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RESUMO 

 
 

Este trabalho teve como objetivo avaliar in vitro e in vivo o sêmen ovino em 
diluidores à base de água de coco após resfriamento, nos períodos chuvoso 
(fevereiro a abril) e seco (outubro a dezembro), no estado do Ceará. Foram 
utilizados quatro diluidores: água de coco in natura com e sem gema (ACING e 
ACIN) e ACP-102 com e sem gema (ACPG e ACP). O sêmen de quatro carneiros foi 
coletado, diluído e acondicionado em geladeira onde atingiu a temperatura de 4ºC, 
momento em que foi realizado o teste de termorresistência (TTR) a 37°C por até 120 
minutos, para avaliação do vigor (VIG) e motilidade (MOT), após 2, 24 e 48h de 
resfriamento. Ao final de cada TTR e tempo de resfriamento foi calculada a taxa de 
degradação da motilidade (TDM). Esfregaços de sêmen foram realizados para 
observação da morfologia espermática (ME). A fertilidade foi avaliada através da 
inseminação de 120 ovelhas no período seco e 94 no período chuvoso, distribuídas 
de acordo com o diluidor utilizado (ACN ou ACP) a 4ºC por 24h. Todos os resultados 
foram expressos em média e desvio padrão e os parâmetros VIG, MOT, TDM e ME, 
foram submetidos ao Teste Tukey (P<0,05). A taxa de fertilidade foi comparada 
entre os dois diluidores e os dois períodos e analisada através do teste do Qui-
quadrado (P<0,05). Com relação à adição da gema de ovo, foi observada diferença 
significativa (P<0,05) nos valores de MOT entre os diluidores testados durante todo 
o tempo de resfriamento, tanto na época chuvosa quanto na seca, com valores 
superiores obtidos nos diluidores adicionados de gema. Nenhum dos dois diluidores 
(ACN e ACP) apresentou efeito significativo sobre os resultados da taxa de prenhez. 
Foi observada diferença significativa somente entre as épocas chuvosa e seca (p = 
0,003). Conclui-se que a adição de gema de ovo aos diluidores água de coco em pó 
e in natura, torna-se necessária para a manutenção da integridade e da qualidade 
do sêmen ovino resfriado a 4°C, por um período de até dois dias. Ambos diluidores à 
base de água de coco apresentam boa capacidade conservadora, pois mantêm o 
sêmen ovino viável e com níveis satisfatórios de fertilidade, mesmo após 24 horas 
de resfriamento a 4°C. 
 
Palavras-chave: sêmen, ovino, fertilidade, diluidor, época do ano. 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 
 
The aim of this work was to evaluate in vitro and in vivo the ram semen in extenders 
based on coconut water after cooling, in the rainy (February to April) and dry 
(October to December) periods in the Ceará state. Four extenders were used: 
coconut water in natura with and without egg yolk (CWINY and CWIN) and CWP-102 
with and without egg yolk (CWPY and CWP). The semen of four rams was collected, 
diluted and stored in a fridge where reached the temperature of 4ºC, moment that 
was achieved the thermoresistance test (TT) at 37ºC for up to 120 minutes to 
evaluation of vigor (VIG) and motility (MOT), after 2, 24 and 48 hours of cooling. 
Motility degradation rate (MDR) was calculated at the end of each TT and cooling 
period. Semen staining was achieved to observation of the spermatic morphology 
(SM). The fertility was evaluated by insemination of 120 ewes in the dry period and 
94 in the rainy period, distributed according to the extender used (CWIN or CWP) at 
4°C for 24h. All results were expressed in media and standard deviation and the VIG, 
MOT, MDR and SM parameters were submitted to Tukey test (P<0.05). The fertility 
rate was compared between two extenders and two periods and analysed by Chi-
square test (P<0.05). Regarding addition of egg yolk, was observed significant 
difference (P<0.05), in the values of MOT between extenders tested during all 
cooling time in both periods, with values superior obtained in the extenders added of 
egg yolk. No extenders (CWIN and CWP) presented significant result on the 
pregnancy rate. Significant difference was observed only between rainy and dry 
period (p = 0.003). In conclusion, the add of egg yolk at extenders coconut water in 
powder and in natura becomes necessary to the maintenance of integrity and quality 
of ram semen cooled at 4°C, for up to two days period. Both extenders based in 
coconut water shows good conservation capacity, because it maintains the ram 
semen viable and with satisfactory level of fertility, even after 24 hours of cooling at 
4°C. 
 
Keywords: semen, ram, fertility, extender, year season.    
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LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 

 
 

AC Anormalidade de cabeça 

ACING Água de coco in natura com gema 

ACIN Água de coco in natura sem gema 

ACPG Água de coco em pó (ACP-102) com gema 

ACP Água de coco em pó (ACP-102) sem gema 

AF Anormalidade de flagelo 

°C Graus Celsius 

CBRA Colégio Brasileiro de Reprodução Animal 

DPI Defeito de peça intermediária 

eCG Gonadotrofina Coriônica Eqüina 

EDTA Etileno-diamino-tetracético 

GCD Gota citoplasmática distal 

GCP Gota citoplasmática proximal 

IA Inseminação artificial 

MAP Acetato de Medroxiprogesterona 

ME Morfologia espermática 

MIP Motilidade individual progressiva 

MOT Motilidade progressiva 

mOsm Miliosmoles 

P Probabilidade 

PEM Porcentagem de espermatozóides móveis 

pH Potencial de hidrogênio 

Sptz Espermatozóides 

SRD Sem raça definida 

TDM Taxa de degradação da motilidade 

TRIS Tris (hidroximetil) aminometano 

TTR Teste de termorresistência 

UI Unidades internacionais 

VIG Vigor espermático 

 



1 INTRODUÇÃO 
 
 

A técnica de inseminação artificial, seja utilizando sêmen resfriado ou 

congelado, tem proporcionado em muitos países um incremento significativo no 

melhoramento genético de seus rebanhos (COLAS, 1984). Embora a inseminação 

artificial seja considerada uma das mais valiosas práticas de manejo reprodutivo 

disponível aos criadores (MACHADO e SIMPLÍCIO, 1990), no Brasil, esta tecnologia 

aplicada à espécie ovina ainda é pouco difundida (DIAS, 1993).  

 

Como agravante, a tecnologia do sêmen ovino tem apresentado 

limitações no que diz respeito à técnica de conservação dos espermatozóides, pois 

apesar de todas as razões não estarem devidamente esclarecidas, sabe-se que os 

gametas masculinos da espécie ovina são muito sensíveis à variação da 

temperatura (GUERIN, 1990). Além disso, na região semi-árida do Nordeste do 

Brasil, são determinadas duas épocas, seca e chuvosa, que interferem na 

disponibilidade de alimentos e na temperatura e influenciam conseqüentemente a 

atividade sexual do macho caprino e ovino (SILVA e NUNES, 1984).  

 

No Brasil, a utilização de diluentes alternativos parece ser a solução para 

a adoção da inseminação artificial pelos pequenos produtores, já que a dose de 

sêmen, principalmente importada, custa caro. A coleta e diluição de sêmen em 

soluções à base de água de coco, além de ser econômica, é prática devido à 

disponibilidade de cocos no Nordeste (SALGUEIRO et al., 2002). 

  

Desta forma, a avaliação do sêmen diluído em água de coco em pó, 

poderá ser uma alternativa para amenizar os problemas relacionados com a 

conservação in vitro e conseqüente manutenção da capacidade fecundante in vivo 

dos espermatozóides da espécie ovina, tanto na época chuvosa quanto na seca.  

 

 

 

 

 



2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 O sêmen e suas características 
 
 

Produto da ejaculação de um reprodutor, o sêmen é composto por 

espermatozóides, células responsáveis pela fecundação dos óvulos das fêmeas e 

produzidas nos testículos e por uma fração líquida denominada plasma seminal, 

produzida pelas glândulas acessórias (CORTELL, 1981) e pelos epidídimos do 

sistema genital masculino. Sua composição varia segundo as espécies (EVANS e 

MAXWELL, 1990). 

 
 

2.1.1 Espermatozóides 

 
 

Os espermatozóides são formados a partir do desenvolvimento de células 

germinativas presentes no interior dos túbulos seminíferos (HAFEZ, 1995). A 

estrutura do espermatozóide é formada por cabeça, colo, peça intermediária e 

flagelo, sendo este último subdividido em peça principal e peça terminal (BARTH e 

OKO, 1989). 

 

A cabeça do espermatozóide é formada principalmente pelo núcleo. Entre 

a membrana plasmática e a porção anterior do núcleo existe o acrossoma, uma 

estrutura de dupla camada de membranas que contém enzimas (hialuronidase e 

acrosina) responsáveis pela destruição do cumulus oophorus e da zona pelúcida do 

oócito durante a fecundação (BEARDEN e FUQUAY, 1997). 

 

O colo é a região que liga a cabeça à peça intermediária e onde pode se 

localizar a gota citoplasmática proximal. A peça intermediária e o flagelo têm em sua 

constituição, dois microtúbulos centrais circundados por nove microtúbulos duplos, 

que é a constituição específica dos flagelos. Circundando esta estrutura, existem 

outras nove formações: as fibrilas densas externas. Revestindo a peça intermediária, 

existe uma bainha mitocondrial e uma bainha fibrosa, enquanto que o flagelo é 

revestido apenas pela bainha fibrosa (MIES FILHO, 1987). A movimentação da 

cauda se dá pelo deslizamento entre os microtúbulos, cuja energia para tal é 



proveniente de uma bainha de mitocôndrias que recobre a peça intermediária 

(BARTH e OKO, 1989). 

 
 

2.1.2 Plasma seminal 

 
 

O plasma seminal é a porção fluida do sêmen, incorporada durante a 

ejaculação e formada por uma mistura de líquidos secretados pelas glândulas 

sexuais acessórias (vesiculares, bulbouretrais e próstata), pelos epidídimos e pelos 

ductos deferentes (EVANS e MAXWELL, 1990). 

 

O plasma seminal atua como veículo para os espermatozóides serem 

transportados do trato genital do macho, ativa a sua motilidade e proporciona um 

meio rico em nutrientes e tamponado, necessário para manter a sobrevivência dos 

espermatozóides após sua deposição no trato genital feminino (EVANS e 

MAXWELL, 1990). Normalmente, apresenta pressão osmótica semelhante ao 

sangue e possui pH neutro, sendo a faixa ótima de pH para a motilidade 

espermática no sêmen ovino de 7,1 a 7,2 (UPRETI et al., 1995). 

 
O plasma seminal contém uma variedade de constituintes bioquímicos, 

alguns dos quais são relativamente específicos dentro do mecanismo de regulação 

da função do espermatozóide, entretanto as exatas funções destes componentes 

seminais no controle da motilidade espermática, ainda não estão bem elucidadas 

(STREZEZEK et al., 1992). O contato com o fluido seminal desencadeia eventos 

preparatórios nos espermatozóides para a fertilização (MÜLLER et al., 1997), pois 

os constituintes do plasma seminal são conhecidos por modular uma variedade de 

funções espermáticas (CALVETE et al., 1994). 

 
Há muito tempo que o sêmen tem sido objeto de intensas investigações 

bioquímicas, mas apesar dos consideráveis avanços, os conhecimentos sobre a 

função do plasma seminal ainda são obscuros. As modificações que ocorrem após o 

tratamento in vitro ocasionam variações do metabolismo e/ou sobrevivência dos 

espermatozóides. Além disso, a inexistência de mecanismos de eliminação das 

células espermáticas mortas, submete os gametas vivos a uma convivência com os 

produtos de sua decomposição (CORTEEL, 1980). SKANDHAN (1981) reconheceu 



que as alterações de muitos dos componentes do plasma seminal são responsáveis 

pela incapacidade de fecundação do gameta. 

 
Relatos em várias espécies sugerem que o plasma seminal contenha 

fatores que influenciam a fertilidade do macho (AURICH et al., 1996). Estes estudos 

são geralmente baseados na comparação do plasma seminal entre machos com 

fertilidades diferentes (AURICH et al., 1996) ou sobre o isolamento de fatores do 

plasma seminal que facilitam ou inibem a capacitação espermática e a fertilização 

(OLLERO et al., 1997). AURICH et al. (1996) demonstraram que a adição de plasma 

seminal de diferentes garanhões afetou a resistência de espermatozóides em 

suportar a congelação e descongelação. HENALT et al. (1995) demonstraram que a 

adição do plasma seminal aos espermatozóides da cauda do epidídimo de touros 

aumentou a fertilidade, quando comparada à fertilidade dos espermatozóides 

epididimários sem a adição do plasma seminal. 

 
 

2.1.3 Fatores que influenciam as características do sêmen  
 
 

Vários fatores intrínsecos e/ou extrínsecos podem causar variações nas 

características do sêmen de ovinos e caprinos. Dentre os intrínsecos: raça, peso 

corporal e idade; e os extrínsecos: fotoperíodo, latitude, temperatura e alimentação 

(MIES FILHO, 1987). Os aspectos quanti-qualitativos do sêmen de caprinos, em 

geral, variam pouco, dentro da faixa de latitude na qual o Brasil está inserido 

(MACHADO e SIMPLÍCIO, 1995). Segundo CAMPOS (2003), no Nordeste do Brasil, 

o período do ano não interfere significativamente na conservação do sêmen caprino 

de animais da raça Saanen, quando estes são submetidos ao manejo intensivo de 

criação. 

 

No Nordeste do Brasil, os fatores climáticos interferem diretamente na 

disponibilidade de alimentos (fartura na estação chuvosa, escassez na estação 

seca). Outros elementos climáticos como: temperatura elevada, umidade relativa, 

intensidade luminosa podem também interferir na atividade sexual do macho caprino 

e ovino deslanado (SILVA e NUNES,1984). Sabe-se que as temperaturas elevadas 

exercem efeitos deletérios na qualidade do sêmen, podendo produzir alterações 

como: elevação do pH e da porcentagem de espermatozóides anormais, redução da 



motilidade, de concentração espermática, de volume e de porcentagem de 

espermatozóides móveis (CORTEEL,1981).   

 

Neste sentido, o sistema termorregulador na bolsa escrotal, formado pelo 

plexo pampiniforme e pelas glândulas sudoríparas, atua tentando manter a 

temperatura testicular inferior à corpórea, de modo que a espermatogênese ocorra 

com sucesso, mantendo assim a qualidade do sêmen produzido (KASTELIC et 

al.,1996).  

 

A intensidade pluviométrica no Nordeste brasileiro está diretamente 

correlacionada com a qualidade e a disponibilidade de pastagens para os animais, 

assim as chuvas interferem sobre o comportamento reprodutivo destes animais 

(NUNES,1988b). O volume do ejaculado é uma conseqüência do aumento dos 

fluidos das glândulas anexas e epidídimos (CORTEEL,1981) e está sob influência da 

época do ano, aumentando na estação chuvosa (SILVA e NUNES,1984). 

 

Alguns estudos demonstram haver diferenças na qualidade do ejaculado 

de pequenos ruminantes entre as estações do ano em clima temperado (COLAS, 

1980; NUNES, 1982; ROCA et al., 1992; TULI e HOLTS, 1995), e muitos deles 

atribuíram tais diferenças ao fotoperíodo. Sabe-se que o tamanho testicular, bem 

como a eficiência da espermatogênese de carneiros depende de níveis hormonais 

elevados durante a estação sexual (reprodutiva) que diminuem durante a estação 

não sexual (COLAS,1980).  

 

A amplitude destas variações estacionais varia substancialmente de 

acordo com o indivíduo e a raça (CORTEEL,1975). A avaliação desta variabilidade é 

requerida para uma boa utilização dos animais em programas de inseminação 

artificial (PÉREZ e MATEOS-REX,1996; MANDIKI et al.,1998). Em ovinos, a 

freqüência de colheita pode influenciar a composição iônica e a atividade enzimática 

no plasma seminal, bem como, os parâmetros espermáticos e a produção diária de 

espermatozóides (KAYA et al., 2002). 

 

Segundo MACHADO e SIMPLÍCIO (1995), as variações de temperatura, 

pluviosidade, umidade relativa do ar e insolação refletem-se não só diretamente nos 



animais, mas alteram o ambiente, alterando o aporte nutritivo-alimentar dos 

caprinos, com conseqüente modificação dos fatores que regem a homeostasia e a 

espermatogênese. No Rio Grande do Sul foram realizados estudos sobre a 

influência da alimentação sobre a qualidade espermática e foi observado que a 

época do ano afeta a porcentagem de espermatozóides anormais e em menor grau 

o volume e a concentração espermática, quando os animais são mantidos em 

pastagem natural, indicando que esta deficiência deve-se ao manejo alimentar e não 

ao fotoperíodo (SELAIVE-VILLARROEL et al.,1985). 

 
 

2.2 Tecnologia do sêmen 

 
 
2.2.1 Colheita de sêmen 

 
 

Existem dois métodos para a colheita do sêmen, denominados como o de 

vagina artificial e o da estimulação elétrica (eletroejaculador). Dentre os dois citados, 

prefere-se o primeiro devido a sua rapidez e limpeza, por não ser estressante para o 

reprodutor e proporcionar um sêmen coletado de melhor qualidade (EVANS e 

MAXWELL, 1990). 

