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Utilizacao de cones de polietileno para coleta de sémen canino
The use of polyethylene cones for canine semen collection
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Resumo

A utilizagdo de um cone de polietileno produzido com luva de palpagdo retal para grandes animais
(SuperFlex®, WalMur, Argentina) acoplado a tubo de centrifuga para coleta de sémen foi avaliada em 230 caes
de 48 diferentes racas. Houve 94,5% de éxito nas coletas sem traumatismo peniano ou perda de sémen. Para
testar a qualidade do s€men obtido, ejaculados de 10 cées Pastores Alemaes foram submetidos a trés tratamentos:
1) controle (C); 2) efusdo da amostra pela superficie de um fragmento de polietileno (PP); e 3) manutengao de
um fragmento de polietileno mergulhado na amostra (CP). Apds 10 min de incubacédo a 37°C, foram mensuradas
a motilidade progressiva (M) e o vigor espermatico (V) das amostras. Houve redugdo significativa de M e V
apos incubacao nos trés grupos em relagdo a amostra inicial, mas M e V foram semelhantes entre os grupos apos
incubacdo. O contato do sémen com o polietileno por curto periodo (PP) ou por 10 min (CP) ndo causou efeito
deletério sobre a qualidade seminal. Conclui-se ser viavel a utilizacdo desse método de coleta de sémen canino.

Palavras-chave: analise seminal, cdo, coleta seminal, polictileno.
Abstract

The use of a polyethylene cone manufactured with large animal rectal examination glove (SuperFlex®,
WalMur, Argentina) attached to a centrifuge tube for collection of semen was evaluated in 230 dogs from 48
different breeds. There was a 94.5% success on collection without penile trauma or semen loss. In order to test
the quality of semen collected, ejaculates from 10 German Shepherd dogs were subjected to three treatments: 1)
control (C); 2) the sample was flowed through the surface of a polyethylene fragment (PP) and 3) one fragment
of polyethylene was kept immersed in the sample (CP). After 10 min of incubation at 37°C, progressive motility
(M) and sperm vigor (V) were measured. There was a significant reduction in M and V on the three groups in
relation to the initial sample, but M and V were similar among groups after incubation. The contact of semen
with polyethylene for a short period (PP) or for 10 min (CP) did not cause deleterious effects on semen quality.
It is concluded that is viable to use semen of dogs collected with the proposed method.
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Introducao

O sémen de caes pode ser coletado com diferentes propositos: como parte de um exame andrologico;
para inseminagdo artificial; para preservagdo seminal (Johnston et al., 2001; Kutzler, 2005). O método mais
utilizado é a manipulagdo peniana, mas métodos alternativos, como a eletroejaculacdo e a indugdo farmacologica
da ejaculacdo, sdo descritos (Kutzler, 2005).

O sémen canino possui trés fracdes, sendo a primeira e a terceira compostas principalmente por
secregdes da prostata, e a segunda pela fracdo espermatica, originada das caudas dos epididimos (Johnston et al.,
2001).

O equipamento tradicionalmente utilizado para coleta por manipulagdo peniana é um tubo de ensaio
conectado a um funil plastico (Johnston et al., 2001), podendo haver perda parcial da segunda fragdo e lesdes
traumaticas penianas durante a coleta decorrentes dos movimentos pélvicos apresentados pelos animais
(Johnston et al., 2001). No lugar dos funis plasticos, cones de latex ou polipropileno acoplados a tubos de ensaio
permitem envolver o pénis do cdo durante a coleta e evitar tais ocorréncias (Johnston et al., 2001; Kutzler, 2005).
No entanto, alguns desses materiais podem causar danos aos espermatozoides de diversas espécies (Ko et al.,
1989; Althouse et al., 1991). O vidro é considerado material ideal para manuseio do sémen (Check et al., 1988).

