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CONSERVACAO DO SEMEN CANINO A 37°C EM DILUENTES A BASE
DE AGUA DE COCO

CANINE SEMEN CONSERVATION AT 37 °C IN COCONUT WATER BASED EXTENDERS

Daniel Couto Uchoa Alexandre Rodrigues Silvd Rita de Cassia Soares Cardo$o
Bérbara Sucupira Pereira® Lucia Daniel Machado da Silva

RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar a eficiéncia
do diluidor a base de agua de coco acrescido de acido 3-indol
acético (AIA) e gema de ovo na conservacdo do sémen canino a
37°C. Coletou-se o sémen de seis cédes adultos por manipulagéo
digital, fracionando-o em trés aliquotas. Procedeu-se a diluicdo
do sémen com o diluidor & base de agua de coco (grupo A), com
este acrescido de 4% de AlA (grupo B) e, com o mesmo acrescido
de 20% de gema de ovo e 4%AIA (grupo C). Avaliou-se a
motilidade, o vigor e a percentagem de alteracdes morfolégicas
espermaticas imediatamente apdés a coleta e periodicamente
durante 180 minutos (TO, T5, T15, T30, T60, T90, T120, T180),
avaliando-se também a taxa de degradagdo média de dadti
esperméatica (TDM). Os diluidores foram comparados pelo teste
de Whitney-Mann (P<0,05). Ndo foram ifieradas diferencas
estatisticas entre os grupos até T60. Atilimtade no uso do
grupo A foi superior a dos demais grupos a partir de T90, ficando
em torno de 95%.A TDM foi significativamente menor no diluente
A (7,5%) em relacdo aos demais diluentes. Dessa forma, o
diluente a base de agua de coco mostrou-se adequado para a
preservagéo do sémen canino &3 por 180 minutos.

Palavras-chave:sémen canino, termorresisténcia, 4gua de coco.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the canine
semen diluted with coconut water extender, added of 3-indol
acetic acid (IAA) and egg yolk at ®7. Sperm of six stud dogs
was collected by digital manipulation and divided in three equal
aliquots. Dilution was performed by the addiction of coconut
water (extender 1), coconut water plus 4% of IAA (extender 2)
and coconut water plus 4% of IAA and 20% of egg yolk (extender
3). Sperm motility, vigorand morphology immediately after
dilution and periodically utii 180 minutes, as well as media
degradation motility rate (DMR), were evaluated. Extenders were

compared by Whitney-Mann test (P<0.05). Statistical differences
were not shown between the extenders up to 60 minutes. After 90
minutes, sperm motility on the extender A was superior to the
other extenders (95%). The DMR on the extender A (7.5%) was
significantly inferior to the other extenders. Thus, coconut water
extender is adequate for the preservation of canine semeriGt 37
for 180 minutes.

Key words: canine semen, termorresistance, coconut water.

INTRODUCAO

A inseminagao artificial (IA) é uma
biotecnologia bastante difundida na reproducéo
assistida de diversas espécies. Atualmente, essa
biotécnica vem tornando-se usual também entre os
veterinarios que trabalham com melhoramento
genético de caes. Paralelamente ao uso da IA,
diversos métodos de conservacao de sémen canino,
como o resfriamento (YUB&t al, 1987; ROTAet
al.,, 1995) e a congelacdo (FOOTE, 1964;
ENGLAND, 1993; RODRIGUES, 1997, SILVAt
al., 2000) estdo sendo aperfeicoados. Entretanto, a
utiizacdo do sémen fresco dentro de um curto
periodo de tempo apés a coleta tem recebido pouca
atengdo, sendo necessdria a realizagdo de estudos
que verifiquem a viabilidade espermatica. Isso
facilitaria o transporte do sémen canino dentro e
entre areas geogréaficas separadas por pouca
distancia, possibilitando, inclusive, 0 seu
fracionamento e a inseminacgédo de diversas cadelas.
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A determinacdo da  viabilidade

esperméatica €

1984), com o auxilio de funil e tubos graduados. O

realizada através do teste de ejaculado foi avaliado e a fragdo espermatica

termorresisténcia, que consiste na incubac¢do do separada em trés aliquotas destinadas a diluicdo e

sémen em banho-maria a°87na tentativa de se
reproduzir in vitro 0 que aconteceria com 0s
espermatozoides no interior do trato genital
feminino. Neste teste, pode-se utilizar o sémen
fresco sem aditivos ou com a adicdo de diluentes.
Nos ultimos anos, foi desenvolvido um diluente a

conservacao com os trés diluentes a serem testados.