 

Na colheita do sêmen em carneiros e bodes, utiliza-se a vagina artificial, 

instrumento que simula as condições de pressão e temperatura da vagina da fêmea, 

sendo constituída por um tubo de PVC rígido, um tubo elástico de borracha e uma 

válvula, por onde deve passar a água a 40ºC. Em uma das extremidades desta 

estrutura acopla-se um copo coletor graduado (NUNES et al., 1997). A colheita do 

sêmen, com o uso da vagina artificial, pode ser realizada com o auxílio de uma 

fêmea ou de um manequim. No primeiro caso, não estando o macho habituado ao 

processo, deve-se lançar mão de uma fêmea em estado de cio (MIES FILHO, 1987). 

 

Os manequins mecânicos apresentam vantagens sobre os manequins 

vivos no sentido de proporcionarem estabilidade e quanto às fêmeas 

particularmente, por permitirem o controle de doenças. Os manequins vivos devem 



ser contidos para diminuir movimentos laterais e para frente e ainda proporcionar 

fácil acesso para a colheita de sêmen (HAFEZ, 1995). 

 

O método de colheita do sêmen é simples. A fêmea em estro natural ou 

induzido é segurada para ser apresentada ao macho. Quando este efetuar o salto, 

segura-se o prepúcio com a mão, desviando o pênis para a vagina artificial 

(GONSALVES et al., 2001). 

 

A estimulação elétrica deve ser utilizada quando é necessária a colheita 

de sêmen de um macho impossibilitado de ser treinado à vagina artificial. O sêmen 

obtido por este método apresenta maior volume, porém menor concentração, 

quando comparado com a colheita por vagina artificial. No entanto, a 

eletroejaculação é útil para testar a fertilidade de um grande número de machos 

caprinos e ovinos (EVANS e MAXWELL, 1990). 

 

Recomenda-se que os estímulos elétricos sejam aplicados a cada sete 

segundos com o aumento de 1 volt. A ejaculação ocorre com quatro a sete 

estímulos. O sêmen pode ser colhido com o animal de pé ou deitado de lado sobre 

uma mesa. A glande do pênis deve ser levemente segurada com uma gaze estéril 

de modo que o apêndice filiforme e a uretra sejam dirigidos para dentro do tubo de 

colheita antes da ejaculação para diminuir a perda de sêmen (HAFEZ, 1995).     

 
 
2.2.2 Avaliação do sêmen 

 
 

O método ideal para avaliar a fertilidade do reprodutor, além de sua 

habilidade na cobertura de fêmeas, é o exame do sêmen (HAFEZ, 1995). A 

avaliação da qualidade espermática geralmente está ligada ao desejo de predizer a 

fertilidade dos reprodutores para servirem nos rebanhos ou para serem utilizados em 

programas de reprodução programada (CBRA, 1998). 

  

Uma avaliação de sêmen completa deve ser realizada para indicar 

animais sub-férteis, inférteis e estéreis. O sêmen deve ser colhido por meio de 

vagina artificial e avaliado em microscópio, quanto às suas características físicas e 



morfológicas (MAIA, 2002). Segundo BARIL et al. (1993), o sêmen deve ser avaliado 

de acordo com as seguintes características: 

 
 
• Volume: varia de 0,5 a 2,0 mL; 

• Cor: deve ser amarelada nos caprinos e branca nos ovinos, 

desprezando-se o sêmen de coloração avermelhada ou com cor de chocolate, 

indicando presença de sangue ou pus, respectivamente; 

• Aspecto: variando de leitoso a cremoso, desprezando-se o sêmen 

aquoso ou turvo, indicativo de pequeno número de espermatozóides; 

• Concentração: determinada no espectrofotômetro ou no microscópio 

segundo a técnica empregada em hematimetria; significa a quantidade de 

espermatozóides em cada mililitro de sêmen. O valor normal está em torno de três 

bilhões / mL; 

• Turbilhonamento (motilidade massal): movimento de massa de 

espermatozóides no plasma seminal. Assemelha-se às ondas do mar e pode 

receber notas de 0 (sem movimento) a 5 (movimentos muito fortes); 

• Motilidade individual progressiva (MIP) ou vigor (VIG): movimento de 

flecha de cada espermatozóide (escala de 0 a 5). Para a inseminação artificial 

devem ser utilizados somente ejaculados que apresentarem valores para motilidade 

igual ou superior a três; 

• Porcentagem de espermatozóides móveis (PEM) ou motilidade (MOT): 

porcentagem de espermatozóides observados ao microscópio, num mesmo campo, 

que apresentam a mesma motilidade. Assim como a MIP, a PEM só pode ser 

observada após diluição do sêmen; 

• Morfologia espermática: porcentagem de espermatozóides patológicos 

(sem cauda, com cauda dupla, com dupla cabeça etc.) dentro da população 

espermática, não devendo ultrapassar 15% (caprinos) e 20% (ovinos). 

 

Muitos testes de motilidade, morfologia e metabolismo espermático têm 

sido correlacionados com a fertilidade. A avaliação da motilidade espermática é a 

mais amplamente utilizada, já que pode ser executada mais rapidamente, e a 

porcentagem de espermatozóides móveis tem uma boa correlação com a fertilidade 

(FOOTE, 2003). A motilidade e a morfologia espermática são as características 



seminais mais utilizadas para se avaliar o potencial reprodutivo do macho (CORREA 

et al., 1997). 

 

A motilidade espermática é essencial para que o espermatozóide 

atravesse o sistema genital feminino até o oviduto, para fertilizar o ovócito 

(CAMERON, 1977). Este parâmetro é especialmente importante em ovinos, devido 

às particularidades anatômicas da cérvice (EVANS e MAXWELL, 1990). 

 
 

2.2.3 Teste de Termorresistência (TTR) 

 
 

O teste de termorresistência tem sido empregado por vários autores para 

predizer a fertilidade de machos em várias espécies e para discriminar diluidores de 

conservação do sêmen ovino (MAMPOUYA, 1973), observando-se também, uma 

correlação positiva entre os resultados do teste e a fertilidade de fêmeas 

inseminadas.  

 

Os espermatozóides precisam de várias horas após a ejaculação ou 

inseminação artificial para atingir o local de fecundação nas fêmeas (HAFEZ, 1995). 

Seu poder fecundante está consequentemente, em parte ligado a sua sobrevivência 

no sistema genital da fêmea (MIES FILHO, 1987). Esta observação tem levado a 

utilização de testes de termorresistência à temperatura corpórea da fêmea, in vitro, 

para avaliar a sobrevivência espermática (CHEMINEAU e COGNIÉ, 1991).  

 

As condições de incubação variam com a espécie e com o tipo de 

processamento de sêmen a testar (fresco, resfriado ou congelado), mas em caprinos 

e ovinos, o sêmen é geralmente diluído em concentrações compreendidas entre 80 

e 300 x 106 sptz/mL, e colocado em banho-maria a 37 - 38oC (CBRA, 1998). A 

porcentagem de espermatozóides móveis e a motilidade individual progressiva 

podem ser calculadas ao início do teste e duas a três horas após a incubação 

(BARIL et al., 1993). 

 

Segundo CORTEEL (1981), a porcentagem de espermatozóides móveis 

(PEM) e a motilidade individual progressiva (MIP) são os parâmetros mais 



comumente utilizados para mensuração da qualidade do sêmen. A MIP refere-se ao 

vigor ou intensidade de movimentação linear dos espermatozóides, que é avaliada 

num escore de 0 – 5, onde zero corresponde à ausência de espermatozóides 

móveis e cinco à máxima movimentação progressiva (CORTEEL, 1974, 1981; 

NUNES, 1980). 

   

À medida que a duração de incubação a 37°C prossegue, há o acúmulo 

de ácido láctico e o valor de pH tende a diminuir, acidificando o meio, o que leva a 

um declínio gradual na atividade metabólica. Estas mudanças no acúmulo de ácido 

láctico podem ser atribuídas à presença de flora microbiana no meio diluidor (SINGH 

et al., 1982).   

 
 
2.2.4 Morfologia espermática 

 
 

O sêmen da maioria dos machos apresenta alguns espermatozóides 

anormalmente formados (HAFEZ, 1995). Nesse aspecto, a morfologia espermática 

tem sido identificada como uma das características que podem ser usadas na 

predição da fertilidade espermática (BUENDIA et al., 2002). Assim, a avaliação da 

qualidade do sêmen tem que considerar que a competência funcional é determinada 

por vários fatores. A avaliação do estado morfológico e da motilidade do 

espermatozóide é indicação crucial de sua capacidade fertilizante (BLOTTNER et 

al., 2001).  

 

Todo ejaculado de sêmen conterá alguns espermatozóides 

morfologicamente anormais. Uma proporção de 8 a 10% não tem efeito adverso 

sobre a fertilidade, entretanto se esta porcentagem ultrapassar 25% do total, pode-

se esperar uma fertilidade diminuída (BEARDEN e FUQUAY, 1997). Em ovinos, a 

porcentagem de anormalidade máxima permitida, ou seja, que não interfira na 

fertilidade dos espermatozóides é 20% (CBRA, 1998). A morfologia espermática, 

especialmente da cabeça, tem recebido considerável atenção em relação à 

habilidade do espermatozóide em promover uma fertilidade normal (AZIL et al., 

1998).  

 



As alterações morfológicas podem atingir as diversas partes constituintes 

dos espermatozóides, como por exemplo, acrossoma, núcleo, colo, peça 

intermediária, flagelo e, em alguns casos, tomar duas ou mais partes da célula 

simultaneamente (MIES FILHO, 1987). Estas alterações podem ser primárias, 

secundárias ou terciárias (HAFEZ, 1995). As anormalidades primárias são devido à 

falha na espermatogênese, enquanto que as secundárias ocorrem durante a 

passagem pelos epidídimos. Aquelas que ocorrem durante ou após a ejaculação e 

por manipulação inadequada da amostra são designadas anormalidades terciárias 

(HAFEZ, 1995). 

 

Segundo COLAS (1980), as anormalidades são classificadas em: 

anormalidade de cabeça (microcefalia, cabeça piriforme, acrossoma danificado), 

cabeça sem flagelo, gota citoplasmática proximal, gota citoplasmática distal e 

anormalidade de flagelo (flagelo curvo, quebrado, peça principal enrolada até antes 

da peça intermediária ou enrolada sobre a intermediária). E quando um mesmo 

espermatozóide apresenta duas anormalidades, somente a mais grave é 

reconhecida. 

 

A morfologia espermática (BARTH e OKO, 1989), particularmente a 

integridade do acrossoma (YANAGIMACHI, 1994), é um importante indicador de 

fertilidade. Contudo, as correlações entre os tradicionais parâmetros in vitro e as 

taxas de parição são geralmente baixas na espécie ovina, e a morfologia 

espermática é, até o momento, o teste mais acurado para avaliar a qualidade inicial 

do ejaculado (CHEMINEAU e COGNIÉ, 1991). 

 
 

2.2.5 Processamento do sêmen 

 
 

O sêmen pode ser processado de diferentes maneiras, podendo ser 

utilizado:  

- Fresco (puro ou diluído); 

- Resfriado ou 

- Congelado 



Mesmo empregado puro, o ejaculado que um macho proporciona, pode 

ser utilizado em um número relativamente elevado de fêmeas. Depois de diluído, o 

sêmen pode ser conservado resfriado, para utilização em um curto espaço de tempo 

ou congelado em nitrogênio líquido, o que favorece a sua conservação por um longo 

período de tempo, prolongando assim, o seu emprego (NUNES, 1988a). 

 

O sêmen fresco ou resfriado apresenta fertilidade mais elevada; o 

congelado preserva-se por um período de tempo indefinido, se mantido em 

nitrogênio líquido à temperatura de -196°C e é de maior aplicabilidade, quando 

comparado ao sêmen resfriado a temperatura de 4°C, cuja viabilidade máxima é de 

48 horas para os caprinos utilizando o diluidor água de coco in natura  

(NUNES,1988) e 24 horas em ovinos utilizando o leite (COLAS,1980). 

 

Independente do diluidor, da taxa de diluição, da temperatura ou das 

condições de armazenamento, os espermatozóides se deterioram à medida que a 

duração do armazenamento aumenta. As principais mudanças que ocorrem durante 

a estocagem incluem redução na motilidade, na integridade morfológica e na 

fertilidade do espermatozóide. Estas mudanças são acompanhadas de declínio na 

sobrevivência do espermatozóide no trato reprodutivo feminino e aumento de perda 

embrionária (MAXWELL e SALAMON, 1993; SALAMON e MAXWELL, 2000). 

  
 
2.2.6 Sêmen resfriado  

 
 

O emprego de sêmen resfriado vem se tornando cada vez mais popular, 

aumentando significativamente seu uso durante a última década, em decorrência da 

praticidade e da viabilidade espermática desta biotécnica (CARNEIRO, 2002). 

Segundo ROCA et al. (2000), o uso efetivo de sêmen resfriado para inseminação 

artificial depende da habilidade do diluidor em promover um ambiente apropriado 

para o espermatozóide durante sua conservação. 

 

A conservação do sêmen por períodos curtos depende da redução 

reversível da motilidade e da atividade metabólica dos espermatozóides a 

temperaturas reduzidas (5ºC ou 15ºC) ou em dióxido de carbono (EVANS e 



MAXWELL, 1990; MAXWELL e SALAMON, 1993; MACHADO e SIMPLÍCIO, 1995). 

Porém, a estocagem do sêmen refrigerado em diluidores à base de citrato-gema ou 

leite desnatado não deve exceder oito horas, pois a partir deste momento mais de 

50% da motilidade é perdida (SAHNI, 1987) e a capacidade fecundante do sêmen 

resfriado decresce geometricamente. Apesar disso, MATHEW et al. (1982) 

preservaram sêmen caprino em pH neutro a uma temperatura de 5ºC, por até dez 

dias, em diluente à base de Tris, acrescido de 20 ou 25% de gema de ovo.  

 

Segundo EVANS e MAXWELL (1990), o período máximo de conservação 

do sêmen a 5ºC, para obtenção de um grau aceitável de fertilidade através da 

inseminação artificial, é de 24 horas para ovinos e de 48 horas para caprinos. Já em 

temperaturas de 15ºC, tanto o sêmen de ovinos como o de caprinos deve ser 

utilizado dentro de seis a 12 horas após a conservação, em diluidores à base de leite 

desnatado.  

 

A capacidade fertilizante do espermatozóide ovino é mantida por mais de 

14 dias em diluidor Tris-citrato a 5ºC (STOJANOV et al., 1994, citados por 

MAXWELL e WATSON, 1996). Há relatos de que o sêmen ovino, assim como o de 

touros, pode ser conservado durante curto tempo em ambiente de dióxido de 

carbono (CO2) entre 18 a 20ºC (EVANS e MAXWELL, 1990). 

 

Testes de determinação da motilidade progressiva individual e a 

porcentagem de espermatozóides móveis após 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubação a 

15ºC nos diluidores água de coco e leite, mostraram valores superiores para os 

espermatozóides conservados no diluidor água de coco (NUNES e COMBARNOUS, 

1995). 

 
 

2.3 Diluidores empregados na conservação do sêmen  

 
 

O sucesso da inseminação artificial, particularmente em bovinos, caprinos 

e ovinos, depende grandemente do desenvolvimento de diluidores de sêmen 

satisfatórios (BEARDEN e FUQUAY, 1997), ou seja, que prolonguem a 



sobrevivência das células espermáticas, permitindo desta forma, seu emprego em 

longas distâncias, ou seja, prolongando seu tempo de uso e mantendo bons índices 

de fertilidade. 

 
No entanto, o sucesso da conservação de espermatozóides a longo prazo 

depende da diluição do sêmen com um meio contendo crioprotetores para proteger 

as células do estresse associado com a congelação e a descongelação. E até 

mesmo na presença de crioprotetores como glicerol e gema de ovo, o processo de 

congelação-descongelação causa danos às membranas plasmáticas dos 

espermatozóides, reduzindo sua motilidade e sua capacidade fecundante 

(SÁNCHEZ-PARTIDA et al., 1997). 

 
Os diluidores utilizados para congelar o sêmen de ovinos e caprinos 

devem ter propriedades semelhantes às dos diluidores utilizados para sêmen fresco, 

porém devem estar tamponados com Tris ou citrato, contra as mudanças de pH e 

tonicidade e conter uma fonte de energia (glicose ou frutose). Além disso, devem 

conter uma substância (normalmente gema de ovo) para proteger a membrana 

celular durante o resfriamento a 5ºC e um agente crioprotetor (glicerol) para evitar 

lesões da membrana durante a congelação (EVANS e MAXWELL, 1990). Vários 

diluidores têm sido pesquisados para a congelação do sêmen caprino, como leite de 

vaca desnatado, citrato-glicose-gema, lactose-gema, sacarose-glicose-tris EDTA-

gema, rafinose-gema, Spermasol-gema, IVT-gema, tris-gema e teste-gema 

(LEBOEUF et al., 2000).  

 

Para o resfriamento de sêmen caprino e ovino, o diluidor empregado pode 

ser gema de ovo-tris-frutose, gema de ovo-glicose-citrato ou leite de vaca (leite 

integral aquecido, leite em pó reconstituído ou leite UHT). Para evitar o crescimento 

microbiano, tanto no resfriamento quanto na congelação de sêmen, devem ser 

adicionadas 1000 UI de penicilina sódica e 1 mg de sulfato de estreptomicina, por 

cada mililitro de diluidor (EVANS e MAXWELL, 1990). Os meios diluidores glicina-

gema, glicina-gema-leite e gema-leite foram testados e mostraram ser eficientes na 

preservação do sêmen ovino por até 48 horas a 5ºC, além de manterem a qualidade 

espermática de forma semelhante durante o teste de exaustão a 37ºC por 240 

minutos (PAGANINI FILHO et al., 1997). 



