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Comparacao entre a agua de coco em pé (ACP®) e o
Tris como diluidores na criopreservacao do sémen

de caes

1 - Laboratorio de Reprodugao de Carnivoros — Universidade Estadual do

Cear4, Fortaleza - CE

Resumo

O presente trabalho comparou a 4gua de coco em pé (ACP®) com o
diluidor Ttis na criopreserva¢ao do sémen canino através da avaliagio
classica e do teste de termorresisténcia. Cinco reprodutores caninos
foram submetidos a duas coletas de sémen através de manipulagio
digital. As fragGes espermaticas foram avaliadas quanto a sua coloragao,
volume, concentra¢ao, motilidade, vigor e morfologia espermatica.
As amostras de sémen foram divididas em duas aliquotas: a primeira
foi diluida em Ttis e a segunda em ACP®. Ambos os diluidores
continham 20% de gema de ovo. As amostras foram refrigeradas,
adicionadas de glicerol (6%), envasadas em palhetas de 0,25mL,
criopreservadas em vapores de nitrogénio, e finalmente armazenadas
em nitrogénio liquido. Ap6s uma semana, foi realizada a descongelacao
2 38°C por 1min em banho-matia, sendo realizadas novas avaliagdes
de motilidade, vigor e morfologia espermatica. As amostras foram
mantidas a 38°C no banho-maria e avaliadas aos 15 e 30 min apds
descongelagio. Nio foram observadas diferencas significativas entre
os dois diluidores no decorrer dos procedimentos de criopreservagio
e descongelacio, bem como durante o teste de termorresisténcia, em
relacdo as caracteristicas avaliadas. O Tris e o ACP® foram eficientes em
conservar 50% de espermatozoéides moveis e 70% de espermatozdides
mortfologicamente normais ap6s a descongelagio. Assim, o ACP®
pode ser utilizado como diluidor alternativo para a criopreservagao
do sémen canino.
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Introducao

Atualmente, a criopreservagao se
configura como uma importante ferramenta
para a conserva¢io do sémen de
reprodutores valiosos de qualquer espécie
animal, incluindo o cio. Por esse motivo, a
pesquisa cientifica tem tentado aprimorar os
protocolos para a criopreservacao de sémen
canino através do uso de diferentes taxas de
congelacdo e descongelacido, e um grande
numero de crioprotetores e diluidores, como
a lactose, o Pipes, ¢ o Tris'. Este ultimo é o
diluidor mais utilizado para a criopreservacao
do sémen canino. Ele preserva a energia
espermatica através da redu¢ido do indice
de frutélise celular e sua atividade

tamponante promove a remog¢ao dos fons
hidrogénio produzidos pelo metabolismo da
célula®.Alguns  pesquisadores  tém
desenvolvido diluidores alternativos de baixo
custo, praticos e eficientes. Ja ha alguns anos,
téem sido observados bons resultados na
criopreservagao do sémen canino utilizando-
se diluidores a base de dgua de coco i natura**.
No entanto, esses diluidores apresentam
desvantagens, como a baixa disponibilidade
dos frutos com caracterfsticas ideais para a
sua fabricacdo e a impossibilidade de
conservagao por longo periodo da agua de
coco in natura. Ademais, a constitui¢ao
bioquimica de um fruto pode apresentar
pequenas variagdes em relagio aos demais,
o que pode diretamente influenciar a agao

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 43, n. 6, p. 767-774, 2006



768

conservativa do diluidor. Diante dessa
problemitica, novas pesquisas™®’ foram
conduzidas no intuito de desenvolver a 4gua
de coco sob a forma de pé6 (ACP®- ACP
Tecnologia, Brasil), a qual apresenta os
mesmos constituintes bioquimicos da forma
in natura, porém ¢é padronizada e mais
eficazmente conservada, o que facilita sua
comercializacdo para regides onde o fruto
nao existe.

No intuito de comprovar a eficiéncia
do ACP® para uso como diluidor na
criopreservacio do sémen de cies, o
presente trabalho teve como objetivo
compara-lo com o diluidor padriao Tris, por
meio da avaliagiao classica e do teste de
termorresisténcia no sémen canino apos
descongelacio.

Materiais e Métodos

Animais

Cinco cides pertencentes a canis
particulares foram selecionados para uso no
trabalho, sendo um Fila Brasileiro, um
Doberman, um American Staffordshire
Terrier, um Rottweiler e um Boxer, com
idade variando de 1,5 a 6 anos. Todos os
animais foram mantidos em boxes
individuais e alimentados uma vez ao dia com
ragdo comercial, recebendo agua ad /ibitum,
no decorrer do experimento.

