causa de perda da biodiversidade, superada apenas pela
supressao de ambientes naturais, e, portanto, manejar estas espécies € uma estratégia
importante para conservagdo ambiental (AURICCHIO, 1995).

As Unidades de Conservagao devem ser consideradas com especial atengao, pois
a presencga de espécies exoticas invasoras nessas areas € incompativel com a conservagao
da biodiversidade e dos recursos naturais e devem ser objeto de erradicacdo ou de controle
permanente. Invasdes biologicas tendem a crescer indefinidamente ao longo do tempo e
devem ser redobrados os cuidados para impedir a chegada de espécies exoticas invasoras
e/ou promover a erradicacdo destas (LEAO et al., 2011).

Desta forma, técnicas de contracep¢do sdo importantes ferramentas de manejo
reprodutivo a fim de controlar o numero de individuos de espécies que ndo fazem parte
dos programas de reproducdo em cativeiro, no entanto, ainda € necessario reunir

informacodes basicas sobre reproducao e fertilidade destas espécies.

3.2.1 Espécie invasora

Uma espécie € considerada exotica (ou introduzida) quando situada em um local
diferente do de sua distribui¢ao natural por consequéncia de a¢cdes humanas. Se a espécie
introduzida consegue se reproduzir e gerar descendentes férteis, com alta probabilidade
de sobreviver no novo hébitat, ela ¢ considerada estabelecida. Caso a espécie estabelecida
expanda sua distribui¢cao no novo habitat, ameagando a biodiversidade nativa, ela passa a
ser considerada uma espécie exotica invasora. Essas definigdes fornecidas pela
Convengao Internacional sobre Diversidade Bioldgica (CDB) sao utilizadas como
referéncia para a construcgao de politicas publicas pelos paises signatarios, como o Brasil.
Desta forma, no ambito das espécies exdticas invasoras, o Pais deve impedir que sejam
introduzidas e controlar ou erradicar espécies exoOticas que ameacem ecossistemas,
hébitats ou espécies (LEAO et al., 2011). As espécies invasoras sdo, atualmente, vistas
como um elemento significativo nas mudangas ambientais globais e como a segunda
maior ameaga a diversidade biologica (SANTOS et al., 2007).

Esta fauna invasora representa perigo, pois espécies exdticas invasoras podem
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produzir hibridos ao cruzar com espécies nativas e eliminar genotipos originais,
competem por alimento com espécies nativas, aumentando os riscos de extingdo de
populagdes locais e ¢ considerada uma ameaga ao equilibrio ecologico (PRYMACK;
RODRIGUES, 2001).

As espécies sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata) e o sagui-de-tufo-branco
(C. jacchus) ocorrem originalmente na Regido Nordeste do Brasil, do nordeste ao norte

do Rio Sao Francisco e leste do Rio Parnaiba (FIGURA 2) (AURICCHIO, 1995).

Figura 2 Area de distribuido natural de sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata) (A) Area de
distribuicao natural de sagui-de-tufo-branco (C. jacchus) (B). Fonte: Instituto Chico Mendes de
Conservacgao da Biodiversidade (ICMBio).

wern

Estas espécies foram introduzidas em diversas regides do Brasil, em locais
originalmente distintos de suas areas de ocorréncia natural, ocupando fragmentos
florestais, parques e pracas. Sdo encontradas nas regides sul e sudeste do Brasil desde a
década de 1980, configurando espécies invasoras (RYLANDS et al.,2001). Atualmente
as duas espécies podem ser encontradas em todo o territoério nacional, gerando um
descontrole populacional em vida livre e em instituicdes mantenedoras da fauna silvestre.

Os saguis possuem varias caracteristicas biologicas que os fazem invasores
potenciais, tais como, habitos alimentares generalistas, flexibilidade comportamental e
alta taxa de reproducdo. Além disto, saguis filogeneticamente proximos hibridizam
gerando individuos altamente adaptados e viris em meio natural (OLIVEIRA et al., 2008).
Esta alta capacidade adaptativa associada ao grande nimero de animais provenientes de
vida livre que chegam aos zooldgicos, criadouros e Centros de Triagem de Animais
Silvestres (CETAS), gera um grande nimero de excedentes e torna a reproducdo destas
espécies em cativeiro inviavel (PAZ; TEIXEIRA; GUIMARAES, 2005).

Pesquisas realizadas no Estado do Rio de Janeiro, entre 1998 e 2000, indicam que
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o tamanho da populag¢do de espécies invasoras de saguis em vida livre excedeu a dos
micos-ledes, que ocorrem naturalmente na regido (OLIVEIRA et al., 2008). No Parana,
as espécies de C. penicillata e C. jacchus introduzidas estdo causando desequilibrio e
deslocamento das espécies nativas, devido a competicdo por abrigo e limitagdo de
recursos alimentares. A introducdo dessas espécies também ja foi notificada no Estado de
Santa Catarina (PRIMACK; RODRIGUES, 2001). Além disto, pesquisadores
observaram que uma espécie sob ameaga de extingdo ¢ endémica da Mata Atlantica, o
Callithrix aurita, vem sofrendo processo de hibridizagao com as espécies acima citadas
(RYLANDS; CHIARELLO, 2003).

O sagui (C. jacchus ) é apontado como um dos principais reservatorios do virus
da raiva silvestre no Brasil, desta forma, também ¢ necessario que se tenha atengao em
relacdo a agressdo de pessoas por saguis, uma vez que ¢ comum a identificagdo destes
animais criados como animais de estimagdo (AURICCHIO, 1995).

A Convencao sobre a Diversidade Biologica, assinada durante a ECO-92,
determinou que cada parte contratante deve controlar e erradicar espécies exdticas que
ameagassem o0s ecossistemas ou espécies. O Brasil, como signatario desta Convengao,
prevé na sua Politica Nacional de Biodiversidade a erradicagdo e o controle de espécies
exoticas invasoras e de espécies problema que ameagam a biodiversidade. Desta forma,
a erradicacdo deve assegurar a melhor op¢do de manejo para espécies invasoras,
assegurando-se que os métodos empregados sejam humanos e éticos, embora consistentes

no propdsito de eliminar a espécie em questao (OLIVEIRA, 2005).

3.3 Aspectos reprodutivos

Espécies pertencentes a Ordem Primates apresentam grande variagdo tanto nos
aspectos morfologicos fenotipicos, quanto nos comportamentais e endocrino-
reprodutivos. Possuem grande capacidade adaptativa respondendo aos desafios
ambientais com multiplos sistemas de acasalamento, diferentes tipos de ciclos ovarianos
e mecanismos de ovulagdo, além de hébitos sociais complexos (GUIMARAES, 2007).
Um unico macho ¢ capaz de produzir uma grande quantidade de gametas, e assim,
fertilizar inlimeras fémeas. Formam grupos compostos por dois a 13 individuos, com mais
de um par de adultos, jovens e infantes, mas normalmente com apenas uma fémea

reprodutora (BICCA-MARQUES; SILVA; GOMES, 2011). Relata-se que a longevidade
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das espécies aqui estudadas pode chegar a 15 anos, em condicdes de cativeiro (VERONA;
PISSINATTI, 2014).

Segundo Guimaraes (2007), espécies como o sagui-de-tufo-branco possuem
ciclos ovarianos do tipo estral, porém acasalam em qualquer fase do ciclo. A fémea
reprodutora possui ciclos ovarianos normais, suprimindo a ovulagdo das fémeas
subordinadas através da liberagdo de feromonios (BICCA-MARQUES; SILVA; GOMES,
2011). A funcado testicular dos machos subordinados ¢ suprimida pelo macho dominante
através de mecanismos neuroenddcrinos (ABBOTT et al., 2003). O ciclo reprodutivo das
fémeas ¢ de aproximadamente 30 dias, sendo que o periodo fértil corresponde a trés dias.
O periodo de gestacao ¢ de aproximadamente cinco meses e, dada a auséncia da supressao
lactacional da ovulagao, esta ocorre duas a quatro semanas apds o nascimento dos filhotes.
Como consequéncia desse fato, o intervalo entre nascimentos pode variar de cinco a seis
meses (BICCA-MARQUES; SILVA; GOMES, 2011; VERONA; PISSINATTI, 2014).
Estudos em vida livre sugerem que os nascimentos ocorrem de agosto a novembro ou de
abril a junho. Porém, em cativeiro os nascimentos podem ocorrer o ano todo (VERONA;
PISSINATTI, 2014). Normalmente dao a luz a gémeos dizigéticos, mas também podem
ocorrer nascimentos de um ou trés filhotes (BICCA-MARQUES; SILVA; GOMES, 2011).
Em vida livre, os saguis do género Callithrix podem viver em diversos sistemas de
acasalamento tais como poliandricos (fémea copula com varios machos em um mesmo
ciclo menstrual), poligénicos (vérias fémeas reproduzem com um Unico macho) e
monogamicos (apenas um casal reproduz), apresentando como caracteristica social o
cuidado cooperativo da prole, particularmente pelos machos adultos (ANDRADE et al.,
2010).

A presenga de hibridos em ambiente natural foi descrita por Alonso et al. (1987).
Em cativeiro, foram realizados cruzamentos entre C. penicillata e C. jacchus, onde foram
obtidas até trés geragdes férteis de hibridos (COIMBRA-FILHO, 1978).

Uma vez que a copula em primatas nem sempre ocorre com o objetivo de
reproducdo, mas também como uma estratégia sociossexual, o conhecimento das
caracteristicas reprodutivas dos primatas ¢ essencial para que se possa programar
melhoria na qualidade de vida destes animais mantidos em cativeiro, assim como, aplicar
com sucesso técnicas de controle populacional (ANDRADE et al.; 2011). O
comportamento reprodutivo dos primatas pode ser influenciado por diversos fatores,
dentre eles o numero de individuos no grupo, relagdo macho-fémea, ocorréncia de

competi¢do espermatica e organizagdo social (ANDRADE et al.; 2011). Um estudo
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realizado por Barino et al. (2007) observou que, quando estudados em cativeiro, o
comportamento reprodutivo de Callithrix jacchus varia de acordo com as caracteristicas
do ambiente em que estd inserido, ndo apresentando sazonalidade reprodutiva quando
mantido em alojamento com macroambiente controlado. Para C. penicillata ha uma
caréncia de informacdes na literatura acerca da sazonalidade na reproducdo em cativeiro.

Pesquisas na area da reproducgdo de primatas ndo humanos, tanto com objetivos
clinico-cirurgicos como conservacionistas, devem ser desenvolvidas com o intuito de
viabilizar o conhecimento acerca da biologia reprodutiva de espécies invasoras, aplicando
esta informagdo a reprodu¢do e ao controle reprodutivo de espécies ndo ameacadas
(SOUZA-ARAUJO, 2012).

Estes primatas mantidos em cativeiro nos zooldgicos, centros de primatologia e
criatorios t€ém um importante papel na area de educagdo ambiental e pesquisa biomédica
e, com isto, vem a responsabilidade ética de proporcionar aos animais cuidados
veterinarios adequados e bem-estar. Desta forma, programas voltados para conservagao
sdo fundamentais, para tanto, ¢ necessario obter conhecimentos a respeito da biologia e
dos aspectos relacionados a reprodugdo das espécies em questao. Apesar de espécies do
género Callithrix, especialmente Callithrix jacchus, serem cada vez mais utilizadas na
pesquisa biomédica, o seu comportamento especializado e fisiologia reprodutiva ainda

ndo sao bem conhecidos.