Na busca de métodos alternativos para coleta de sémen, alguns autores sugerem testar materiais
plasticos para manipulagdo seminal (Ziegler et al., 1987; Flick e Merilan, 1988). Foi demonstrado que o latex
reduz a motilidade espermatica em suinos (Ko et al., 1989) e em cées (Althouse et al., 1991), mas o cloreto de
polivinil (PVC) ndo parece provocar danos aos espermatozoides caninos (Althouse et al., 1991). O polietileno foi
indicado como material de escolha para confecgdo de vaginas artificiais para bovinos (Flick e Merilan, 1988),
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uma vez que os cones de polietileno sdo pouco toxicos aos espermatozoides, constituindo-se material adequado
para coleta nessa espécie (Davis et al., 1993).

O polietileno ¢ um polimero plastico considerado ndo toxico e amplamente utilizado em equipamentos
de uso bioldgico (Knasiak-Paluch, 1980; Coutinho et al., 2003), o qual apresenta, dentre outras propriedades, alta
maleabilidade, o que lhe confere resisténcia e maciez (Coutinho et al., 2003).

Este artigo tem o objetivo de descrever e avaliar um método simples de confecgdo e utilizagdo de cones
de polietileno para a coleta de sémen canino com eficiéncia e seguranga.

Material e Métodos
Avaliacdo da técnica de coleta de sémen

Animais utilizados e condic¢des de coleta

Foram realizadas coletas de sémen por um mesmo profissional em 230 caes de 48 diferentes ragas,
todos cdes pos-puberes com idades diversas. As coletas de sémen faziam parte de avaliagdes andrologicas para
diagndstico de afecgdes reprodutivas; realizacdo de inseminagdo artificial a fresco ou com sémen
refrigerado/transportado; criopreservacao; atividades académicas ou experimentagdo cientifica. Foram realizadas
com ou sem a presen¢a de uma cadela em cio para estimulacdo sexual dos cdes e ocorreram em ambientes
diversos, como sobre mesas de exame clinico ou no piso de consultérios veterinarios, bem como em areas
abertas ou cobertas com piso pavimentado ou nio de canis.

Durante as coletas de sémen foram avaliadas: 1) a eficacia em se obter s€men, caracterizada pela
obtencdo de qualquer volume da segunda fragdo seminal, acompanhada ou ndo de outras fragdes, ou grande
volume de fluido seminal em casos de azoospermia; 2) a manifestacdo de desconforto ao se manipular o pénis,
caracterizada por vocalizacdes, direcionamento do olhar do cdo para o pénis ou perda brusca de ere¢do durante a
coleta; 3) a ocorréncia de traumatismo peniano durante a coleta, caracterizado por hemorragia da superficie
peniana; ¢ 4) a adequada exposi¢do do pénis ereto fora da bainha prepucial.

Confecgdo do equipamento e técnica de coleta

Foram confeccionados cones de polietileno utilizando-se luvas de palpacdo retal para grandes animais
(luvas EVA de cinco dedos e 80 cm; Guantes SuperFlex, codigo 904, WalMur, Argentina). Foi feito um corte na
extremidade da luva correspondente ao dedo médio, a qual, com o uso de uma seladora doméstica (Seladora
Lorenzetti, Lorenzetti S.A., Brasil), era selada obliquamente, formando um cone. Em seguida, a luva era cortada
transversalmente ao nivel do antebraco. Na extremidade do dedo médio, acoplava-se um tubo conico de 15 mL
utilizando-se fita adesiva (Fig. 1a). Quando se pretendia fazer coleta fracionada, o mesmo procedimento era
adotado, entretanto deixando trés dedos da luva (indicador, médio e anular), acoplando-se um tubo a cada dedo.

Figura 1. Equipamento de coleta de sémen: linhas de corte da luva de toque retal e luva cortada e acoplada a um
tubo conico de coleta usando-se fita adesiva (a); cone de polietileno posicionado na mao direita do profissional (b).

