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INTRODUGAQ

Para a obtencdo de sémen de algumas espécies de pe-
quenos animais —camundongos, ratos e cooaias - comu-
mente utilizados em experimentos de laboratorio, ndo ha
Fossibilidade do uso do método da vagina artificial para co-
heita do material. Devido a esse fato, 0 método preconiza-
do ¢ 0 da eletroejaculacdo que pode ser aplicado em interva-
los regulares, com alta eficiéncia e repeticdo, sem provocar
danos fisicos ao animal. A literatura mostra um ndmero re-
gular de trabalhos com a utilizagdo do método em ratos e
camundongos, contudo os parametros relatados —nimero
de estimulos elétricos, corrente, tensao, frequéncia elétrica,
tipo de onda e de corrente (AC, DC) - sdo muito variaveis,

‘Na cobaig, a primeira técnica de eletroejaculacdo” foi
descrita em 1922 € modificada® em 1930. Seguindo o0s
pr|nC|F|os estabelecidos, eram utilizados 3 choques de 5 a
35 volts e 60 ciclos de corrente alternada (AC) durante 10
segundos, por meio de um eletrodo duro na hoca do animal
e outro, do tipo agulha, na base do crénio5,14. a ejaculacdo
era usualmente acompanhada de respostas violentas e espas-
madicas de todo 0 corpo, além de outros inconvenientes
como falhas na obten?éo do sémen, necessidade de muitas
repeticGes dos estimulos, coagulacdo total do material, pa-
radas respiratorias, contracdo tonica macica e eversio da
mucosa anal.

~ Na tentativa de desenvolver um processo menos trau-
matizante, foram experimentados eletrodos colocados na
cabeca e no anus ou na regido lombar'0. Observando-se
mortes de animais devidas a chogues na cabeca, 0 uso de
eletrodos nas regioes ano-lombar passou a ser preconizado.
A sequir, verificou-se que a utilizacdo de 1000 ciclos AC
aboliam os efeitos colaterais e que o estimulo por meio da
?nda /guadrada produzia resposta ejaculatoria mais uni-
orme”,

Foi descrito™ um aparelho capaz de fornecer uma on-
da quadrada intermitente com 1000 ciclos para 0 a 25 volts
rms, com automatico de trés segundos de periodo de aber-
tura e 12 segundos de periodo de fechamento, sendo utili-
zados 24 volts rms na maioria das vezes,

Foi também descrito7 um aparelho com fonte de si-
nal, amplificador de 12 watts, voltimetro de 0 a 25 volts e
amperimetro para 0 a 25 mA, cuja fonte produzia uma on-
da quadrada de 1000 ciclos e 12 volts com saida para o am-
plificador. O eletrodo anal com 8 cm de comprimento e dié-
metro de 0,4 cm era confeccionado de latdo, demonstran-
do-se ainda a superioridade da posicdo L2—L3 para a efi-
ciéncia do eletrodo lombar.

Estudos também foram feitos sobre a utilizagio do
eletrodo retal bipolar Unico* 5, com fonte de estimulo elé-
trico com corrente alternada de 60 ciclos e tensdo varidvel
de 0 a 25 volts. Imediatamente ap6s uma sequéncia de esti-
mulos, o pénis era exteriorizado e aplicada pressdo digital e
manipulacéo. O método era repetido até a obtencdo do sé-



76 SANTOS, O.R.; BARNABE, R.C.; BARNABE, V.H.; SANTOS, M.V.HR.; SGAMBATTI JUNIOR, A.

men ou completar 25 estimulos.