3.3.1 Anatomia Reprodutiva

Os o6rgaos reprodutores de machos de primatas ndo humanos sdo semelhantes
tanto em anatomia quanto em fisiologia aos Orgdos sexuais de machos humanos
(SETCHELL; BREED, 2006). Os machos de todas as espécies de PNM apresentam
vesiculas seminais, prostata, glandulas bulbouretrais, um escroto, dois testiculos, dois
epididimos, dois corddes espermaticos, dois ductos deferentes, um pénis € um prepucio
(GUIMARAES, 2014).

O escroto ¢ um saco de tecido musculo-cutaneo que recobre os testiculos e esté
localizado na regido perineal nos saguis. E formado por duas camadas, uma externa e uma
interna. A externa refere-se a pele, e a interna ¢ a tlinica dartos, formada por musculatura
lisa, fibras eldsticas e coldgenas com fun¢do de auxiliar na termorregulagdo. Internamente

a tunica dartos, revestindo o testiculo, existe uma membrana serosa chamada de tinica
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vaginal, que ¢ uma extensdo do peritonio que atravessa a parede abdominal pelo canal
inguinal e estd dividida em duas laminas: parietal e visceral, sendo importantes na
orquiectomia. O escroto contém os testiculos, que sao separados por um septo mediano
em duas cavidades, ocupado por um testiculo, pelo seu epididimo e pela parte distal do
funiculo espermatico. Aderido ao escroto passa o musculo cremaster, um prolongamento
em forma de fita do musculo obliquo abdominal interno, que aproxima ou afasta o escroto
da cavidade abdominal (COLVILLE, 2010).

Além do prepucio, a genitdlia externa dos primatas possui outras estruturas
especializadas e presentes para todos os primatas como o corpo cavernoso do pénis. A
vesicula seminal possui importantes fungdes nos primatas ndo humanos, como sintetizar
o liquido ou fluido seminal, onde os espermatozodides estardo suspensos na ejaculagao.
Este liquido contém proteinas que reagem com a enzima prostatica (vesiculase) e causam
a coagulacdo seminal produzindo um plug copulatério firme apds a ejaculagdo
(GUIMARAES, 2014).

A selegdo sexual via competigao espermatica ocorre em sistemas em que a fémea
acasala com varios machos e resultou em testiculos proporcionalmente grandes e em
vesiculas seminais maiores do que os machos que vivem em sistemas monogamicos
(ANDRADE et al.,2010). Em saguis os testiculos sdo grandes em relacao ao tamanho do
corpo e estdo alojados externamente ao abdémen, dentro de uma estrutura em forma de
bolsa, derivada da fascias musculares da parede abdominal, denominada escroto
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). A posi¢do dentro do escroto e a dire¢do do eixo
longitudinal dos testiculos variam de acordo com cada espécies. Em saguis, o escroto ¢
de formato globular ou piriforme e o pénis, curto e cilindrico, projeta-se para dentro de
um prepucio curto, derivado da pele escrotal, e a mesma ¢ geralmente grossa e glandular.
A secrecdo destas glandulas escrotais exala o cheiro caracteristico dos saguis (TEIXEIRA,
2005). Cada testiculo fica suspenso separadamente pelo funiculo espermatico, um feixe
de estruturas que inclui o ducto deferente, vasos e nervos, envoltos por um revestimento
duplo de peritonio.

O testiculo ¢ um o6rgdo com funcdo exocrina, relacionada com a producao,
armazenamento e transporte de espermatozoides, e funcdo endocrina relacionada com a
producio de horménios androgenos como a testosterona. E subdividido em dois
compartimentos — tubular e intertubular — compostos por tipos celulares que
desempenham fungdes distintas (SETCHELL; BREED, 2006; MURTA, 2013). O

parénquima testicular ¢ constituido de tibulos seminiferos e tecido intersticial e esta
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envolto, sob pressdo moderada, em uma capsula de tecido conjuntivo denso, a tinica
albuginea, de forma que a incisdo nesta capsula ocasiona a protrusdo do testiculo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Esta tinica envia trabéculas de tecido conjuntivo (os
septos testiculares) de forma espécie especifica, para o interior do 6rgdo até a regido do
mediastino testicular, dividindo-o em l6bulos (COSTA; SILVA 2006). O tecido intersticial
¢ composto por aglomerados de células intersticiais ou de Leydig, sustentados por uma
rede de tecido conjuntivo, por onde passam vasos sanguineos e linfaticos. O epitélio dos
tubulos seminiferos consiste de células espermatogénicas e células de sustentacdo ou de
Sertoli, que apresentam propriedades tanto de nutricdo quanto de producdo hormonal
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

O testiculo estd unido ao epididimo pelo ligamento préprio do testiculo. O
epididimo consiste em um ducto dividido em cabega, corpo e cauda com base na estrutura
de seu epitélio e desemboca no ducto deferente (SETCHELL; BREED, 2006). Possui um
importante papel na maturacdo dos espermatozdides, embora esta funcdo seja menos
documentada em primatas ndo humanos (YEUNG et al., 1996). O epididimo também
desempenha uma importante fung¢do no transporte, concentragao, prote¢do e
armazenamento dos espermatozoides, além de ser o local onde adquirem mobilidade. O
principal local de armazenamento de espermatozoides em mamiferos ¢ a cauda do
epididimo (SETCHELL; BREED, 2006). Nos saguis o epididimo tem a metade do
comprimento do testiculo, a cauda € grande, constituindo quase a metade do 6rgao. Como
continuacdo da cauda do epididimo surge o ducto deferente, cuja primeira por¢do ¢
contorcida, mas logo se retifica e se encontra com as outras estruturas para formar o
funiculo espermadtico, entre a porcao cranial dos testiculos e o anel vaginal (inguinal)
externo. Apresenta um envoltorio fibroso (TEIXEIRA, 2005).

Algumas espécies, como Callithrix jacchus, apresentam espiculas penianas bem
desenvolvidas em torno dos receptores tateis do pénis que contribuem para maximizar
sua habilidade copulatdria ao permitir a maximizagao do estimulo sexual no momento da
copula. A relagdo entre os niveis séricos de androgenos e a presenga e o desenvolvimento
das espiculas ja foi comprovada, uma vez que as mesmas desaparecem apos a castragao

e ressurgem com a aplicacdo exdgena de testosterona (GUIMARAES, 2014).
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3.2.2 Fisiologia Reprodutiva

O testiculo desempenha uma importante fungdo na producdo e secre¢do de
androgenos. A testosterona ¢ um hormdnio masculino, tradicionalmente associado a
agressao, embora esta relagdo possa ser menos determinista do que comumente retratado
(BERCOVITCH, 1993). Estimula a espermatogénese ¢ ¢ responsavel pela libido do
animal (OLIVEIRA et al., 2012). Poucos estudos abordam o papel dos hormonios sexuais
no comportamento social de calitriquideos machos em cativeiro e, além disto,
informagdes relativas aos niveis plasmaticos de testosterona em primatas do Novo Mundo
sdo escassas (CASTRO; SOUSA, 2005). Sabe-se que, além das fung¢des relacionadas a
fisiologia reprodutiva, os hormodnios sexuais sdo moduladores do comportamento
sociossexual de primatas, contribuindo para a expressdo de diferentes estratégias
reprodutivas de machos e fémeas (BARBOSA et al., 2007).

Moreland ef al. (2001), estudaram a fisiologia reprodutiva de machos de Alouatta
caraya, através da colheita e andlise do s€émen por eletroejacula¢do (EE) e dosagem de
testosterona nas fezes e constataram que as caracteristicas do s€men foram similares entre
machos de diferentes idades e os niveis de testosterona nas fezes foram constantes ao
longo do ano.

Segundo Phoenix (1977) o comportamento sexual masculino ndo estd somente
sob controle gonadal, uma vez que anos ap0s realizagdo de orquiectomia, machos de
macacos rhesus podem apresentar penetragdao vaginal e mostrar reflexo ejaculatorio. A
redugdo dos niveis de testosterona acarreta declinio na frequéncia do comportamento
sexual, mas os machos ainda sdo capazes de apresentar toda a sequéncia da cépula
(ANDRADE et al., 2010). Entretanto, em grupos sociais com varios machos pode-se
mitigar, pela posicao social adotada pelo animal orquiectomizado no grupo, o grau de
influéncia da remocao dos hormonios testiculares sobre a dinamica do grupo.

Uma vez que a fertilidade masculina € resultado de uma complexa sincronia entre
fisiologia, endocrinologia e comportamento reprodutivo, as decisdes a serem tomadas
para se iniciar agdes de manejo de uma espécie dependem de dados sobre sua biologia e,
desta forma, o conhecimento e a compreensao das caracteristicas enddcrino-reprodutivas
dos primatas sdo essenciais para que seja possivel aplicar com sucesso técnicas de
controle populacional (DURRANT, 1990; GUIMARAES, 2007). Diversos estudos tém

sido desenvolvidos visando o estabelecimento dos valores fisioldgicos de referéncia para
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caracteristicas reprodutivas de primatas do Novo Mundo, no entanto, esses dados ainda
sd0 escassos para a maioria dos pequenos primatas. Algumas técnicas ndo invasivas para
extracoes e dosagens de metabolitos fecais e urinarios de esterdides sexuais vém
viabilizando a analise de aspectos comportamentais, suas relagdes com os hormoénios e o
ambiente de cativeiro e sua influéncia no desempenho reprodutivo de animais silvestres
(FRENCH et al., 1992; GUIMARAES, 2007).

O conhecimento do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal ¢ a chave para o
entendimento da fisiologia reprodutiva do macho (RODRIGUES, 2010). A acao dos
hormdnios hipotalamicos (GnRH) sobre a hipodfise anterior desencadeia a produgdo de
horménio foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteizante (LH).

A produgdo da testosterona da-se pela acdo do LH sobre as células de Leydig dos
testiculos, havendo uma pequena produgao do hormonio pelo cortex adrenal (KRETSER,
1978; HARRISON; KUBISCH, 2005). Aumentos na secre¢ao de LH sdo seguidos por
concentragdes sanguineas aumentadas de testosterona, dentro de 30 a 60 minutos. Em C.
Jjacchus, observa-se que o nivel sanguineo de testosterona varia de forma acentuada entre
os individuos, apresentando flutuacao ao longo de 24 horas, com niveis mais altos durante
a fase escura, diminuindo na fase de luz (LI; DONALD; GOLUB, 2005). A func¢do deste
hormonio esteroide esta associada ao desenvolvimento de glandulas sexuais acessorias,
estimulo das caracteristicas sexuais secundarias, libido e espermatogénese. Também
interfere na agressividade, no processo de dimorfismo sexual e no sucesso reprodutivo.
Os niveis de testosterona estdo relacionados ao periodo reprodutivo, uma vez que os
elevados picos estao ligados a agressao sexual e a competicao por parceiras, indicando o
inicio da época reprodutiva (RODRIGUES, 2010).