O leite é um meio biológico de composição complexa, composto de 

proteínas, sais, glicídios, lipídios, vitaminas, etc. (VIEIRA DE SÁ, 1990). O pH em 

torno de 7,0 e a pressão osmótica em torno de 300 mOsm são próximos ao valores 

do sêmen (HAFEZ, 1993). O leite integral, desnatado ou reconstituído tem sido 

utilizado por muitos anos como diluidores para sêmen ovino. O sucesso deste 

diluente tem sido atribuído a sua fração protéica, que pode atuar como um tampão 

contra mudanças no pH e como um agente anti-oxidante contra qualquer metal 

pesado presente. Ele também pode proteger parcialmente o espermatozóide durante 

a redução da temperatura de estocagem (JONES, 1969; SALAMON e MAXWELL, 

2000). ARAÚJO (2000) mostrou que a utilização de um diluidor misto, denominado 

BEL24, contendo gema de ovo e leite melhorou significativamente a fertilidade 

(superior a 50%) de ovelhas inseminadas com sêmen resfriado a 4 °C por 24 horas. 

 

Na década de 70, o Tris foi muito utilizado como diluidor do sêmen ovino. 

A utilização deste como componente básico do diluidor para a congelação de sêmen 

foi realizada pela primeira vez por SALAMON e VISSER (1972). O diluidor Tris-

frutose foi utilizado pela primeira vez em duas etapas de congelação pelo método de 

FISER et al. (1981). Este também tem sido incluído como componente em outros 

diluidores à base de lactose e sacarose. O diluidor Tris-glicose é amplamente 

utilizado e recomendado para a conservação do sêmen ovino (SALAMON, 1976; 

EVANS e MAXWELL, 1990). 

 
 

2.4 Constituição dos diluidores  

 
 

Segundo MIES FILHO (1987), independente da espécie animal, um bom 

diluidor deve apresentar as seguintes características: ausência de toxicidade, 

osmolaridade igual ou próxima a do sêmen, pH favorável segundo à espécie, 

preparação simples e baixo custo. Além disso, deve conter substâncias nutritivas e 

crioprotetoras para assegurar a sobrevivência dos espermatozóides.  

 

Os diluidores que demonstram inequívoca eficiência têm em sua 

composição um sistema tampão (citrato, Tris, Tes, Hepes, Mop, Mes); um fator 



protéico de crioproteção (à base de gema de ovo ou leite); diversos açúcares 

(monossacarídeos como glicose, manose, frutose ou dissacarídeos como a 

sacarose e a lactose) e diversos aditivos a exemplo de antioxidantes e glicina 

(SALAMON e MAXWELL, 2000). 

 

A adição de fosfolipídios e lipoproteínas ao sêmen pode ter efeito 

estabilizador sobre a membrana (DEN DAAS, 1992). Essencialmente, o efeito 

parece ser o resultado de modificações na composição lipídica da membrana. Na 

maioria dos diluidores, usa-se gema de ovo ou leite como componente básico, uma 

vez que a proteção dos espermatozóides contra o choque térmico é provida pela 

fosfatidilcolina (lecitinas) e lipoproteínas da gema e pela caseína do leite (DEN 

DAAS, 1992).  

 
 

2.4.1 Gema de ovo 

 
 

O componente gema de ovo, além de promover a proteção contra o 

choque térmico, tem demonstrado reduzir a perda de enzimas acrossomais e 

prevenir alterações degenerativas no acrossoma, durante a estocagem líquida, ou 

seja, resfriamento (SALAMON e MAXWELL, 2000). 

 

A gema de ovo é utilizada para proteger as membranas espermáticas do 

choque térmico. Por isso, é um constituinte comum dos diluidores utilizados na 

preservação do espermatozóide de mamíferos a baixas temperaturas (ROCA et al., 

1997). No entanto, a estocagem do sêmen caprino em diluidores contendo gema de 

ovo é problemática devido à presença de fosfolipase A, produzida pelas glândulas 

de Cowper, que cataliza a hidrólise de lecitinas neste constituinte, produzindo ácidos 

graxos e lisolecitinas, que são tóxicas para o espermatozóide (ROY, 1957). A 

lisolecitina é tóxica devido a sua ação detergente sobre os lipídios da membrana 

plasmática (NUNES, 1982). 

 

ROY (1957) relatou a ação do plasma seminal de caprinos sobre os 

elementos dos diluidores, no caso, a gema de ovo, mesmo estando a baixas 

concentrações como 2,5%. Portanto, a remoção do plasma seminal é recomendada 



quando os espermatozóides caprinos são conservados a baixas temperaturas em 

diluidores contendo gema de ovo (CORTEEL, 1992).  

 

ROCA et al. (2000) relataram que a remoção do plasma seminal em 

caprinos, pela lavagem do sêmen imediatamente após a colheita, aumentou a 

porcentagem de células vivas e sua motilidade durante conservação a 5ºC em 

diluidores contendo gema de ovo ou leite. Em garanhões, verificou-se que a 

centrifugação e remoção parcial do plasma seminal antes do resfriamento é 

benéfica, isto é, melhora a viabilidade espermática, principalmente se o sêmen for 

conservado por mais de 24 horas (BRINSKO et al., 2000). Em búfalos também foi 

observado este mesmo comportamento em incubação a 37ºC (AHMAD et al., 1996). 

 

Já foi demonstrado que a adição de gema de ovo ao diluidor teve efeito 

benéfico sobre a porcentagem de espermatozóides móveis no sêmen ovino, 

principalmente após rápido resfriamento a 10 e 5°C (FISER e FAIRFULL, 1986). 

Alguns estudos indicaram que a fração lipoprotéica de baixa densidade da gema de 

ovo foi a fonte comum de proteção do espermatozóide ovino contra os efeitos do 

armazenamento a 5°C (WATSON e MARTIN, 1975).  

 
Uma grande taxa de concentração de gema de ovo tem sido testada em 

diluidores para a congelação do sêmen ovino. Os trabalhos iniciais utilizaram 30 a 

50%, mas subseqüentemente, os pesquisadores incluíram uma taxa mais baixa de 

concentração do diluidor (SALAMON e MAXWELL, 2000). 

 

Apesar dessa ação crioprotetora, baixas taxas de fertilidade com a 

inseminação cervical foram obtidas com a maioria dos diluidores contendo gema de 

ovo utilizada para a conservação do sêmen ovino após 24 horas (WATSON e 

MARTIN, 1976). 

 
 

2.4.2 Glicerol 

 
 

O glicerol (CH3H8O3), um álcool polihídrico altamente permeável, cuja 

atividade crioprotetora foi descoberta em 1949 (POLGE et al., 1949), é o agente 



mais largamente empregado na criopreservação de sêmen das diferentes espécies 

(SILVA et al., 2000). A habilidade do glicerol na transposição da membrana celular 

permite a desidratação da célula, através da saída de água por osmose 

(HAMMERSTEDT et al., 1990), evitando a formação de cristais de gelo que poderão 

promover a ruptura da membrana plasmática do espermatozóide. 

SOUZA et al. (2002) relataram que diversos autores têm utilizado vários 

crioprotetores intracelulares, como o glicerol, em concentrações variáveis, obtendo 

resultados divergentes quanto à viabilidade espermática pós-descongelação. 

Segundo CARDOSO et al. (2003), o diluidor à base de água de coco acrescido de 

20% de gema de ovo e 4, 6 ou 8% de glicerol pode ser utilizado com sucesso na 

criopreservação do sêmen canino. A utilização do glicerol a 7,0%, na 

criopreservação do sêmen caprino, foi mais eficiente quando comparado ao 

etilenoglicol na mesma concentração, ao serem avaliados in vitro (SOUZA et al., 

2002).  

 

O modo de ação do glicerol é aumentar a quantidade de líquido que se 

mantém descongelado no meio externo à célula espermática. Aparentemente, uma 

quantidade maior de células espermáticas sobrevive melhor com a ação desses 

canais de líquido extracelular descongelado (CARNEIRO, 2002). Apesar disto, a 

reduzida motilidade e fertilidade do sêmen congelado-descongelado comparada com 

a do sêmen fresco tem sido atribuída à citotoxicidade de crioprotetores como o 

glicerol (SÁNCHEZ-PARTIDA et al., 1997). 

 
 

2.5 Água de coco como diluidor do sêmen de animais domésticos 

 
 
Em 1942, VAN OVERBECK (citado por PRETOV, 1968) observou pela 

primeira vez que a água de coco contém substâncias que induzem a diferenciação 

das células vegetais, tirando-as de seu estágio de dormência. Segundo PREVOT 

(1968) o princípio ativo da água de coco contém uma substância com propriedades 

semelhantes às auxinas e citocininas, que regulam o crescimento vegetal e induzem 

a divisão celular em plantas, fungos, algas e alguns protozoários. LETHAM (1974) 

identificou a fenilanina, substância que auxilia a passagem de líquidos através da 



membrana celular. FERRI (1979) cita que os extratos e sucos de várias plantas 

apresentam atividades típicas de divisão celular e considera água de coco o mais 

importante por conter fatores necessários a crescimento de tecidos em cultivo.  

 

A água de coco é uma solução ácida, natural e estéril, composta de sais, 

proteínas, açúcares, vitaminas e gorduras neutras (MARQUES, 1982). A água 

proveniente de um coco com seis meses de idade e de variedade verde apresenta 

osmolaridade em torno de 500 milliosmoles e pH entre 4,5 e 5, que devem ser 

corrigidos para que possa ser usada como diluidor (NUNES, 1987). 

 

Dentre as opções de diluidores pobres em fosfolipídios, surgiu a água de 

coco que, através de experimentos in vitro e in vivo, mostrou um excelente 

comportamento no que se refere ao vigor e à motilidade de espermatozóides móveis 

e fertilidade (NUNES, 1986). Segundo NUNES e COMBARNOUS (1995), a água de 

coco é pobre em fosfolipídios e rica em moléculas orgânicas como a prolina, glicina, 

ácido glutâmico e ácido indol acético (IAA) que favorecem a sobrevivência da célula 

espermática devido a sua provável ação protetora sobre a membrana plasmática, 

reforçando sua estrutura molecular. 

 

A água de coco tem sido muito utilizada em biotécnicas relacionadas à 

reprodução animal. Excelentes resultados foram obtidos com a utilização da água de 

coco in natura em estudos de preservação de sêmen de animais domésticos como 

caprinos (FREITAS, 1988; TONIOLLI, 1989a; RODRIGUES et al., 1994; NUNES, 

1998), ovinos (FREITAS, 1992; CRUZ, 1994), suínos (TONIOLLI, 1989b; TONIOLLI 

e MESQUITA, 1990) e caninos (SILVA et al., 1998). De acordo com NUNES (1986, 

1987), a fertilidade de cabras inseminadas com sêmen diluído em água de coco é 

superior àquela do leite. CAMPOS et al. (2001) verificaram que a associação da 

água de coco com o leite, teve uma composição favorável, visto que este 

procedimento melhorou a termorresistência dos espermatozóides em relação ao uso 

do leite isolado. 

 

Visando isolar a fração que atua sobre os espermatozóides, NUNES et al. 

(1994) promoveram o fracionamento da água de coco, utilizando uma coluna de 

Sephadex G-25. Através deste procedimento foi isolada uma molécula 



correspondente ao grupo das auxinas, o ácido 3-Indol-Acético (IAA), substância com 

atividade hormonal estimuladora de crescimento de vegetais, a qual demonstrou 

atividade sobre o metabolismo do espermatozóide. A adição do IAA na composição 

dos diluentes convencionais de sêmen de diferentes espécies, confere aos 

espermatozóides um incremento na motilidade e na taxa de fertilidade, além de 

permitir sua conservação durante períodos mais longos (NUNES, 1982; TONIOLLI et 

al., 1995). 

 

CRUZ (1994) obteve uma fertilidade significativamente superior com o uso 

de sêmen preservado por 48 horas a 4ºC, em meio contendo a molécula ativa da 

água de coco (40,74%), quando comparado com sêmen em meio à base de leite 

(14,81%). Devido aos excelentes resultados obtidos nos primeiros estudos com a 

água de coco in natura e com o objetivo de facilitar sua aplicação no campo, foi 

procedida a sua estabilização em forma de gel (NUNES, 1986). A estabilização da 

água de coco, tanto na forma líquida como na de gel, além de facilitar seu emprego, 

promoveria sua difusão em trabalhos de inseminação artificial, tornando-se 

fundamental no processamento do sêmen caprino (NUNES, 1988a). 

 

LAGUNA (1996) relatou que a água de coco poderia sofrer alterações em 

sua composição, de acordo com o estágio de maturação do fruto ou referente à 

variedade da planta. Porém, CAMPOS (1999) demonstrou que não houve diferença 

estatística entre os frutos da variedade verde e amarela e que sua idade (três a seis 

meses) não afetou a qualidade da água de coco para diluição do sêmen caprino. 

 

Atualmente, vem sendo pesquisado o uso da água de coco em pó (ACP), 

oriunda da secagem da água de coco in natura em aparelho denominado “Spray 

Dryer”, através de um processo denominado nebulização/atomização. SALGUEIRO 

et al. (2002) inseminaram artificialmente 20 cabras do tipo SRD com diluidores à 

base de água de coco in natura (ACIN) e em pó (ACP-101) e detectaram um total de 

15 cabras prenhes (75%). Destas, 7 (63,63%) foram inseminadas com ACN e 8 

(88,89%) com ACP-101. SAMPAIO NETO et al. (2002), ao compararem dois 

diluidores (um à base de leite desnatado e outro à base de água de coco em pó) 

para refrigeração do sêmen eqüino, não verificaram diferenças significativas entre os 



tratamentos, para os valores de motilidade total e progressiva, teste hiposmótico e 

porcentagem de células normais. 

 

Segundo BRAZ (2003), os diluidores ACP e leite desnatado, na 

temperatura de 4°C, independente do tempo de conservação (2 ou 24 horas), 

mostraram desempenho in vitro semelhante na preservação dos parâmetros de 

motilidade e vigor espermático.  

 
 

2.6 Inseminação artificial  

 
 
Uma das principais biotécnicas da reprodução utilizadas é a inseminação 

artificial (IA), considerada uma das mais valiosas práticas de manejo reprodutivo 

disponível aos criadores (MACHADO e SIMPLÍCIO, 1990). A IA é o ato de introduzir, 

por meios instrumentais, o sêmen nas vias genitais da fêmea em condições tais que 

permitam aos espermatozóides encontrar o óvulo e fecundá-lo (SANTOS et al., 

1999). Pode ser realizada por via transcervical, por laparotomia ou laparoscopia, 

utilizando-se sêmen fresco, resfriado ou congelado. 

 

Embora os conhecimentos sobre IA remontem ao século XVIII, somente 

no século XX a prática passou a ser realizada como uma maneira de se conseguir a 

multiplicação de descendentes de determinado reprodutor ou como método eficaz 

de se obter, com maior rapidez, a melhoria genética dos rebanhos (NUNES et al., 

1997; NUNES e FERNÁNDEZ, 2001).  

 

Esta técnica tem uma importante função na reprodução caprina, 

especialmente em sistemas intensivos de produção, que é a reprodução controlada 

com o conseqüente melhoramento da produção de leite, carne e pele (LEBOEUF et 

al., 2000). Outras vantagens oferecidas por essa técnica são: redução ou eliminação 

da presença de reprodutores na propriedade, reduzindo custos de manutenção do 

rebanho; possibilidade de pequenos produtores adquirirem sêmen de reprodutores 

de alto valor genético, o que de outra forma não seria possível devido ao baixo 

poder aquisitivo para comprar ou manter um animal de elite; prevenção de doenças, 

quando o reprodutor é testado e/ou o sêmen é tratado com antibióticos; e utilização 



de reprodutores que já morreram ou estão impossibilitados de realizar a monta 

(SANTOS et al., 1999). 

 

Muitos fatores podem afetar a fertilidade durante o processo de inseminação 

artificial, reduzindo a taxa de fertilidade: o escore corporal dos animais, a 

composição dos diluidores, o processo de resfriamento (BYNE et al., 2000), o tempo 

ótimo para a realização da inseminação artificial, a dose inseminante (FERNANDEZ-

ABELLA et al., 2003) e o método de inseminação utilizado (laparotomia, 

laparoscopia, transcervical, vaginal) (SANCHÉZ - PARTIDA et al., 1999). 

 

A inseminação artificial cervical ainda não tem sido adotada 

comercialmente em ovinos de países desenvolvidos, pois geralmente se utiliza o 

sêmen congelado, o que resulta em uma baixa fertilidade. A inseminação intra-

uterina por laparoscopia supera a barreira cervical, resultando em uma aceitável 

fertilidade, entretanto, ela não é utilizada na produção industrial devido ao elevado 

custo para realização, além dos gastos com equipamentos e drogas. Um método 

modificado de inseminação intra-uterina, a transcervical, obtém uma fertilidade 

semelhante à da inseminação artificial laparoscópica (HALBERT et al., 1990; 

BUCKRELL et al.,1992), além disso, este método reduz o custo da inseminação 

intra-uterina. 