Com o profissional posicionado do lado esquerdo do cdo, iniciava-se a estimulagdo peniana do animal
com a mao esquerda e, assim que se iniciava a erecdo e exposi¢do do pénis, este era revestido pelo cone de
polietileno com a mao direita (Fig. 1b ¢ 2a), dando continuidade ao processo. Dessa forma, toda a glande
peniana era mantida dentro do cone plastico ¢ era segurada firmemente com a mdo sobre o bulbo peniano,
enquanto o cdo realizava seus movimentos pélvicos e ejaculagdo, com o sémen fluindo para o tubo que era
segurado todo o tempo pela mao esquerda do profissional (Fig. 2b, 2¢, 2d). Em caso de coleta fracionada, o
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mesmo procedimento era adotado, entretanto segurando-se os trés tubos com os dedos da mio esquerda. A
medida que se identificavam visualmente as mudancas de fragdo seminal, o fluxo delas era direcionado para o
tubo desejado ao mesmo tempo em que os demais eram ocluidos por meio de rotagdo do tubo sobre seu eixo
axial, o que provocava fechamento do tubo plastico formado pelo respectivo dedo da luva.

Figura 2. Coleta de sémen de cdo utilizando-se o cone de polietileno: estimulag@o inicial do pénis com a mao
esquerda (seta) enquanto a mao direita estd posicionada a frente do 6stio prepucial (a); exposicao do pénis em
erecdo inicial e seu envolvimento com o cone de polietileno posicionado na méo direita (b); continuagdo da
estimulacdo peniana com o pénis ja envolvido pelo cone de polietileno (c); apds o giro, pénis em erecdo
completa posicionado caudalmente e ejaculagdo em andamento (d).

Avaliagdo do sémen submetido ao contato com polietileno

Animais, coleta e avaliacdo inicial do sémen

Para avaliacdo dos efeitos do método de coleta sobre a qualidade do sémen obtido, foram coletados 10
ejaculados, um de cada cdo da raga Pastor Alemdo, previamente selecionados por meio de exame androldgico e
considerados normospérmicos (Manual..., 1998; Johnston et al., 2001).

Cada coleta foi realizada por meio de manipulagdo peniana, conforme técnica de rotina (Johnston et al.,
2001), e o sémen foi recolhido em tubo de vidro graduado acoplado a funil também de vidro pré-aquecidos a
37°C. Um volume fixo de sémen coletado foi estipulado para todos os animais, composto por primeira e segunda
fracdes acrescidas de terceira fracdo em volume suficiente para que se atingissem 6,0 mL no total. O tubo com
sémen era mantido em banho-maria a 37°C durante todos os procedimentos seguintes. Inicialmente, o sémen era
homogeneizado lentamente por meio de 10 sucgdes consecutivas com pipeta Pasteur acoplada a pera de sucgio;
imediatamente depois, eram obtidas amostras para avaliagdo subjetiva da motilidade progressiva (%) e do vigor
(escala de 1 a 5) espermaticos (Manual..., 1998).

As avaliagdes foram realizadas por dois avaliadores independentemente (sistema duplo-cego),
utilizando-se microscopia Optica de luz com aumento de 400x em microscopio com platina aquecida a 37°C.
Uma lamina era confeccionada por um terceiro pesquisador colocando-se uma gota de sémen entre lamina e
laminula pré-aquecidas a 37°C em placa aquecedora e depois era submetida aos outros dois avaliadores. O
resultado de cada um era anotado pelo terceiro pesquisador, sem que um conhecesse o resultado do outro, ¢ a
média dos dois era posteriormente calculada. Quando a diferenca entre avaliadores era maior que 10% para
motilidade progressiva, ou maior que 1 para vigor espermatico, nova ldmina era imediatamente confeccionada e
o procedimento repetido, desprezando-se as avaliagdes anteriores.
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Grupos experimentais e avaliagoes realizadas

Apos a avaliagdo inicial, o ejaculado era dividido em trés aliquotas de 2,0 mL acondicionadas em tubos
de vidro mantidos em banho-maria a 37°C, sendo cada aliquota submetida a um tratamento. A primeira, grupo-
controle (C), ndo era submetida a qualquer intervengdo; a segunda era vertida pela superficie de um tubo de
polietileno com 5,0 cm de comprimento, constituido pelo dedo de uma luva de palpacdo retal para grandes
animais (Guantes SuperFlex, WalMur, Argentina) até chegar ao fundo do tubo de ensaio (PP); e a terceira era
exposta a um fragmento de 2,0 em?® (1,0 x 2,0 cm) da mesma luva, imerso na amostra de sémen (CP).