O controle hormonal da espermatogénese ¢ realizado pelas células de Leydig e de
Sertoli. Trata-se de um processo biologico altamente eficiente que se inicia com a
proliferacdo das espermatogdnias até a formacdo de espermatozoides maduros
(HARRISON; KUBISCH, 2005; FERRAZ, 2015). E caracterizada por divisdes mitoticas
de espermatogonias, divisdes meidticas de espermatocitos produzindo células
germinativas haploides e a diferenciagdo morfoldgica e maturacdo de espermatides
(WEINBAUER et al., 2001). O processo de espermatogénese em todos os mamiferos
pode ser dividido em trés fases que incluem a fase proliferativa (divisdo mitética rapida
de espermatogdnias), a fase meidtica (diferenciagdo e divisdo meidtica de espermatocitos),
e fase espermiogénica (diferenciacdo de espermatides) (LI; DONALD; GOLUB, 2005).

Os espermatozéides nao possuem motilidade quando deixam o testiculo, tornando-se
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férteis apos passagem pelo epididimo e ducto deferente (ALEXANDER, 1972).

Embora exista grande variacdo no tempo do desenvolvimento das células
germinativas, acredita-se que o processo de espermatogénese ¢ semelhante entre as
espécies de mamiferos. Assim, a espermatogénese ¢ completada em 64 dias nas espécies
domésticas (LIN et al, 2012). Em Saimiri sciureus (mico-de-cheiro), o processo
completo tem aproximadamente 39 dias e na espécie C. jacchus, a espermatogénese tem
duragdo de 37 dias (YEOMAN et al., 1997; MILLAR et al., 2000). Uma vez iniciada a
vida reprodutiva, os machos serdo capazes de se reproduzir at¢ o fim da vida
(GUIMARAES, 2014).

O nimero final de espermatozoides produzidos em uma espécie depende de varios
fatores, sendo muito baixo em primatas. As espécies de saguis C. jacchus e C. penicillata
possuem processos espermatogénicos semelhantes ao do homem e, por isso, tornaram-se
modelos experimentais atrativos (FERRAZ, 2015). Entretanto, as relagdes entre o
tamanho dos testiculos, a eficiéncia da espermatogénese e producdo diaria de
espermatozdides ainda ndo foram estabelecidos (COSTA; SILVA 2006).

A erecdo peniana ¢ um processo fisiologicamente complexo que envolve vias
neuroldgicas, sensoriais ¢ quimicas. A estimulacdo do sistema nervoso parassimpatico
resulta na contracdo dos musculos isquiocavernosos € no relaxamento dos corpos
cavernosos, altamente vasculares, ¢ dos tecidos do corpo esponjoso. A contragdo do
musculo isquiocavernoso obstrui o fluxo venoso dos tecidos penianos, enquanto que o
relaxamento dos tecidos do corpo cavernoso e do corpo esponjoso permite que esses
tecidos se encham de sangue. Erecdes penianas espontaneas sao bem documentadas em
macacos machos, na presenga ou auséncia de fémeas da mesma espécie, € 0os mecanismos
envolvidos sdo semelhantes aos dos humanos. A estimulacdo vibratoria da glande peniana
pode ativar os centros autondmicos espinhais e levar ao preenchimento gradual do pénis
com sangue arterial, resultando em erecdo mesmo em homens com lesdes na medula
espinhal (HAYES et al., 2016).

O papel fisiologico da testosterona na fun¢do sexual masculina, assim como o
papel fisiopatoldgico na disfungdo sexual masculina, no caso de privagdo de androgenos
permanece controverso. Estudos tém proposto uma relagdo direta entre testosterona livre
e a integridade hemodinamica veno-oclusiva em homens com disfungado erétil. Traish et
al. (2003) observaram que em coelhos orquiectomizados, ocorre uma reducao de 87% na
concentragdo da testosterona plasmatica em duas semanas apos a castracao, repercutindo

de forma negativa na fung¢do erétil destes animais
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3.4 Métodos Cirurgicos de Contracepciao Masculina

M¢étodos contraceptivos tém sido empregados em PNM como ferramenta para
manejo de populacdes cativas. Um método contraceptivo ideal deve impedir a reprodugao,
mantendo estdvel ou reduzindo determinada populagio (GUIMARAES, 2014).
Informagdes geradas a partir de estudos nesta area podem contribuir para introdugao de
programas de manejo reprodutivo baseados nas necessidades comportamentais de cada
espécie e voltados ao bem-estar animal.

Medidas bioldgicas, tais como a esterilizagao, sdo métodos de manejo que podem
resultar na redu¢ao da natalidade. Técnicas de esterilizacao obtidas através de estudos em
cativeiro podem ser adequadas para situacdes de vida livre apds um estudo de campo.
Desta forma, o estudo das técnicas de esterilizagdo cirtirgica, bem como das varidveis
fisiologicas envolvidas, torna-se util para futuros programas de controle e erradicagdo de
algumas espécies (OLIVEIRA et al., 2008).

A esterilizagdo cirirgica de machos, através das técnicas de orquiectomia e
vasectomia, ¢ um dos procedimentos mais comumente realizados na pratica veterinaria
de pequenos animais, sendo um método efetivo no controle populacional. Cada técnica
oferece vantagens e desvantagens (HOWE, 20006).

Os métodos contraceptivos podem ser divididos em dois grupos: irreversiveis e
reversiveis. Métodos irreversiveis carregam a responsabilidade de retirar individuos do
pool genético da populagdo de forma definitiva, sendo, dessa forma, utilizados em casos
especificos. Trata-se da aplicacdo de técnicas cirlirgicas como a orquiectomia e
vasectomia. Entre os métodos reversiveis destaca-se o método contraceptivo hormonal,

que ainda ¢é considerado experimental para espécies silvestres (GUIMARAES, 2014).

3.4.1 Orquiectomia

Dentre os métodos cirtirgicos de esterilizagdo, a orquiectomia ¢ uma das
alternativas utilizadas em primatas ndo humanos. No entanto a utilizacdo dessa técnica
elimina por completo o animal de futuros programas de reprodu¢do, podendo resultar na
perda de importantes linhas genéticas. Outro aspecto a ser ressaltado quanto a utilizacao
da orquiectomia € a possivel ruptura da estrutura social do grupo que pode resultar em

alteracdes comportamentais (PAZ; TEIXEIRA; GUIMARAES, 2005).



34

Esta técnica pode ser realizada pelos métodos aberto ou fechado, que se referem
a abertura ou ndo da tinica vaginal. Consiste em uma incisao cutanea diretamente sobre
cada testiculo ou no apice da bolsa escrotal, efetua-se entdo incisdao do tecido subcutaneo
e fascia espermatica, expondo a tinica vaginal externa (SLATTER, 2003; HEDLUND,
2005). Na técnica aberta ¢ realizada incisdo da tunica vaginal externa sobre o cordao
espermatico, no qual sdo realizadas ligaduras duplas. Na técnica fechada, o cordao
espermatico ¢ ligado da mesma forma, porém envolvido pela tinica vaginal externa.
Utiliza-se a técnica das trés pingas, posicionadas da seguinte forma: primeira pinga
(proximal), segunda pinga (média) e terceira pinga (distal). A primeira pin¢a tem como
funcao realizar o esmagamento do tecido para posterior alojamento da ligadura, a segunda
pinga oferece seguranc¢a no caso de perda do coto e a terceira pinca impede o retorno
venoso da parte distal do tecido seccionado. Apds o posicionamento das trés pingas,
realiza-se a incisdo do cordao espermatico distal as ligaduras e os testiculos sao removidos
(SLATTER, 2003). Embora a técnica aberta ofere¢a maior risco de contaminac¢ao, mostra-
se vantajosa pelo fato da ligadura ser colocada diretamente ao redor do pediculo vascular
reduzindo o risco de edemas (HEDLUND, 2005; HOWE, 2006).

A orquiectomia bilateral ¢ um método contraceptivo completamente eficaz ¢ a
subsequente reducdo da testosterona circulante se correlaciona com a diminui¢do de
comportamentos sexuais masculinos. As complica¢des que podem ser observadas no pos-
operatorio incluem edema, hemorragias e infeccdo. As hemorragias apos a castragdo
podem ser graves e resultar em hemorragia no interior da cavidade abdominal (HOWE,
2006). Em longo prazo € possivel observar obesidade e diminuicdo das caracteristicas

sexuais secundarias em animais orquiectomizados (OLIVEIRA et al., 2012).

3.4.2 Vasectomia

A vasectomia ¢ um procedimento cirurgico mais delicado quando comparado a
orquiectomia, cuja técnica consiste na interrup¢do da paténcia de ambos os ductos
deferentes ou retirada da cauda dos epididimos (epididimectomia) (KUMAR; RAJ, 2012;
VERONA; PISSINATTI, 2014). Uma incisao de pele ¢ realizada, seguido por divulsdo e
isolamento do ducto deferente. Diferentes técnicas podem ser utilizadas, como ligadura
do ducto deferente seguida ou ndo pela sec¢do de um segmento (HEDLUND, 2005). Em

pequenos mamiferos, uma abordagem inguinal ou pré-escrotal ¢ descrita (LAFORTUNE
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et al.,2004; OLIVEIRA et al., 2012).

Neaves (1974) avaliou técnicas de vasectomia em ratos, onde o procedimento foi
realizado unilateralmente, através de seccao do ducto deferente, com e sem a ligadura das
estruturas. Trés meses apOs o procedimento cirurgico, a andlise de ambos os testiculos
ndo demonstrou diferengas significativas quanto a concentragdo espermatica, apontando
que a vasectomia possui pouca influéncia neste parametro.

Em humanos, trata-se de um procedimento ambulatorial seguro, realizado sob
anestesia local e usado em todo o mundo como uma op¢ao de método contraceptivo
masculino. Apos a cirurgia ¢ recomendado o uso de um método contraceptivo alternativo
até a obtencdo da azoospermia, no entanto, depois de detectada a auséncia de
espermatozdides no liquido seminal, a taxa de gravidez indesejada apos a vasectomia €
inferior a 1%. Alguns homens relataram desconforto testicular apds a vasectomia
(MATHEW; BANTWAL, 2012).

Os efeitos da vasectomia sobre a espermatogénese permanecem coOntroversos.
Alguns pesquisadores afirmam ndo haver nenhum efeito em humanos, camundongos,
macacos, coelhos ou ratos, enquanto que outros estudos observaram efeitos significativos
em caes, cobaias, hamsters, humanos e macacos. Em humanos a produgio de células da
série espermatogénica permanece apds a vasectomia, podendo esta técnica ser revertida
cirurgicamente com retorno de espermatozoides para o ejaculado em cerca de 87% dos
casos (PENG et al., 2002). No entanto, um estudo realizado com macacos rhesus (Macaca
mulatta) demonstrou que a vasectomia, em longo prazo, causa alteracdes morfoldgicas e
funcionais no epididimo e ducto deferente. Em animais intactos, o epitélio dos ductos
deferentes ¢ formada por um niimero aproximadamente igual de células ciliadas e nao-
ciliadas que contém lipideos complexos associados as mitocondrias e macroéfagos sio
raramente encontrados no duto deferente. Em animais vasectomizados, o nimero de
células ciliadas ¢ reduzido, os complexos lipidicos caracteristicos estdo ausentes € os
espermatozodides aglutinam-se no limen do ducto deferente, onde sdo fagocitados por
macrofagos (ALEXANDER, 1972). Existem relatos de que a vasectomia pode afetar a
fungdo secretora da prostata, diminuindo o volume do ejaculado em longo prazo em
primatas nao humanos e homens (PENG et al., 2002).