 

Na inseminação cervical, um volume reduzido (0,25 mL) e uma 

concentração elevada de espermatozóides são requeridos para a obtenção de 

resultados satisfatórios de fertilidade (ALLINSON e ROBINSON, 1971). O 

desenvolvimento da tecnologia de criopreservação dos espermatozóides da espécie 

ovina teve um considerável progresso prático e econômico na aplicação da IA em 

condições de campo (ALESSANDRO et al., 2001). 

 

A dificuldade de ultrapassar a cérvice é um dos limites da inseminação 

artificial cervical e transcervical em ovelhas. O trauma causado pelos instrumentos 

utilizados para ultrapassar a cérvice pode reduzir a fertilidade após inseminação 

artificial (MEGHAN et al., 2002). Recentemente, o desenvolvimento de técnicas de 

inseminação artificial tem realizado a deposição intra-uterina do sêmen, após 

ultrapassar os anéis cervicais na espécie ovina. Entretanto, o nascimento de 



cordeiros só foi obtido até o presente momento após a inseminação artificial intra-

uterina por laparoscopia (SALAMON e MAXWELL, 1995). 

 

A taxa de fertilidade após inseminação artificial cervical utilizando sêmen 

fresco e congelado é de 32% e 11,3%, respectivamente (SANCHÉZ – PARTIDA et 

al., 1999). Um dos grandes entraves da inseminação artificial cervical é a 

manutenção da motilidade espermática após a congelação do sêmen, o que o torna 

capaz de ultrapassar todo o trato genital feminino e alcançar o local da fecundação 

(EVANS, 1988). 

 
 



3 JUSTIFICATIVA 

 
 
O resfriamento do sêmen ovino é um problema até então não 

solucionado, no que se refere a um maior tempo de conservação e na obtenção de 

taxas de prenhez satisfatórias em ovelhas inseminadas com sêmen assim tratado, 

pois as modificações que ocorrem após o tratamento in vitro acarretam variações no 

metabolismo e/ou sobrevivência espermática.  

 

A viabilidade e um maior tempo de sobrevivência dos espermatozóides da 

espécie ovina requerem prioridade na busca de diluidores que permitam uma maior 

proteção das células espermáticas. Neste contexto, encontra-se a água de coco que 

tem demonstrado exercer ação benéfica sobre os espermatozóides de vários 

mamíferos domésticos. 

 

A água de coco, por ser um produto oriundo de vegetações tipicamente 

tropicais, tem a sua difusão limitada em trabalhos que visem à preservação do 

sêmen de animais em regiões de clima temperado. Neste sentido, a utilização da 

água de coco na forma de pó facilitaria o seu emprego, bem como sua difusão para 

regiões que não disponham deste fruto. Excelentes resultados foram obtidos em 

estudos empregando-se a água de coco em pó para a diluição do sêmen caprino 

(SALGUEIRO et al., 2002), ovino (MACHADO et al., 2002; MACHADO, 2003) e 

eqüino (SAMPAIO NETO et al., 2002). 

 

Em programas de inseminação artificial realizados para a espécie ovina, 

especialmente no Nordeste do Brasil, a influência das épocas chuvosa e seca pode 

causar variações nos aspectos quanti-qualitativos do sêmen. Desta forma, torna-se 

necessária a elaboração de diluidores para o resfriamento do sêmen ovino, bem 

como o conhecimento do comportamento fisiológico do espermatozóide por meio de 

sua avaliação nas condições climáticas da região Nordeste. 

 

 

 

 



4 HIPÓTESES 

 
 
1- A água de coco padronizada e estabilizada sob a forma de pó pode 

oferecer um produto de melhor qualidade, contribuindo assim, para a melhoria da 

viabilidade in vitro e in vivo do sêmen ovino resfriado;  

 

2- O diluidor água de coco em pó (ACP-102) pode ser utilizado para o 

resfriamento do sêmen ovino sem necessidade da adição do crioprotetor gema de 

ovo; 

  

3- A época do ano, no Estado do Ceará, pode ter influência sobre a 

qualidade do sêmen ovino resfriado.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 OBJETIVOS 

 
 
5.1 Objetivo Geral 

 
 

Avaliar in vitro e in vivo o sêmen ovino em diluidores à base de água de 

coco, após resfriamento, nas épocas chuvosa e seca no Estado do Ceará. 

 
 
5.2 Objetivos específicos 

 
 

• Comparar a qualidade in vitro do sêmen ovino diluído em água de coco 

in natura e em pó (ACP-102), após resfriamento a 4ºC por até 48 horas, por meio do 

teste de termorresistência, durante as épocas chuvosa e seca; 

 

• Verificar a influência da gema do ovo na conservação do sêmen ovino 

coletado nas épocas chuvosa e seca e diluído em água de coco in natura ou em pó 

(ACP-102), resfriado a 4ºC por até 48 horas; 

 

• Avaliar a morfologia espermática após a diluição do sêmen em água de 

coco in natura ou em pó (ACP-102) por meio de microscopia óptica, durante as 

épocas chuvosa e seca; 

 

• Inseminar e comparar a fertilidade de ovelhas, nas épocas chuvosa e 

seca, com sêmen diluído em água de coco in natura ou em pó (ACP-102) e resfriado 

por 24 horas. 

 



6 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
6.1 Experimento in vitro 

 
 
6.1.1 Local de execução 

 
 
O experimento foi conduzido no Laboratório de Tecnologia do Sêmen 

Caprino e Ovino (LTSCO) da Universidade Estadual do Ceará, em Fortaleza – CE, 

que está situada em uma planície litorânea a 3º45’47” de latitude sul e 38º31’23” de 

longitude oeste, com temperatura média anual de 27°C. 

 
 
6.1.2 Diluidores 

 
 

Foram testados quatro diluidores: 

 

•  Água de coco in natura com gema (ACING) 

• Água de coco in natura sem gema (ACIN) 

• ACP-102 com gema (ACPG) 

• ACP-102 sem gema (ACP) 

 

Cada diluidor foi elaborado conforme protocolo a seguir: ACIN - 50 mL de 

água de coco in natura filtrada + 50 mL de solução de citrato de sódio a 2,5%; ACP - 

ACP-102 tamponado (6g) + 100 mL de água destilada. Os diluidores ACING e 

ACPG foram elaborados de acordo com o protocolo descrito para ACIN e ACP 

respectivamente, no entanto foram retirados 3,0% do volume total dos diluidores e 

acrescentada a mesma quantidade de gema de ovo.  

 
 
6.1.3 Água de coco em pó (ACP-102) 

 
 

A água de coco in natura foi proveniente de frutos da variedade anão 

verde, com aproximadamente seis meses de frutificação. A secagem da água de 



coco in natura para elaboração da água de coco em pó (ACP-102) foi efetuada em 

aparelho “Spray Dryer”, modelo DL-41, pertencente ao Parque de Desenvolvimento 

Tecnológico (PADETEC), da Universidade Federal do Ceará (UFC). O produto foi 

vaporizado por um processo denominado nebulização / atomização, visando reduzi-

lo à pequeníssimas gotas, por meio de atomizador.   

 
 
6.1.4 Animais experimentais e colheita de sêmen 

 
 
Foram utilizados quatro machos ovinos da raça Santa Inês, com idade 

média de um ano, submetidos ao regime de manejo intensivo de criação. Os animais 

foram mantidos em baias de alvenaria individuais, recebendo no cocho, 500g de 

concentrado, capim-elefante picado, feno de tifton, sal mineral e água à vontade. O 

sêmen dos reprodutores foi colhido pela manhã, por meio de vagina artificial, uma 

vez por semana nas épocas chuvosa (fevereiro a abril) e seca (outubro a dezembro), 

durante dois anos consecutivos, perfazendo um total de 48 ejaculados por época. 

Após a colheita, cada ejaculado foi avaliado quanto ao volume (mL), motilidade 

massal (escore de 0-5) e concentração espermática (x 109 sptz/mL). 

 
 
6.1.5 Resfriamento do sêmen 

 
 
Após a avaliação, o sêmen de cada reprodutor foi dividido em quatro 

alíquotas, que foram diluídas em ACIN, ACING, ACP e ACPG, previamente 

aquecidos a 37ºC em banho-maria. Em seguida, os tubos de ensaio contendo as 

amostras foram acondicionados em geladeira, dentro de beckers contendo água do 

banho-maria (a 37ºC) até que a temperatura atingisse 4ºC. 

 
 

6.1.6 Teste de termorresistência 

 
 
Amostras do sêmen resfriado foram submetidas ao teste de 

termorresistência (TTR) em banho-maria a 37ºC e avaliadas quanto ao vigor (VIG) e 

motilidade (MOT) aos 5, 60 e 120 minutos de incubação. Estas avaliações foram 

realizadas após 2, 24 e 48h de resfriamento. A taxa de degradação da motilidade 



(TDM) foi calculada ao final de cada TTR e tempo de resfriamento, pela seguinte 

fórmula: 

 

 

VIG 5 min – VIG 120 min  

 

 
 
6.1.7 Avaliação da morfologia espermática 

 
 
Para análise da porcentagem de alterações morfológicas, esfregaços de 

sêmen foram realizados aos 5 e 120 minutos de incubação e corados com uma 

solução à base de eosina 1%, nigrosina 3% e citrato de sódio 3%, onde foram 

observadas 200 células por meio de microscopia óptica no aumento de 1000X. As 

anormalidades foram classificadas segundo COLAS (1980) em: anormalidade de 

cabeça (AC), defeito de peça intermediária (DPI), gota citoplasmática proximal 

(GCP), gota citoplasmática distal (GCD) e anormalidade de flagelo (AF).  

 
 
6.1.8 Análise estatística 

 
 
Os parâmetros de vigor, motilidade, taxa de degradação da motilidade e 

morfologia espermática foram expressos em média e desvio padrão e avaliados pela 

ANOVA utilizando-se o modelo GLM (General Linear Model). As variáveis 

independentes utilizadas foram: tempo de conservação (2, 24 e 48h), tipo de diluidor 

(ACPG, ACP, ACING e ACIN) e época do ano (chuvosa e seca). 

 

Em seguida, foram submetidos ao teste Tukey utilizando-se um 

delineamento em parcelas subdivididas (comparações triplas). Foi utilizado um nível 

de significância de 5%. Os ejaculados foram considerados repetições para cada 

tempo de conservação e diluidor testado (The SAS System, 8.0). 

 
 
 
 

TDM = X 100 

VIG 5 min 



6.2 Experimento in vivo 

 
 
6.2.1 Local de execução 

 
 
O experimento foi conduzido em propriedade particular situada no 

município de Boa Viagem-CE, localizado na microrregião do sertão de 

Quixeramobim, possuindo as coordenadas geográficas: 05º13’18,6” de latitude sul e 

39º48’19,4” de longitude oeste, com temperatura média anual entre 25°C e 35°C. 

 
 
6.2.2 Animais experimentais e tratamento hormonal 

 
 
Foram utilizadas 120 ovelhas mestiças de Santa Inês na época seca e 94 

na época chuvosa, com idade média de três anos e submetidas a manejo semi-

intensivo. Estas fêmeas foram previamente submetidas a tratamento hormonal, 

através da colocação de esponjas intravaginais impregnadas com 50 mg de acetato 

de medroxiprogesterona (MAP), que permaneceram durante 14 dias na porção 

cranial da vagina. No dia da retirada das esponjas foram administradas por via intra-

muscular 200 UI de gonadotrofina coriônica equina (eCG). 

 
 
6.2.3 Lotes experimentais 

 
 
As ovelhas foram distribuídas em dois lotes experimentais compostos por 

50% de ovelhas cada, de acordo com o tipo de diluidor de sêmen utilizado para a 

inseminação artificial: lote A (ACIN) e lote B (ACP). Durante a época seca, foram 

perdidas seis fêmeas do experimento, resultando num total de 114 ovelhas (60 

foram inseminadas com ACIN e 54 com ACP). 

 
 
6.2.4 Colheita e diluição do sêmen 

 
 

Em cada época estudada, o sêmen de dois carneiros da raça Santa Inês, 

previamente selecionados para as inseminações, foi colhido, pela manhã, por meio 



de vagina artificial e submetido à avaliação do volume (mL), motilidade massal 

(escore 0 a 5) e concentração espermática (x 109 sptz/mL). Após o pool foi dividido 

em duas alíquotas, as quais foram diluídas em ACIN (50 mL de água de coco in 

natura filtrada + 50 mL de solução de citrato de sódio a 2,5%) e em ACP (ACP-102 

tamponado + 100 mL de água destilada) e finalmente resfriadas a 4°C por 24 horas. 

 
 

6.2.5 Inseminação artificial  

 
 

O sêmen previamente resfriado foi transportado ao local da inseminação 

em recipiente térmico, sendo envasado em palhetas de 0,50 mL, contendo uma 

concentração de 200 milhões de espermatozóides por dose. Todas as ovelhas foram 

inseminadas por via cervical, independente do aparecimento do estro, entre 50 e 55 

horas após a retirada das esponjas. 

 
 

6.2.6 Diagnóstico de gestação 

 
 

Para o diagnóstico de gestação, foi utilizado um aparelho de ultrasom Pie 

Medical LC Vet 100 com transdutor linear de 6-8 MHz por via transretal, 50 dias 

após as inseminações.  

 
 
6.2.7 Análise estatística 

 
 

A taxa de fertilidade foi comparada entre os dois tratamentos (ACIN e ACP) 

e as duas épocas (chuvosa e seca) e analisada através do teste do Qui-quadrado, 

estimando-se a média e o desvio padrão com nível de significância de 5% de 

probabilidade (The SAS System, 8.0). 



7 RESULTADOS 
 
 

7.1 Experimento in vitro 

 
 
Os resultados de vigor (VIG), motilidade (MOT), taxa de degradação da 

motilidade (TDM) e morfologia espermática (ME) do sêmen ovino resfriado por até 

48 horas, nos diluidores e épocas testadas durante o teste de termorresistência, são 

mostrados nas Tabelas 1, 2 e 3.  

 

Quanto aos diluidores (TABELA 1), foram realizadas comparações entre: 

a) Mesmo diluidor, sendo um com gema de ovo e o outro sem este 

crioprotetor - ACING X ACIN e ACPG X ACP;  

b) Diluidores diferentes, sendo ambos com ou sem gema de ovo - ACING 

X ACPG e ACIN X ACP.  

 

Com relação à adição da gema de ovo, foi observada diferença 

significativa (P<0,05) nos valores de MOT entre os diluidores testados durante todo 

o tempo de resfriamento, tanto na época chuvosa quanto na seca. Já o VIG, 

apresentou diferença significativa (P<0,05) entre os diluidores ACING e ACIN, assim 

como entre os diluidores ACING e ACPG, resfriados por 2 e 24 horas na época 

seca. Resultados superiores foram observados no diluidor ACING (4,08 e 3,76), 

quando comparado com ACIN (3,66 e 3,32) e com ACPG (3,65 e 3,22), após 2 e 24 

horas, respectivamente. 

 

Quando comparados os três tempos de resfriamento (2, 24 e 48 horas), 

independente da época e do diluidor testado, foi possível verificar uma queda 

gradativa no vigor e na motilidade espermática (P<0,05). Durante a época chuvosa, 

os valores de motilidade e vigor apresentaram diferença significativa (P<0,05) entre 

2 e 48 horas de resfriamento. Já na época seca, este comportamento foi observado 

nos diluidores ACIN e ACP, com relação ao VIG. No diluidor ACING, o VIG diferiu 

(P<0,05) a partir de 24 horas de resfriamento e no diluidor ACPG diferiu entre 2 e 24 

horas e entre 2 e 48 horas. 



TABELA 1 - Vigor e motilidade do sêmen ovino diluído em água de coco in natura com e sem gema (ACING e ACIN) e ACP-102 

com e sem gema (ACPG e ACP) e resfriado por até 48 horas, durante as épocas chuvosa e seca no Estado do Ceará.  

Tempos de Resfriamento 
 

                                   VIG                                                                             MOT (%) 

Épocas Diluidores 

2 h 24 h 
 

48 h 
 

2 h 24 h 48 h 

Chuvosa 
 
 
 
 
 
 
 
 
Seca 

ACING  
 
ACIN 
 
ACPG 
 
ACP 
 
 
ACING  
 
ACIN 
 
ACPG 
 
ACP 

4,10 ± 0,441 
 

3,84 ± 0,551 
 

3,81 ± 0,581 
 

3,68 ± 0,571 
 
 

4,08 ± 0,48A1∗ 
 

3,66 ± 0,61B1 
 

3,65 ± 0,461∗∗ 
 

3,62 ± 0,531 

3,82 ± 0,571,2 
 

3,58 ± 0,641,2 
 

3,60 ± 0,561,2 
 

3,35 ± 0,691,2 
 
 

3,76 ± 0,52A1∗ 
 

3,32 ± 0,65B1,2 
 

3,22 ± 0,672,3∗∗ 
 

3,27 ± 0,611,2 

3,42 ± 0,532 
 

3,22 ± 0,612 
 

3,27 ± 0,60a2 
 

3,10 ± 0,672 
 
 

3,23 ± 0,782 
 

2,95 ± 0,732 
 

2,82 ± 0,87b3 
 

2,95 ± 0,702 

70,15 ± 16,02A1 
 

50,81 ± 12,39B1 
 

63,15 ± 15,11bA1 
 

50,34 ± 13,25B1 
 
 

77,18 ± 14,87A1 
 

56,89 ± 17,69B1 
 

73,81 ± 13,62aA1 
 

56,97 ± 16,82B1 
 

61,87 ± 15,95A1,2 
 

44,16 ± 12,28B1,2 
 

54,84 ± 14,38bA1,2 
 

42,43 ± 12,27B1,2 
 
 

70,20 ± 15,43A1 
 

44,67 ± 14,57B2 
 

63,92 ± 16,51aA2 
 

45,97 ± 15,32B2 

54,40 ± 15,08A2 
 

37,67 ± 11,92B2 
 

47,74 ± 12,53A2 
 

37,44 ± 11,73B2 
 
 

59,16 ± 19,24A2 
 

39,11 ± 14,83B2 
 

50,77 ± 19,94A3 
 

39,84 ± 14,52B2 

 
a,bletras diferentes, comparação entre as épocas chuvosa e seca (linhas) P<0,05; 
A,B,Cletras diferentes, comparação entre o diluidor ACING x ACIN e o ACPG x ACP (P<0,05); 
1,2,3números diferentes, comparação entre o tempo de resfriamento (2, 24 e 48 h) P<0,05; 
∗,∗∗asteriscos diferentes, comparação entre diluidores ACING x ACPG e ACIN x ACP (P<0,05). 



