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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade in vitro e in vivo do sémen
caprino resfriado diluido em 4gua de coco (AC) adicionada de gema de ovo (GO) e
glicerol (GL). Foram preparados dois tratamentos: 1) AC + GO e 2) AC + GO + GL.
Ejaculados foram diluidos e resfriados a 4°C por até 48h. Amostras foram
submetidas ao teste de termorresisténcia (TTR) e avaliadas quanto a motilidade
individual progressiva (MIP) e porcentagem de espermatozoéides moveis (PEM). A
taxa de degradacdo da motilidade (TDM) foi calculada ao final da incubacéo.
Esfregacos de sémen foram realizados para avaliagcdo da morfologia espermatica
(ME). Resultados significativos superiores (P<0,05) foram encontrados no diluidor
sem GL, para os parametros de MIP, PEM, TDM e ME, dentro de cada tempo de
resfriamento e de incubacdo. Para avaliacdo da fertilidade, cabras foram
sincronizadas. Ejaculados foram diluidos em AC acrescida de GL e GO e resfriados
a 4 °C por 12h e 24 h. Inseminaram-se 155 fémeas com sémen resfriado por 12h e
200 com sémen resfriado por 24h. Houve diferenca significativa (P<0,05) entre as
taxas de fertilidade de 41,29% (60/155) e de 54% (108/200) obtidas apds IA com
sémen resfriado por 12 e 24 horas, respectivamente. Concluiu-se que a adicao de
GL ao sémen resfriado a 4°C ndo desempenha funcéo fisioldgica importante ja que
os valores de MIP e PEM sempre foram inferiores no sémen contendo GL, porém
sua utilizacdo pode contribuir para a manutencdo da fertilidade do sémen caprino

resfriado garantido desta forma, bons resultados nos trabalhos com IA.



ABSTRACT

The objective of this work was to verify the viability and fertility of the goat
semen cooled and diluted in coconut water (CW) added of egg yolk (EY) and glycerol
(GL). Two treatments were prepared: 1) CW + EY and 2) CW + EY + GL. Ejaculated
they were diluted and cooled to 4°C for up to 48 h. Samples were submitted to
thermoresistence test (TTR) and evaluated with relationship to the progressive
individual mobility (PIM) and percentage of motile spermatozoa (PMS). The mobility
degradation rate (MDR) was calculated at the end of the incubation. Semen slides
were accomplished for evaluation of sperm morphology (SM). Significatives results
higher (P<0,05) were found in the extender without GL, for the parameters of PIM,
PMS, MDR and SM, inside of each time of cooling and of incubation. For evaluation
of the fertility goats were synchronized. Ejaculated they were diluted in CW added of
GL and EY and cooled to 4 °C for 12 h and 24 h. The 155 females were inseminated
with cooled semen for 12 h and 200 with semen cooled for 24 h. There was
significative difference (P < 0,05) between the rates of fertility of 41,29% (60/155) and
of 54% (108/200) obtained after Al with cooled semen for 12 and 24 hours
respectively. In conclusion, the addition of GL to the semen cooled to 4°C doesn't
carry out important physiologic function since the values of PIM and PMS were
always inferior in the semen containing glycerol, however your use can contribute to
the maintenance of the fertility of the goat semen cooled guaranteed this way, good

results in the works with Al.
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INTRODUCAO GERAL

Em busca de alternativas para melhorar a funcdo produtiva e reprodutiva de
animais domésticos de interesse econdmico, COmMo caprinos e ovinos, pesquisadores
de todo o mundo tém procurado desenvolver biotécnicas como a sincronizacdo do
estro, a inseminacéo artificial (com utilizacdo do sémen fresco, resfriado ou
congelado) e a transferéncia de embrides, que permitam a eficiéncia maxima de
animais de alto padréo genético (NUNES, 1999). Uma das principais biotecnologias
utilizadas é a inseminacao artificial, considerada uma das mais valiosas praticas de
manejo reprodutivo disponivel aos criadores (MACHADO & SIMPLICIO, 1990).

A técnica de inseminacéo artificial, seja usando sémen congelado ou resfriado,
tem proporcionado em muitos paises, um incremento significativo no melhoramento
de seus rebanhos (COLAS, 1984). Pequenos, medios e grandes produtores
recorrem a inseminacdo artificial como técnica usual de manejo reprodutivo,
buscando elevar a eficiéncia e otimizar o retorno econémico da atividade pecuaria.
Este método propaga os genes com maior rapidez, facilitando assim, uma avaliacéo

eficiente de um individuo quando comparada com a monta natural (SCHEID, 1997).

A tecnologia de beneficiamento do sémen diluido em agua de coco, podera
contribuir de maneira significativa para a conservacéo e multiplicacdo de animais de
alta linhagem, bem como aqueles em vias de extincdo. Portanto, tornam-se
necessarios estudos sobre a viabilidade e fertilidade do sémen caprino, diluido em
agua de coco e resfriado a 4 °C, visando prolongar a sobrevivéncia das células
espermaticas, permitindo desta forma, seu emprego em longas distancias,

prolongando assim o tempo de uso e com melhores indices de fertilidade.
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REVISAO DE LITERATURA

1) Inseminacao artificial

Embora os conhecimentos sobre inseminacao artificial (IA) remontem ao século
XVIII, somente no século XX a pratica passou a ser realizada, como uma maneira de
se conseguir a multiplicacdo 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 & FERNANDEZ, 2001).

A 1A tem uma importante funcdo na reproducdo caprina, especialmente em
sistemas intensivos de producéo, que é a reproducao controlada com o consequiiente

melhoramento da producéo de leite, carne e pele (LEBOEUF et al., 2000).