Alexander (1981) ndo encontrou diferenca nas taxas de hormonio luteinizante
(LH), hormonio foliculo-estimulante (FSH), estrona, diidrotestosterona (DHT), estradiol
ou testosterona entre machos de Macaca mulatta vasectomizados e controle (inteiros),

avaliados durante 13 anos. Também observou que a vasectomia ndo influenciou no
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comportamento sexual destes animais. Por outro lado, doencas androgeno-dependentes e
comportamentos sexuais indesejaveis provavelmente continuardo a ocorrer com esta
técnica de esterilizagao (OLIVEIRA et al., 2012).

Como a esterilizagdo ¢ obtida sem que as taxas circulantes de testosterona
reduzam, o animal vasectomizado forma uma barreira reprodutiva na populagdo, pois
continua competindo com os machos intactos pelas fémeas, colaborando no controle
populacional. Estudos com gatos de rua comprovam ser a vasectomia a melhor op¢ao
quando se trabalha com controle populacional (HOWE, 2006; OLIVEIRA et al., 2012).

Existe controvérsia na literatura quanto ao tempo para obtengdo de azoospermia
pos-vasectomia nas diferentes espécies. Em caes, Oliveira et al. (2012) e Hedlund (2005)
afirmam que os espermatozoides permanecem no ejaculado por mais trés semanas apos a
vasectomia, enquanto que Paula (2010) relata a obtencdo de azoospermia na primeira
ejaculagdo, realizada sete dias apds a cirurgia, e Santos et al. (2012) obteve azoospermia
no terceiro dia apds a cirurgia. A vasectomia foi descrita em machos de Sapajus apella
por Teixeira, Paz e Guimaraes (2003), sugerindo que € necessario um periodo de 105 dias
apos a cirurgia para determinar a condi¢do estéril nesta espécie. Nos felinos, entretanto,
os espermatozoides permanecem no ejaculado por até sete semanas (HEDLUND, 2005).

Hé uma caréncia de relatos envolvendo vasectomia em primatas ndao humanos,
apesar de ser uma técnica alternativa para o controle reprodutivo destes animais por
manter a produgao de células da série espermatogénica (PENG et al., 2002). Desta forma,
técnicas de reproducdo assistida como Fertilizacdo in vitro (FIV) ou Inje¢do Intra-
Citoplasmatica (ICSI) poderiam ser utilizadas, através de sémen coletado do epididimo
de machos vasectomizados (PAZ, TEIXEIRA; GUIMARAES, 2005).

Estudos baseados em vasectomias experimentais revelam diferencas marcantes
nas respostas ao procedimento em diferentes espécies (ALEXANDER, 1981). Em ratos
jé foram observados formagdo de granulomas no sitio cirtrgico e criptorquidismo como
complicacdo poés-operatoria (NEAVES,1974). Em coelhos e cobaias relata-se o
desenvolvimento de orquite (ALEXANDER, 1981). Observou-se criptorquidismo em
alguns animais como complicacdo pds-operatdria, principalmente quando utilizado o
acesso abdominal.

Para Morris e David (1993) a vasectomia representa o método de esterilizagdo
masculina com menor possibilidade de afetar o comportamento de saguis mantidos em
cativeiro. No entanto, informagdes sobre esta técnica cirurgica em saguis ainda sdo

€scassas.
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3.5 Colheita de Sémen

A colheita e analise do sémen ¢ uma forma de avaliar o desempenho reprodutivo
de primatas ndo humanos (VERONA et al., 2009). Diversos métodos de colheita em
animais silvestres tém sido descritos, tais como: eletroejaculagao transretal (EE), lavagem
vaginal, vibroestimulacao peniana, vagina artificial, masturbacao peniana e a pun¢ao do
epididimo (OLIVEIRA et al., 2012; SOUZA-ARAUIJO, 2012). A vibroestimulagio
peniana (PVS) e a eletroejaculacdo transretal sdo os dois principais métodos utilizados
para obtencao de ejaculados em primatas nao humanos, no entanto, a PVS tem sido mais
utilizada recentemente por representar um método menos invasivo de realizar a colheita
em pequenos primatas (HORST, 2005; VIDAL et al., 2007; SOUZA-ARAUIJO, 2012).

A lavagem vaginal apds copula natural exige intensa observacdo e pode sofrer
contaminagdo com o muco do trato genital feminino (ISHIBASHI; MOTOHASHI, 2013).
A coleta de sémen pelo método da vagina artificial (VA) tem como vantagem a
possibilidade de obter-se uma amostragem frequente sem a necessidade de contengdo
quimica ou fisica. Esta técnica ¢ bem reportada para chimpanzés (Pan troglodytes) e
gorilas (Gorilla gorilla) (DURRANT, 1990). Em estudo realizado com chimpanzés, os
animais foram condicionados pelos pesquisadores a fim de permitir a colheita de s€émen
pelo método de masturbacdo. A ejaculagdo ocorreu em todos os individuos em um tempo
maximo de 2 minutos (MARSON et al., 1988).

A obtengdo de s€émen do epididimo € possivel durante a orquiectomia ou mediante
disseccao cirargica, porém, esta abordagem ¢ invasiva e nao pode ser repetida (VERONA
et al., 2009; ISHIBASHI; MOTOHASHI, 2013). Portanto, este ¢ o ultimo recurso,
utilizado somente quando outros métodos nao sao possiveis (ISHIBASHI; MOTOHASHI,
2013). Os espermatozoides colhidos por esta técnica diferem dos colhidos pelas demais
por nao haver exposicdo ao plasma seminal (MORRELL; KUDERLING; HODGES,
1996).

A eletroejaculagdo transretal ¢ considerada um método seguro e apropriado para
a colheita de sémen de animais selvagens, incluindo primatas nao humanos, 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; MORELAND et al., 2001). Ishibashi e Motohashi (2013) afirmam

que esta técnica tem sido amplamente utilizada em espécies de primatas maiores, como
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as do Velho Mundo, mas ndo ¢ amplamente utilizada em saguis, por se tratar de um
método invasivo e que requer anestesia. Por outro lado, estudos realizados por Vidal et al.
(2007) e Verona et al. (2009) concluiram que a EE ¢ um método eficaz e seguro para a
colheita de s€émen em C. jacchus, embora possa seguir um fluxo retrogrado ¢ um grande
numero de espermatozoides ser direcionado para a bexiga. Essa técnica tem sido utilizada
em espécies como Sapajus apella, Callithrix jacchus, Alouatta caraya, Ateles sp.,
Leontopithecus chrysomelas, Saimiri boliviensis. A voltagem e o nimero de estimulacdes
necessarias para a ere¢ao e ejaculagao ¢ afetada pelo plano anestésico do animal. Em geral,
quanto mais profundo o plano anestésico, maior estimulo ¢ necessario e, desta forma,
alguns tranquilizantes e anestésicos ndo sao indicados (DURRANT, 1990). Mollineau et
al (2008) relataram que apenas 31,3% das amostras colhidas por EE em cutias
(Dasyprocta leporina) continham espermatozoéides suficientes para andlise. Embora esta
seja a técnica mais indicada para algumas espécies, em todos os estudos acima citados,
as amostras apresentaram uma baixa qualidade espermatica.

A PVS ¢ um método de colheita seminal que vem sendo utilizado com bastante
sucesso em espécies de primatas ndo humanos de pequeno porte, tais como C. jacchus e
S. boliviensis (KUEDERLING et al., 2000). Utiliza-se como equipamento uma unidade
vibratéria adaptada com um tubo que servird como uma vagina artificial (YEOMAN et
al., 1997). O objetivo deste método € ativar o reflexo ejaculatorio na regido toracolombar
da medula espinhal, através da estimulacdo do nervo dorsal peniano (SONKSEN; OHL,
2002). O sémen obtido por PVS apresenta melhor qualidade e menor quantidade de
coagulo seminal do que quando colhido por EE em S. boliviensis (YEOMAN et al., 1997).
Em C. jacchus, a concentracdo espermatica, o numero total de espermatozodides no
ejaculado e o percentual de espermatozoides vivos obtidos por PVS ¢ maior do que
quando colhidos por EE (SCHNEIDERS; SONKSEN; HODGES, 2004). Esta técnica ¢é
utilizada para colheita de sémen em homens com injurias na coluna vertebral (VALLE,
2007). Em primatas ndo humanos, a estimulagdo vibratoria peniana (PVS) tem sido
descrita como um método alternativo para colheita de ejaculado, por se tratar de um
método ndo invasivo e que permite colheitas seriadas com uma boa qualidade de sémen
(ISHIBASHI; MOTOHASHI, 2013). Durrant (1990) afirmou que esta técnica € a mais
eficaz para colheita de um grande numero de amostras do mesmo individuo, entretanto,

o sucesso da colheita est4 vinculado diretamente ao operador.
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3.5.1 Ejaculagao

A ejaculagdo € um processo complexo, neurologicamente mediado e independente
da erecdo, composto por emissao seminal, oclusdo do colo da bexiga e ejaculagdo
anterograda (VIDAL et al., 2007). O reflexo ejaculatorio tem influéncia aferente da
sensacdo tatil através dos nervos dorsais do pénis e também dos estimulos eréticos dos
centros cérebro-corticais. O cérebro, a medula espinhal, os elementos simpaticos e
parassimpaticos do sistema nervoso autonomo e os elementos motores (eferentes) e
sensoriais (aferentes) dos nervos periféricos participam na iniciacdo, elaboracdo e
coordenacdo da ejaculacdo. As atividades da inervacdo simpdtica e parassimpatica da
ejaculagdo sdo complementares, e ndo antagdnicas (SONKSEN; OHL, 2002). Enquanto
os estimulos simpaticos resultam na emissdao do sémen para a uretra ¢ no fechamento do
colo da bexiga, os estimulos parassimpaticos decorrentes da medula espinhal sacral (S2-
S4) estimulam a propulsao anterograda do fluido seminal (VIDAL et al., 2007).

O ejaculado de primatas ndo humanos consiste em duas fracdes principais: fracao
liquida e codgulo seminal (HORST, 2005). Pode assumir consisténcias variadas (desde
fluido até plug copulatério) conforme o tipo de acasalamento da espécie. Em regimes
monogamicos, em que a fémea tem somente um parceiro sexual, o plug tende a ser menos
consistente ou ausente, em contraste com regimes poligdmicos, quando atinge
consisténcia quase solida, agindo como um mecanismo de sele¢do sexual. O plug ou
codgulo seminal se molda no contorno da vagina da fémea apds a copula, atuando como
uma barreira que impede a inseminagdo por outros machos. Este codgulo ¢ a por¢do de
maior concentragao espermatica do s€émen, portanto, o principal desafio ¢ estabelecer um
diluidor que promova a dissolucdo do codgulo seminal e mantenha a viabilidade
espermatica (DOMINGUES et al., 2011).

O volume de ejaculado depende de diversas variaveis, tais como método de
colheita, periodo de descanso entre colheitas e tamanho da espécie. Em C. jacchus o

volume médio ¢ de 31,9ul (KUEDERLING et al., 2000).

3.5.2 Erecdo peniana

A resposta erétil dos mamiferos depende da dilatacdo das arteriolas que

transportam sangue para os corpos cavernosos (PALESE; CRONE; BURNETT, 2003).