Ainda na época seca, observou-se que os valores de MOT diferiram 

significativamente (P<0,05) entre os três tempos de resfriamento no diluidor ACPG e 

que apresentou estabilidade até 24 horas, no diluidor ACING e a partir de 24 horas 

nos diluidores ACIN e ACP.  

 

Foi verificada diferença significativa (P<0,05) entre as épocas com relação 

ao VIG, somente nas amostras diluídas em ACPG e resfriadas por 48 horas, com 

resultado superior obtido na época chuvosa. Os valores de MOT também só 

diferiram entre as épocas nas amostras diluídas em ACPG, porém resfriadas por 2 e 

24 horas e neste caso, os resultados superiores foram obtidos na época seca. 

 

Com relação à TDM (TABELA 2), verificou-se diferença significativa 

(P<0,05) entre as épocas chuvosa e seca nas amostras diluídas em ACPG, após 48 

horas de resfriamento, sendo o maior valor da TDM (19,56 ± 25,47%) observado na 

época seca. Não foram observadas diferenças significativas entre os diluidores e 

tempos de resfriamento testados. 

  

TABELA 2 - Taxa de degradação da motilidade (TDM) do sêmen ovino diluído em 

água de coco in natura com e sem gema (ACING e ACIN) e ACP-102 com e sem 

gema (ACPG e ACP) e resfriado por até 48 horas, durante as épocas chuvosa e 

seca no Estado do Ceará.  

Épocas Diluidores  TDM (%)  

  2 h 24 h 48 h 

Chuvosa 
 

ACING  
 
ACIN 
 
ACPG 
 
ACP 
 

12,31 ± 6,83 
 

16,53 ± 8,45 
 

13,47 ± 12,20 
 

16,31 ± 14,95 
 

13,84 ± 11,25 
 

15,23 ± 11,99 
 

12,35 ± 11,23 
 

16,50 ± 16,58 
 

13,88 ± 10,96 
 

14,50 ± 7,62 
 

11,95 
± 9,86 b 
 

16,13 ± 13,28 
 

Seca ACING  
 
ACIN 
 
ACPG 
 
ACP 

14,61 ± 9,14 
 

18,95 ± 15,06 
 

13,83 ± 8,73 
 

15,82 ± 11,88 

14,70 ± 9,11 
 

17,07 ± 14,41 
 

13,92 ± 15,95 
 

13,70 ± 11,99 

19,41 ± 20,54 
 

21,28 ± 16,91 
 

19,56 ± 25,47 a 
 

16,85 ± 16,80 
a,bletras diferentes, comparação entre as épocas chuvosa e seca (linhas) P<0,05; 



Na morfologia espermática (TABELA 3), somente os valores da 

anormalidade de cabeça apresentaram diferença significativa (P<0,05) entre as 

épocas do ano. Esta diferença foi observada no diluidor ACP resfriado por 2 horas e 

no diluidor ACPG resfriado por 48 horas. A época seca mostrou valores superiores 

(9,53 ± 5,75 e 8,78 ± 10,97) aos da época chuvosa (4,86 ± 4,64 e 4,47 ± 3,78) nos 

diluidores ACP e ACPG, respectivamente. 

 

A maior porcentagem de anormalidades totais (12,34%) foi verificada no 

sêmen diluído em ACP resfriado por 48 horas e a menor (8,34%) no sêmen diluído 

em ACPG no início do resfriamento (2 horas), ambas observadas durante a época 

seca.   

 

 



TABELA 3 - Morfologia do sêmen ovino diluído em água de coco in natura com e sem gema (ACING e ACIN) e ACP-102 

com e sem gema (ACPG e ACP), resfriado por até 48 horas, após teste de termorresistência (TTR), durante as épocas 

chuvosa e seca no Estado do Ceará.  

Épocas do ano 
 
                              Chuvosa                                                                      Seca 

Tempos de 
Resfriamento 

Diluidor 

N AC AF N AC AF 

2 h 

ACING 
 
ACIN 
 
ACPG 
 
ACP 

182,27 ± 14,97 
 

179,50 ± 15,82 
 

182,14 ± 15,89 
 

179,98 ± 18,19 

4,86 ± 4,05 
 

7,12 ± 6,01 
 

4,23 ± 4,42 
 

4,86 ± 4,64b 

12,85 ± 15,33 
 

13,37 ± 15,51 
 

13,62 ± 15,80 
 

15,15 ± 18,73 

182,93 ± 17,16 
 

178,24 ± 17,99 
 

183,31 ± 16,13 
 

177,20 ± 17,78 

4,95 ± 4,30 

 
8,53 ± 5,99 

 
6,14 ± 5,49 

 
9,53 ± 5,75a 

12,10 ± 15,98 
 

13,21 ± 16,89 
 

10,54 ± 14,23 
 

13,26 ± 16,52 

24 h 

ACING 
 
ACIN 
 
ACPG 
 
ACP 

181,21 ± 15,69 
 

178,27 ± 15,20 
 

181,15 ± 16,43 
 

179,90 ± 16,43 

6,41 ± 9,39 
 

9,56 ± 10,71 
 

5,67 ± 8,94 
 

6,86 ± 9,17 

12,36 ± 14,27 
 

12,15 ± 13,13 
 

13,17 ± 15,49 
 

13,22 ± 15,61 

181,54 ± 16,63 
 

177,56 ± 17,82 
 

182,56 ± 15,66 
 

176,05 ± 18,88 

5,97 ± 5,17 
 

9,41 ± 6,55 
 

6,64 ± 7,62 
 

9,21 ± 5,83 

12,47 ± 15,67 
 

13,01 ± 16,41 
 

10,79 ± 12,82 
 

14,72 ± 17,57 

48 h 

ACING 
 
ACIN 
 
ACPG 
 
ACP 

180,26 ± 14,78 
 

176,77 ± 15,45 
 

180,55 ± 15,76 
 

177,08 ± 17,12 

4,43 ± 3,90 
 

7,71 ± 7,18 
 

4,47 ± 3,78b 
 

6,48 ± 6,35 

15,30 ± 15,02 
 

15,50 ± 15,59 
 

14,97 ± 15,81 
 

16,42 ± 17,50 

179,96 ± 16,50 
 

177,57 ± 16,87 
 

179,18 ± 17,35 
 

175,29 ± 18,54 

5,96 ± 5,41 
 

8,44 ± 6,99 
 

8,78 ± 10,97a 
 

9,70 ± 8,45 

14,07 ± 15,31 
 

13,98 ± 15,17 
 

12,03 ± 12,98 
 

14,99 ± 15,77 
a,bletras diferentes, comparação entre as épocas chuvosa e seca (colunas) P<0,05. 
N = n° de células normais; AC = n° de anormalidades de cabeça; AF = n° de anormalidades de flagelo 

 



7.2 Experimento in vivo 

 
 

As taxas de prenhez de ovelhas inseminadas com sêmen diluído em 

ACIN ou ACP e resfriado a 4°C por 24 horas durante as épocas chuvosa e seca são 

apresentados na TABELA 4.  

 

Nenhum dos dois diluidores (ACIN ou ACP) apresentou efeito significativo 

sobre os resultados da taxa de prenhez. O nível de significância para o efeito da 

época, está expresso na TABELA 4. Foi observada diferença significativa somente 

entre as épocas chuvosa e seca (p = 0,003). 

 

Durante a época chuvosa a maior taxa de prenhez foi observada nas 

ovelhas inseminadas com o diluidor ACP, enquanto que na época seca a taxa de 

prenhez foi maior com a utilização do diluidor ACIN. Porém, a diferença não foi 

estatisticamente significativa. Foi observada maior taxa de prenhez durante a época 

seca (81,58%) quando comparada com a época chuvosa (63,83%), 

independentemente dos diluidores utilizados. 

 

TABELA 4 - Taxas de prenhez de ovelhas inseminadas com sêmen diluído em água 

de coco in natura (ACIN) ou em ACP-102 (ACP) e resfriado a 4°C por 24 horas 

durante a época chuvosa (n = 94) e seca (n = 114).  

 Época chuvosa Época seca 

ACIN 61,70% (29/47) 85,00% (51/60) 

ACP 65,96% (31/47) 77,78% (42/54) 

Total 63,83% (60/94)∗∗ 81,58% (93/114)∗ 
∗, ∗∗Épocas chuvosa e seca diferiram (χ2 = 8,34; p = 0,003). 

 

 

 



8 DISCUSSÃO 

 
 

8.1 Experimento in vitro 

 
 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, constatou-se que a 

gema de ovo (TABELA 1) exerce ação benéfica quando adicionada aos diluidores 

água de coco in natura (ACIN) e ACP-102 (ACP), independente do tempo de 

resfriamento. A fração lipoprotéica de baixa densidade da gema de ovo é a fonte de 

proteção do espermatozóide ovino contra os efeitos do armazenamento a 5ºC 

(WATSON e MARTIN, 1975; MOUSSA et al., 2002). Utilizando água de coco in 

natura adicionada de 2,5% de gema de ovo, para o resfriamento do sêmen ovino a 

4ºC, FIGUEIRÊDO et al. (2001) observaram que os espermatozóides ainda 

encontravam-se viáveis, mesmo após 72 horas de conservação.  

 

Já foi demonstrado que a adição de gema de ovo ao diluidor teve efeito 

benéfico sobre a MOT do sêmen ovino (FISER e FAIRFULL, 1986), o que se 

confirmou neste estudo tanto na época chuvosa quanto na seca. Os diluidores 

utilizados neste estudo (ACIN e ACP), quando adicionados deste crioprotetor, 

apresentaram valores de MOT superiores aos dos mesmos diluidores sem gema. 

 

Num estudo recente, BRAZ (2003) observou que o ACP-102® apresentou 

valores bem próximos aos do diluidor à base de leite com relação aos parâmetros de 

motilidade, ao resfriar o sêmen ovino por até 24 horas. O presente estudo confirmou 

que o diluidor ACP-102 apresenta boa capacidade conservadora, pois mostrou 

valores semelhantes aos observados no diluidor água de coco in natura, quando 

ambos foram utilizados sem adição do crioprotetor gema de ovo. 

 

Verificou-se neste estudo (TABELA 1), que independente do diluidor 

utilizado, o processo de resfriamento causou significativa redução na qualidade 

espermática, conforme havia sido observado por MILCZEWSKI et al. (2000a). 

Segundo SALAMON e MAXWELL (1995), a diminuição e aumento na temperatura, 

assim como a manipulação do sêmen durante o processo de conservação, 



promovem inevitavelmente, redução na motilidade e causam danos ultra-estruturais, 

bioquímicos e funcionais aos espermatozóides. 

 

Segundo BARIL et al., (1993) e o manual do CBRA (1998), dentre os 

demais padrões seminais, os valores desejáveis para a seleção de carneiros para a 

monta natural são: MOT = 70% e VIG = 3. Portanto, no presente trabalho, somente a 

média geral de VIG encontra-se de acordo com estas recomendações. No entanto, 

de acordo com MORAES (1997) o sêmen de ovinos aptos para a cobertura deve 

apresentar MOT > 50% e VIG > 2, estando a maioria dos resultados encontrada no 

presente estudo de acordo com esta recomendação, ou seja, comparáveis aos 

resultados observados com sêmen fresco. 

 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho (TABELA 1), a época 

do ano teve influência sobre a qualidade do sêmen diluído em ACP-102 adicionado 

de gema de ovo. No entanto, não inviabilizou sua utilização, visto que à exceção do 

valor da MOT na época chuvosa após 48 horas de resfriamento, os valores do VIG e 

da MOT estavam dentro dos valores recomendados por MORAES (1997). 

 

Com o objetivo de avaliar a sazonalidade reprodutiva de carneiros Santa 

Inês nas condições climáticas do Distrito Federal, MARTINS et al. (2003) não 

observaram variação da motilidade. Trabalhando com caprinos no Ceará, CAMPOS 

(2003) também obteve resultado semelhante. No presente estudo, nas condições do 

estado do Ceará, tanto o VIG quanto a MOT sofreram variações de acordo com a 

época do ano. 

 

É bem conhecido que temperaturas elevadas exercem efeitos deletérios 

sobre a qualidade do sêmen, podendo produzir alterações como: elevação do pH e 

da porcentagem de espermatozóides anormais, diminuição da motilidade, da 

concentração espermática, do volume e da motilidade progressiva (CORTEEL, 

1981). Ao contrário do que se esperava, neste estudo os valores da MOT foram 

superiores na época seca, quando a possibilidade dos animais sofrerem estresse 

devido ao calor é bem maior. Isso sugere que a suplementação alimentar fornecida 

neste período tenha melhorado as condições do metabolismo fisiológico, aliada à 

boa adaptação dos animais às condições do clima na época seca. 



A época seca do ano teve influência negativa sobre a TDM (TABELA 2) 

no final do tempo de resfriamento (48h) do sêmen ovino diluído em ACPG. CAMPOS 

et al. (2004) também observaram efeito da época do ano sobre o sêmen caprino 

lavado após diluição em água de coco in natura, porém a maior TDM foi encontrada 

na época chuvosa. Não foram observadas diferenças significativas entre os 

diluidores e tempos de resfriamento testados neste estudo com relação à TDM, 

conforme foi também observado por FIGUEIRÊDO (2002), ao trabalhar com 

diluidores à base de água de coco para o resfriamento do sêmen caprino. 

 

Com relação à morfologia espermática (TABELA 3), o diluidor utilizado, a 

época do ano e o tempo de resfriamento não exerceram efeito sobre o número de 

espermatozóides normais e com anormalidade de flagelo.  

 

No presente estudo foram submetidas à análise estatística somente as 

anormalidades de cabeça (AC) e de flagelo (AF), pois as demais alterações na 

morfologia espermática como defeito de peça intermediária (DPI), gota 

citoplasmática proximal (GCP) e gota citoplasmática distal (GCD) foram 

consideradas mínimas para este fim.  

 

Dentre as anormalidades espermáticas, somente o número de 

espermatozóides com anormalidade de cabeça apresentou aumento durante a 

época seca, após 2 e 48 horas de resfriamento, indicando um processo de 

desestabilização da estrutura das células espermáticas, enquanto que o número de 

anormalidades de flagelo manteve-se estável. MARTINS et al. (2003) observaram 

além de anormalidades de cabeça, anormalidades de peça intermediária, também 

durante a época seca. Este resultado diferiu do obtido por MILCZEWSKI et al. 

(2000a) que verificaram aumento na porcentagem de espermatozóides com 

anormalidade de flagelo no sêmen ovino resfriado por 8 horas a 5°C.  

 

Nenhuma das porcentagens de anormalidades espermáticas totais 

observadas no presente estudo ultrapassou o limite máximo de utilização do sêmen 

ovino, que segundo o manual do CBRA (1998) não deve ser superior a 20%. A 

maior porcentagem (12,34%) verificada no final do tempo de resfriamento (48 horas) 



foi inferior à observada por. MILCZEWSKI et al. (2000a), no sêmen ovino fresco 

(12,9%).  

 

Segundo COLAS (1980) e REGE et al. (2000), o total de espermatozóides 

normais é o melhor indicador do efeito da época do ano, pois este fator é muito 

correlacionado com o teste de fertilidade in vivo. Como a época do ano não exerceu 

efeito sobre o número de espermatozóides normais neste experimento, o sêmen 

colhido tanto na época chuvosa quanto na seca pode ser considerado satisfatório. 

 
 
8.2 Experimento in vivo 

 
 

Os vários diluidores utilizados para conservação do sêmen ovino resfriado 

a 4°C ou 15°C não permitem um tempo de armazenamento mais prolongado, sendo 

a sua utilização limitada a 8 horas para obtenção de boas taxas de fertilidade. Após 

12 – 24 horas de armazenamento, o poder fecundante do espermatozóide ovino 

diminui (30% ou mais) e, consequentemente, a fertilidade após a inseminação 

artificial (MAXWELL e SALAMON, 1993). 