Segundo MACHADO & SIMPLICIO (1995), a IA pode representar um poderoso
instrumento visando aumentar a produtividade numeérica e ponderal do rebanho

caprino, destacando-se as variaveis:
e melhoramento genético advindo do uso e da multiplicacdo de sémen de
bodes qualificados como superiores em testes de performance ou

progénie;

e preservacdo de germoplasma de racas ou ecoOtipos sob risco de

extin¢cao;

e controle de doencas sexualmente transmissiveis;

e programacdo da exploracdo com o eventual controle do ciclo de

producéo.
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2)Tecnologia do sémen

Produto da ejaculagcdo normal de um reprodutor, 0 sémen é composto por
espermatozoides, produzidos nos testiculos e por uma fracdo liquida produzida
pelas glandulas acessorias do aparelho genital masculino (CORTELL, 1981),

denominada plasma seminal.

O sémen pode ser processado de diferentes maneiras, podendo ser usado:
- Fresco, puro ou diluido;
- Resfriado ou

- Congelado.

Mesmo empregado puro, 0 ejaculado que um macho proporciona, pode ser
utilizado em um numero relativamente elevado de fémeas. Depois de diluido, o
sémen pode ser conservado refrigerado a + 4 °C, para utilizagdo em um curto
espaco de tempo ou congelado a — 196 °C em nitrogénio liquido, o que favorece a
sua conservagdo por um longo periodo de tempo, prolongando assim, o seu
emprego (NUNES, 1998).

2.1) Sémen resfriado

O uso do sémen resfriado vem se tornando cada vez mais popular,
aumentando significativamente seu uso durante a ultima década, em decorréncia da
praticidade e viabilidade espermatica desta biotécnica (CARNEIRO, 2002). Segundo
ROCA et al. (2000), o uso efetivo de sémen resfriado para inseminacéo artificial,
depende da habilidade do diluidor em promover um ambiente apropriado par o

espermatozoide durante sua conservacao.

A conservacdo do sémen por periodos curtos, depende da reducédo reversivel
da motilidade e atividade metabdlica dos espermatozdides a temperaturas reduzidas
(5 °C ou 15 °C ou em diéxido de carbono. (EVANS & MAXWELL, 1987; MAXWELL &
SALAMON, 1993; MACHADO & SIMPLICIO, 1995). Porém, a estocagem do sémen
refrigerado em diluidores a base de citrato-gema ou leite desnatado, ndo deve

exceder oito horas, pois a partir deste momento mais de 50% da motilidade é
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perdida (SAHNI, 1987) e a capacidade fecundante do sémen resfriado decresce
geometricamente. Apesar disso, MATHEW et al., (1982) preservaram sémen
caprino, em pH neutro e a uma temperatura de + 5 °C, por até dez dias em diluente
a base de TRIS, associado a 20 ou 25% de gema de ovo.

2.2) Temperatura de estocagem do sémen resfriado

ROCA et al. (2000) relataram que o sémen caprino tem sido conservado em
temperaturas variando entre 2 a 15 °C, principalmente entre 4 a 5 °C. O ritmo de
refrigeracdo do sémen caprino apés diluicdo, deve estar compreendido entre 0,25 a
0,35 °C/ min até que seja atingida a temperatura de + 5 °C, mantendo-se desta
forma, a motilidade dos espermatozoides em baixos niveis por alguns dias
(MACHADO & SIMPLICIO, 1995).

Segundo EVANS & MAXWELL (1987), o periodo maximo de conservagao do
sémen a + 5 °C, para obtencdo de um grau aceitavel de fertilidade através da
inseminacao artificial, € de 24 horas para ovinos e de 48 horas para caprinos. Ja em
temperaturas de + 15 °C, tanto o sémen de ovinos como o de caprinos, devem ser
utilizados dentro de seis a 12 horas apés a conservacao, em diluidores a base de

leite desnatado.

A capacidade fertilizante do espermatozdéide ovino, é mantida por mais de 14
dias em diluidor TRIS-citrato a + 5 °C (STOJANOV et al.,, 1994, citados por
MAXWELL & WATSON, 1996). H& relatos de que o sémen ovino, assim como o de
touros, pode ser conservado durante curto tempo em ambiente de diéxido de
carbono (CO>) entre 18 a 20 °C (EVANS & MAXWELL, 1987).

Testes de determinacdo da motilidade progressiva individual e a porcentagem
de espermatozéides moveis, as 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubacdo a + 15 °C,
mostraram valores distintos para os espermatozéides conservados nos diluidores
agua de coco e leite (NUNES & COMBARNOUS, 1995).
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2.3) Constituicdo dos diluidores

Segundo MIES FILHO (1987), independente da espécie animal, um bom
diluidor deve apresentar as seguintes caracteristicas: auséncia de toxicidade,
osmolaridade igual ou préxima a do sémen, pH favoravel segundo a espécie,
preparagdo simples e baixo custo. Além disso, deve conter substancias nutritivas e
crioprotetoras para assegurar a sobrevivéncia dos espermatozoides. Os
crioprotetores mais comuns utilizados para congelacdo das células espermaticas
incluem glicerol, agUcares (lactose, manose, rafinose , sucrose etc.), gema de ovo e
proteinas lacteas (CARNEIRO, 2002).

A adicao de fosfolipidios e lipoproteinas ao sémen pode ter efeito estabilizador
sobre a membrana (DEN DAAS, 1992). Essencialmente, o efeito parece ser o
resultado de modificagcbes na composicao lipidica da membrana. Na maioria dos
diluidores, usa-se gema de ovo ou leite como componente basico, uma vez que a
protecdo dos espermatozoides contra o choque térmico € provida pela fosfatidilcolina
(lecitinas) e lipoproteinas da gema e pela caseina do leite (DEN DAAS, 1992). O
componente gema de ovo, além de promover a protecdo contra o choque térmico,
tem demonstrado reduzir a perda de enzimas acrossomais e prevenir alteracoes
degenerativas no acrossoma, durante a estocagem liquida, ou seja, resfriamento
(SALAMON & MAXWELL, 2000).