Em situagdes normais, um estimulo sensor aferente do pénis, através do nervo pudendo,
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atinge a medula espinhal toracolombar (T11-L2), de onde ¢ encaminhado ao cortex
cerebral (SONKSEN; OHL, 2002).

Em um estudo realizado por Vidal et al. (2007), 10 saguis machos adultos foram
submetidos a eletroejaculagdo, obteve-se ejaculados em todos os animais, porém, 17,5%

deles ndo apresentaram erecao peniana.

3.6 Calitriquideos como modelo de pesquisa

Nos ultimos anos, a primatologia tem sido uma area de grande interesse cientifico
em face da similaridade anatomica, fisioldgica e etoldgica observada entre os primatas
nao-humanos e humanos (AURICCHIO, 1995). Neste contexto, os calitriquideos ja
foram usados em pesquisas nas areas biomédicas e comportamental e demonstraram valor
como espécies modelo para as diversas areas do conhecimento humano. Entre as
vantagens estdo o baixo custo de aquisi¢ao, o tamanho, a producdo regular de gémeos e
maturidade precocemente atingida em aproximadamente 21 meses de idade (ABBOTT et
al.,2003).

Oerke et al. (1996) também destacaram a grande utilidade de C. jacchus para
estudos cientificos, gragas as suas caracteristicas de alta adaptabilidade e fertilidade em
cativeiro. Além de ser amplamente usado em pesquisas biomédicas como animais
experimentais, ele tem sido utilizado na biologia da conservagdo como um modelo para
as espécies ameacadas. As espécies de saguis C. jacchus e C. penicillata sdo primatas do
Novo Mundo que, por possuirem processos espermatogénicos semelhantes ao do homem,
tornam-se modelos experimentais atrativos (HORST, 2005). Entretanto ¢ consenso que
ainda sdo necessarios estudos sobre anatomia, fisiologia e patologia dos calitriquideos

buscando maior conhecimento para contribuir com os programas de conservacao.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido a aprovagdo pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade — ICMBIO por meio da autorizacao para atividades com
finalidade cientifica nimero 53262 e autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS) sob o nimero
31546.

Todos os procedimentos foram realizados nas instituigdes mantenedoras dos
animais incluidos no projeto e no Setor de Ensino e Pesquisas Cirurgicas da Faculdade
de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SEPEC/FAVET/UFRGS).

Como as espécies aqui estudadas ndo apresentam sazonalidade reprodutiva optou-

se pelo segundo semestre para realizacdao do respectivo estudo.

4.1 Selecao dos Animais

Os animais deste estudo foram provenientes de dois mantenedores de fauna
regulamentados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA): o Parque Zooldgico de Sapucaia do Sul, Sapucaia do Sul, Rio
Grande do Sul, Brasil (FIGURA 3); e o Criadouro Conservacionista Arca de No¢, Morro
Reuter, Rio Grande do Sul, Brasil. Nas duas institui¢cdes, os animais foram mantidos
segundo diretrizes do IBAMA para manutencao destas espécies em cativeiro e, durante o
estudo, tratados pelos principios éticos na experimentagdo animal segundo o Colégio

Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA).
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Figura 3: Recinto de Callithrix no Parque Zooldgico de Sapucaia do Sul. Visdo externa (A),
Visdo interna (B). Fonte: WOLF, 2017.

o PRI T ]

Figura 4: Recinto de Callithrix no Criadouro Conservacionista Arca de Noé. Visdo externa (A),
Visdo interna (B). Fonte: SURITA, 2016.

Foram utilizados 12 exemplares de calitriquideos, machos, pertencentes as
espécies sagui-de-tufo-preto (C. penicillata) e sagui-de-tufo-branco (C. jacchus), com
idade superior a 21 meses € com peso entre 255 e 420 gramas. Destes, 11 eram alojados
nas instituicdes de origem em grupos familiares de dois a cinco animais, em recintos
externos, com acesso a luz e ar naturais, ¢ mantinham contato visual, olfatério e auditivo
entre si e com as fémeas. Enquanto que um deles possuia tutor e era mantido isolado em
Viveiro.

Todos os animais foram identificados através da leitura de seus microchips,

implantados anteriormente proximo a regido interescapular, no subcutaneo.
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4.1.1 Critérios de Inclusdo

Foram incluidos saguis-de-tufo-preto (C. penicillata) e saguis-de-tufo-branco (C.
Jjacchus) machos, higidos, com idade superior a 21 meses, quando a maturidade sexual ¢
atingida, e que apresentavam os dois testiculos no saco escrotal (ABBOTT et al., 2003;
MANSFIELD, 2003). Os espécimes utilizados no experimento nao haviam sido
submetidos a nenhum procedimento anterior de esterilizagdo cirtirgica e ja eram mantidos

em condig¢des de cativeiro ha mais de dois anos antes do inicio do experimento.

4.1.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos animais com sinais de enfermidades ou ma formagao na genitalia
externa, com idade inferior a 21 meses ¢ que ja haviam sido submetidos a esterilizagdo

cirirgica anteriormente.

4.1.3 Grupos

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos com seis individuos e
submetidos aos seguintes procedimentos de esterilizagao cirurgica:
-Grupo ORQ: composto por seis saguis, submetidos ao procedimento de orquiectomia.

-Grupo VAS: composto por seis saguis, submetidos ao procedimento de vasectomia.

4.1.4 Avaliagdo pré-cirurgica

Antes dos procedimentos cirurgicos, foram realizados exame clinico e avaliagao
hematologica (hemograma) visando a padronizagdo das condi¢des clinicas gerais de
satde para amostrar somente animais higidos. Em relag¢do ao prepucio e pénis, nenhum

dos exemplares apresentou anormalidades.

4.1.5 Manutencao dos calitriquideos em cativeiro
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Os recintos seguiram o modelo de cada instituicdo ¢ o manejo de limpeza e
alimentacdo também foi realizado conforme o protocolo ja utilizado anteriormente ao
experimento.

Quando encaminhados ao SEPEC, foram mantidos em recintos com as medidas
de 60cmx70cmx60cm, ornados com galhos, o piso recoberto com papel absorvente e os
animais tiveram a disposi¢do uma caixa para abrigo (caixa-ninho), um comedouro e um
bebedouro. A higienizacao dos recintos foi realizada duas vezes ao dia. A 4gua do
bebedouro foi substituida duas vezes ao dia garantindo o consumo ad /libitum e os itens
alimentares foram oferecidos conforme indicacao de Stasieniuk (2009):

- Alimentacdo da manha: banana, frutas da época, legumes, hortaligas e ovo.
- Alimentacao da tarde: ragdo MegaZoo P25.
Durante o experimento, os saguis foram identificados através da leitura dos

microchips e numeragao dos recintos.

4.2. Conten¢ao em viveiro coletivo

No criatorio de origem, os animais foram capturados no interior dos viveiros com
o auxilio de pugds de malha fina e, mantendo-os dentro da malha, foram contidos
manualmente com o uso de luvas de couro e transferidos para caixas de contengdo e
transporte. Estas caixas foram levadas até a sala de manejo, onde os animais foram
pesados em balanca digital de precisdo! e contidos novamente com o uso de luvas de
couro para a realizacdo da colheita de sémen por vibroestimulagdo peniana. O valor de
massa corporal foi obtido pelo peso da caixa com o animal, descontado o peso da caixa

vazia.

4.3 Pré-operatorio e procedimento anestésico

Antes dos procedimentos cirdrgicos, os individuos, submetidos a um jejum prévio
de 12 horas, foram capturados com pucd e a contencdo quimica realizada a partir da
aplicagdo de uma associacdo de tiletamina e zolazepam? (7,5mgkg") e metadona®

(0,1mg.kg™!), mantidos na mesma seringa e administrados por via intramuscular (IM)

1 W30, Welmy®, Industria e Comércio Ltda., Santa Barbara do Oeste/SP, Brasil
2 Zoletil, Laboratério Virbac do Brasil, Sio Paulo/SP, Brasil
8 Mytedon, Cristalia, Itapira/SP, Brasil
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como medicagdo pré-anestésica (MPA), seguido por pré-oxigenagdo (GIANNICO et al.
2013).

Apos cerca de 5 minutos da MPA, obteve-se acesso venoso na veia femoral com
cateter intravenoso periférico 24G* e a indugio anestésica foi realizada com propofol® na
dose de Smgkg! por via intravenosa. Na medida em que os reflexos palpebrais,
interdigitais e laringotraqueais foram perdidos, O0,Iml de lidocaina 2% sem
vasoconstritor® foi instilada topicamente na laringe. Em seguida, realizou-se intubagio
orotraqueal com sonda uretral 06 adaptada e o plano anestésico foi mantido com
isoflurano® vaporizado em oxigénio 100% e administrado em circuito anestésico semi-
aberto por meio do sistema Baraka adaptado, utilizando aparelho de anestesia inalatoria

(vaporizador universal) conforme sugerido por Giannico ef al. (2013) e Prestes et al.

(2014).

Figura 5: Acesso venoso periférico em veia femoral de Callithrix (A). Sistema Baraka adaptado
para Callirhrix (B). Fonte: ALIEVI, 2016.

A monitorizagdo transoperatdria foi realizada pela mensuragdo das frequéncias
cardiaca e respiratoria, verifica¢do do reflexo palpebral, saturacao de oxigénio através de
oximetria de pulso e pelo tragado eletrocardiografico. A temperatura corporal foi aferida
antes do inicio da cirurgia e logo apds o término da mesma.

Como profilaxia antimicrobiana foi administrado ampicilina sodica® (22mg.kg™)

4 Cateter, BD, Curitiba/PR, Brasil

5 Provive 1%, Claris Produtos Farmacéuticos, Sdo Paulo/SP, Brasil
6 Xylestesin 2%, Cristalia, Itapira/SP, Brasil

7 Sonda uretral, BioSani, Arapoti/PR, Brasil

8 Isoforine, Cristalia, Itapira/SP, Brasil

® Ampicilina Veterinaria Injetavel, Vetnil, Porto Alegre/RS, Brasil



46

por via intravenosa, 10 minutos antes do procedimento cirdrgico.
Durante a recuperagdo anestésica, os saguis foram acomodados em caixas de
transporte individuais até a completa recuperacdo anestésica quando foram devolvidos

aos seus respectivos recintos de origem.

4.4 Procedimentos cirirgicos

Os procedimentos cirtrgicos foram realizados nas institui¢des de origem de cada
animal selecionado e nas instalagoes do SEPEC.

Tanto a vasectomia como a orquiectomia foram realizadas com o paciente
posicionado em decubito dorsal, sobre colchdo térmico'®. Foi realizada tricotomia da
regido periescrotal e inguinal e a antissepsia do sitio cirurgico realizada com gluconato
de clorexidine 4%!. A 4rea operatoria foi delimitada pelo posicionamento dos campos

operatdrios, compostos por um campo plastico e campos de algodao (FIGURA 6).

Figura 6: Posicionamento dos campos operatorios apds antissepsia do sitio cirurgico em Callithrix.
Fonte: ALIEVI, 2016.