Coleta de sémen e avaliacao

Cada cio foi submetido a coleta de
dois ejaculados, com intervalo de uma
semana, através da técnica de manipulacao
digital do bulbo peniano®. Os ejaculados
foram coletados em tubos graduados
acoplados a um funil, e as fra¢oes seminais
foram separadas de acordo com a mo-
dificacio da sua coloracio®. As fracdes
espermaticas foram avaliadas macros-
copicamente quanto ao volume e cor. Em
seguida, procedeu-se a avaliacio microscopica
(100x) da motilidade e do vigor espermaticos.
Para a andlise da motfologia espermatica® foram
confeccionados esfregacos espermaticos em
laminas coradas com eosina-nigrosina, tendo
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sido contadas 200 células por lamina sob
avaliacdo microscopica (1000x). A
concentragiao espermatica foi determinada
através de contagem em camara de
Neubauer®. Apenas aquelas amostras que
apresentaram volume > 0,06 mL,
concentracio > 200 x 10° espermatozéides/
mlL, motilidade espermatica > 80% e vigor
> 4 foram utilizadas no experimento.

Diluidores

Foram testados dois diluidores. O
primeiro deles, a base de tampao Tris, foi
constituido por 3,028¢ de Tris-hidroximetil-
aminometano, 1,78g de acido citrico mono-
hidratado e 1,25¢ de D-frutose dissolvidos
em 100mL de d4gua ultrapura'. A
osmolaridade deste diluidor foi de 305
mOsm/L e o pH 6,6. O segundo diluidor
consistia no ACP®, constituido por 12g de
agua de coco em po, obtida através de um
forte processo de vaporiza¢io conhecido
como “Spray Dryer”, dissolvida em 50mL
de agua ultrapura e 50mL de solucio de
citrato de s6dio monossddico a 1%°. A
osmolaridade desse diluidor foi de
294mOsm/L com pH 6,6. Para ambos, foi
feita a substituicdo de 20% da solucdo por
gema de ovo. Apds esse procedimento, 0s
diluidores foram divididos em duas porg¢des
I e II, sendo que a por¢iao I ndo possufa
glicerol, e a porgao II continha 12% de
glicerol.

Processamento do sémen

Durante a analise inicial do sémen, as
amostras foram mantidas a temperatura
ambiente (27°C) por 10 min e, em seguida,
divididas em duas aliquotas, onde uma delas
foi diluida em Tris e a outra em ACP®, em
uma propor¢ao final de uma parte de sémen
pata uma parte de diluidor (1:1)°°.
Inicialmente, a porcao I de ambos diluidores
foi adicionada as aliquotas de sémen a
temperatura ambiente. Todas as amostras
foram colocadas em uma caixa de isopor
contendo gelo reciclavel por 40 min, onde
atingiram a temperatura de 15°C, em uma
velocidade de -0,30°C/min. Em seguida, as



amostras foram repassadas para um
refrigerador por mais 30 min, onde
atingiram 4°C, a -0,37°C/min. Nesse
momento, foi feita a adi¢do da por¢io 11
do  diluidor, promovendo uma
concentragio final de 6% de glicerol para
ambos diluidores. As amostras foram re-
avaliadas quanto a sua motilidade e vigor, e
envasadas em palhetas plasticas de 0,25mL.
As palhetas foram expostas ao vapor de
nitrogénio em uma rampa de congelaciao
localizada a 5cm de distancia do nitrogénio
liquido, durante cinco minutos, atingindo
temperaturas proximas a—70°C. Finalmente,
as palhetas foram acondicionadas em
botijao criobiolégico a —196°C. Apds uma
semana, procedeu-se a descongelacio do
sémen, através da imersdo das palhetas em
banho-maria a 38°C por 1 min, realizando-
se novas avaliagdes de motilidade, vigor e
morfologia espermatica. Para o teste de
termorresisténcia, as amostras de sémen
foram mantidas em banho-maria, sendo
feitas novas avaliagdes de motilidade e vigor
espermaticos aos 15 e 30 min apds
descongelacio.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como
média e desvio padrio e analisados pelo
programa Statview 5.0 (SAS Institute Inc. Cary,
NY, USA). Os dados de motilidade ¢
morfologia espermatica foram transformados
em Arco-Seno. As diferengas entre as
caracteristicas seminais dos animais foram
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avaliadas através do teste de Kruskal-Wallis.
O efeito dos diluidores sobre a motilidade
e morfologia espermatica, bem como os
efeitos do perfodo de incubagio apos
descongelacao sobre a motilidade, foram
avaliados através do teste t de Student. Os
mesmos efeitos sobre o vigor espermatico
foram avaliados através do teste de Mann-