Imediatamente apds a coleta, 0 sémen foi
avaliado quanto as suas  caracteristicas
macroscoépicas (aspecto, volume, viscosidade e cor).
Avaliou-se também a motilidade (percentagem de
espermatozéides méveis) e 0 vigor espermatico,

base de agua de coco para a conservagdo do sémemualificado em escala de 0 a 5 (HERMAN &

de caprinos (NUNES, 1985), suinos (TONIOLLI &
MESQUITA, 1990), capotes (MILITAOet al,
1994) e ovinos (SOUZAt al, 1994). O sémen de
suinos (TONIOLLI & MESQUITA 1990), e de
caprinos e ovinos (NUNES & COMBARNOUS
1995), diluido em &gua de coco demonstrou
excelentes resultados durante o teste de
termorresisténcia, resfriamento e congelacdo. No

SWANSON, 1941), através da microscopia Otica
(100 e 400x). Para a analise morfolégica dos
espermatozoides, fez-se um esfregaco de sémen
corado com hematoxilina-eosina modificada, cujo
procedimento consistia na imersao do esfregaco em
alcool absoluto por 10 segundos, em hematoxilina
por 10 segundos e, finalmente, em eosina por 15
segundos. Em seguida, a lamina era lavada em agua

sémen canino, apenas testes de congelacdo com acorrente para a retirada do excesso de corante. Por

referido diluidor foram efetuados, tendo sido
alcancados excelentes resultados (SILA al,
2000).

Devido a abundancia de sua matéria-
prima na regidao Nordeste do Brasil, refletindo-se em

fim, fazia-se sua avaliagdo através da microscopia
6tica (400x -PLATZ e SEAGER, 1977). A
concentracdo espermatica foi determinada através de
espectrofotometria (CARDOSOet al, 1997).
Apenas as amostras de sémen consideradas

baixo custo, associado ao preparo simples, é viavel a excelentes, ou seja, apresentando 100% de
possibilidade de se adequar o diluente & base de aguaespermatozdides méveis com vigor 5,0 e uma
de coco a conservagdo do sémen de cées. Foi isoladgorcentagem de alteragdes morfol6gicas
da agua de coco uma molécula pertencente ao grupoespermaticas inferior a 20% foram utilizadas neste
das auxinas, o acido 3-indol-acético (AlA), o qual experimento.

confere aos espermatozéides, um aumento na Foram utilizados trés diferentes diluentes
motilidade e vigor espermatico (SALES, 1989). Um cuja base foi uma solucdo composta em média por
outro componente largamente utilizado na 50% de agua de coco, 25% de Agua destila2tVe
composicéo de diluidores do sémen canino € a gemade citrato de sédio a 5%, com osmolaridade ajustada
de ovo pelas suas propriedades nutritivas e entre 304 e 306 mOsm/ Os diluentes foram
protetoras de membrana (ENGLAND, 1993). Neste agrupados da seguinte forma: diluente base (grupo
contexto, o presente trabalho teve por objetivo A) diluente base acrescido de 4% de solugdo
avaliar a eficiéncia do diluidor a base de agua de gntendo 4ng de AIA/Mde etanol (grupo B), e
coco acrescido de acido 3-Indol acético (AlA) e 4rno B acrescido de 20% de gema de ovo mais 4%
gema de ovo na conservacdo do sémen canino a4e solucio contendo 4ng de AlAdmde etanol
3rc. (grupo C). Para cada grupo, foram realizadas 6
repeticdes.