 

No presente estudo, os resultados de prenhez das ovelhas para os dois 

diluidores testados (ACIN e ACP), independente da época, foram bastante 

satisfatórios, uma vez que as inseminações foram realizadas por via cervical e com 

sêmen resfriado a 4°C por 24 horas. Estes valores foram semelhantes aos obtidos 

por MILCZEWISKI et al. (2000b) por via intra-uterina (85,71% e 69,56%), uma vez 

que as taxas de prenhez obtidas por via cervical foram de 21,74% e 8,33%, 

utilizando os diluidores citrato-gema e Cornell University Extender, respectivamente, 

para o resfriamento do sêmen ovino a 5°C por 8 a 10 horas. MACHADO (2003), 

trabalhando com sêmen ovino resfriado a 4°C por no máximo 6 horas, obteve taxas 

de prenhez bem inferiores, de 25,8% com água de coco in natura e de 48% com 

água de coco em pó, após inseminações por via cervical.  

 

No experimento in vitro, a média geral dos valores de VIG e MOT não 

diminuiu significativamente após 24 horas de conservação a 4°C, o que explica a 

excelente fertilidade in vivo com o sêmen também conservado por 24 horas. 



A sincronização do estro implica no tratamento hormonal em ovelhas, o 

que pode ter um efeito negativo sobre a fertilidade (ANEL et al., 2005), porém no 

presente estudo, as ovelhas que tiveram o estro natural e sincronizado com 

hormônios obtiveram taxas de prenhez variando entre 61,70% e 85%. Estes 

resultados foram próximos aos verificados por DONOVAN et al. (2004), que não 

observaram diferença significativa em taxas de prenhez entre ovelhas inseminadas 

com sêmen fresco durante o estro natural (82%) e àquelas submetidas à 

sincronização (70%). 

 

No presente trabalho, a dose inseminante foi de 200 milhões de 

espermatozóides em 0,50 mL, semelhante à utilizada por SOUSA (2002), que 

obteve médias de prenhez de 41,9% com sêmen fresco e 21,5% com sêmen 

resfriado em ovelhas com estro sincronizado. Quando as inseminações foram 

realizadas em ovelhas com estro natural e empregando-se 100 milhões de 

espermatozóides, as taxas foram de 78,6% para o sêmen fresco e 71,4% para o 

sêmen resfriado por 24 horas a 5°C. 

 

Acredita-se que os resultados inferiores obtidos durante a época chuvosa, 

sejam devido às exposições destas ovelhas a fatores ambientais como a elevada 

umidade relativa do ar e variações de temperatura. MACHADO e SIMPLÍCIO (1998) 

já haviam observado este efeito negativo da época chuvosa, evidenciado pelas 

quedas nas taxas reprodutivas. 

 

 

 



9 CONCLUSÕES 

 
 

A apresentação da água de coco em forma de pó não altera as suas 

propriedades favoráveis ao metabolismo dos espermatozóides, mantendo uma boa 

sobrevivência das células espermáticas por um período equivalente a dois dias. 

 

A adição de gema de ovo aos diluidores água de coco in natura e em pó 

(ACP-102), torna-se necessária para a manutenção da integridade e da qualidade 

do sêmen ovino resfriado a 4°C, por um período de até dois dias. 

 

A época do ano, nas condições climáticas do Estado do Ceará, tem 

influência sobre a qualidade do sêmen resfriado e avaliado in vitro, porém não 

inviabiliza sua utilização no decorrer do ano. 

 

Ambos diluidores à base de água de coco apresentam boa capacidade 

conservadora, pois mantêm o sêmen ovino viável e com níveis satisfatórios de 

fertilidade, mesmo após 24 horas de resfriamento a 4°C. 

 

No Estado do Ceará, ao se trabalhar com um grande efetivo de ovelhas 

em épocas de chuvas intensas, deve-se recomendar que as inseminações artificiais 

sejam realizadas no fim da época seca com a devida suplementação alimentar; visto 

que os efeitos prejudiciais observados durante a época chuvosa, podem diminuir a 

eficiência reprodutiva das fêmeas inseminadas, acarretando em sérias perdas 

econômicas para o produtor.  

 

 

 

 

 

 



10 PERSPECTIVAS 

 
 

Novos ensaios utilizando-se a água de coco em forma de pó (ACP-102) 

deverão ser desenvolvidos, especialmente aqueles relacionados ao congelação do 

sêmen ovino; 

 

Desenvolvidos os experimentos sobre congelação do sêmen ovino em 

diluidores à base de água de coco, a fertilidade de ovelhas inseminadas por via 

cervical poderia ser mensurada; 
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Resumo1 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a fertilidade de ovelhas após inseminação 

com sêmen diluído em água de coco in natura (ACIN) e em pó (ACP-102) e 

resfriado a 4°C por 24 horas, durante o período chuvoso e seco no Estado do 

Ceará. As ovelhas foram previamente submetidas a tratamento hormonal, 

através da colocação de esponjas intravaginais impregnadas com 50 mg de 

acetato de medroxiprogesterona, onde permaneceram durante 14 dias. No dia 

da retirada das esponjas foram administradas por via intramuscular 200 UI de 

gonadotrofina coriônica equina. As ovelhas foram distribuídas em dois lotes 

experimentais de acordo com o tipo de diluidor de sêmen utilizado para a 

inseminação artificial: lote A (ACIN) e lote B (ACP-102). As inseminações foram 

realizadas entre 50 e 55 horas após a retirada das esponjas com sêmen 
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resfriado por 24 horas. Não foi observada diferença significativa (P<0,05) entre 

os diluidores testados. Com relação à época da inseminação, verificou-se uma 

maior taxa de prenhez (83,30%) durante a época seca do que na chuvosa 

(68,69%). Conclui-se que ambos diluidores à base de água de coco 

apresentam boa capacidade conservadora, pois mantêm o sêmen ovino viável 

e com níveis satisfatórios de fertilidade mesmo após 24 horas de resfriamento 

a 4°C. Independente do diluidor utilizado, a época da inseminação artificial no 

estado do Ceará pode influenciar a taxa de prenhez em ovelhas. 

Palavras-chave: sêmen, ovelhas, diluidor, resfriamento.  

 

Abstract 

The aim of this work was to evaluate the fertility of ewes after artificial 

insemination with semen diluted in coconut water in natura (CWIN) and in 

powder (ACP-102) and cooled at 4°C for 24 hours, during the rainy and dry 

period in the in the Ceará State. The ewes were previously submitted to a 

hormonal treatment, through of the placing of intra-vaginal sponges 

impregnated with 50 mg of medroxyprogesterone acetate, where it was remain 

during 14 days. In the day of the removal of the sponges were injected 

intramuscularly, 200 IU of equine chorionic gonadotrophin. The ewes were 

distributed in two experimental groups agreed with the extender of semen used 

to artificial insemination: group A (CWIN) and group B (ACP-102). The 

inseminations with cooled semen for 24 hours were achieved between 50 and 

55 hours after the removal of the sponges. No statistical difference (P<0.05) has 

been found between extenders tested. Regarding season of the insemination 

was observed higher pregnancy rate (83.30%) during the dry season in 

comparison with the rainy season (68.69%). In conclusion, both extenders 



 

based on coconut water present good preservative capacity, since the ram 

semen is maintained viable and with satisfactory values of fertility after 24 hours 

of cooling to 4°C. Independently of extender used, the season of the artificial 

insemination in the Ceará State can influence the pregnancy rate in ewes.      

Keywords: semen, ewes, extender, cooling.  

 
Introdução 

A inseminação artificial é uma técnica que permite a aceleração dos 

benefícios advindos do melhoramento animal, já que o patrimônio genético dos 

melhores reprodutores pode ser utilizado de forma mais eficiente, se difundido 

para um maior número de fêmeas (Aguinski, 1993).  

O emprego de sêmen resfriado vem se tornando cada vez mais 

popular, aumentando significativamente seu uso durante a última década, em 

decorrência da praticidade e viabilidade espermática desta biotécnica 

(Carneiro, 2002). Muitos trabalhos têm sido realizados na tentativa de melhorar 

a capacidade fertilizante do sêmen ovino congelado e resfriado que ainda 

apresentam resultados insatisfatórios quando utilizado in vivo (Milczewski et al., 

2000). 

Segundo Roca et al. (2000), o uso efetivo de sêmen resfriado para 

inseminação artificial, depende da habilidade do diluidor em promover um 

ambiente apropriado para o espermatozóide durante sua conservação. 

Independente do diluidor utilizado para o sêmen resfriado, o tempo de 

utilização é limitado a aproximadamente 10 horas, e após 24 horas de 

armazenamento, a fertilidade diminui significativamente com o emprego da 

inseminação cervical (Maxwell e Salamon, 1993). Como agravante, na região 

semi-árida do Nordeste do Brasil, são determinadas duas épocas, seca e 



 

chuvosa, que interferem na disponibilidade de alimentos, na temperatura e 

influenciam conseqüentemente a atividade sexual do macho caprino e ovino 

(Silva e Nunes, 1984).  

A viabilidade e um maior tempo de sobrevivência dos espermatozóides 

da espécie ovina requerem prioridade na busca de diluidores que permitam 

uma maior proteção das células espermáticas. Neste contexto, encontra-se a 

água de coco que tem demonstrado exercer ação benéfica sobre os 

espermatozóides de vários mamíferos domésticos. Com o intuito de simplificar 

a utilização da água de coco como diluidor, Salgueiro et al. (2002) a 

padronizaram na forma de pó, constituindo o produto ACP-102. 

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a fertilidade de 

ovelhas após inseminação com sêmen diluído em água de coco in natura 

(ACIN) e em pó (ACP-102) e resfriado a 4°C por 24 horas, durante a época 

chuvosa e seca no Estado do Ceará. 

 

Material e métodos 

O experimento foi conduzido em propriedade particular situada no 

município de Boa Viagem-CE, localizado na microrregião do sertão de 

Quixeramobim, possuindo as coordenadas geográficas: 05º13’18,6” de latitude 

sul e 39º48’19,4” de longitude oeste. 

Foram utilizadas 94 ovelhas mestiças de Santa Inês na época chuvosa 

e 120 na época seca, com idade média de três anos e submetidas a manejo 

semi-intensivo. Estas fêmeas foram previamente submetidas a tratamento 

hormonal, através da colocação de esponjas intravaginais impregnadas com 50 

mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP), que permaneceram durante 14 

dias na porção cranial da vagina. No dia da retirada das esponjas foram 



 

administradas por via intra-muscular 200 UI de gonadotrofina coriônica equina 

(eCG). 

As ovelhas foram distribuídas em dois lotes experimentais compostos 

por 50% de ovelhas cada, de acordo com o tipo de diluidor de sêmen utilizado 

para a inseminação artificial: lote A (ACIN) e lote B (ACP-102). Durante a 

época seca, foram perdidas seis fêmeas do experimento, resultando num total 

de 114 ovelhas (60 foram inseminadas com ACIN e 54 com ACP-102). 

Em cada época estudada, o sêmen de dois carneiros da raça Santa 

Inês, previamente selecionados para as inseminações, foi colhido e submetido 

à avaliação do volume (mL), motilidade massal (escore 0 a 5) e concentração 

espermática (x 109 sptz/mL). Em seguida foram divididos em duas alíquotas, 

diluídos em água de coco in natura (50 mL de ACIN + 50 mL de citrato de sódio 

a 2,5%) e em pó (ACP-102 + 100 mL de água destilada) e finalmente resfriados 

a 4 °C por 24 horas. 

O sêmen previamente resfriado foi transportado ao local da 

inseminação em recipiente térmico, sendo envasado em palhetas de 0,50 mL, 

contendo uma concentração de 200 milhões de espermatozóides por dose, 

somente no momento das inseminações (50 e 55 horas após a retirada das 

esponjas). Todas as ovelhas foram inseminadas por via cervical independente 

do aparecimento do estro. 

Para o diagnóstico de gestação, foi utilizado um aparelho de ultrasom 

Pie Medical LC Vet 100 com transdutor linear de 6-8 MHZ por via transretal, 

cerca de 50 dias após as inseminações. A fertilidade foi avaliada através da 

comparação da taxa de prenhez entre os dois períodos (chuvoso e seco) e os 

dois diluidores. 



 

A taxa de fertilidade foi comparada entre os dois tratamentos (ACIN e 

ACP-102) e as duas épocas (chuvosa e seca) e analisadas através do teste do 

Qui-quadrado, estimando-se a média e desvio padrão com nível de 

significância de 5% de probabilidade. 

 

Resultados e discussão 

 Nenhum dos diluidores (ACIN e ACP-102) mostrou efeito significativo 

sobre os resultados. O nível de significância para o efeito da época, está 

expresso na Tab. 1. Foi observada diferença significativa somente entre as 

épocas chuvosa e seca (p = 0,003).  

As taxas de prenhez de ovelhas inseminadas com sêmen diluído em 

ACIN ou ACP-102 e resfriado a 4°C por 24 horas durante as épocas chuvosa e 

seca são apresentados na Tab. 2. Durante a época chuvosa a maior taxa de 

prenhez foi observada nas ovelhas inseminadas com o diluidor ACP-102, 

enquanto que na época seca com a utilização do diluidor ACIN verificou-se 

maior taxa de ovelhas gestantes. Porém, a diferença não foi estatisticamente 

significativa. 

Segundo Maxwell e Salamon (1993), os vários diluidores utilizados 

para conservação do sêmen ovino resfriado a 4 ou 15°C não permitem um 

armazenamento longo, sendo a sua utilização limitada a 8 horas para obtenção 

de boas taxas de fertilidade. Após 12 – 24 horas de armazenamento, o poder 

fecundante do sêmen diminui (30% ou mais), e consequentemente, a fertilidade 

após a inseminação artificial.  

No presente estudo, os resultados de prenhez para os dois diluidores 

testados, independente da época, foram bastante satisfatórios, uma vez que as 



 

inseminações foram realizadas por via cervical e com sêmen resfriado por 24 

horas. Estes valores foram semelhantes aos obtidos por via intra-uterina com 

sêmen ovino resfriado a 5°C por 8 a 10 horas, em estudo realizado por 

Milczewiski et al. (2000). 

A sincronização do estro implica no tratamento hormonal em ovelhas e 

isto pode ter um efeito negativo sobre a fertilidade (Anel et al., 2005), porém no 

presente estudo, as ovelhas que foram sincronizadas hormonalmente, 

obtiveram taxas de prenhez variando entre 61,70% e 85%. Estes resultados 

foram próximos aos verificados por Donovan et al. (2004), que não observaram 

diferença significativa em taxas de prenhez entre ovelhas inseminadas com 

sêmen fresco durante o estro natural (82%) e àquelas submetidas à 

sincronização (70%). 

No trabalho atual, a dose inseminante foi de 200 milhões de 

espermatozóides, semelhante à utilizada por Sousa (2002), que obteve médias 

de prenhez de 41, 9% com sêmen fresco e 21,5% com sêmen resfriado em 

ovelhas com estro sincronizado. Quando as inseminações foram realizadas em 

ovelhas com estro natural e empregando-se 100 milhões de espermatozóides, 

as taxas foram de 78,6% para o sêmen fresco e 71, 4% para o sêmen resfriado 

por 24 horas a 5°C. 

As taxas de prenhez de ovelhas inseminadas durante as épocas 

chuvosa e seca estão expressas na Fig. 1. Foi observada maior taxa de 

prenhez durante a época seca (81,58%) quando comparada com a época 

chuvosa (63,83%). Acredita-se que estes menores resultados obtidos durante a 

época chuvosa, sejam devido às maiores exposições destas ovelhas às 

parasitoses e doenças pulmonares, além da qualidade das pastagens que 



 

pode ter sido afetada pelo excesso de chuva que ocorreu durante o 

experimento. Machado e Simplício (1998), já haviam observado este efeito 

negativo da época chuvosa sobre o nascimento de cordeiros, evidenciado 

pelas quedas nas taxas reprodutivas devido à mortalidade das crias por 

pneumonias e por proliferação de eventuais patógenos no ambiente com maior 

umidade. 

 

Tabela 1 - Taxas de prenhez de ovelhas inseminadas com sêmen diluído em 

ACIN e ACP-102 e resfriado a 4°C por 24 horas durante a época chuvosa (n = 

94) e seca (n = 114).  

 Época chuvosa Época seca 

 N° Percentagem N° Percentagem 

ACIN 29 (47) 61,70% 51 (60) 85,00% 

ACP-102 31 (47) 65,96% 42 (54) 77,78% 

Total 60 (94) 63,82%∗∗ 93 (114) 81,58%∗ 

∗, ∗∗Épocas chuvosa e seca diferiram (χ2 = 8,34; p = 0,003). 
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FIGURA 1 – Taxas de prenhez em ovelhas inseminadas durante a época 

chuvosa e seca no Estado do Ceará com sêmen diluído em água de coco in 

natura (ACIN) e em pó (ACP-102). 

 

Conclusões 

Conclui-se que ambos diluidores à base de água de coco apresentam 

boa capacidade conservadora, pois mantêm o sêmen ovino viável e com níveis 

satisfatórios de fertilidade mesmo após 24 horas de resfriamento a 4°C.  