Whitney.
Resultados e discussao

O sémen fresco dos cles utilizados
no experimento apresentou colora¢io
branca-leitosa. Os resultados de volume da
segunda fracdo, concentragdao, motilidade,
vigor e morfologia espermaticos no sémen
fresco estao apresentados na Tabela. 1. Nao
foram verificadas diferencas significativas
quanto as caracterfsticas seminais entre 0s
caes, mostrando que eles compunham uma
populacao homogénea (P>0,05). Além disso,
os valores estavam dentro da variagdo
normal desctita para a espécie canina®'’.

Nas figuras 01 e 02, observa-se o
declinio na motilidade e vigor espermatico,
respectivamente, a cada etapa de avaliagdo
durante o procedimento de criopreservagio,
o qual ndo foi estatisticamente significativo
até a adicao do glicerol (P>0,05). No entanto,
a descongelacido, observou-se uma queda
significativa nos valores para ambas
caracteristicas no uso dos dois diluidores
(P<0,01), os quais nio diferiram entre si
(P>0,05). Diversos trabalhos sobre

Tabela 1 - Caracteristicas dos ejaculados (n = 10) dos caes utilizados no experimento (Média + DP). Fortaleza, 2005

Cao  Volume da Concentracao Motilidade Vigor Morfologia
22 fracao (x10° (%) (0-5) normal (%)
(mL) espermatozoéide/mL)

1 2,2 + 2,2 1370,0 £650,5 95,0£0,0 50£0,0 80,3 £3,2

2 1,6 + 0,8 885,0 £ 502,1 92,5+£3,5 50£0,0 78,3+6,7
3 0,9 + 0,7 1250,0 + 70,7 95,0+ 0,0 5,0+0,0 79,5 + 11,3

4 0,5+ 0,1 520,0+ 113,1 97,5+3,5 5,0+0,0 76,0 + 0,0

5 1,9 + 0,7 2760,0 + 28,3 99.0 + 1.4 50+ 0,0 79,8 +1,1
Total 1,4 +1,0 1357,0 + 849,9 95,8 + 2,9 50+ 0,0 78,8 + 4,8

(P>0,05).
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criopreserva¢ao de sémen canino
demonstram essa reducao de motilidade
apos a descongelacdo no uso de diversos
diluidores>'"'"%. Esse declinio cotresponde
a resposta da célula espermatica as injurias
sofridas durante o processamento, como
alteracoes fisico-quimicas que levam a
ruptura da membrana plasmatica e a
remoc¢ao de importantes proteinas de
membrana, alteracoes na estrutura lipidica
da bi-camada lipidico-protéica da
membrana plasmatica, alteracGes osmoticas
e rearranjos i6nicos oriundos da adigao do
crioprotetor®.

Neste estudo, foram observados
56,5% e 51,5% de espermatozoéides méveis
ap6s a descongelagio no uso dos diluidores
Tris e ACP®, respectivamente. Esses valores
encontram-se dentro da média descrita por
outros trabalhos no uso dos diluidores Tris™!!
e 4gua de coco i natura® ou em pé°. O vigor
espermatico ¢ uma caracteristica que
descreve a qualidade da motilidade
espermatica, estando intimamente ligado a
mesma °. No presente trabalho, ambos os
diluidores foram eficientes ao conservar o
vigor espermatico em torno de 4,0,
correspondendo a espermatozéides com
movimento progressivo continuo.

A Tabela. 2 mostra os resultados do
teste de termorresisténcia apds a
descongelacdo. Verifica-se que os valores
referentes a motilidade e ao vigor
espermaticos mantiveram-se constantes at¢ os
15 minutos, mas declinaram significativamente
aos 30 minutos apos a descongela¢ao, no uso
de ambos os diluidores (P<0,01). Alguns

autores tém conservado a longevidade
espermatica apos descongelagao por até oito
horas, através da incorpora¢ao de produtos
derivados do Dodecil Sulfato de Sédio
(SDS), como as pastas Equex STM e
Orvus'""?. Entretanto, segundo Tsutsui et
al.", o espermatozoide canino é capaz de
atingir a tuba uterina, local onde ocorrera a
fertilizacdo, dentro de até trés minutos apos
sua deposicao intravaginal. Sendo assim, uma
correta identificagio do momento da
ovulacdo da cadela permitiria a obtencao de
sucesso no uso de sémen com menor
longevidade 7z vitro. Além disso, Strém, Rota
e Linde-Forsberg et al."” sugerem que baixa
longevidade espermadtica ndo esta
necessariamente associada com baixa
fertilidade. Esses autores obtiveram 74% de
espermatozbéides moveis imediatamente
ap6s a descongelagdo, mas esses valores
declinaram para 20% apds 60 minutos a
37°C e, ainda assim, obtiveram 85% de
fertilidade no uso desse sémen apos
deposicio intra-uterina.