4.4.1 Orquiectomia

Para os procedimentos de orquiectomia foi utilizada a técnica escrotal aberta
conforme descrito por Hedlund (2005) com incisdo tnica na linha média escrotal.
Apos estabilizacao dos testiculos na regido escrotal, uma incisdo de pele e tecido

subcutaneo de aproximadamente um centimetro foi realizada na linha média escrotal, com

10 Ortovet, Sdo Paulo/SP, Brasil
11 Vic pharma, Taquaritinga/SP, Brasil
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lamina de bisturi n° 152 acoplada em cabo de bisturi n°3, permitindo a abertura de ambas
as fascias espermaticas com exposi¢cdo da tunica vaginal parietal. Em seguida, a tinica
vaginal parietal foi incisada, exteriorizando o testiculo com discreta tragdo. O ligamento
da cauda do epididimo foi separado digitalmente da tunica vaginal visceral, expondo os
vasos espermaticos para a realizagdo da técnica aberta proposta para ligadura e
hemostasia.

Apos, foi realizado o pingamento do corddo espermatico utilizando-se trés pingas
Halsted curvas, posicionadas da seguinte forma: primeira pinga (proximal), segunda pinga
(média), terceira pinca (distal). Seccionou-se entre a segunda e terceira pingas,
permitindo a remogao do testiculo. Em seguida, proximal & primeira pinga, realizou-se
dupla ligadura englobando o corddo vascular e ducto deferente com poliglactina 9103,
nimero 4-0, e a primeira pin¢a foi removida. A segunda pinca foi entdo retirada,
observando-se a adequada hemostasia. O corddo espermatico foi recolocado na tinica e
o outro testiculo removido da mesma forma.

O sitio operatorio foi lavado com solucdo salina isotOnica estéril e a dermorrafia
foi realizada em padro isolado simples com fio mononailon?*, niimero 4-0 e ferida

cirargica foi ocluida com cola cirargica aplicada sobre a incisdo.

4.4.2 Vasectomia

Procedeu-se a palpagdo e localizagao do funiculo espermatico seguido por incisao
unica de aproximadamente um centimetro na pele, sobre o funiculo espermatico, na linha
média ventral, acima da sinfise pubica, aproximadamente um centimetro da borda cranial
do escroto. Assim que a tinica vaginal comum foi visualizada, realizou-se divulsdo do

tecido subcutaneo, localizagdo e exposi¢ao do cordao espermatico (FIGURA 7).

12 Solidor, Osasco/SP, Brasil
13 Vicryl, Ethicon, Vila Olimpia/SP, Brasil
14 Mononylon, Ethicon, Vila Olimpia/SP, Brasil)
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Figura 7: Exposi¢do de corddo espermatico durante vasectomia em Callithrix. Fonte: SURITA,
2016.

A tanica vaginal foi aberta através de uma pequena incisao, o ducto deferente foi
localizado e isolado dos vasos por meio de dissec¢cdo romba. Foram aplicadas duas
ligaduras no ducto deferente, com fio de poliglactina 910 4-0, a por¢do entre as ligaduras
foi seccionada e um fragmento de cerca de 0,4 cm removido (FIGURA 8). Este
procedimento foi realizado bilateralmente. A lavagem do sitio operatério foi realizada
com solugdo salina isotonica estéril e, em seguida, o tecido subcutineo foi aproximado
com o mesmo fio, em padrdo continuo simples e a dermorrafia realizada em padrao
isolado simples com fio mononailon 4-0. Cola cirargica foi aplicada sobre a incisdo a fim

de prevenir automutilagao.

Figura 8: Dupla ligadura em ducto deferente de Callithrix durante vasectomia. Fonte: ALIEVI,
2016.
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4.5 Cuidados pos-operatorios e acompanhamento clinico

No pés-operatorio imediato, os animais receberam meloxica®® na dose 0,2mg.kg"

1 .. ;. . .
pela via intravenosa. Exames clinicos foram realizados semanalmente, antes da colheita
de sémen, e os dados anotados em fichas clinicas individuais. Os parametros aferidos
foram: peso, temperatura retal, coloragdo de mucosas, hidratagdo e ausculta cardio-
repiratéria. Em relagao a ferida cirtirgica, nao foram observados secre¢do, edema, seroma,
hemorragia, hematoma, necrose ou infec¢do, até sua completa cicatrizagcao. Os pontos

foram removidos no sétimo dia apos a cirurgia.

4.6 Colheita de sémen

As colheitas de sémen foram realizadas pelo método de vibroestimulagdo peniana
(PVS), conforme descrito para Callithrix jacchus (Kuederling et al., 2000 e adaptado por
Valle, 2007). Neste estudo, utilizou-se um microtubo plastico acoplado em escova de
dentes elétrica, equipamento este adaptado a partir do vibrador FertiCare® (Multicept
ApS, Rungsted, Dinamarca) utilizado por Kuederling et al. (2000) e Valle et al. (2014)
para colheita em C. jacchus. O didmetro interno do microtubo foi adaptado para cada
animal com o objetivo de fornecer um contato adequado com o pénis e garantir o nivel
de estimulo adequado. A técnica de colheita foi adaptada e otimizada a partir do protocolo
padronizado por Kuederling ef al. (2000) e as mesmas realizadas no primeiro semestre
do ano de 2016, com intervalo de sete dias entre elas. A primeira colheita foi realizada no
dia do procedimento cirirgico, a fim de assegurar a presenca de espermatozoides nos
individuos a serem testados. Os machos foram separados do seu grupo de origem somente
no momento da colheita de sémen.

Os saguis foram contidos fisicamente, com as patas traseiras ligeiramente
dobradas, em postura semelhante a assumida durante o acasalamento (FIGURA 9). Em
seguida o pénis e o prepucio foram expostos e higienizados com solucdo salina isotdnica
estéril e uma escova de dentes elétrica com frequéncia de 117 Hz com microtubo
cilindrico de plastico'® com bordas arredondadas e fundo conico adaptado a base foi
utilizada como vibrador, de forma que funcionasse como uma vagina artificial (FIGURA

10). Com pénis posicionado dentro do tubo, onde era mantido durante o protocolo de

15 Maxican 0,2% injetavel, Ouro Fino, Sdo Paulo/SP, Brasil
18 Eppendorf 200ul, Carl, Cotia/SP, Brasil
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estimulacdo, o aparelho era suavemente pressionado contra o orificio prepucial. Os
parametros vibratorios variaram conforme a resposta de cada animal a estimulagdo e eram
aumentados gradualmente. Caso a ejaculacdo ndo fosse alcangada em 20 minutos
consecutivos, a estimulagdo era descontinuada. O tempo de contengao de cada animal nao
ultrapassou 30 minutos a cada colheita e os procedimentos de colheita de sémen foram
repetidos semanalmente até a obtengdo de dois resultados consecutivos negativos para
células espermaticas, determinando assim a azoospermia do animal (TEIXEIRA; PAZ;

GUIMARAES, 2003).

Figura 9: Contengdo fisica de Callithrix para colheita de sémen por vibroestimulagdo peniana
(PVS). Fonte: WALTER, 2016.

Figura 10: Exposicdo e higienizacdo de pénis e prepucio em Callithrix (A); Vibroestimulagdo
peniana utilizando microtubo plastico adaptado em escova de dentes elétrica (B). Fonte: SURITA,
2016.
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Figura 11: Ejaculado obtido por vibroestimula¢do peniana em Callithrix.

Todos os dados referentes as colheitas foram registrados em fichas especificas
individuais, onde constavam os dados de identificacdo do animal, data, tempo de
estimulagdo, se houve erecao e colheita de s€émen, assim como os resultados da analise

do ejaculado.

4.6.1 Eregao peniana

A qualidade da eregdo foi determinada de forma subjetiva, utilizando escores
modificados de dureza da erecdo (EHSs) conforme descrito por Hayes ef al. (2016) com
uma escala de dois niveis: nenhuma alteracdo ou leve aumento observavel na rigidez

peniana; aumento moderado na rigidez peniana ou completamente rigido (FIGURA 12).

Figura 12:Escores modificados de dureza da erecdo (EHSs) em Callithrix avaliada em dois niveis:
nenhuma alteragao ou leve aumento na rigidez peniana (A); aumento moderado na rigidez peniana
ou completamente rigido (B). Fonte: ALIEVI, 2016.
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4.6.1 Espermograma

Um total de 36 ejaculados foram obtidos de 12 saguis pela técnica de PVS e as
amostras foram processados segundo metodologia descrita por Paz et al. (2005), adaptada
ao volume da amostra. A andlise das amostras de sémen fresco foi realizada logo apds a
colheita sempre pelo mesmo observador e o material utilizado para colheita do sémen
apresentava-se aquecido, entre 33 e 37°C.

Apbs a ejaculagio, 200ul do meio TALP HEPESY/, foi adicionado no proprio tubo
de colheita devido ao pequeno volume do ejaculado. Uma gota do sémen diluido foi
colocada sobre lamina aquecida recoberta por laminula e as 1aminas foram exploradas em
microscopia de campo claro com aumento de 40X em toda a sua extensao. Esta analise

teve como objetivo identificar a presenca ou auséncia de espematozoides na amostra.

4.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com software IBM SPSS versao 22 (SPSS Inc.
IBM Company, EUA). Em relacdo aos tempos de coleta e de ocorréncia de ejaculagdes,
utilizaram-se as Equagdes de Estimagdes Generalizadas (GEE), com Matriz de correlagao
trabalho nao estruturada, um estimador robusto para a Matriz de covariancia, uma
resposta com distribui¢do normal e fun¢do de ligagcdo identidade. Para andlise entre os
grupos dos tempos cirtirgicos e numero de coletas até a azoospermia, foi realizado o teste
de Mann Whitney. Para a verificagdo de correlacdo entre as varidveis tempo de coleta
com ocorréncia de erecdo, foi utilizada a correlagdo de Spearman. Os resultados das
analises de GEE (tempo de coleta e ocorréncia de ejaculagdo) foram expressos em média
e erro padrdo, enquanto os das analises de Mann Whitney (tempo cirirgico e nimero de
coletas até azoospermia) foram expressas em média e desvio padrdo. O nivel de

significancia considerado foi de 0,05.

17 Spectrun, Sdo Paulo/SP, Brasil
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5. RESULTADOS

5.1 Procedimentos anestésicos e cirurgicos

O protocolo anestésico utilizado proporcionou adequado plano anestésico para os
procedimentos de orquiectomia e vasectomia em saguis. Todos os animais apresentaram
comportamento normal para a espécie logo apds a total recuperacdo anestésica, com
ingestdo de alimentos e agua e auséncia de comportamento caracteristico de dor.

Acrealizagdo de ambas as cirurgias ocorreu sem intercorréncias, havendo adequada
hemostasia. A incisdo na linha média escrotal realizado na orquiectomia permitiu acesso
a ambos os testiculos com uma pequena incisao de pele. Da mesma forma, a incisao inica
na linha média ventral utilizada para vasectomia foi adequada para identificagdo e
ligadura de ambos os ductos deferentes, sem a necessidade de realizar outro acesso no
mesmo animal.

O tempo cirurgico total variou de sete a 14 minutos (tempo médio e desvio padrao
de 10£2,82 minutos) para o grupo ORQ; de 11 a 23 minutos (tempo médio e desvio padrdo
de 18,17+4,07 minutos) para grupo VAS. Houve diferenca estatisticamente significativa

entre os tempos cirurgicos totais dos dois grupos (p=0,009) (FIGURA 13).

Figura 13 Tempo cirtrgico médio e desvio padrdo dos grupos ORQ (orquiectomia) ¢ VAS
(vasectomia) (p=0,009).
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O tempo cirurgico individual dentro de cada grupo estd demonstrado na Figura 14

e descrito na Tabela 1. Observa-se que ndo houve diferenca estatistica significativa no
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tempo de execucao das cirurgias dentro do mesmo grupo.