Independente do diluidor utilizado (ACIN ou ACP-102), a época da 

inseminação artificial no estado do Ceará pode influenciar a taxa de prenhez 

em ovelhas.  
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RESUMO 

Diluidores à base de água de coco em pó (ACP-102) ou in natura (ACIN) 

foram utilizados para resfriamento do sêmen ovino colhido durante as épocas chuvosa 

(fevereiro a abril) e seca (outubro a dezembro). Testes de termorresistência foram 

realizados aos 5, 60 e 120 minutos de incubação a 37°C, para avaliação do vigor (VIG) 

e da motilidade (MOT), após 2, 24 e 48h de resfriamento a 4°C. Com relação ao VIG e 

MOT, houve diferença estatística entre os diluidores (P<0,05), dentro de cada tempo de 

resfriamento e época do ano. Diferenças significativas foram observadas entre as épocas 

chuvosa e seca (P<0,05), quanto ao VIG, com resultados superiores no período 

chuvoso. Conclui-se que a água de coco em pó (ACP-102) poderá tornar-se uma 

alternativa para diluição e resfriamento do sêmen ovino a 4ºC, pois manteve a 

sobrevivência espermática por até 48h, comparável à água de coco in natura. Verificou-



 

se que a época seca do ano, nas condições do Estado do Ceará, influi negativamente 

sobre o vigor espermático, porém não inviabiliza sua utilização. 

PALAVRAS-CHAVE: diluidor, resfriamento, sêmen, ovino. 

 

SUMMARY 

Extenders based on coconut water in powder (ACP-102) or in natura (CWIN) 

were used for cooling ram semen collected during rainy (February to April) and dry 

(October to December) seasons. The thermoresistance tests were performed at 5, 60 and 

120 minutes of incubation to evaluation of vigor (VIG) and progressive motility (MOT), 

after 2, 24 and 48h of cooling at 4°C. Regarding VIG and MOT, there were observed 

statistical differences between extenders (P<0.05), within each cooling period and 

season of the year. Significant differences were observed between raining and dry 

periods (P<0.05), regarding to VIG, with superior results at rainy season. In conclusion, 

the ACP-102 might becomes an alternative for dilution and cooling ram semen at 4ºC, 

since it maintained the spermatic survival for up to 48h, comparable to coconut water in 

natura. In the conditions of Ceará State, the dry season influences negatively on the 

spermatic vigor, however without compromise its use. 

KEYWORDS: extender, cooling, semen, ram. 

 

INTRODUÇÃO 

Na região semi-árida do Nordeste do Brasil, os efeitos do clima delimitam 

duas épocas, uma seca e outra chuvosa. Esse aspecto interfere na disponibilidade e 

qualidade das forragens e na temperatura ambiente e dessa forma influencia a atividade 

sexual dos machos caprinos e ovinos deslanados (SILVA & NUNES, 1984). Como 

agravante, o processo de conservação do sêmen ovino provoca danos aos 

espermatozóides, reduzindo a sua capacidade fecundante (SALAMON & ROBINSON, 



 

1962; MAXWELL & WATSON, 1996). Os efeitos prejudiciais da conservação são 

menos pronunciados no sêmen resfriado do que no sêmen congelado (MAXWELL & 

WATSON, 1996). Assim, o uso do sêmen resfriado poderia ser uma alternativa ao 

sêmen congelado, desde que utilizado num curto espaço de tempo após a coleta 

(PAULENZ et al., 2002). 

Os vários diluidores utilizados para conservação do sêmen ovino resfriado a 

4ºC ou 15ºC não permitem o armazenamento por um período longo. Para o sêmen 

conservado a 15ºC ou 4ºC, os períodos máximos de conservação para a obtenção de 

taxas aceitáveis de fertilidade após inseminação cervical é de 6 a 12 horas e de 24 horas, 

respectivamente (EVANS & MAXWELL, 1990).   

Uma solução à base de água de coco com comprovado poder protetor para as 

células espermáticas, tem sido apontada como uma alternativa tecnológica de meio 

diluidor para sêmen (FLORES & NUNES, 1992). No entanto, sua utilização depara-se 

com algumas dificuldades de ordem prática, como a disponibilidade de frutos com seis 

meses de maturação e a impossibilidade de armazenamento (BRAZ et al., 2003).  

Com o intuito de simplificar a utilização da água de coco como diluidor, 

SALGUEIRO et al. (2002) a padronizaram na forma de pó, constituindo o produto 

ACP-102, para uso na espécie ovina. Este trabalho teve como objetivo utilizar a água de 

coco in natura e em pó para o resfriamento do sêmen ovino a 4ºC por até 48 horas, 

durante as épocas chuvosa e seca no Estado do Ceará. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Tecnologia do Sêmen Caprino 

e Ovino (LTSCO) da Universidade Estadual do Ceará, em Fortaleza - CE que está 



 

situada em uma planície litorânea a 3º45’47” de latitude sul e 38º30’37” de longitude 

oeste. 

Foram utilizados quatro machos ovinos da raça Santa Inês com idade média de 

um ano, submetidos ao regime de manejo intensivo de criação. Os animais foram 

mantidos em baias de alvenaria individuais, recebendo no cocho, 500g de concentrado, 

capim-elefante picado, feno de tifton, sal mineral e água à vontade. O sêmen dos 

reprodutores foi coletado por meio de vagina artificial, uma vez por semana nas épocas 

chuvosa (fevereiro a abril) e seca (outubro a dezembro), perfazendo um total de 48 

ejaculados por período.  

Foram testados dois diluidores elaborados conforme protocolo a seguir: 

ACIN- 50 mL de água de coco in natura filtrada + 50 mL de solução de citrato de sódio 

a 2,5% e ACP-102 – água de coco em pó tamponada (6g) + 100 mL de água destilada. 

Foram retirados 3,0% do volume total de cada diluidor e acrescentada a mesma 

quantidade de gema de ovo. A água de coco em pó foi obtida através de um processo de 

pulverização da água de coco in natura (endosperma líquido) em aparelho denominado 

“Spray Dryer”.  

Após a colheita, o sêmen de cada reprodutor foi avaliado quanto ao volume 

(mL), motilidade massal (escore de 0-5) e concentração espermática (x109 sptz/mL). O 

sêmen foi dividido em duas alíquotas, que foram diluídas em ACIN e ACP-102 

(concentração final de 200 x 106 sptz/mL), previamente aquecidos a 37ºC em banho-

maria. Em seguida, os tubos de ensaio contendo as amostras foram acondicionados em 

geladeira, dentro de beckers contendo água do banho-maria (a 37°C) até que a 

temperatura atingisse 4ºC. 

Amostras do sêmen resfriado foram submetidas ao teste de termorresistência 

(TTR) em banho-maria a 37ºC e avaliadas quanto ao vigor (VIG) e motilidade (MOT) 



 

aos 5, 60 e 120 minutos de incubação. Estas avaliações foram realizadas às 2, 24 e 48h 

de resfriamento. A taxa de degradação da motilidade (TDM) foi calculada ao final de 

cada TTR e tempo de resfriamento, pela seguinte fórmula: 

 

                                                             VIG 5 min - VIG 120 min  

 

 

Os parâmetros de VIG, MOT e TDM, nos diferentes tempos de conservação 

(2, 24 e 48h) e diluidores (ACIN e ACP-102), foram expressos em média e desvio 

padrão e submetidos ao teste Tukey, utilizando-se um delineamento em parcelas 

subdivididas (P<0,05). Os ejaculados foram considerados repetições para cada tempo de 

conservação e diluidor testado (The SAS System, 8.0). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados de vigor (VIG) e motilidade (MOT) do sêmen ovino resfriado 

por até 48 horas, nos diluidores e épocas testadas durante o TTR, são mostrados nas 

Tabelas 1, 2 e 3. A TDM, calculada após o TTR, pode ser observada na Figura 1.  

Verificou-se diferença significativa (P<0,05) entre os diluidores ACIN e ACP-

102, com relação aos valores de VIG. Já os valores da MOT não diferiram entre as 

amostras da época seca, resfriadas por 2 e 24 horas e incubadas por até 60 minutos. O 

presente estudo demonstrou que o diluidor ACP-102 apresenta capacidade 

conservadora, pois apresentou valores próximos aos observados no diluidor ACIN, 

apesar de estatisticamente inferiores. Num estudo recente, BRAZ (2003) comparou a 

utilização do diluidor ACP-102 com a do diluidor à base de leite no resfriamento do 

sêmen ovino por até 24 horas e observou que ambos apresentaram valores bem 

próximos com relação aos parâmetros de motilidade. 

TDM  = X 100 

VIG 5 min 



 

Verificou-se neste estudo, que o processo de resfriamento causou significativa 

redução na qualidade espermática, conforme havia sido observado por MILCZEWSKI 

et al. (2000). Segundo SALAMON & MAXWELL (1995), a diminuição e aumento na 

temperatura, assim como a manipulação do sêmen durante o processo de conservação, 

promovem inevitavelmente, redução na motilidade e causam danos ultra-estruturais, 

bioquímicos e funcionais nos espermatozóides. 

No início da incubação a 37ºC (Tabela 1), já era possível verificar uma queda 

gradativa na motilidade espermática, quando comparados os tempos de resfriamento, 

independente da época e do diluidor testados (P<0,05). Este comportamento também foi 

observado após 60 e 120 minutos de incubação. Aos 5 minutos, os valores de VIG e 

MOT no diluidor ACP-102 durante a época chuvosa foram: 3,89 e 73,54%; 3,59 e 

64,50% e 3,31 e 56,25% após 2, 24 e 48 horas de conservação, respectivamente. 

Durante a época seca, os valores encontrados foram: 3,80 e 79,58%; 3,01 e 70,41% e 

2,67 e 56,04%. Estes resultados foram superiores aos observados por BRAZ (2003) no 

sêmen diluído em ACP-102 e resfriado a 4 ºC por 2 horas (2,53 e 51,67%) e 24 horas 

(1,97 e 41,81%). 

Acredita-se que os resultados superiores obtidos neste estudo devam-se à 

adição do crioprotetor gema de ovo aos diluidores testados, promovendo uma maior 

proteção às células espermáticas. A fração lipoprotéica de baixa densidade da gema de 

ovo é a fonte de proteção do espermatozóide ovino contra os efeitos do armazenamento 

a 5ºC (WATSON & MARTIN, 1975; MOUSSA et al., 2002). Esta ação benéfica 

também pôde ser observada por FIGUEIRÊDO et al. (2001), que estudaram o uso da 

ACIN, previamente criopreservada em nitrogênio líquido e adicionada de 2,5% de gema 

de ovo para o resfriamento do sêmen ovino a 4ºC. Os autores constataram que os 

espermatozóides ainda encontravam-se viáveis, mesmo após 72 horas.  



 

No presente estudo, o diluidor ACIN apresentou valores de VIG e MOT 

superiores a 3,0 e 50%, respectivamente, o que significa que manteve as amostras de 

sêmen em melhores condições que o ACP-102 durante todo o TTR (5, 60 e 120 

minutos), até mesmo nas amostras conservadas por 48 horas. Segundo MILCZEWSKI 

et al. (2000), com os resultados do TTR é possível determinar por meio da avaliação dos 

espermatozóides, a habilidade e capacidade de cada diluidor em fornecer um meio de 

nutrição e manutenção do pH, compatíveis com a sobrevivência espermática em 

temperaturas que não diminuem seu metabolismo. 

Foram observadas diferenças significativas (P<0,05) entre as épocas chuvosa e 

seca, quanto ao parâmetro VIG, com resultados superiores obtidos na época chuvosa. 

No diluidor ACP-102, este comportamento foi verificado a partir de 24 horas de 

conservação em diante, durante todo o TTR. Já no diluidor ACIN, a partir dos 60 

minutos do TTR e somente nas amostras conservadas por 24 horas. Com relação à 

MOT, as épocas não diferiram. Este resultado está de acordo com aquele obtido por 

CAMPOS (2003), ao estudar o sêmen caprino lavado e não-lavado, diluído em água de 

coco in natura com adição de 2,5 % de gema e resfriado a 4ºC por até 72 horas. Com o 

objetivo de avaliar a sazonalidade reprodutiva de carneiros Santa Inês nas condições 

climáticas do Distrito Federal, MARTINS et al. (2003) também não observaram 

variação da motilidade devido à época do ano. 

De acordo com os resultados observados neste estudo, a época de colheita 

pode afetar a motilidade do sêmen ovino, apesar de não inviabilizar sua utilização na 

época seca. Isto sugere a possibilidade dos animais sofrerem estresse calórico nesta 

época, devido ao aumento da temperatura ambiente, já que no caso do presente estudo 

não tiveram a sua alimentação afetada pela falta de chuva, pois encontravam-se 

estabulados.  



 

A TDM do sêmen diluído em ACP-102 diferiu significativamente (P<0,05) 

entre as épocas do ano. Nas amostras conservadas por 48 horas, as da época seca 

apresentaram maior degradação, 27,65% do que as da época chuvosa, 12,04%. Com 

relação aos tempos de resfriamento, observou-se que os valores da TDM para as 

amostras diluídas em ACP-102 durante a época seca, mantiveram-se estáveis por até 24 

horas e que às 48 horas, um significativo aumento neste parâmetro foi verificado. Este 

resultado foi contrário ao relatado por CAMPOS et al. (2004), onde no último tempo de 

resfriamento, 72 horas, durante a época seca, observou-se uma menor degradação. Não 

foram observadas diferenças significativas entre os diluidores testados neste estudo 

quanto à TDM, conforme foi também observado por FIGUEIRÊDO (2002), ao trabalhar 

com sêmen caprino resfriado em diluidores à base de água de coco in natura. 

 

CONCLUSÕES 

Conclui-se que a água de coco em pó (ACP-102) poderá tornar-se uma 

alternativa para diluição e resfriamento do sêmen ovino a 4ºC, pois manteve uma 

sobrevivência espermática por até 48 horas, comparável à água de coco in natura.  

A época seca do ano, nas condições do Estado do Ceará, influi negativamente 

sobre o vigor espermático, porém não inviabiliza sua utilização. 
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Tabela 1: Vigor (VIG) e motilidade (MOT) do sêmen ovino diluído em ACIN e ACP-102 e resfriado por até 48 horas, após 5 minutos de 

teste de termorresistência (TTR), durante as épocas chuvosa e seca.  

Época Diluidor Tempo de Resfriamento 
  VIG (0-5) MOT (%) 

 2 h 24 h 48 h 2 h 24 h 48 h 
Chuvosa ACIN 

 
ACP-102 

4,36 ± 0,22a1 

 
3,89 ± 0,30bA 

4,16 ± 0,36a1 

 
3,59 ± 0,24bB∗ 

 

3,71 ± 0,35a2 

 
3,31 ± 0,24bB∗ 

 

83,85 ± 9,41a1 

 
73,54 ± 12,33bA 

75,62 ± 10,65a1,2 

 
64,50 ± 14,28bA,B 

67,18 ± 11,93a2 

 
56,25 ± 10,18bB 

Seca ACIN 
 

ACP-102 

4,39 ± 0,25a1 

 
3,80 ± 0,38bA 

3,88 ± 0,38a2 

 
2,67 ± 0,62bC∗∗ 

3,56 ± 0,42a3 

 
2,67 ± 0,62bC∗∗ 

83,12 ± 10,441 

 

79,58 ± 11,84A 

78,64 ± 12,191,2 

 

70,41 ± 14,43A 

 

71,97 ± 13,23a2 

 
56,04 ± 21,28bB 

a,bletras diferentes, comparação entre os diluidores ACIN e ACP-102 (P<0,05); 

1,2,3números diferentes, comparação entre o diluidor ACIN (2, 24 e 48 h) P<0,05; 

A,B,Cletras diferentes, comparação entre o diluidor ACP-102 (2, 24 e 48 h) P<0,05); 

∗,∗∗asteriscos diferentes, comparação entre as épocas chuvosa e seca (linhas) P<0,05. 

 

 

 

 

 



 

Tabela 2: Vigor (VIG) e motilidade MOT) do sêmen ovino diluído em ACIN e ACP-102 e resfriado por até 48 horas, após 60 minutos de 

teste de termorresistência (TTR), durante as épocas chuvosa e seca.  

Época Diluidor Tempo de Resfriamento 
VIG (0-5) MOT (%)  

2 h 24 h 48 h 2 h 24 h 48 h 
Chuvosa ACIN 

 
ACP-102 

4,29 ± 0,30a1 
 

3,75 ± 0,30bA 
 

4,10 ± 0,37a1∗ 
 

3,53 ± 0,28bA,B∗ 
 

3,60 ± 0,38a2 

 
3,21 ±  0,34bB∗ 

 

79,16 ± 10,07a1 

 
69,79 ±  11,75bA 

 

73,02 ± 11,56a1,2 

 
61,14 ± 12,21bA 

 

64,58 ± 12,02a2 

 
50,83 ± 12,97bB 

 

Seca ACIN 
 

ACP-102 

4,27 ± 0,32a1 

 

3,48 ± 0,30bA 

3,77 ±  0,37a2∗∗ 

 
3,03 ± 0,50bB∗∗ 

3,34 ± 0,65a3 

 

2,67 ± 0,52bC∗∗ 

82,18 ± 10,041 

 

74,89 ± 11,08A 

75,72 ± 11,621,2 

 
66,06 ± 15,74A 

67,33 ± 16,29a2 

 
52,02 ± 18,24bB 

a,bletras diferentes, comparação entre os diluidores ACIN e ACP-102 (P<0,05); 

1,2,3números diferentes, comparação entre o diluidor ACIN (2, 24 e 48 h) P<0,05; 

A,B,Cletras diferentes, comparação entre o diluidor ACP-102 (2, 24 e 48 h) P<0,05); 

∗,∗∗asteriscos diferentes, comparação entre as épocas chuvosa e seca (linhas) P<0,05. 