Uma reducdo significativa foi
observada no numero de espermatozoéides
morfologicamente normais, quando
comparados os resultados do sémen fresco
com o descongelado (P<0,01), conforme
observado na Tabela. 3. Entretanto, nido
foram evidenciadas diferencas entre os dois
diluidores (P>0,05). Segundo Oettlé'’, um
declinio significativo nas taxas de concepgao
seria observado caso fossem utilizadas
amostras de sémen apresentando valores
inferiores a 60% de espermatozoides
normais. Ambos os diluidores utilizados no

Tabela 2 - Motilidade e vigor espermaticos no sémen canino diluido em Tris ou ACP” ap6s descongelagao, mantido a 38°C por 30 minutos.

Fortaleza, 2005

Avaliagoes apos Motilidade espermatica (%) Vigor espermético (0-5)
descongelacao - 5 - -
(min) Tris ACP Tris ACP

0 56,5 + 12,9 51,5 4+ 14,2% 4.0 + 0.3 3.9 + 0.3

15 43,6 + 15.8" 32,9 4 17,3%® 3.6 + 0.87" 3.1 + 1.27®

30 28,6 + 16.8" 19,3 + 14,0" 2.7 + 1.4% 2.2+ 1.3%

Valores seguidos de letras maitsculas indicam diferencas entre colunas; valores seguidos de letras mindsculas indicam diferengas entre linhas

(P<0,01)
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presente trabalho permitiram uma boa
conservagao da morfologia espermatica,
visto que ambos apresentaram valores em
torno de 70% de espermatozdides
morfologicamente normais apods a
descongelacio. O destacamento de cabegas
de espermatozdides foi o defeito
morfolégico mais visualizado no sémen
fresco e em ambos os tratamentos (P<0,01).
Nesse trabalho, os esfregacos de sémen
foram confeccionados através do uso de
swabs repassados sobre a lamina. Esse
método parece nio ser eficiente, uma vez
que pode promover o destacamento das
cabegas espermaticas, aumentando assim a
proporgiao de defeitos. Em adigdo, as
qualidades tintoriais do corante utilizado
nesse trabalho nido permitiram uma clara
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distin¢do entre espermatozoides vivos e
mottos.

Observou-se que ambos os diluidores
foram eficientes na manutencao da qualidade
espermatica apds os procedimentos de
criopreservagdo e descongelacao. O Tris é
um diluidor largamente utilizado nio apenas
para a tecnologia do sémen de caes*’, mas
também de bovinos'®, bubalinos'’, caprinos
'8, felinos ", ¢ humanos . Ja o ACP® surge
como uma nova alternativa para uso na
tecnologia de sémen, permitindo o uso do
diluidor a base de 4gua de coco mesmo em
regides onde o fruto da Cocus nucifera nao
exista naturalmente. Este diluidor é composto
pot proteinas, sais, aglicates e minerais®,
sendo que sua fragdo ativa foi identificada
como um fitormonio promotor de

Tabela 3 - Morfologia espermética observada no sémen canino fresco e descongelado, utilizando-se os diluidores Tris e ACP”. Fortaleza, 2005

Morfologia espermatica (%)