Logo apds a andlise da fragdo espermatica
de cada cao, essa foi dividida em trés aliquotas
| ) o iguais e diluida na propor¢do 1:1 com o diluente a
foram selecionados seis cdes das racas: PastOrger estdado, sendo mantido em tubos graduados em
Alemao (n=2), Husky Siberiano (n=1), Rottweiller  panhomaria a 3C. Foram realizadas andlises
(n=1), Retriever Labrador (n=1) e sem raca definida mijcroscopicas imediatamente apés a diluigdo (TO) e
(n=1), com idade variando entre 2 e 7 anos. Os 05 5 15, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos. Foi
animais, pertencentes ao canil da Policia Militar do {gmbém avaliada a taxa de degradacdo média da

Ceara e a canis particulares, foram alimentados com motilidade (TDM) através da formula proposta por
racdo comercial Pedigree® uma vez ao dia, tendo CORTEEL (1976):

acesso a agua a vontade.
Cada céao foi submetido a uma coleta de TDM =motiidade 5 minutos - matiidade 180 minutos X 100
sémen por manipulagéo digital (CHRISTHIANSEN, motilidade 5 minutos

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do trabalho,

Ciéncia Rural, v. 32, n. 1, 2002.
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Os resultados deste
experimento foram expressos ng 100
forma de média e desvio padrdao. 4 % oo
efeito dos diferentes diluentes testadg
sobre a conservacdo dos parameitrq
espermaticos foi analisado pelo Test
de Whitney-Mann, sendo as 60
diferencas consideradas significativa 50
quando P<0,05.

80
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RESULTADOS E DISCUSSAO

w—o<o3

A fracdo espermética do
sémen fresco dos seis cées utilizadd
no experimento apresentou aspect TO T5 T15 T30 T60 T90 T120 T180
normal, volume médio de 1,82 + Tempos de avaliagio (min.)

0,71, coloragéo branca-opalescente]

viscosidade leitosa e concentracao. o » L
Figura 1 - Motilidade espermatica observada durante o teste de termorresisténcia do

10

média qe ] 766 X fg sptz/m¢. Tais sémen canino a 3C no uso do diluidor & base de agua de coco (Grupo A),

caracteristicas estdo dentro da agua de coco + AlA (Grupo B) e agua de coco + gema + AlA (Grupo C).

normalidade para a espécie canina (Letras diferentes na Figura implicam diferencas entre os diluidores
(P<0,05)).

(CHRISTHIANSEN, 1986).

O sémen fresco apresentou
uma motilidade préxima a 100%, vigor em torno de A utilizagdo da agua de coco acrescida de
5, com 8%+ 3,2 de alteracBes totais. A motilidade AIA a 37°C por 120 minutos para a diluigdo do
espermatica apos diluicdo em todos os trés diferentessémen caprino foi realizada por NUNES & SALES
diluentes avaliados no tempo 0 foi de 100% e, até 60 (1993), tendo sido observada uma motilidade
minutos, a motilidade espermatica ndo diferiu entre espermética alta e constante durante os 30 minutos
os grupos (P>0,05). Apés 90 minutos, o grupo A iniciais. A partir dos 60 minutos, observou-se queda
apresentou uma motilidade de 95,8,7%, sendo acentuada do referido parédmetro espermatico. No
significativamente superior aos grupos B e C, que presente trabalho, a observacdo da constancia da
apresentaram motilidade de 54;234,4% e 60+ motilidade espermatica no sémen canino durante os
35,8%, respectivamente, 0os quais ndo
diferiram entre si  (Figura 1).

Imediatamente ap6s a diluicdo, o vigol | s B B
espermatico, apresentou um valor § g 45
para todos 0s grupos, os quais nal o
apresentaram diferencas estatisticas g ' N
os 90 minutos. A partir dos 120 o 3°
minutos, observou-se que o grupo A s 3
preservou de maneira mais eficiente { P . S
vigor espermatico, quando comparad ? ) - AP0 C
ao grupo C (Figura 2). m b
Na avaliagio do sémen| & ®
canino diluido somente em agua dg f 1 b
coco (grupo A) realizada apés 120 ¢ os
minutos, foi observada uma motilidadg o : . ; : ‘ ; ; ;
espermética de 94%, com um vigor dé To TS5 Ti5 T30 T60  T90 T12T180
4,5, resultados estes préximos ao Tempos de avaliagéo (min.)
verificados no uso do mesmo diluidor

para o teste de termorresisténcia d@igura 2 - Vigor espermético observado durante o teste de termorresisténcia do sémen

sémen ovino, isto é, motilidade de canino a 37C no uso do diluidor a base de agua de coco (Grupo A), agua de
85%. com vigor de 45 (NUNES & coco + AlA (Grupo B) e 4gua de coco + gema + AlA (Grupo C). (Pelo me-

! ! nos uma letra igual significa que ndo ha diferengca entre os grupos.
COMBARNOUS, 1995). (P<0,05)).