0 eletrodo retal bipolar Unico pode também ser ahas-
tecido por uma bateria de 12 volts”®, adaptando-se um os-
ciloscapio para calcular a emisséo da voltagem. .

egundo alguns autores|2, o volume ejaculado medi-
ante eletroejaculagSo mantém-se relativamente constante ou
sofre ligeiras quedas apos periodos semanais de colheita”,
Dada a diversidade das indicacdes existentes na litera-
tura, o presente trabalho obljeuvou aperfeicoar e uniformi-
zar um aparelho eletroejaculador para ser utilizado, primor-
dialmente, na obtencao de sémen de cobaias, porém visando
também futuras pesquisas com outras espécies de animais
de_fllabolrat()rio que ndo se adaptam ao método da vagina
artificial.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 53 cobaias, Cavia porcellus, machos

albinos com idade de. 12 meses e peso oscilando entre 814 e
1202 gramas, no inicio do experimento.

As colheitas de sémen, com 0s animais devidamente

contidos 1, foram realizadas semanalmente, durante 16 se-

manas consecutivas, reunindo-se as cobaias em 9 grupos de
5e 1grupo de 8.

O aparelho (Figs. 1 e 2) produz um sinal elétrico, on-

da, quadrada, com frequéncia varidvel e amplitude fixa. O
painel de controle é composto das chaves liga-desliga, sele-

tora de modo de operacéo, Idmpada indicadora de funciona-

mento, potenciometro de ajuste de frequéncia, botdo para
liberar a corrente, potenciometro de ajuste do tempo de

choque, potenciometro de ajuste da corrente de saida, cha-
ves de selecdo do fundo de escala do amperimetro, amperi-

metro e hornes de saida.

Basicamente, 0 instrumento consta de 4 circuitos dis-

tintos, acoplados entre si, ou seja, fontes de alimentacdo

(Fig. 3), circuito oscilador mais o estagio de saida, tempori-

zador e circuito de medi_f_éloéFig. 4).
0 aparelho foi utilizado com ajuste da fonte FL para

32 v. O valor da tenso foi obtido por meio de experimen-

tos de afericdo da resisténcia média oferecida pelas cobaias.
As medidas foram realizadas através de gerador de fun?oes
(IEC - Interestat Electronic Co. - modelo F-34), acoplado

a um osciloscpio (Tektronix modelo 213), e variando en-
tre 700 e 1200 Ohms, com meédias de 1000 Ohms. Associ-
ando uma carga ativa a saida do aparelho, foi fixada a inten-

sidade de corrente em 28mA, por meio do ajuste interno
(R5) dafonte FL. _ _

_ Para a transferéncia do sinal elétrico ao animal, foram
utilizados 2 eletrodos: a) um na regido anal, confeccionado
de um fio elétrico com 14 cm de comprimento e 0,4 cm de

didmetro; cerca de 5 cm desse fio foi desencapado, a extre-

midade arredondada e na outra foi soldado outro fio (n°.

18) com 2 metros de comprimento; b) outro na regido lom-

bar, composto de 2 partes: a primeira constituida de um fio
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n°. 18 com 2 metros de comprimento, tendo em uma extre-
midade um prendedor do tipo jacaré; a segunda parte € um
parafuso de cobre com 6 cm.de comprimento e 3/8" de dia-
metro, possuindo uma cabeca em forma de disco com 1,75
cm de didmetro e espessura de Imm, e preso ao sistema de
contencdo For meio de uma porca. Os eletrodos antes do
uso, foram limpos com lixa n°. 600. ,

O eletrodo lombar foi posicionado entre as vértebras
lombares L2—L3, apos tricotomia da regido, e 0 outro in-
troduzido a 4,5 cm de profundidade no Teto, situado ime-
diatamente acima do saco perineal”. _

A regido tricotomizada recebeu uma fina camada de
i)asta para_eletrodo EKG sol. (Burton, Parsons e Company,
nc. Washington), com o intuito de melhorar a transmissao
dos |m£ulsos.eletr|cos. . .