Fresco Tris ACP"
Espermatozoide normal 78,4 +4,1* 72,6 5,78 69,7 +5,6°
Defeitos de cabeca
Cabeca destacada 11,5+£3,4 12,8 +2,4 11,5+6,2
Cabeca dupla 0,1£0,2 0,1£0,2 0,0+0,0
Cabeca dobrada 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,5
Macrocefalia 0,1+0,2 0,0+0,0 0,1+0,2
Microcefalia 0,2+0,3 0,0+0,0 0,1+0,2
Cabeca piriforme 0,3+0,4 0,2+0,4 05+0,7
Destacamento de acrossoma 0,0£0,0 0,1+0,2 0,2+0,4
Acrossoma edemaciado 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,2 +0,3
Defeitos de peca intermediaria
Espessamento 0,0£0,0 0,1+0,2 0,0£0,0
Pl dobrada 23+1,8 1,5+0,9 3,2+2,2
Gota proximal 0,2+0,3 0,0+0,0 0,0+£0,0
Gota distal 0,1+0,2 0,0+0,0 0,0+£0,0
Insercao abaxial 0,3+0,4 0,1+0,2 0,1+0,2
Defeitos de cauda
Cauda quebrada 2,1+0,8" 4,7 2,58 4,3+1,38
Cauda enrolada 4,3+1,5% 7,2+2,38 8,4+2,9°
Cauda fortemente enrolada 0,5+1,2 0,7+1,2 06+1,0
Cauda dupla 0,0+£0,0 0,1+0,2 0,0£0,0

Valores seguidos de diferentes letras maitsculas indicam diferenca significativa entre colunas (P < 0,01)
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Figura 1-Motilidade espermética do sémen canino fresco (Fr), diluido (Dil), refrigerado (Ref), glicerolizado (Glic) e descongelado (Desc), submetido
adiluicdo com Tris ou ACP”. (Nao foram observadas diferengas entre os diluidores (P > 0,05)
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Figura 2 - Vigor espermdtico no sémen canino fresco (Fr), diluido (Dil), refrigerado (Ref), glicerolizado (Glic) e descongelado, submetido a diluicao
com Tris ou ACP”. (Nao foram observadas diferencas entre os diluidores (P > 0,05)

crescimento celular, denominado acido 3-
indol-acético?®. A atividade do ACP® na
conservacdo espermatica ja foi comprovada
em caprinos® e equinos’. Com tela¢io aos
caes, resultados iniciais comparando a agua
de coco na forma 7n natura e em po,
mostraram que ambas sdo similarmente
eficientes na criopreservacdo’ e na
refrigeracao™ de sémen canino. Além disso,
estudos /7 vivo mostraram que o uso do
ACP® como diluidor para o sémen canino
a fresco promove o nascimento de um
maior numero de filhotes do sexo feminino
do que masculino®. Ao se utilizar a dgua de
coco in natura como diluidor de sémen

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 43, n. 6, p. 767-774, 2005

canino, utiliza-se convencionalmente uma
propor¢io de 20% de gema de ovo’.
Porém, durante o presente estudo, observou-
se que nao existe uma perfeita
homogeneizagio entre o ACP® ¢ a gema.
Sendo assim, é sugestivo que trabalhos
futuros definam uma menor proporg¢io de
gema a ser adicionada ao ACP®, sendo
inclusive talvez necessaria a centrifugacao do
diluidor antes de seu uso.

Em conclusio, os diluidores Tris e
ACP® mostraram-se eficientes para uso na
criopreservacao do sémen de ciaes, nao
apresentando diferengas quanto a
conservagao da qualidade seminal apos a
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descongelacio. O ACP® pode assim ser  mas sugere-se a realiza¢io de maiores estudos
utilizado como um diluidor alternativo para  acerca de seu protocolo de utilizacao.

a criopreservacao do sémen nessa espécie,

Comparison between powder coconut water (ACP®) and Tris as

extenders for canine semen cryopreservation

Abstract

The present study compared powder coconut water (ACP®) and Tris
extenders on canine semen cryopreservation by classic evaluation and
thermoresistance test. Five stud dogs were submitted to two semen
collections by digital manipulation. Sperm fractions were analyzed
regarding to its color, volume, sperm concentration, motility, vigor
and morphology. Semen samples were divided into two aliquots: the
first one was extended in Ttis and second one in ACP®. Both extenders
contained 20% egg yolk. Samples were cooled to 5°C, glycerol added
(6%), packaged in 0.25mlL straws, frozen in nitrogen vapors and
finally stored in liquid nitrogen. One week later, thaw was performed
at 38°C per 1min in water bath and new evaluations of sperm motility,
vigor and morphology were conducted. Samples were kept at 38°C in
water bath and evaluated at 15 and 30min after thaw. No significant
difference was observed between extenders throughout
cryopreservation or thawing procedures, as well as during
thermoresistance test, concerning to characteristics evaluated. Tris and
ACP® were efficient in conserving 50% mobile spermatozoa and
70% morphologically normal sperm after thaw. Thus, ACP® can be

Key—words:
Cryopreservation.
Sémen.

Dog.

Tris.

Coconut water.

used as an alternative extender for canine semen cryopreservation.
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