Figura

14: Evolucdo do tempo cirirgico médio dos grupos ORQ (orquiectomia) e VAS

(vasectomia).

Tempo em minutos

Evolucao Tempo Cirurgico

Cirurze 1 Cirurge 2 Cirurge 3 Cirurza & Cirurze 3 Cirurza 6

B vasectomia B orquiectomia

Tabela 1: Evolugdo do tempo cirurgico nos grupos VAS (vasectomia) e ORQ (orquiectomia).

VAS (tempo em minutos) ORQ (tempo em minutos)
Cirurgia 1 23 8
Cirurgia 2 20 14
Cirurgia 3 18 13
Cirurgia 4 20 9
Cirurgia 5 17 9
Cirurgia 6 11 7
Média 18,17 10

Nao foram observados sintomas inflamatorios ou infec¢do na ferida cirtirgica que,

apos sete dias do procedimento, apresentava avangado processo cicatricial. Os pontos de

sutura

foram removidos sete dias apds a cirurgia. Nenhum animal apresentou
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autotraumatismo no sitio cirargico.
Os saguis tiveram boa tolerancia em relagdo ao método de esterilizacdo cirargica
empregado, nao manifestando qualquer comportamento de estresse que pudesse

evidenciar dor ou desconforto.

5.2 Colheita de sémen e analise

O protocolo de estimulacdo utilizado apresentou resultados positivos, uma vez
que as ejaculacdes foram obtidas em 85,7% das colheitas realizadas por PVS, totalizando
36 amostras de sémen dos 12 espécimes utilizados, ndo condicionados anteriormente para
colheita de sémen por este método.

O tempo de estimulacdo total variou de 0,38 a 19 minutos, com média total e
desvio padriao de 7,97+5,04 minutos. O grupo ORQ apresentou tempo de estimulagdo
médio e erro padrdo de 9,78+1,65, enquanto que no grupo VAS foram de 6,41+0,85
minutos, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos. A Tabela 2 mostra o tempo

médio de colheita para cada individuo.

Tabela 2 - Tempo médio de colheita de s€men para cada espécime de Callithrix, conforme a
técnica de esterilizagdo cirtrgica utilizada.

Espécie Intervencao Cirargica Tempo Médio Colheita (minutos)
Callithrix penicillata Orquiectomia 16,5
Callithrix penicillata Orquiectomia 11
Callithrix jacchus Orquiectomia 3,42
Callithrix penicillata Orquiectomia 11,4
Callithrix penicillata Orquiectomia 9,7
Callithrix penicillata Orquiectomia 6,62
Callithrix penicillata Vasectomia 7,41
Callithrix penicillata Vasectomia 6,83
Callithrix penicillata Vasectomia 2,56
Callithrix penicillata Vasectomia 6,19
Callithrix penicillata Vasectomia 8,61



56

Callithrix penicillata Vasectomia 6,89

O tempo de estimulagcdo médio e erro padrao das diferentes tentativas de colheita
(T) no grupo ORQ foram 11,33+1,18 (T1), 8,31£2,54 (T2), 8,90+1,97 (T3), 10,57+5,95
(T4), ndo havendo diferenca estatistica entre as tentativas (FIGURA 15).

Figura 15 Tempo de estimulagdo médio e erro padrdo das diferentes tentativas de colheita de
sémen em Callithrix orquiectomizados.
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No grupo VAS, o tempo de estimulagdo médio e erro padrao das diferentes
tentativas foram 11,11£1,10 (T1), 7,10£1,43 (T2), 4,98+1,15 (T3), 2,46+1,16 (T4), em
que a tentativa T1 foi maior que T2 (p=0,023), T3 (p=0,01) e T4 (p<0,001) e T2 foi maior
que T4 (p=0,018) (FIGURA 16).

Figura 16 Tempo de estimulagdo médio e erro padrdo das diferentes tentativas de colheita de
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sémen em Callithrix vasectomizados.
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Todas as amostras colhidas apresentaram-se com codgulo seminal, o qual

representava, praticamente, 100% do volume dos ejaculados (cerca de 0,03ml).

Foi constatada ere¢do peniana em 47,62% das tentativas de colheita de sémen,

sem diferenca estatistica entre os grupos ORQ e VAS (FIGURA 17).

Figura 17 Numero total de saguis que apresentaram ere¢do peniana durante as tentativas de
colheita de sémen por vibroestimulag@o peniana (PVS).
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Observou-se erecao peniana em 55,55% das tentativas de colheita que resultaram

em ejaculacdo, sem diferenca estatistica entre os grupos ORQ e VAS (FIGURA 18).
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Figura 18 Numero total de saguis que apresentaram ere¢ao peniana nas tentativas de colheita de
sémen por PVS que resultaram em ejaculagdo.
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Nao foi observada uma tendéncia no comportamento relacionado a presenca de

ere¢do peniana (FIGURA 19).

Figura 19: Presenc¢a de eregdo peniana nos grupos ORQ (orquiectomia) e VAS (vasectomia) nas
diferentes tentativas de colheita de sémen.
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Quanto a presenca de espermatozoides no ejaculado, um individuo do grupo ORQ
(20%) e dois do grupo VAS (40%) apresentaram espermatozodides na primeira colheita,

realizada sete dias apos a esterilizagdo cirargica. A partir da segunda colheita, realizada
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14 dias ap6s a cirurgia, foi possivel constatar auséncia total de espermatozoides no liquido
seminal em todos os animais dos dois grupos (100%). Desta forma, considerando o
protocolo de duas amostras consecutivas sem presenga de células espermaticas, podemos
afirmar que 21 dias apdés ambos os métodos cirurgicos de esterilizacdo cirtrgica
(orquiectomia e vasectomia) os animais aqui estudados apresentavam-se azoospérmicos.

Os tempos (dias) para os saguis atingirem a azoospermia estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Presenca e auséncia de espermatozoides no ejaculado em diferentes testes realizados
apoés orquiectomia e vasectomia.

Espécie Interven¢do Cirargica  ETI1 ET2 ET3 ET4
(dia 0) (dia 07) (dia 14) (dia 21)
Callithrix penicillata Orquiectomia Presente Ausente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Orquiectomia Presente Ausente Ausente  Ausente
Callithrix jacchus Orquiectomia Presente Presente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Orquiectomia Presente Ausente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Orquiectomia Presente Ausente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Orquiectomia Presente Presente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Vasectomia Presente Presente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Vasectomia Presente Ausente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Vasectomia Presente Ausente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Vasectomia Presente Ausente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Vasectomia Presente Ausente Ausente  Ausente
Callithrix penicillata Vasectomia Presente Ausente Ausente  Ausente

Nao foram observadas quaisquer reagdes adversas nos machos durante todo o

periodo experimental e nem mesmo nos cinco meses subsequentes ao estudo.
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6. DISCUSSAO

As espécies Callithrix penicillata e C. jacchus foram escolhidas por serem
calitriquideos exdticos invasores com alta capacidade adaptativa e que, portanto, devem
ter a sua populag@o controlada em areas onde ndo ocorrem naturalmente. Desta forma, a
implementa¢do de métodos contraceptivos visando o controle populacional deve fazer
parte dos planos de manejo para estas espécies na tentativa de amenizar o impacto
ambiental negativo gerado pelo descontrole populacional. Diante disso, o estudo de
métodos contraceptivos para o controle populacional de C. jacchus e C. penicillata, busca
uma técnica que seja eficaz, rapida, de baixo custo, pouco invasiva e que leve em conta o
bem-estar animal. Os resultados obtidos neste estudo colaboram para o avango das
técnicas de manejo reprodutivo de forma pratica, eficiente e de baixo custo para primatas
do género Callithrix.

Os animais foram provenientes de mantenedores de fauna regulamentados
IBAMA, o que foi vantajoso para o experimento uma vez que 0s animais possuiam um
controle sanitario e alimentar semelhantes, além de serem acostumados ao manejo. No
exemplar com tutor, da mesma forma, era realizado controle sanitario ¢ o mesmo era
adaptado ao manejo diério.

O protocolo analgésico e anestésico mostrou ser eficiente e seguro, assim como
as adaptacdes realizadas nos equipamentos, pois proporcionou rapida recuperacdo sem
sinais de desconforto no pods-operatdrio. Segundo Prestes et al. (2014), a associagdo de
tiletamina e zolazepam e metadona em calitriquideos, nas doses aqui utilizadas, produzem
minimos efeitos sobre o sistema cardiovascular e respiratorio e, por isso, pode ser
utilizada com seguranca. Além disso, o isoflurano proporcionou um adequado controle
do plano anestésico dos pacientes.

Optou-se pela utilizagdao de gluconato de clorexidine 4% para antissepsia do sitio
operatorio devido a sua eficadcia como antisséptico, por produzir pouca irritacao na pele e
por ndo reduzir a temperatura corporal do animal (EVANS et al., 2009), fatos observados
neste experimento ja que ndo foram detectadas alteragdes cutdneas nos animais ou
infec¢cdo no pos-operatorio. O uso de colchdo térmico foi fundamental para manutencao
da temperatura corporal e a utilizagdo de campo plastico também contribuiu para a
manuten¢do da temperatura, embora o tempo cirurgico tenha sido curto.

Os procedimentos de esterilizagdo cirurgica (orquiectomia e vasectomia) foram

estudados com o intuito de comparar sua viabilidade e eficiéncia para as espécies
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estudadas, assim como o tempo cirirgico na execu¢ao das técnicas. O material utilizado
na cirurgia de pequenos mamiferos deve ser delicado e, em muitas situagdes, sdo
utilizados instrumentais oftdlmicos no intuito de minimizar lesdes nos tecidos moles.
Lafortune et al. (2004) utilizaram microinstrumentos cirurgicos ¢ lupas de magnificagao
para realizagdo de vasectomias em morcegos, no entanto neste estudo utilizamos
instrumentais delicados sem a necessidade de magnificagdo das estruturas anatomicas
apesar do tamanho reduzido dos animais.

O tempo cirargico no grupo VAS foi estatisticamente maior do que no grupo ORQ,
provavelmente devido a delicadeza das estruturas anatomicas que devem ser localizadas
e dissecadas na realizagdo da vasectomia. No entanto, o tempo cirurgico médio no grupo
VAS foi inferior ao obtido por Santos ef al. (2012) (25 minutos) para caes utilizando a
mesma técnica aqui relatada. A média de tempo cirargico nos dois grupos foi curta e,
desta forma, a curva de aprendizado ndo foi significativa para o cirurgido, ficando
evidenciado na comparagao entre o tempo de cirurgia do primeiro e Gltimo procedimento
dentro de cada grupo. Ambos os procedimentos cirtirgicos foram relativamente simples e
nao ofereceram maiores complicagdes na execugao.

A realizagdo da orquiectomia por incisdo Unica na rafe escrotal, conforme
realizado neste estudo, parece ser relevante para a reducao do impacto negativo no bem-
estar dos saguis durante o periodo pos-cirirgico, uma vez que produz apenas uma ferida
cirargica. Nenhum dos animais apresentou hemorragia com esta técnica, apesar de
Oliveira et al. (2010) afirmarem que uma incisdo Unica no septo escrotal pode ocasionar
hemorragia acentuada e favorecer a formagao de hematomas em gatos.