A regides externas do saco perineal e o pénis desem-
bainhado foram limpos com gaze umedecida em agua desti-
lada. O pénis foi entdo introduzido no coletor contendo 2
ml de tampdo fosfato Sorensen” e alfa-quimotripsina (Dow
Quimica SIA. - 22636 UP/ng, tipo 11 de pncreas bovino,
na propor¢do de Img por ml de tampdo fosfato. O teste pa-
ra comprovacdo da atividade foi executado pelo método da
digestdo de caseinal 1. A alfa-quimotripsina, substancia que
promove a liquefacdo do codgulo, foi utilizada devido ao fa-
to da ejaculacdo da copaia coa?ular-se em poucos segundos
apos a emissdo. O cilindro coletor e seu conteddo foram
mantidos a 39°C, em hanho-maria. -

Ao cessar 0 primeiro estimulo, o pénis foi manipula-
do suavemente (Fig. 5) por meio de um movimento de dis-
tensdo conjugado com Ieve#or.esséo na glande. Na maior par-
te das vezes esta manobra foi suficiente para que o animal,
apos um retesamento do corpo acompanhado de tipicos
quinchos, lancasse ativamente o conteido seminal no inte-
rior do coletor. o

Nos casos de insucesso apds o primeiro estimulo, um
segundo estimulo foi dado, com intervalo de 10 segundos e
0 processamento de manipulacdo era repetido. Como paré-
metro, no inicio do experimento, foi fixado um nimero
méximo de 5 estimulos. Nos casos em que ndo houve ejacu-
lacdo apds 3 estimulos, foi efetuada a mudanca na posicdo
do eletrodo lombar. . _ .

Durante todas as colheitas, o eletroejaculador funcio-
nou em AC com o juste de tempo de liberacdo de chogue
em 4 segundos e a frequéncia em 100 Hz. O tempo de des-
canso entre 2 estimulos, quando necessério, foi sempre de
10 segundos. —

Por falta de dados na literatura, o sémen foi classifica-
do por nos visualmente no decorrer da ejaculagdo, como
coagulado ou |I()U€fﬁl'[0, com base em uma variacdo de
++++ coagulado/0 liquefeito (completamente coagulado),
gassar]do qu + coagulado/++liquefeito (50% coagulado e

0% I|(1ue eito) até 0 coagulado/++++ liquefeito (completa-
mente liquefeito). As formas gelatinosas foram classificadas
como completamente coaguladas. Para facilidade de exposi-
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¢do e interpretacdo sdo apresentadas na tabela 1 as propor-
gﬁfsd das formas liquidas, gelatinosas e totalmente coa-
uladas.

: Terminada a ejaculacdo, a leitura do volume foi verifi-
cada diretamente no coletor graduado, construido com se-
ringas de vidro com capacidade para 5 ml, cujos bicos foram
cortados e soldados  fogo.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Em cobaias, o nimero de referéncias sobre a utiliza-
¢do do me'todo de eletroejaculagdo € relativamente peque-
no, embora ocorrendo grande diversificacdo quanto aos pa-
rametros utilizados e resultados obtidos. Devido a esse fato
e baseados em dados fornecidos pela literatura”®, construi-
mos um equipamento que liberava corrente continua (DC),
onda quadrada, tensdo variavel de 0 a 9,5 volts e ampera-
gem fixa em 5 mA. O eletrodo utilizado era retal bipolar
unico, introduzido a 3 cm de profundidade. Contudo, apos
varios testes, os resultados mostraram eregdo continuada e
pequenas emissdes de urina, de acordo com o relatado pelos
autoresld, embora afirmassem ainda que apds o fato, uma
série de 10 estimulos com intervalos de 10 segundos era su-
ficiente para obter a ejaculagéo, o_?.ue Ndo conseguimos re-
petir. Mesmo a introducdo de modificacdes no eletrodo, va-
riagBes de sua profundidade no reto e mudangas na duragdo
do tempo de estimulo, ndo surtiram o efeito eserjado.