Embora a gema de ovo venha sendo utilizada para proteger as membranas
espermaticas do choque térmico e seja um constituinte comum dos diluidores
usados na preservacdo do espermatozoide de mamiferos a baixas temperaturas
(ROCA et al., 1997), a estocagem do sémen caprino em diluidores contendo gema
de ovo é problematica devido a presenca de fosfolipase A, produzida pelas
glandulas de Cowper, que cataliza a hidrélise de lecitinas neste constituinte,
produzindo acidos graxos e lisolecitinas, que séo toxicas para o espermatozoide
(ROY, 1957). A lisolecitina é téxica, devido a sua acao detergente sobre os lipidios
da membrana plasmatica (NUNES, 1982).

ROY (1957) relatou a acdo do plasma seminal sobre os elementos dos

diluidores, no caso, a gema de ovo, mesmo estando a baixas concentragdes como
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2,5 %. Portanto, a remocdo do plasma seminal € recomendada quando os
espermatozoides caprinos sdo conservados a baixas temperaturas em diluidores
contendo gema de ovo (CORTEEL, 1992). ROCA et al. (2000) relataram que a
remocao do plasma seminal, em caprinos, pela lavagem do sémen imediatamente
apos a coleta, aumenta a porcentagem de células vivas e sua motilidade, durante
conservacao a 5 °C em diluidores contendo gema de ovo ou leite. No entanto, um
estudo sobre os fosfolipidios, antes e depois da congelacéo, revelou que os lipidios
da gema de ovo adicionados ao sémen diluido, ndo foram hidrolisados a
lisofosfolipidios e acidos graxos livres (CHAUAN & ANAND, 1990) e ROCA et al.
(1997) demonstraram que o sémen nédo lavado de caprinos da raca Murciano-
Granadina, pode ser preservado a 5 °C, ap0s diluicdo em TRIS com 2% de gema de

(0)V/0 R

O glicerol e a gema de ovo aceleram mudancas na membrana espermatica,
levando & reacdo no acrossoma e/ou morte prematura da célula (SANCHEZ-
PARTIDA et al.,, 1998). O glicerol (CHsHgOz), um alcool polihidrico altamente
permeavel, cuja atividade crioprotetora foi descoberta em 1949, € o agente mais
largamente empregado na criopreservacdo de sémen das diferentes espécies
(SILVA et al., 2000).

Diversos autores tém utilizado varios crioprotetores intracelulares, como o
glicerol, em concentracbes variaveis, obtendo resultados divergentes quanto a
viabilidade espermatica pds-descongelacdo (SOUZA, 2002). As propriedades
permeantes do citrato de sodio presente nos diluidores, favorecem a entrada lenta

do crioprotetor glicerol no interior da célula (MIES FILHO, 1987).

A habilidade do glicerol, na transposicdo da membrana celular, permite a
desidratacéo da célula, através da saida de agua por osmose (HAMMERSTDT et al.,
1990), evitando a formacédo de cristais de gelo que poderdo promover a ruptura da
membrana plasmatica do espermatozoéide (CARDOSO et al., 2000). O modo de acao
do glicerol é aumentar a quantidade de liquido que se mantém descongelado no
meio externo a célula espermatica. Aparentemente, uma quantidade maior de
células espermaticas sobrevive melhor com a agdo desses canais de liquido
extracelular descongelado (CARNEIRO 2002).
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BEDFORD et al. (1995) ao testarem diluidores para o resfriamento de sémen
de garanhdes, verificaram que a adicdo de glicerol aos diluidores leite desnatado e
Colorado, aumentou a porcentagem de espermatozéides moveis, particularmente

apos 48 horas de estocagem a 5 °C.

3) Agua de coco como diluidor do sémen de animais domésticos

A 4gua de coco € uma solucdo acida, natural e estéril, composta de sais,
proteinas, acuUcares, vitaminas, gorduras neutras (MARQUES, 1982). A agua
proveniente de um coco com seis meses de idade e de variedade verde, apresenta
uma osmolaridade em torno de 500 milliosmoles e um pH entre 4,5 e 5, que devem
ser corrigidos para que possa ser usada como diluidor (NUNES, 1987). A
composi¢cdo quimica da agua de coco maduro variedade ando € mostrada no
Quadro 1.

Segundo NUNES & COMBARNOUS (1995), a agua de coco é pobre em
fosfolipidios e rica em moléculas organicas como a prolina, glicina, acido glutamico e
acido indol acético (IAA) que favorecem a sobrevivéncia da célula espermatica
devido a sua provavel acéo protetora sobre a membrana plasmatica, reforcando sua

estrutura molecular.

A agua de coco tem sido muito utilizada em biotecnologias relacionadas a
reproducao animal. Excelentes resultados foram obtidos com a utilizacdo da agua de
coco em estudos de preservacdo de sémen de animais domésticos como caprinos
(FREITAS, 1988; TONIOLLI, 1989a; SALLES, 1989; RODRIGUES et al.,, 1994;
NUNES, 1998), ovinos (FREITAS, 1992; CRUZ, 1994; SOUSA et al., 1994), suinos
(TONIOLLI, 1989b; TONIOLLI & MESQUITA, 1990) e caninos (SILVA et al., 1998;
MONTEZUMA Jr. et al., 1994). Entretanto, at¢ o momento atual, ndo se tem o
dominio dos protocolos de conservacdo do sémen, nos quais se utilizam a agua de

coco como diluidor do sémen.



Quadro 1. Composicao da dgua de coco ando maduro.