Ciéncia Rural, v. 32, n. 1, 2002.
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15 minutos iniciais, e posterior declinio aos 30 Tabela 2 - Taxa de degradagio média da motilidade espermatica

minutOS, mostrou certa similaridade com os (TDM) no sémen canino verificada durante o teste de
: A : termorresisténcia a 3Z no uso do diluidor a base de

resuIFados obtidos com o s'er_nen_ caprino. agua de coco (Grupo A), agua de coco + AIA (Grupo

Possivelmente, em ampas as especies, isso se 'deve B), agua de coco + gema + AIA (Grupo C).

ao aumento do metabolismo espermatico promovido

pelo AlA no inicio do teste de termorresisténcia, Grupos TDM

culminando com o final das reservas energéticas de

frutose e exaurindo o espermatozéide. g 777'?,
A tabela 1 mostra que n&o foram c 78,3

observadas diferencgas significativas entre os grupos

experimentais quanto ao parametro de porcentagem |eyas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente

de alteracdes morfoldgicas totais no sémen canino, (P<0,05).

observadas durante o teste de termorresisténcia.

Entretanto, verificou-se que tal porcentagem de agua de coco na diluigdo do sémen caprino®&;37
alteragBes sofreu um aumento no decorrer do tempo, NUNES (1985) e TONIOLLI (1988), utilizando o
dentro de cada grupo, atingindo valores de 28,0 mesmo diluidor, observaram valores de TDM entre
7,2 (grupo A), 22,8+ 7,7 (grupo B) e 25,8 6,8 20 e 40% para o sémen suino, na mesma
(grupo C). Dentre tais alteraces, as mais evidentes temperatura e tempo de avaliagao; TEIXEI&/Aal
foram cabegas soltas e caudas enroladas, as quais s€1994) observaram uma TDM de 41,93% em ovinos,
caracterizavam como alterages  secundérias, também utilizando agua de coco #@7apds 120

oriundas da maturacio espermatica no epididimo ou Minutos. No presente estud(()), apos 180 minutos,
decorrentes do processamento do sémen, o queobservou-se uma TDM de 7,5% para o sémen canino

envolve desde o seu acondicionamento até a & 3PC com o diluidor a base de agua de coco. Esta

~ baixa taxa de degradacéo encontrada,
confeccdo do esfregago (PLATZ & SEAGER, provavelmente, deve-se ao fato de o sptz canino

1977). ~ - apresentar uma maior resisténcia a temperatura,
A taxa de degradacdo da motilidade 4ando comparado a outras espécies (WATSON &

(TDM) ao final de 180 minutos verificada no grupo  p| yMMER 1985). Entretanto, apesar desta

A foi de 7,5% sendo significativamente inferior iegistancia, a0 se adicionar AIA ao diluidor, foi

(p<0,05) aquela dos grupos B e C que foram de oyidenciada uma alta TDM.
77,5% e 78,3%, respectivamente, ndo diferindo entre Os resultados obtidos neste experimento

si (Tabela 2). _ sugerem que o diluidor & base de 4gua de coco é
- Apos 120 minutos, CORTEEL (1976)  gficaz na conservacdo do sémen canino’g For
verificou uma TDM entre 50 e 60% utilizando a até 180 minutos, sendo que a adicdo de acido 3-
indol-acético proporciona um aumento da TDM,
Tabela 1 - Porcentagem de alterag6es morfologicas espermaticas possivelmente por exaurir as reservas energéticas da
Vefificad35£0 teste ge ctf_flff?g’frfe?izté“dz do Sé‘”c]e“ célula espermatica. Dessa forma, recomenda-se
gzzg‘?efuio A’;’Oéléic; o oo o ?éfupg Ba)?uéaguae utilizar o sémen canino diluido em agua de coco
de coco + gema + AIA (Grupo C). para a realizacdo de inseminaces artificiais em um
periodo de 180 minutos.

Grupo
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