O acesso na linha média ventral, acima da sinfise pubica, foi citado por Morris e
David (1993) e possibilitou uma boa exposicdo do corddo espermatico bilateralmente
para realizacdo da vasectomia. Nenhuma das complica¢des relatadas em humanos
(hematoma, infeccao, granuloma, epididimite ou orquite) foram observadas nos saguis.
Embora esta técnica seja passivel de reversao em humanos, Peng et al. (2002) observaram
que a reversdo cirargica resulta em reducdo da concentragdo espermadtica em humanos.
Além disto, danos a espermatogénese sdo relatados em alguns modelos animais, no
entanto, a vasectomia em primatas ndo humanos ¢ um procedimento seguro no que diz
respeito aos efeitos estruturais em Orgaos reprodutivos.

Diferentes métodos para a colheita de sémen em primatas ndo humanos sao
citados na literatura entretanto, para PNM, as técnicas de vibroestimulacdo peniana e

eletroejaculacdo sao as mais utilizadas (VERONA er al., 2009). A técnica de
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vibroestimulagdo peniana foi escolhida neste estudo por ndo ser invasiva, nao causar dor
e ndo necessitar de contengdo quimica dos animais.

Neste estudo, obteve-se ejaculado em 85,7% das tentativas de coleta de sémen
pela técnica de PVS, em animais ndo condicionados, utilizando um microtubo plastico
acoplado em escova de dentes elétrica. Este equipamento foi adaptado a partir do vibrador
FertiCare® (Multicept ApS, Rungsted, Dinamarca) utilizado por Kuederling et al. (2000)
e Valle ef al. (2014) para colheita em C. jacchus, onde a taxa de sucesso foi de 35,2% e
83,33%, respectivamente. Schneiders et al. (2004) utilizaram o mesmo equipamento em
Saimiri boliviensis e obtiveram resultado positivo em 80% das tentativas. Viana (2012),
entretanto, realizou 293 estimulagdes por PVS com mesmo aparelho em 12 micos-de-
cheiro (Saimiri sciureus) e obteve 56 ejaculados, com uma taxa de sucesso de 19,11%. O
condicionamento dos animais a PVS parece ndo exercer uma grande influéncia na
obtencao de ejaculados por este método, entretanto, dada a diferenca nas taxas de colheita
obtidas por diferentes autores que utilizaram o mesmo aparelho como vibrador em
animais nao condicionados, pode-se afirmar que um maior sucesso na colheita de sémen
por esta técnica parece estar associado a ajustes nas técnicas de contencgdo e estimulagao.

O tempo médio de estimulo até a ejaculacdo foi de 7,97 minutos, resultado
semelhante ao obtido por Kuederling et al. (2000) e Valle et al. (2014) em colheitas por
PVS, e ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos ORQ e VAS, nem entre os
diferentes testes do grupo ORQ. No grupo VAS, houve redu¢do do tempo de estimulo de
forma decrescente e estatisticamente significativa entre os testes, o que pode ser explicado
pelo aprimoramento da técnica de colheita que propiciou uma colheita bem-sucedida em
um periodo de tempo cada vez menor. No grupo ORQ, no entanto, ndo houve diferenca
significativa nos tempos dos estimulos entre os diferentes testes do grupo, isto poderia
estar relacionado a provavel reducdo de testosterona circulante nos animais
orquiectomizados o que, segundo Wallen (2001), pode afetar a sensibilidade tatil do pénis.

Viana (2012) afirma que a obtencdo da primeira amostra pode ser um fator
determinante para a taxa de sucesso do numero de ejaculados nas coletas subsequentes,
uma vez que S. sciureus, ao ejacularem pela primeira vez, responderam regularmente aos
novos estimulos. Isso ndo foi observado no presente estudo com duas espécies de
calitriquideos, onde nao houve animal que respondeu a todos os estimulos apos a primeira
ejaculagdo, embora tenha havido elevacdo da taxa de sucesso.

O diametro interno do microtubo plastico foi adaptado para cada animal a fim de

fornecer um contato adequado com o pénis para atingir o nivel de estimulagao requerido,
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da mesma forma que relatado por Valle et al. (2014).

O protocolo de estimulo peniano preconizado por Valle (2007) utilizou uma
sequéncia de estimulo com dois ciclos de 60 segundos seguidos por pausa de 30 segundos
até a ejaculacao ou até que atingisse o tempo maximo de 15 minutos, obtendo taxa de
sucesso de 52,6%. Da mesma forma, o protocolo para colheita de sémen em homens com
lesdo de coluna também prevé pausa de um minuto a cada periodo de trés minutos de
estimulo. No entanto, neste estudo as colheitas foram realizadas sem o intervalo acima
descrito, alcangando uma taxa de ejaculado superior ao trabalho acima citado.

O coagulo seminal foi observado em todas as amostras colhidas neste estudo. A
coagulagdo do sémen em primatas ja foi descrita anteriormente, dificultando a avaliagdo
dos ejaculados. (VERONA et al., 2009). O diluente TALP-HEPES foi empregue
satisfatoriamente na dissolugdo do coagulo seminal.

As anélises mostraram que a taxa de erecao peniana nao diferiu significativamente
entre os grupos ORQ e VAS a ponto de influenciar no nimero de ere¢des apresentado nos
testes em que houve ejaculacdo. A erecdo peniana depende de multiplos mecanismos
fisiologicos, funcionais e anatomicos. Schneiders ef al. (2004) afirmam que, em saguis, a
ere¢do peniana ndo ¢ um bom indicador do sucesso na estimulagdo, o que foi confirmado
neste estudo, uma vez que se obteve sucesso em 85,7% das tentativas de colheitas e,
destas, apenas 55,55% apresentaram ere¢do peniana. Como um indicador de estimulagdo
adequada, Valle et al. (2014) observaram que os animais empurram a pelve para a frente
antes da ejaculagdo, movimento também observado neste estudo. Segundo Sonksen e Ohl
(2002), pode-se observar erecdo peniana em homens com lesdo na medula espinhal
durante colheita de sémen por PVS, desde que o arco reflexo ejaculatorio esteja intacto
(acima de T10).

Segundo Wallen (2001), diferente do que ocorre na maioria das espécies de
mamiferos, os hormdnios gonadais ndo regulam a capacidade de copular dos primatas,
mas influenciam sua motivagao sexual. Entretanto, em estudo realizado com ratos, Palese
et al. (2003) afirmaram existir um mecanismo androgénico-dependente na func¢do erétil
veno-oclusiva, uma vez que, durante a estimulagao erétil, o fluxo sanguineo intrapeniano
nao foi reduzido em ratos castrados resultando em resposta erétil prejudicada. Segundo
os autores, isto pode ser explicado pela falha na oclusdo venosa devido a compressao
passiva de veias emissarias entre a tlinica albuginea e o corpo cavernoso devido a agdo
dos andrégenos no tecido erétil. No entanto, o conhecimento relativo ao controlo de

androgénio na fisiologia erétil dos primatas ndo humanos ainda ¢ incerto.
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Traish et al. (2003) afirmam que a privagdo de andrégeno pela orquiectomia altera
a estrutura e func¢do do tecido erétil do pénis em coelhos por, no entanto, neste estudo as
taxas de erecdo entre os grupos ORQ e VAS foram semelhantes.

Setchell e Breed (2006), observaram que, quando os animais estdo em repouso
sexual (ou seja, 7 ou mais dias sem ejaculacdo), o numero de espermatozoides
armazenados eram trés a cinco vezes maior que a taxa diaria de producdo. Da mesma
forma, o Manual WHO (2010) para analise de sémen humano indica um periodo de
abstinéncia sexual minimo de dois dias e mdximo de sete dias entre colheitas do mesmo
individuo. Entretanto, considerando a logistica de manejo, optou-se por um intervalo de
7 dias entre as colheitas. O periodo de abstinéncia também nao foi observado neste estudo
por dificuldades no manejo que impede a separagdo por periodos prolongados e, desta
forma, ndo ¢ possivel afirmar que ndo houve cépula no intervalo entre as colheitas. Desta
forma, os machos foram separados das fémeas apenas no dia da colheita.

As ejaculagdes foram repetidamente obtidas em animais orquiectomizados,
demonstrando que os mecanismos glandulares da producdo de fluido seminal e os
mecanismos neuroldgicos da emissdo de sémen permaneceram funcionais, uma vez que
0 sémen € composto predominantemente por secregoes da glandula prostatica e vesiculas
seminais (PENG et al., 2002).

Na primeira colheita apos vasectomia, 20% dos animais submetidos a
orquiectomia apresentavam espermatozoides no sémen, enquanto que dos animais
vasectomizados 40% possuiam espermatozoides na amostra. Em ambos os grupos os
espermatozdides apresentaram motilidade e vigor iguais a zero. No entanto, a partir da
segunda colheita, foi constatada auséncia de espermatozoides em 100% das amostras dos
2 grupos. Este resultado difere do que foi observado por Paz et al. (2005) em macacos
pregos (Cebus apella), onde todos os animais apresentaram espermatozodides com
motilidade e vigor iguais a zero na primeira colheita apos vasectomia e somente apos a
terceira colheita pode-se constatar a auséncia completa de espermatozoides no liquido
seminal de todos os machos vasectomizados. Entretanto, Paula (2010) obteve
azoospermia na primeira colheita pos-cirargica, realizada sete dias apds a intervengdo em
caes submetidos a vasectomia e orquiectomia.

Nao foram observadas quaisquer reagdes adversas nos machos durante todo o
periodo experimental € nem mesmo nos cinco meses subsequentes ao estudo. Assim,
todos os procedimentos de contencdo fisica e farmacoldgica, assim como a colheita de

sémen, aparentemente, nao produziram maiores transtornos a saude dos animais.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo comparou o0 tempo ou o periodo de ocorréncia de azoospermia
em calitriquideos, utilizando duas técnicas de esterilizacdo cirurgica, orquiectomia e
vasectomia. Com base nos resultados obtidos com o desenvolvimento do presente estudo
¢ possivel concluir:

- ambas as técnicas de esterilizacao cirurgica sao uma opg¢ao eficaz para se obter
azoospermia na terceira ejaculagao pos-cirurgica. Desta forma, nossos resultados sugerem
que os machos de Callithrix devam voltar ao grupo, sem risco de fecundacdo acidental,
21 dias ap6s os procedimentos cirurgicos.

- a técnica de vibroestimulag¢ao peniana (PVS) utilizando um microtubo plastico
adaptado em escova de dentes elétrica, combinado ao protocolo de estimulagdo sem
pausas ou intervalos, ¢ um método inovador, replicavel, viavel e seguro para a obtencao
de s€men nas espécies aqui estudadas. O aprimoramento de técnicas ndo invasivas para
colheita de sémen pode apresentar potencial para aplicagao em biotécnicas reprodutivas

para fins de pesquisa biomédica ou de conservagao.
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Meio diluidor TALP- HEPES

APENDICE A
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Componentes Concentragao g/500ml
NaCl 3,710
KCI 0,118
NaHCO3 0,084
NaH2PO4xH20 0,021
Na Lactate 930 pul
MgCI2x6H20 0,050
Glucose 0,4505
Hepes (Na-salt) 0,651
Hepes (acid) 0,596
Phenolrot 0,0050
Bi-dest. H20 /500ml
pH 7,33