1. Aminoé4cidos pg/ml
Alanina 177,1
Aminobutirico 168,8
Arginina 16,8
Asparagina 10,4
Aspartico 5,4
Fenilalanina 10,2
Glicina 13,9
Glutamico 78,8
Glutamina 13,4
Histidina, Metionina e Hidroxiprolina Tragos
Homoserina 5,2
Leucina 31,7
Lisina 22,5
Prolina 21,6
Serina 65,8
Tirosina 3,1
Treanina 26,3
Valina 15,1s
2. Aclcares

Frutose 8,9
Glicose 2,46
Sacarose 2,51
3. Vitaminas

Acido fdlico 0,003
Acido nicotinico 0,64
Acido pantotenico 0,52
Biotina 0,02
Riboflavina 0,01
Tiamina e Piridoxina Tracos
4. Minerais

Célcio Tracos
Cloro 183,0
Cobre 0,04
Enxofre 24,0
Ferro 0,10
Fosforo 37,0
Magnésio 30,0
Potéassio 312,0
Sdédio 105,0

Fonte: Nunes & Combarnous (1995).
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Muitas dificuldades tém sido encontradas, particularmente com a congelacdo
do sémen de caprinos. E conhecido que durante a estagdo ndo sexual, em clima
temperado, o plasma seminal deprime fortemente a motilidade individual e a
porcentagem de espermatozoéides moveis, colhidos, congelados na estacdo sexual e
descongelados na estacao nao sexual (NUNES, 1980).

NUNES (1982) demonstrou que esse efeito deletério do plasma seminal na
estacdo ndo sexual, provém das glandulas bulbouretrais que durante essa estacao
tornam-se hipertrofiadas e secretam grandes quantidades de fosfolipases do tipo A.
Este efeito é exacerbado quando ha interacdo entre as enzimas fosfolipases e
fosfolipidios presentes no plasma seminal e no meio diluidor, como o leite,
respectivamente. Portanto, diluidores pobres em fosfolipidios poderiam ser a solucao
deste problema, evitando ou reduzindo os efeitos negativos causados pela

fosfolipase A sobre o sémen de animais desta espécie (NUNES, 1987).

Dentre as opcdes de diluidores pobres em fosfolipidios, surgiu a agua de coco
gue, através de experimentos in vitro e in vivo, mostrou um excelente
comportamento no que refere-se ao vigor e motilidade de espermatozoides moveis e
fertilidade (NUNES, 1986). De acordo com NUNES (1986, 1987), a fertilidade de
cabras inseminadas com sémen diluido em agua de coco € superior aquela do leite.
CAMPOS et al. (2001a) verificaram que a associacdo da agua de coco com o leite,
favoreceu a motilidade individual progressiva (MIP) e a porcentagem de
espermatozoides moveis (PEM) no teste de termorresisténcia, quando comparado
ao diluidor leite desnatado puro, visto que este procedimento melhorou a

termorresisténcia dos espermatozdéides, em relacdo ao uso do leite isolado.

Visando isolar a fracdo que atua sobre os espermatozoéides, NUNES et al.,
(1994), promoveram o fracionamento da agua de coco, utilizando uma coluna de
Sephadex G-25. Através deste procedimento foi isolada uma molécula
correspondente ao grupo das auxinas, o acido 3-Indol-Acético (IAA), substancia com
atividade hormonal estimuladora de crescimento de vegetais, a qual demonstrou
atividade sobre o metabolismo do espermatozéide. A adicdo do IAA na composi¢cao
dos diluentes convencionais de sémen de diferentes espécies, confere aos

espermatozoides um incremento na motilidade, aumentando a taxa de fertilidade,
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além de permitir sua conservacdo durante periodos mais longos (NUNES, 1982;
TONIOLLI et al., 1995).

CRUZ (1994) obteve uma fertilidade significativamente superior com o uso de
sémen preservado por 48 horas a + 4°C, em meio contendo a molécula ativa da
agua de coco (40, 74%), quando comparado com sémen em meio a base de leite
(14, 81%). Devido aos excelentes resultados obtidos nos primeiros estudos com a
agua de coco in natura e com o objetivo de facilitar sua aplicacdo no campo, foi
procedida a sua estabilizacdo em forma de gel (NUNES, 1986). A estabilizacdo da
agua de coco, tanto na forma liquida como na de gel, além de facilitar seu emprego,
promoveria sua difusdo em trabalhos de inseminagédo artificial, tornando-se

fundamental no processamento do sémen caprino (NUNES, 1988).

LAGUNA (1996) relatou que a agua de coco poderia sofrer alteragcdes em sua
composicao, de acordo com o estagio de maturacdo do fruto ou ainda referente a
variedade da planta. Porém, CAMPOS (1999) demonstrou que ndo houve diferenca
estatistica entre os frutos da variedade verde e amarela e que sua idade (trés a seis

meses) nao afetou a qualidade da agua de coco para diluicdo do sémen caprino.