Apos um periodo de incubacdo de 10 min, o mesmo protocolo inicial de avaliagdo da motilidade
progressiva e vigor espermaticos foi adotado. Entretanto, o terceiro pesquisador promovia uma sequéncia fixa de
avaliagdo, desconhecida pelos dois outros avaliadores. A primeira avaliagdo era de CP, seguida de PP e
finalmente C, repetida para todos os ejaculados.

Andalise estatistica

Inicialmente foram comparadas par a par as caracteristicas do sémen total coletado com as amostras de
cada grupo experimental apos o periodo de incubagdo. Para motilidade progressiva foi feita transformagéo
angular (arcsen\x) dos dados e, posteriormente, utilizado o teste t de Student. Para vigor espermatico utilizou-se
o teste de Wilcoxon.

Em seguida, foram realizadas comparagdes entre os grupos experimentais. Para motilidade progressiva
foi também feita transformacdo angular (arcsen\/x) dos dados e, posteriormente, realizada andlise de variancia e
teste de Student-Newman-Keuls. Para vigor espermatico foi utilizado o teste de Friedman.

Em todos os testes foi considerado o nivel de significancia de 5% (P < 0,05).

Resultados e Discussao
Avaliacdo da técnica de coleta de sémen

Dos 230 caes utilizados, em 217 (Tab. 1) houve éxito na coleta numa primeira ou segunda tentativa,
revelando eficacia de 94,3% em se obter sémen. Quando ndo se conseguia coletar numa primeira tentativa, na
segunda utilizava-se 0 mesmo método, porém sob diferentes condi¢des ambientes e/ou de estimulagdo sexual por
uma cadela em cio. Foram consideradas como falhas de coleta situacdes em que, mesmo apds esses
procedimentos, o sémen ndo tenha sido obtido.

Nao foram encontrados relatos na literatura consultada da incidéncia de falhas na obtencao de sémen em
cdes utilizando-se o método de manipulacdo peniana. Entretanto, a falha pode ocorrer, independentemente do
método de coleta utilizado, em cdes sob estresse, debilitados ou inexperientes, ou em caso de falta de estimulo
sexual adequado, decorrendo falha total ou parcial da ejaculagdo, principalmente faltando a fragdo espermatica
(Johnston et al., 2001; Kutzler, 2005). Portanto, as falhas aqui observadas ndo parecem ser em razdo do método
de coleta empregado.

Tabela 1. Numero de cdes em que foram realizadas as coletas de sémen com o cone de polietileno, discriminados
por ragas.

Raca n° | Raca n° | Raga n°
Afghan Hound 01 | Dalmata 01 | Pequinés 01
Akita 02 | Doberman 03 | Poodle 13
American Akita 01 | Doberman Pinscher 03 | Portuguese Water Dog 01
Am. Cocker Spaniel 06 | Dogue Alemao 11 | Pug 10
Am. Pit Bull Terrier 01 | Dogue de Bordeaux 04 | Rottweiler 11
Am. Staffordshire Terrier 03 | Fila Brasileiro 07 | Sdo Bernardo 06
Basset Hound 07 | Fox Terrier 02 | Schnauzer 09
Beagle 03 | Golden Retriever 02 | Scottish Terrier 03
Bichon Frise 06 | Husky Siberiano 03 | sem raga definida 18
Boxer 03 | Italian Greyhound 01 | Sheepdog 01
Bulldogue Francés 03 | Kerry Blue Terrier 01 | Shar-Pei 02
Bulldogue Inglés 09 | Labrador 03 | Shih-Tzu 03
Bull Mastif 02 | Lhasa Apso 03 | Weimaraner 01
Bull Terrier 02 | Maltés 03 | Whippet 01
Collie 02 | Pastor Alemao 19 | Wire Fox Terrier 02
Dachshund 07 | Pastor de Shetland 03 | Yorkshire Terrier 08
Total 217

A grande variedade de ragas e portes fisicos dos cdes trabalhados denota que o método utilizado se
adequou a diferentes portes fisicos e tamanhos de pénis. As falhas em se obter sémen ocorreram em animais de
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ragas e portes fisicos diversos.