Assim sendo, outras informagoes4,6,7,15 foram leva-
das em conta. Devido ao fato dos dados serem diversifica-
dos, os testes foram efetuados por meio de um gerador de
funcdes, acoplado a um osciloscapio e os resultados positi-
vos foram anotados, observando-se que a corrente alternada
com onda quadrada era a que produzia resultados mais con-
sistentes, mas ndo com a frequéncia de 60 Hzl5. Verificou-
se ainda que a aplicacdo da frequéncia de 1000 Hz" produ-
zia ejaculagdes mais frequentes e evitava desconforto aos
animais, enquanto 60 Hz provocava-lhes movimentos brus-
cos. A utilizacdo do eletrodo com poios separados aplicados
nas regides ano-lomban-,7 associada a corrente alternada,
onda quadrada, frequéncia de 1000 Hz e estimulos com du-
racdo de 4 segundos e intervalos de descanso de 10 se?un-
dos, Frommaram a obtencdo de um nimero apreciavel de
ejaculacoes, contudo ndo muito regulares, pois 0 nimero de
estimulos variou grandemente, prejudicando o objetivo de
obter repeticoes. .

Um novo dado’, referente & aplicacdo do eletrodo
lombar na posi¢do L2—L3, melhorou as condigdes conquan-
to permanecessem a inconstancia na obtencdo do sémen e a
ndo padronizagdo do ndmero maximo de estimulos. Parti-
mos entdo para o principio de que a corrente, e ndo aten-
s40, & que determina a intensidade de um estimulo elétrico.
Assim, varias medidas foram executadas nas cobaias a fim
de obter os valores da resisténcia interna oferecida ao esti-
mulo elétrico. Utilizando o osciloscépio verificamos um va-

lor médio de 1000 Ohms, com variagdo de 700 a 1200. As-
sociamos entdo uma carga ativa a saida do aparelho e fixa-
mos a intensidade da corrente em 28mA, por meio de ajuste
interno da fonte F1 para 32 volts. Deste modo, as colheitas
passaram a ser frequentes, mas o nimero de estimulos con-
tinuava muito variavel e na tentativa de padronizd-lo, ocor-
ria que alguns animais ndo haviam ejaculado ao atingirem o
numero maximo e a maior parte do material colhido era sob
forma totalmente coagulada.

Assim, uma nova técnica foi introduzida, combinando
0 estimulo elétrico com a manipulacdo do pénisl5. A partir
de entdo, 0 processo passou a ter repeticdo e colheitas con-
secutivas foram obtidas ativamente sob forma ndo coagula-
da. O ndmero de estimulos para algluns animais continuou
variavel, contudo, com até 5 estimulos no maximo o mate-
rial era colhido, por vezes passivamente. Este fato repetiu-se
frequentemente nos mesmos animais, em colheitas efetua-
das semanalmente, denotando caracteristicas individuais,
ndo obstante as ?aculagéleslocorrerem em grande_nimero,
apos a aplicacdo de no maximo 2 estimulos, possibilitando
assim a fixacdo de um padrdo. B

0 nosso aparelho ndo possui amplificador®, mas um
sistema oscilador. O processo de manipulagdo apos o esti-
mulo, por ser eficiente na maior parte das colheitas, evita a
utilizacdo de sistemas mecanicos ou eletro-eletronicos mais
complexos para a regularizacdo do tempo de descanso, po-
dendo isso ser feito por meio de um crondmetro.

E evidente que os dados sobre os niveis que contro-
lam a erecdo e a ejaculacdo ndo podem ser usados para uma
localizacdo precisa dos centros espinais na cobaia. Quando
estimulos externos sdo aplicados, a parte do sistema nervo-
S0 que efetivamente os recebe € incerta, visto que 0s nervos
eferentes 3ue emergem da espinha ou os centros da corda
espinal podem ser estimulados.

Os eletrodos retais bipolares ¢nicos 15,16 ndo mostra-
ram eficiéncia para a obtencdo de ejaculaces, provavelmen-
fe porgue 0 centro da ejaculacdo ou os nervos emergentes
da coraa espinal ndo foram atingidos pelos estimulos elétri-
c0s. A erecdo obtida é explicada devido a localizagao de seu
centro encontrar-se ao nivel das vértebras sacras, enquanto
que o centro da ejaculacdo situado mais acima, provavel?
mente ndo seja atingido por um Gnico eletrodo por via retal.