 

 

 

 

 



 

 

 

Tabela 3: Vigor (VIG) e motilidade (MOT) do sêmen ovino diluído em ACIN e ACP-102 e resfriado por até 48 horas, após 120 minutos de 

teste de termorresistência (TTR), durante as épocas chuvosa e seca.  

Época Diluidor Tempo de Resfriamento 

 VIG (0-5) MOT (%) 

 2 h 24 h 48 h 2 h 24 h 48 h 

Chuvosa ACIN 
 

ACP-102 
 

3,93 ±  0,30a1 

 
3,38 ± 0,34bA 

 

3,73 ± 0,34a1∗ 

 
3,25 ± 0,29bA∗ 

 

3,29 ± 0,36a2 

 
2,92 ± 0,48bB∗ 

 

73,02 ± 10,85a1 

 
61,35 ± 13,55bA 

 

66,97 ± 11,14a1,2 

 
55,93 ± 12,99bA 

 

57,70 ± 10,66a2 

 
44,06 ± 10,89bB 

 

Seca ACIN 
 

ACP-102 

3,75 ±  0,38a1 

 
3,12 ± 0,41bA 

3,40 ±  0,40a2∗∗ 

 
2,68 ± 0,53bB∗∗ 

3,13 ± 0,52a2 

 
2,39 ± 0,66bB∗∗ 

76,87 ±  11,831 

 

70,20 ± 10,96A 

72,29 ± 11,75a1,2 

 
60,97 ± 14,70bA 

62,04 ± 13,73a2 

 
46,26 ± 19,58bB 

a,bletras diferentes, comparação entre os diluidores ACIN e ACP-102 (P<0,05); 

1,2,3números diferentes, comparação entre o diluidor ACIN (2, 24 e 48 h) P<0,05; 

A,B,Cletras diferentes, comparação entre o diluidor ACP-102 (2, 24 e 48 h) P<0,05); 

∗,∗∗asteriscos diferentes, comparação entre as épocas chuvosa e seca (linhas) P<0,05. 



 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 1: Taxa de degradação da motilidade (TDM) do sêmen ovino diluído em ACIN e ACP-102, 

durante as épocas chuvosa (ACINC e ACPC) e seca (ACINS e ACPS) e resfriado por até 48 horas. 
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Viabilidade do sêmen ovino resfriado em diluidores à base de água de coco durante o período chuvoso e 

seco no Nordeste do Brasil 

Viability of ovine semen cooled in extenders based in coconut water during the raining and dry season in the 

Northeast of Brazil 

 

INTRODUÇÃO 

Em regiões tropicais, os efeitos sobre a reprodução da espécie são devidos às modificações da 

temperatura ambiente, umidade relativa do ar e pluviosidade. Estas modificações parecem influenciar na 

disponibilidade e qualidade de pastagens e representam fonte de variação das características do ejaculado8. 

Como agravante, após a diluição e resfriamento ocorrem danos provocados nas células espermáticas 

que reduzem a motilidade e rompem a integridade das membranas dos espermatozóides. Estas alterações5, 12 

interferem na sobrevivência e capacidade fecundante dos espermatozóides de forma significativa. Como os 

efeitos prejudiciais da conservação são menos pronunciados no resfriamento do que na congelação5, o sêmen 

resfriado11 pode ser uma alternativa ao sêmen congelado, desde que utilizado num curto espaço de tempo após a 

coleta. 

Na tentativa de melhorar a conservação do sêmen ovino durante o resfriamento, diversos diluidores 

têm sido testados. Entre eles, a água de coco9 in natura que apresentou um bom desempenho, comparável a 

diluidores tradicionais como o leite. Com o intuito de simplificar a utilização da água de coco como diluidor, 

Salgueiro et al. (2002)13 padronizaram este diluidor na forma de pó, constituindo o produto ACP-102, para uso 

na espécie ovina.  

Este trabalho teve como objetivo avaliar in vitro a viabilidade do sêmen ovino resfriado a 4°C por até 

48 horas em água de coco in natura e pó (ACP-102), durante a época chuvosa e seca no Nordeste do Brasil.  

 

MATERIAL E MÉTODO 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Tecnologia do Sêmen Caprino e Ovino (LTSCO) da 

Universidade Estadual do Ceará, em Fortaleza - CE, que está situada em uma planície litorânea a 3º45’47” de 

latitude sul e 38º30’37” de longitude oeste. 

Foram utilizados quatro machos ovinos da raça Santa Inês com idade média de um ano, submetidos a 

manejo intensivo de criação. O sêmen dos animais foi coletado por meio de vagina artificial, uma vez por 



 

semana nas épocas chuvosa (fevereiro a abril) e seca (outubro a dezembro), perfazendo um total de 48 

ejaculados por época.  

Foram testados dois diluidores elaborados conforme protocolo a seguir: ACIN- 50 ml de água de 

coco in natura filtrada + 50 ml de solução de citrato de sódio a 2,5% e ACP-102 – água de coco em pó diluída 

em 100 ml de água destilada. Foram retirados 3,0% do volume total dos diluidores e acrescentada a mesma 

quantidade de gema de ovo.  

Após a colheita, o sêmen de cada reprodutor foi avaliado quanto ao volume (ml), motilidade massal 

(escore de 0-5) e concentração espermática (x109 sptz/ml). Em seguida, o sêmen foi dividido em duas alíquotas 

(dentro de tubos de ensaio) que foram diluídas em ACIN e ACP-102 (concentração final de 200 x 106 sptz/ml), 

previamente aquecidos a 37ºC em banho-maria. Os tubos de ensaio contendo as amostras foram acondicionados 

em geladeira, dentro de beckers contendo um pouco de água de torneira até que a temperatura atingisse 4ºC. 

Amostras do sêmen resfriado foram submetidas ao teste de termorresistência (TTR) por 120 minutos 

em banho-maria a 37ºC e a cada meia hora de incubação foram avaliadas quanto ao vigor e motilidade. Estas 

avaliações foram processadas após 2, 24 e 48h de resfriamento. Também foram realizadas avaliações da 

morfologia espermática, através de esfregaços de sêmen corados com uma solução à base de eosina 1%, 

nigrosina 3% e citrato de sódio 3% no início e término da incubação. Foram observadas 200 células por meio de 

microscopia óptica no aumento de 1000X. As anormalidades1 foram classificadas em: anormalidade de cabeça 

(AC), defeito de peça intermediária (DPI), gota citoplasmática proximal (GCP), gota citoplasmática distal 

(GCD) e anormalidade de flagelo (AF). 

Os parâmetros de vigor, motilidade e morfologia, nos diferentes tempos de conservação (2, 24 e 48h) 

e diluidores testados (ACIN e ACP-102), foram expressos em média e desvio padrão e submetidos ao teste 

Tukey, utilizando-se um delineamento em parcelas subdivididas (P<0,05). Os ejaculados foram considerados 

repetições para cada tempo de conservação e diluidor testado (The SAS System, 8.0) . 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados de viabilidade do sêmen ovino resfriado a 4°C por 48 horas em água de coco in natura 

e ACP-102 e submetido ao teste de termorresistência por 120 minutos, estão expressos na Fig. 1 e Fig.2.  

A avaliação do vigor (Fig. 1) durante o teste de termorresistência (TTR) revelou haver diferença 

estatística (P<0,05) entre as épocas, nas amostras diluídas em ACP-102 (ACPC e ACPS), com valores inferiores 

a 3,0 observados na época seca (ACPS) desde o início da incubação. Durante a primeira hora de TTR, o ACPS 



 

apresentou-se estável, declinando a partir da segunda hora. Os demais tratamentos (ACINC, ACPC, ACINS) 

apresentaram um declínio lento e progressivo durante todo o TTR. 

Estes resultados estão de acordo com as observações de Paganini et al.10 (1997) e de Milczewski et 

al.6 (2000), que verificaram declínio linear com o avanço do período de estocagem durante o teste de exaustão. 

Este fato pode ser explicado em função dos espermatozóides utilizarem mais os seus substratos nutritivos e 

diminuírem sua viabilidade durante as duas primeiras horas do teste. 

Com relação à motilidade (Fig. 2), tanto na época chuvosa (ACINC e ACPC) quanto na seca (ACINS 

e ACPS), os diluidores ACIN e ACP-102 apresentaram comportamento semelhante. Os maiores valores foram 

observados nas amostras diluídas em ACIN, durante todo o TTR. Até os 60 min de incubação, ambos diluidores, 

independente da época, apresentaram valores superiores a 50%, porém mesmo no final do TTR somente o 

diluidor ACIN (época chuvosa e seca) ainda apresentava motilidade próxima a 60%. 

Segundo o CBRA2 (1998), dentre os demais padrões seminais, os valores desejáveis para a seleção de 

carneiros para a monta natural são: MOT = 70% e VIG = 3. Portanto, no presente trabalho, somente a média 

geral de VIG encontra-se de acordo com estas recomendações. No entanto, de acordo com Moraes7 (1997) o 

sêmen de ovinos aptos para a cobertura deve apresentar MOT > 50% e VIG > 2, estando a média geral 

encontrada no presente estudo de acordo com esta recomendação. 

Com os resultados do TTR6 foi possível determinar, por meio da avaliação dos espermatozóides, a 

habilidade e capacidade de cada diluente em fornecer um meio de nutrição e manutenção do pH, compatíveis 

com a sobrevivência dos espermatozóides em temperaturas que não diminuem seu metabolismo. 

Conforme foi observado na motilidade espermática, na morfologia (Tab.1) a época chuvosa teve 

menor efeito sobre os espermatozóides normais conservados por 48h em ACP-102. Durante a época seca, 

verificou-se redução no número de células normais após 48h de resfriamento, enquanto que o parâmetro 

anormalidade de cabeça (AC) apresentou um comportamento inverso. Já a anormalidade de flagelo manteve-se 

estável. 

Estudando a produção de sêmen ovino em diferentes épocas do ano no Estado do Rio Grande do Sul, 

Selaive-Villarroel et al.14 (1985) observaram a influência da época do ano sobre a porcentagem de 

espermatozóides anormais, como foi constatado neste estudo. Já Freitas e Nunes3 (1992), não verificaram 

diferença entre as épocas seca e chuvosa do Nordeste brasileiro, apesar dos valores de patologia espermática 

sempre tenderem a ser mais observados na época seca. 



 

Somente foram observados espermatozóides com anormalidades de cabeça (AC) e de flagelo (AF), 

pois neste experimento, as demais alterações na morfologia espermática foram muito pouco encontradas. O 

efeito do diluidor utilizado (ACIN ou ACP-102), a época do ano e o tempo de conservação sobre a morfologia, 

só foram verificados a partir de 48h de conservação. 

Dentre as patologias espermáticas observadas no presente estudo, o número de espermatozóides com 

anormalidade de cabeça apresentou aumento durante a época seca, após 48h de resfriamento, indicando um 

processo de desestabilização da estrutura das células espermáticas, enquanto que o número de anormalidades de 

flagelo manteve-se estável. Este resultado foi contrário ao obtido por Milczewski et al.6 (2000), que verificaram 

aumento na percentagem de espermatozóides com flagelo enrolado no sêmen ovino resfriado por 8h. Martins et 

al.4 (2003), observaram além de anormalidades de cabeça, anormalidades de peça intermediária. 

Conclui-se que o diluidor ACP-102 apresenta boa capacidade conservadora, pois apesar de 

estatisticamente inferiores, os valores observados no sêmen ovino resfriado por até 48h durante o TTR, foram 

próximos àqueles obtidos com o diluidor à base de água de coco in natura. De acordo com este estudo, a época 

chuvosa demonstrou exercer menor influência sobre as características de motilidade e morfologia espermáticas 

no Nordeste do Brasil, dependendo do diluidor utilizado, o que não impede que o sêmen ovino seja coletado 

durante a época seca, devendo-se levar em consideração a menor viabilidade quanti-qualitativa das células 

espermáticas nesta época do ano. 
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Tabela 1: Número de espermatozóides normais (N), anormalidades de cabeça (AC) e de flagelo (AF) do sêmen ovino diluído em ACIN e ACP-102 e resfriado por até 48 

horas, após 5 e 120 minutos de teste de termorresistência (TTR), durante as épocas chuvosa e seca. Fortaleza (CE), 2004.  

Época do ano 

Chuvosa Seca 

Tempo de 
Resfriamento 

 

Tratamento 
 

 N (n°) AC (n°) AF (n°) N (n°) AC (n°) AF (n°) 

2h ACIN 
 

ACP-102 
 

186,82 ± 8,99 
 

187,69 ± 8,90 
 

5,30 ± 4,34 
 

5,16 ± 5,43  
 

7,87 ± 8,33 
 

7,13 ± 7,66 
 

185,05 ± 15,65 
 

187,21± 11,161 

 

3,16 ± 3,32 
 

4,43 ± 5,441 

 

11,78 ± 14,77 
 

8,34 ± 8,46 
 

24h ACIN 
 

ACP-102 
 

185,02 ± 10,91 
 

186,85 ± 10,48 
 

5,92 ± 4,89 
  

5,60 ± 5,90 
 

9,05 ± 9,85 
 

7,54 ± 8,63 
 

183,50 ± 16,31 
 

185,68 ± 4,351 

 

4,29 ± 4,10 
 

5,86 ± 8,991 

 

12,20 ± 15,08 
 

8,44 ± 9,85 
 

48h ACIN 
 

ACP-102 
 

183,45 ± 9,54 
 

186,31 ± 8,35A 

 

4,76 ± 4,17 
 

4,76 ± 3,72A 

 

11,78 ± 9,88 
 

8,92 ± 8,47 
 

176,83 ± 39,73 
 

174,17 ± 40,622,B 

 

3,27 ± 3,38a 
 

9,39 ± 14,64b,2,B 
 

11,56 ± 13,84 
 

8,09 ± 8,36 
 

a,bletras diferentes, comparação entre os diluidores ACIN e ACP-102 (P<0,05); 

1,2,3números diferentes, comparação entre o diluidor  ACP-102 (2, 24 e 48 h) P<0,05;  

A,Bletras diferentes, comparação entre as épocas chuvosa e seca (colunas) P<0,05. 
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RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a viabilidade do sêmen ovino resfriado a 4°C em água de coco in 

natura e em pó (ACP-102), durante a época chuvosa e seca no Nordeste do Brasil. O sêmen de quatro carneiros 

foi colhido e dividido em duas alíquotas para diluição em água de coco in natura e em ACP-102. As amostras 

foram acondicionadas em geladeira a 4°C e após 2, 24 e 48 horas de resfriamento foram submetidas ao teste de 

termorresistência (TTR), para avaliação do vigor (VIG) e motilidade (MOT) aos 5, 60 e 120 minutos de 

incubação (37°C). Esfregaços de sêmen foram realizados no início e fim do TTR para avaliação da morfologia 

espermática (ME). Os parâmetros de VIG, MOT e ME, nos diferentes tempos de conservação (2, 24 e 48h) e 

diluidores testados (ACIN e ACP-102), foram expressos em média e desvio padrão e submetidos ao teste Tukey 

(P<0,05). Verificou-se diferença significativa (P<0,05) entre os diluidores ACIN e ACP-102 quantos aos 

parâmetros de VIG e MOT. Conforme foi observado na motilidade espermática, na morfologia a época chuvosa 

teve menor efeito sobre os espermatozóides normais conservados por 48h em ACP-102. Conclui-se que o 

diluidor ACP-102 apresenta boa capacidade conservadora. De acordo com este estudo, a época chuvosa 

demonstrou exercer menor influência sobre as características de motilidade e morfologia espermáticas. 

UNITERMOS: Sêmen, Ovino, Diluidor, Resfriamento. 

 

SUMMARY 

The aim of this work was evaluate in vitro the viability of ram semen cooled to 4°C in coconut water in natura 

and in powder (ACP-102) during  the rainy and dry season in the Northeast of Brazil. The semen of four rams 

was collected and divided in two portions to be diluted in coconut water in natura and ACP-102. The samples 

were conditioned in refrigerator to 4°C and after 2, 24 and 48 hours of cooling were submitted at 

thermoresistance test (TT), to evaluation of vigor (VIG) and motility (MOT) at 5, 60 and 120 minutes of 

incubation (37°C). Semen slides were executed in the beginning and in the end of TT to evaluation of the 

spermatic morphology (SM). VIG, MOT and MDR parameters, within different preservation times (2, 24 and 



 

48h) and extenders (CWIN and ACP-102), were expressed in media and standard deviation (SD) and submitted 

to Tukey test (P<0.05). In regard to VIG and MOT, there were observed statistical differences between extenders 

CWIN and ACP-102. According to was observed in the spermatic motility, in the morphology the rainy season 

had less effect on the normal spermatozoa preserved for 48h in ACP-102. In conclusion, the ACP-102 extender 

present good preserve capacity. Agreed with this study, the raining season presented less influence on the 

characteristics of spermatic motility and morphology.  

UNITERMS: Semen, Ovine, Extender, Cooling.  
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 Figura 1 – Vigor (0-5) durante o TTR do sêmen ovino resfriado a 4 °C por 48h em água de coco 

em in natura e em pó obtido na época chuvosa (ACINC e ACPC) e seca (ACINS e ACPS).  
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Figura 2 – Motilidade (0-100%) durante o TTR do sêmen ovino resfriado a 4 °C por 48h em água 

de coco em in natura e em pó obtido na época chuvosa (ACINC e ACPC) e seca (ACINS e 

ACPS).  

 
 