Quando em algumas situagdes foram confeccionados cones menores para caes de menor porte fisico,
percebeu-se que o tamanho do cone plastico deveria ser o mesmo, independentemente do porte fisico do cdo, pois
deve se adaptar ao tamanho da mao do profissional (Fig. 1b), e ndo ao tamanho do pénis. Em caes de pequeno porte,
cones menores dificultaram a coleta. Nesse contexto, uma manobra util durante a coleta em caes de porte pequeno ¢é a
de, apds obtida a erecao do bulbo da glande e o cone plastico estar posicionado ao redor do pénis, com o auxilio da
outra mao, fazer tracdo do cone pléstico até que a ponta do pénis se aproxime do tubo de coleta.

Em nenhuma das coletas realizadas houve perda, mesmo que parcial, de sémen, fato que pode ocorrer
quando se utiliza o0 método de coleta com funil plastico. Alguns cées, ao realizarem vigorosos movimentos
pélvicos durante a coleta, tornam dificil recolher todos os jatos de sémen sem que haja perdas (Kutzler, 2005).

Dos 13 casos em que houve falha na obtengdo de sémen, em alguns deles a excessiva manipulagdo na
tentativa de se obter ejaculagdo resultou em desconforto manifestado por vocalizagdes discretas e/ou olhar em
diregdo ao pénis. Em um cdo, submetido previamente a orquiectomia unilateral, durante a coleta houve
manifestacdo de dor revelada por perda brusca de erecéo ao se tentar realizar o giro peniano, mas sem prejuizo
para a coleta da segunda fragdo do s€men, ndo sendo obtida a terceira fragao.

Em diversas oportunidades, aqui ndo quantificadas, uma pequena hemorragia de vasos da superficie
peniana foi observada, sem que estivesse relacionada ao €xito na coleta ou a manifestagdo de desconforto pelo
cdo. Ndo ha relatos na literatura consultada dessa ocorréncia, mas, mesmo com o método tradicional de coleta
(Johnston et al., 2001), eventualmente esse fato ocorre, sem que sequer haja contamina¢do do s€émen com sangue
e maiores consequéncias para o cdo (Valle GR, 2012; PUC Minas; dados ndo publicados). Tais situagdes ndo
foram aqui consideradas como traumatismo peniano.

O uso de lubrificantes no momento da coleta poderia minimizar tal ocorréncia, mas ndo parece ser este
o fator determinante para que se tenha obtido €xito na coleta, além de ser seu uso potencialmente deletério a
qualidade do sémen (Froman e Amann, 1983).

O traumatismo peniano durante a coleta pode ocorrer em cdes que executam movimentos pélvicos
muito vigorosos, levando a colisdo peniana contra a borda do funil de coleta na tentativa de ndo se perderem
jatos de s€men, o que causa hemorragia, dor e consequente perda da erecdo e falha na ejaculagao (Johnston et al.,
2001). Ao envolver o pénis com o cone de polietileno, mantendo-o preso com a mao, mesmo quando os cées
apresentavam movimentos pélvicos vigorosos ou até mesmo montavam as cadelas utilizadas para estimula-los
sexualmente, ndo ocorreu qualquer perda de s€émen ou traumatismo peniano.

Em 10 cées ocorreu eregdo do pénis ainda dentro do prepucio, fato que eventualmente acontece durante
a coleta em cdes (Johnston et al., 2001). Nao se pode atribuir esse fato ao método de coleta utilizado, uma vez que a
falha em expor o pénis antes da erecao do bulbo da glande ocorre durante o inicio da estimulacdo peniana, processo
comum ao método de coleta tradicional e com o cone de polietileno. Entretanto, quando isso ocorreu, foi mais dificil a
fixagdo do cone plastico por ndo ter havido a exposi¢do adequada do pénis. Envolver em conjunto o pénis e a bainha
prepucial tornou a coleta, ainda que possivel, mais trabalhosa do que pelo método tradicional.