A média obtida do volume ejaculado de 553 amostras
foi de 0,97 ml, aproximando-se dos valores citados na litera-
turade 0,5ml6,03a06ml*2e05a15ml" embora, em
38 colheitas, fossem obtidos volumes variando de 2 a 3 ml.
Neste aspecto, também ndo se verificaram ligeiras quedas de
volume ejaculado apds periodos semanais de colheita, que
seriam caracteristicas da cobaia”.

Verifica-se na tabela 1 que com um estimulo e subse-
quente manipulacdo do pénis foram obtidas 203 colheitas
(34,35%) dentre as 591 efetuadas e que apos 2 estimulos
conseguiram-se 182 (30,80%) amostras. Assim, 385
(65,15%) amostras foram obtidas com somente 2 estimulos,
N80 houve caso em que ndo se tivesse conseguido o material
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espermético. Ainda na nossa tabela, pode-se verificar que a
caracteristica fisica do ejaculado foi predominantemente
sob a forma gelatinosa em 501 (84,77%) das amostras. Devi-
do ao fato do material espermatico ser geralmente emitido
sob a forma coagulada ou em parte coagulado7>15, as for-
mas gelatinosas obtidas mostram que quando o animal eja-

lase promova a coagulacao do sémen antes de ser expelido.
A importancia da obtencéo do ejaculado sob essa forma de-
ve-se a0 fato de que a amostra ao ser colhida na solugdo
tampdo adicionada de alfa-quimotripsina permite a enzima
agir sobre os sitios da proteina ainda ndo ocupados pela ve-
siculase, propiciando liquefacdo mais eficiente.

cula ativamente ndo ha tempo suficiente para que a vesicu-

TABELA 1 — Sémen de cobaia, Cavia porcellus, obtido por eIetroejacuIaEéo. Distribuicdo dos estimulos elétricos

aplicados e das caracteristicas fisicas das ejaculacGes. S&o Paulo, 1978.
Gru-lC\Iol.h d_e_ é:olzheti,tas Foré\llljp_ero " Caracteristicas Fisicas das Ejaculag((;)reistério !
1 A B vertl0 HIO dnss anens 0/++++ Completa- Gelati- Lique-
mente noso feito
coagulado
1 5 2 12 7T 4 16 28 8 1 3 1 6 3 14
2 60 20 28 5 4 30 24 4 3 0 4 53 3
3 60 5B A 1 3 1 38 5 3 4 10 0 46 14
4 60 28 16 8 3 547 1 1 1 0 2 57 1
5 60 241 5 6 14 38 19 1 0 2 5 53 2
6 60 16 9 7 1B 5 39 1 2 0 12 6 42 12
7 60 A 1 8 6 49 8 1 ) 1 5 53 2
8 60 22 16 8 6 8§ 50 4 5 . 0 4 55 1
9 60 9 2 10 3 T 46 10 2 2 0 3 55 2
10 60 26 2 5 2 0 29 23 5 2 1 1 56 3

51 203 182 79 62 65 39 1y 2 1 3 36 501 o4
% 1000 3435 3080 1337 1049 1099 6650 20,13 423 288 626 6,09 8477 94

++++/0 = completamente coagulado o
e fe = gm})ormonalmente mais coagulado do que liguefeito
== /=* = 50% coagulado e 50% liquefeito
=1+« = proporcionalmente mais liquefeito do que coagulado

0r=exx = completamente liquefeito

A eficiéncia enzimética da alfa-quimotripsina foi ob-

| I Il sob a forma de codgulo, sua agdo era parcial, observando-se
servada (1uando 0 material espermatico era emitido sob a

restos de codgulos no fundo do cilindro coletor ao término

forma gelatinosa. Mesmo assim, dentro do periodo preconi-
zado de uma hora, ndo houve liquefagéo completa do mate-
rial, observando-se em algumas amostras, espermatozoides
presos em malhas. Nos casos em que o material foi emitido
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de uma hora.