4) Avaliacdo do sémen de pequenos ruminantes

Uma avaliacdo completa de sémen deve ser realizada para indicar animais sub-
férteis, inférteis ou estéreis. O sémen deve ser coletado por meio de vagina artificial
e avaliado em microscoOpio, quanto as suas caracteristicas fisicas e morfologicas
(MAIA, 2002). De acordo com BARIL et al. (1993), o sémen deve ser avaliado de

acordo com as seguintes caracteristicas:

e VVolume: variade 0,5a 2,0 mL;

e Cor: deve ser amarelada nos caprinos e branca nos ovinos, desprezando-
se 0 sémen de coloracdo avermelhada ou com cor de chocolate, indicando

presenca de sangue ou pus, respectivamente;
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e Aspecto: variando de leitoso a cremoso, desprezando-se 0 sémen aquoso

ou turvo, indicativo de pequeno nimero de espermatozéides;

e Concentracdo: determinada no espectofotbmetro ou no microscopio
segundo a técnica empregada em hematimetria; significa a quantidade de
espermatozoides em cada mililitro de sémen. O valor normal estd em torno

de trés bilhdes/mL;

e Turbilhonamento (motilidade massal): movimento de massa de
espermatozoides no plasma seminal. Assemelha-se as ondas do mar e

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

e Motilidade individual progressiva (MIP): movimento de flecha de cada
espermatozoide (escala de 0 a 5). Para a inseminacao artificial devem ser
utilizados somente ejaculados que apresentarem valores para motilidade

igual ou superior a trés;

e Percentagem de espermatozéides moveis (PEM): percentagem de
espermatozoides observados ao microscopio, num mesmo campo, que
apresentam a mesma motilidade. Assim como a MIP, a PEM s6 pode ser

observada ap6s diluicdo do sémen;

e Morfologia espermatica: a por¢cdo de espermatozoides patolégicos (sem
cauda, com cauda dupla, com dupla cabeca etc.) dentro da populacao

espermatica, ndo devendo ultrapassar os 15% (caprinos) e 20% (ovinos).

5) Teste de termorresisténcia (TTR)

O teste de termorresisténcia tem sido empregado por varios autores par
predizer a fertilidade de machos em varias espécies (touro, cachaco, carneiro) e
para discriminar diluidores de conservacdo do sémen ovino (MAMPOUYA, 1973),
observando-se também, uma correlagdo positiva entre os resultados do teste e a

fertilidade de fémeas inseminadas.
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Os espermatozéides precisam de varias horas apdés a ejaculagdo ou
inseminacéo artificial para atingir o local de fecundacdo na fémeas (HAFEZ, 1995).
Seu poder fecundante, esta consequentemente, em parte ligado a sua sobrevivéncia
no trato genital da fémea (MIES FILHO, 1987). Esta observacédo tem levado a
utilizacdo de testes de termorresisténcia a temperatura corporea da fémea, in vitro
para avaliar a sobrevivéncia espermatica. As condi¢des de incubac¢do variam com a
espécie e com o tipo de processamento de sémen a testar (fresco, resfriado ou
congelado), mas em caprinos e ovinos, o sémen € geralmente diluido em
concentracdo compreendida entre 80 e 300 x 10° sptz/ml, e colocado em banho-
maria a 37 - 38°C (MANUAL PARA EXAME ANDROLOGICO E AVALIAQAO DE
SEMEN ANIMAL, 1998). A percentagem de células méveis e motilidade pode ser

calculada ao inicio do teste e 2 — 3 horas apoés a incubacao (BARIL et al., 1993).

Segundo CORTEEL (1981), a porcentagem de espermatozoides moveis (PEM)
e a motilidade individual progressiva (MIP) sdo os parametros mais comumente
utilizados para mensuracdo da qualidade do sémen. A MIP refere-se ao vigor ou
intensidade de movimentacdo linear dos espermatozoides, que € avaliada num
escore de 0 — 5, onde zero corresponde a auséncia de espermatozoides moveis e
cinco a maxima movimentacéo progressiva (CORTEEL, 1974, 1981; NUNES, 1980).
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JUSTIFICATIVA

Segundo estudos conduzidos por CORTEEL (1974; 1975), o plasma seminal
interfere no tempo de conservacdo dos espermatozoides in vitro. Alguns
experimentos relataram que a qualidade espermatica do sémen lavado, congelado e
descongelado é significativamente superior a do sémen néo-lavado, com relagéo a
motilidade individual progressiva (MIP), mas ndo no que se refere a percentagem de
espermatozoides moveis (CORTEEL, 1975). Entretanto, as recomendacdes para
lavagem espermatica foram preconizadas apés estudos realizados com animais de
clima temperado, onde comprovadamente o plasma seminal exerce efeito deletério

sobre os espermatozoides (NUNES, 1982).

NUNES (1982) demonstrou que esse efeito deletério do plasma seminal de
estacdo ndo sexual provém das glandulas bulbouretrais que durante esta estacao
tornam-se hipertrofiadas e secretam grandes quantidades de fosfolipases do tipo A.
Esta enzima age sobre os fosfolipidios dos diluidores, levando a formacédo de
lisolecitinas e acidos graxos, que exercem acao toxica sobre os espermatozoéides
(ROY, 1957). Portanto, diluidores pobres em fosfolipidios poderiam ser a solugéao
para evitar ou reduzir os efeitos negativos causados pela fosfolipase A sobre o
sémen de animais desta espécie (NUNES, 1987). Dentre as alternativas de
diluidores pobres em fosfolipidios, surgiu a agua de coco que, através de
experimentos in vitro e in vivo, exibiu um excelente comportamento no que se refere

ao vigor e motilidade de espermatozoéides méveis e fertilidade (NUNES, 1986).

Na tentativa de solucionar este problema, o uso de sémen resfriado e diluido
em agua de coco podera ser uma alternativa para utilizacdo do sémen caprino, pois
alguns estudos tém demonstrado que o0 mesmo pode permanecer viavel para uso
em inseminacao artificial por até 48 h (CAMPOS et al., 2001b), aumentando assim, o
campo de atuacdo e aplicacdo do sémen resfriado em programas de inseminagéo

artificial.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Verificar a influéncia in vitro e in vivo do diluidor dgua de coco com gema de

ovo, adicionado ou nao de glicerol, sobre o sémen caprino resfriado a 4 °C.