Diante dos resultados aqui obtidos, a flexibilidade e a textura macia das luvas de polietileno propiciam
facil fixagdo em torno do pénis do cdo, aparentemente sem lhe causar desconforto, permitindo uma coleta de
sémen segura para o cdo ¢ sem perdas de sémen. Cones para coleta de s€émen canino confeccionados de latex e
polipropileno sdo descritos na literatura (Johnston et al., 2001; Kutzler, 2005), porém com potencial toxicidade
para o sémen (Ko et al., 1989; Althouse et al., 1991). Ja o polietileno ¢é relatado como seguro para uso na coleta
de sémen de bovinos (Davis et al., 1993), mas nao testado para o sémen de caes.

Avaliagdo do sémen submetido ao contato com polietileno
A Tab. 2 mostra as caracteristicas dos ejaculados antes e apos o periodo de incubacdo em cada grupo
experimental, revelando que a motilidade progressiva e o vigor espermaticos foram igualmente afetados pelo

periodo de incubagdo de 10 minutos a 37°C (P < 0,05), independentemente do tratamento recebido.

Tabela 2. Caracteristicas seminais iniciais e finais dos ejaculados de acordo com os grupos experimentais.

Amostra final

Caracteristica seminal Amostra inicial

C PP CP
Motilidade progressiva (%) 79,8 +/- 7,9 62,3 +/-11,3° 69,0 +/- 9,9 64,4 +/- 5,3
Vigor (1-5) 3,4 +/-0,6° 2,3 +/-0,6° 2,4 +/-0,5° 2,3+/-0,5°

C (controle); PP (sémen passou pelo polietileno); CP (polietileno imerso na amostra de sémen).
“bindica diferenca significativa (P < 0,05) entre valores inicial e final na mesma linha.

Esta queda da motilidade progressiva e do vigor, comum aos trés grupos experimentais em relacéo a

amostra inicial, pode ter ocorrido em razdo do esgotamento das reservas de energia disponiveis aos
espermatozoides, acimulo de catabdlitos no meio e exposi¢do prolongada ao fluido seminal (Vale Filho et al.,
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2011). Em cées, a presenca da fracdo prostatica ¢ considerada deletéria @ manutengdo da viabilidade espermatica
in vitro (England e Allen, 1992). Entretanto, para que fosse possivel a realizagdo deste experimento, foi
necessaria a inclusio da frag@o prostatica na amostra inicial, possibilitando o volume necessario par dividi-la em
trés aliquotas destinadas aos grupos experimentais. Se coletada apenas a fracdo espermatica do sémen, tal fato
poderia ndo ter ocorrido.

Apds o periodo de incubag@o, ndo houve diferenca (P > 0,05) na motilidade progressiva e no vigor
espermaticos entre grupos experimentais (Tab. 2), revelando ndo ter havido efeito da exposicdo rapida (PP) ou
prolongada (CP) ao polietileno sobre o metabolismo espermatico. O grupo PP simulou os poucos segundos em
que o sémen tem contato com o polietileno durante a coleta de sémen com o cone plastico descrito; ¢ o grupo CP
simulou uma situa¢do de contato mais prolongado do sémen com o polietileno, fato que normalmente ndo ocorre
durante a coleta pelo método proposto. No entanto, poderia ocorrer se fosse utilizado um tubo de coleta também
de polietileno, e ndo de vidro.

A exposi¢ao ao latex (Ziegler et al., 1987; Althouse et al., 1991; Davis et al., 1993), ao silicone (Ziegler
et al., 1987) e ao PVC (Ziegler et al., 1987) ¢ deletéria ao sémen de diferentes espécies, apesar de o PVC ter se
mostrado ndo tdxico para o sémen canino por até cinco minutos de exposi¢ao a 37°C (Althouse et al., 1991). Os
resultados aqui obtidos, de forma semelhante ao relatado para o sémen bovino (Davis et al., 1993), mostraram
ndo afetar a viabilidade espermatica do cdo em at¢ 10 minutos de exposicdo ao polietileno, viabilizando a
utilizagdo de equipamentos confeccionados com esse material na coleta de s€émen canino.

Conclusao

Conclui-se que a utilizagdo de cones de polietileno confeccionados com luvas para toque retal de
grandes animais ¢ uma boa alternativa para a coleta de s€émen em cées, revelando ser um método seguro por
evitar traumas penianos aos cdes ¢ perda de espermatozoides durante a coleta, bem como por ndo apresentar
efeito deletério aos espermatozoides.
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