Experimentos prévios foram executados para a obser-
vacdo da acdo da alfa-quimotripsina em quantidades de até
5 mg por ml de tampdo, durante uma hora. A enzima colhi-



Melhoramentos em aparelho eletroejaculador para cobaias (Cavia porcellus). 79

da desses tubos ¢ levada a promover agdo hidrolitica sobre

um substrato mais S|mples caseinal 1, mostrou- -5€ at|va ten-

do o mesmo ocorrido quando experimentos prévios foram
feitos com quantidades de 1 mg por ml.

Eletroejaculagdes bisemanais ou mesmo semanais
mostram aumento progressivo de amostras liquefeitasé | 6,

Este fato, contudo, ndo foi observado durante nosso experi-
mento. Amostras Ilquefeltas foram obtidas de alguns ani-

mais que desde a primeira ejaculaeao mostraram emissoes

liquidas; outros animais apresentaram ejaculacdes liquefei-
tas combinadas com porces gelatinosas ou totalmente coa-
(l;uladase esporadicamente, em determinada colheita, ejacu-

aram amostras liquefeitas, sem continuidade nas colheitas
sequintes.

0 aspecto caracteristico de espermatozoides de co-glande,

baias, acumulados com as cabegas empllhadas verticalmente
(Fig. 6) foi comprovado no presente experimento, sendo

camumente encontrado nas ejaculagoes dos animais tra-

halhados.

CONCLUSOES

Dentro da metodologia utilizada no presente traba-
lho, visando aperfeicoamento e uniformizacao de aparelho
eletroejaculador para cobaias, foi-nos permitido concluir
que: L o eletrogjaculador e 0 método de colheita mostra-
ram elevada eficiencia na obtencdo de 591 amostras de sé-
men, sem ocorréncia de qualquer insucesso; 2. das 591
amostras colhidas, 203 foram obtidas com apenas um esti-
mulo elétrico, sendo que 182 necessitaram 2 estimulos, ob-
tendo-se desta forma um porcentual de 65,15%; 3. 0 uso do
limite maximo pré fixado, 5 estimulos, foi necessario para a
obtengdo de somente 10, 99% das amostras; 4. o processo de

disposicdo dos eletrodos nas regioes ano-lombar (L2-L3),
mostrou-se adequado e altamente eficiente; 5. a obtencao
de ejaculagoes sob a forma gelatinosa emitidas ativamente
pelo animal atingiu 501 ou seja 84,77%, enquanto que oS
totalmente coagulados representaram 6,09% ?36 amostras);
6. ndo foi observada crescente obteneao de amostras Ilque-
feitas, nas colheitas efetuadas semanalmente; 7. o emprego
de alfa -Quimotripsina para liquefacdo do coagulo foi satisfa
torio quando as amostras foram obtidas sob a forma gelati-
nosa, atuando loarmalmente sobre as formas totalmente coa-
?uladas 8. melhores resultados foram obtidos com estimu-
0 elétricos com duragdo de 4 segundos e intervalos de 10
segundos, seguidos de manipulagao suave do Ipems por meio
de movimento de distensdo conjugado com leve presséo na
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Fig. 1—Painel do eletroejaculador. Eletrodos anal e lombar.

Fig. 2 —Parte interna do eletroejaculador.
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Melhoramentos en aparelho eletroejaculador para cobaias (Cavia porcellus). 8

DE ALIMENTAGCAO DO ELETROEJACULADOR.

DIAGRAMA ELE'TRICO DAS FONTES

Figq. 3 -
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Melhoramentos em aparelho eletrogjaculador para cobaias (Cavia porcellus).

Fig. 5 - Detalhes da ejaculacdo: animal contido; disposicdo do eletrodo anal e ato
da colheita.

Rev.Fac.Med.vet.Zootec.Univ.S.Paulo, 19(1): 75-85,1982



84  SANTOS, O.R.; BARNABE, R.C.; BARNABE, V.H.; SANTOS, M.V.H.R.; SGAMBATTI JUNIOR, A.

Fig. 6 —Espermatozoides normais. Empilhamento. Contraste de fase. 5400X.
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