Objetivos Especificos

1. Avaliar in vitro se a adicdo de glicerol ao diluidor agua de coco afeta a
sobrevivéncia espermatica (porcentagem de espermatozoides moveis e

motilidade individual progressiva), apos conservacao a 4 °C por até 48 horas;

2. Avaliar se a presenca do glicerol no meio de conservacdo favorece a

sobrevivéncia espermatica a 4 °C;

3. Verificar a porcentagem de alteracées morfologicas dos espermatozoides, aos
120 minutos de incubacdo em banho-maria, apos resfriamento por 0, 24 e 48

horas;

4. Avaliar a fertilidade do sémen diluido em agua de coco (adicionada de gema
de ovo e glicerol) resfriado a 4 °C, ap06s 12 e 24 h de conservacao, através da

inseminacao artificial de cabras.
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Artigo 1

Viabilidade In Vitro do Sémen Caprino Saanen Diluido em Agua de
Coco e Resfriado a4 °C

Artigo publicado na Revista Ciéncia Veterinaria nos Tropicos v.5, n.1, p.31-38,
jan/abr, 2003
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VIABILIDADE IN VITRO DO SEMEN CAPRINO SAANEN DILUIDO EM AGUA DE
COCO E RESFRIADO A 4°C
Emmanuelle Lima de FIGUEIREDO?; José Ferreira NUNES?; Ana Claudia
Nascimento CAMPOS?3; Alexandre Weick Uchéa MONTEIRO* e Artur Henrique
Soares da SILVA FILHO*

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi verificar in vitro, a viabilidade do sémen
caprino resfriado diluido em &gua de coco adicionada de gema de ovo e glicerol.
Foram preparados tratamentos a partir do diluidor 4gua de coco (AC): 1) AC + gema
de ovo e 2) AC + gema de ovo + glicerol. Ejaculados de reprodutores Saanen foram
diluidos e resfriados a 4°C por até 48h. Amostras do sémen resfriado, foram
submetidas ao teste de termorresisténcia (TTR) e avaliadas quanto a motilidade
individual progressiva (MIP) e porcentagem de espermatozoéides moveis (PEM). A
taxa de degradacdo da motilidade (TDM) foi calculada ao final da incubacao.
Esfregacos de sémen foram realizados para avaliacdo da morfologia espermatica
(ME). Os parametros de MIP, PEM, TDM e ME, nos diferentes tempos de
conservacao e diluidores, foram expressos em meédia e erro padrdo (SEM) e
submetidos a ANOVA (P<0,05). Resultados significativos superiores (P<0,05) foram
encontrados no diluidor sem glicerol, para os parametros de MIP, PEM TDM e ME,
dentro de cada periodo de resfriamento e tempo de incubacdo. Concluiu-se que a
adicdo de glicerol ndo confere aos espermatozéides conservados por até 48h a 4°C,
acdo de criopreservacdo, ndo interagindo positivamente para a integridade
espermatica como no sémen congelado.

Termos para indexagao: sémen, caprino, resfriamento, diluidor.

IMéd. Veterinaria, Mestranda, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias (PPGCV-UECE).
FAVET/UECE. Av. Paranjana s/n — Fortaleza - 60740-000 — CE — E-mail: lukafig@yahoo.com - * Autor para
Correspondéncia

2Méd. Veterinario, Ph.D, Professor, Pesquisador, (PPGCV-UECE).

3Méd. Veterinaria, Doutoranda, (PPGCV-UECE).
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VIABILITY IN VITRO OF BUCK SEMEN DILUTED IN COCONUT WATER AND

COOLED TO 4°C
ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate in vitro the viability of buck
semen cooled and diluted in coconut water added of egg yolk and glycerol.
Treatments were prepared in extender containing coconut water (CW): 1) CW + egg
yolk and 2) CW + egg yolk + glycerol. Ejaculated Saanen bucks were diluted and
cooled to 4°C for up to 48h. Samples of the cooled semen were submitted to
thermoresistence test (TTR) and evaluated that the motility progressive individual
(MPI) and porcentage of motile spermatozoa (PMS). The motility degradation rate
(MDR) was calculated to the end of the incubation. Semen slides were accomplished
for evaluation of sperm morphology (SM). The parameters PIM, PMS, MDR and SM,
in the times differents of conservation and extenders were expressed on the average
and standart error media (SEM) and submitted at ANOVA (P<0,05). Significatives
results higher (P<0,05) were finded in the extender without glycerol for the
parameters of PIM, PMS MDR and SM, inside each period of the cooling and time of
incubation. In conclusion the addition of glycerol do not confer to the spermatozoa
conservated for up to 48h to 4°C, advantage with relation to the parameters PIM and
PMS.

Index terms: semen, goats, cooling, extender.

INTRODUCAO

Em busca de alternativas para melhorar a funcdo produtiva e reprodutiva de
animais domésticos de interesse econémico, como caprinos e ovinos, pesquisadores
de todo o mundo tém procurado desenvolver biotécnicas como a sincronizacdo do

estro, a inseminagdo artificial (com utilizacdo do sémen fresco, resfriado ou
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congelado) e a transferéncia de embrides, que permitam a eficiéncia maxima de
animais de alto padrdo genético (Nunes, 1999).

Uma das principais biotecnologias utilizadas é a inseminacao artificial,
considerada uma das mais valiosas praticas de manejo reprodutivo disponivel aos
criadores (Machado & Simplicio, 1990).

Pequenos, médios e grandes produtores recorrem a inseminacao artificial
como técnica usual de manejo reprodutivo, buscando elevar a eficiéncia e otimizar o
retorno econémico da atividade pecuéria. Este método propaga os genes com maior
rapidez, facilitando assim, uma avaliagcdo eficiente de um individuo quando
comparada com a monta natural (Scheid, 1997).

Muitos diluidores tém sido usados na congelagédo do sémen caprino, porém
o leite desnatado continua sendo o preferido, devido a sua disponibilidade (Hoffman,
1972, citado por Nunes & Salles, 1993). Entretanto, algumas dificuldades sao
encontradas na congelacdo do sémen caprino, devido a interacdo do plasma
seminal com os fosfolipidios existentes nos diluidores convencionais, tal como o leite
desnatado (Nunes, 1986).

Dentre as opc¢bes de diluidores pobres em fosfolipidios, surgiu a agua de
coco que, através de experimentos in vitro e in vivo, mostrou um excelente
comportamento no que se refere ao vigor e motilidade de espermatozdides moveis e
fertilidade (Nunes, 1986).

A tecnologia de beneficiamento do sémen diluido em agua de coco, podera
contribuir de maneira significativa para a conservacdo e multiplicacdo de animais
geneticamente superiores, bem como aqueles em via de extincdo, tornando-se
necessarios estudos sobre a viabilidade do sémen caprino, diluido em 4gua de coco

e resfriado a 4 °C. O prolongamento da sobrevivéncia das células espermaticas,
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permitird desta forma, seu emprego em longas distancias, prorrogando assim o0
tempo de uso e com chances de obterem-se melhores indices de fertilidade.
Neste trabalho objetivou-se verificar in vitro a influéncia do diluidor agua de coco,

adicionado de gema de ovo e glicerol, sobre o sémen caprino resfriado a 4 °C.

MATERIAL E METODOS

O experimento in vitro utilizando o sémen caprino diluido em agua de coco
acrescida de gema de ovo e glicerol foi conduzido no Laboratério de Tecnologia do
Sémen Caprino e Ovino (LTSCO) da Universidade Estadual do Ceara, em Fortaleza
- CE, que esta situada em uma planicie litordnea a 3°4547” de latitude sul e
38°30’37” de longitude oeste.

Foram utilizados quatro machos caprinos da raca Saanen submetidos a
manejo intensivo de criacdo. Os animais foram coletados uma vez por semana, por
meio de vagina artificial, durante 6 semanas, perfazendo um total de 24 ejaculados.

Dois tratamentos foram preparados a partir do diluidor agua de coco (50%
de &gua de coco, 25% de agua destilada e 25% de citrato de sédio a 5%), conforme

protocolo a seguir:

(1) Diluidor agua de coco + 3,0 % de gema de ovo (testemunho);

(2) Diluidor agua de coco + 3,0 % de gema de ovo + 7% de glicerol.

Apés a coleta, o sémen de cada reprodutor foi avaliado quanto ao volume
(ml), motilidade massal (escore de 0-5) e concentracdo espermatica (x10° sptz/ml).
Em seguida, o sémen foi dividido em duas aliquotas, diluido (diluidores 1 e 2) a uma
concentracdo final de 200 x 10° sptz/ml e resfriado a 4°C. Amostras do sémen

resfriado foram submetidas ao teste de termorresisténcia (TTR) em banho-maria a
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37 °C e avaliadas quanto a motilidade individual progressiva (MIP) e porcentagem de
espermatozoides moéveis (PEM) aos 5, 60 e 120 minutos de incubacdo. Estas
avaliacbes foram realizadas as 0, 24 e 48 h de resfriamento. A taxa de degradacéo
da motilidade (TDM) foi calculada ao final de cada TTR e tempo de resfriamento,
pela seguinte férmula:

MIP 5 min - MIP 120 min
MIP 5min

X 100

TDM =

Esfregacos de sémen foram realizados aos 120 min de incubagdo para
analise da porcentagem de alteragbes morfolégicas, corados com eosina 1%,
nigrosina 3% e citrato de sodio 3%. Foram observadas 200 células por lamina
conforme metodologia de Colas (1980).

Os parametros de MIP, PEM, TDM e morfologia espermatica, nos diferentes
tempos de conservacédo (0, 24 e 48h) e diluidores, foram expressos em media e erro
padrdao (SEM) e submetidos a ANOVA (P<0,05). Os percentuais relativos a
avaliagdo da PEM e TDM foram transformados pela férmula arco seno /% para
normalizacdo dos dados. Quando foi identificada diferenca entre os tratamentos, 0s
parametros foram submetidos ao teste Fisher's PLSD a 5% (Stat View, 5.0). Os
ejaculados foram considerados repeticbes para cada tempo de conservacdo e

diluidor testado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 1, 2 e 3 e as figuras 1, 2, 3 e 4 mostram os resultados obtidos
com o sémen caprino submetido ao teste de termorresisténcia em banho-maria a

37°C com avaliagBes aos 5, 60 e 120 minutos de incubacéo, apos 0, 24 e 48h de
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resfriamento. Houve diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos testados,
nos parametros MIP, PEM TDM e morfologia espermatica, dentro de cada periodo
de resfriamento e tempo de incubacéo.

Os resultados da MIP (Figuras 1 e 2) demonstraram que a partir dos 5 min
de incubacédo a 37 °C, ja era possivel verificar-se diferenca significativa no sémen
sem glicerol (S/G) e no sémen com glicerol (C/G) conservados entre Oh e 48h a 4 °C
(P<0,05), quando comparados os tempos de resfriamento (P<0,05). Aos 60 min do
TTR, foi observado o mesmo comportamento no sémen S/G, enquanto que no
sémen C/G, observou-se diferenca significativa somente entre Oh e 24h de
incubacéao (P<0,05). Entretanto, em todos os tempos de conservacao, apos 120 min
do TTR, ndo foi verificada diferenca significativa (P>0,05). Foram observadas
diferencas significativas aos 5 min de incubacédo no TTR (Tabela 1), entre os dois
tratamentos dentro de cada tempo de resfriamento (0, 24 e 48h), ja aos 60 min e 120
min de incubacao, foi observada diferenca significativa somente entre as amostras
conservadas por Oh e 24h, onde observou-se uma melhor motilidade para o sémen
S/G. Quanto a TDM, nao foi constatada diferenca significativa entre os tempos de
conservacao e nem entre os tratamentos estudados (P>0,05).

No tocante a PEM (Figuras 4 e 5), constatou-se que a partir dos 5 min de
incubacdo, houve diferenca significativa no sémen sem glicerol (S/G) e no sémen
com glicerol (C/G) conservados entre Oh e 48h a 4 °C (P<0,05), quando comparados
os tempos de resfriamento (P<0,05). Aos 60 min do TTR, foi observado o mesmo
comportamento nos dois tratamentos. Entretanto, em todos os tempos de
conservacao, apés 120 min do TTR, nado foi verificada diferenca significativa
(P>0,05). Quando comparados os dois tratamentos (Tabela 2), dentro de cada

periodo de resfriamento (0, 24 e 48h), verificou-se diferenca significativa (P<0,05)
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aos 5 min. Aos 60 min, somente o sémen resfriado por Oh apresentou diferenca
significativa, ja aos 120 min pOde-se observar diferenca significativa entre as
amostras resfriadas por Oh e 24h. O sémen S/G mostrou-se superior ao sémen C/G.

Referente a morfologia espermatica (Tabela 3), ndo foi observada diferenca
significativa nas amostras testadas, quando comparados os trés tempos de
resfriamento. Diferencas significativas (P<0,05) foram detectadas para o0s
parametros células normais, defeitos de flagelo e patologias totais entre as amostras
testadas, dentro de cada periodo de conservacédo, ndo sendo no entanto, observada
diferenca significativa no parametro defeitos de cabeca. O sémen S/G apresentou
maior porcentagem de células normais quando comparado com o sémen C/G.

Os resultados in vitro apresentados neste trabalho, confirmaram a boa
caracteristica conservadora da agua de coco acrescida de 3% de gema de ovo,
guando utilizada como diluidor para o resfriamento de sémen caprino, também
obtidos por Campos et al. (2001) utilizando 2,5% de gema de ovo.

Roca et al. (1997), observaram um declinio na motilidade espermatica de
acordo com o tempo de conservagdo do sémen caprino estocado a 5 °C em Tris
com 2% de gema de ovo. Neste estudo observou-se uma diminuicdo gradativa nos
parametros MIP e PEM, quando comparados os trés periodos de resfriamento.

Bedford et al. (1995) ao testarem quatro tratamentos a base de leite
desnatado-glicose (LDG): 1) LDG, 2) LDG + 4% de gema de ovo (GO), 3) LDG + 4%
de glicerol (GL) e 4) LDG + 4% de gema de ovo + 4% de glicerol (GO + GL),
verificaram que nas 24h de resfriamento a 5°C, a MIP e PEM foram inferiores no
sémen equino diluido em LDG+GO do que nos demais tratamentos. Ja as 48h, estes
mesmos parametros foram inferiores nos diluidores contendo gema de ovo do que

nos diluidores sem gema. Estes resultados foram contrarios aos observados neste



34

experimento utilizando agua de coco como diluidor do sémen caprino, pois a gema
de ovo, rica em fosfolipideos, pode ter fornecido ao diluidor agua de coco, uma maior
protecdo a membrana dos espermatozoides.

Os estudos realizados por Nunes & Silva (1984) demonstraram que a MIP
decresceu de 3,5 para 3,0 e a PEM de 70% para 55% nas primeiras 6h do
resfriamento, no sémen diluido em leite desnatado. Estes resultados foram
superiores aos encontrados por Campos et al. (2001), que utilizaram agua de coco
adicionada de 2,5% de gema de ovo, porém foram inferiores aos observados neste
trabalho com o sémen diluido em agua de coco sem glicerol. Esta diferenca pode ser
atribuida possivelmente, a qualidade dos ejaculados utilizados nos diferentes
experimentos.

Quanto a TDM, Campos et al. (2001) ndo observaram diferenca significativa
entre os tempos de conservacao estudados (0, 24, 48 e 72 horas), o que também foi
constatado neste estudo. Ja Toniolli (1989), ao estudar o comportamento do sémen
caprino diluido em agua de coco in natura, estabilizada e em gel, verificou que os
valores médios da TDM foram de 40,30% para a agua de coco in natura, 72,02%
para a estabilizada e 81,08% para gel.

Shore et al. (1998) demonstraram que a PEM no sémen equino resfriado por
24h foi maior do que no sémen resfriado por 48h e Azevédo & Toniolli (2000)
observaram 0 mesmo comportamento no sémen caprino diluido em leite desnatado
acrescido de acido 3-indol acético (IAA), que apresentou valores de 2,1 e 48% para
os parametros MIP e PEM, respectivamente, apés 48h de resfriamento. Este
experimento mostrou valores aproximados aos obtidos por Azevédo & Toniolli

(2000), tanto para o sémen S/G guanto para o sémen C/G.
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Como o valor minimo para MIP considerado para utilizagdo do sémen é de
3,0 (Corteel, 1981; Fonseca et al., 1992), o diluidor S/G poderia ser utilizado nos trés
tempos de resfriamento, enquanto que o diluidor C/G, deveria ser utilizado somente
no primeiro tempo. Considerando-se no entanto, que o valor minimo para a PEM
deve ser de 30% para permitir taxas de fecundacdo aceitdveis (Corteel, 1981;
Fonseca et al.,, 1992), os dois tratamentos poderiam ser utilizados 48h apos o
resfriamento.

No tocante a morfologia espermética, observou-se que as patologias totais
(%) no sémen S/G n&o ultrapassaram o limite maximo de utilizagdo do sémen
caprino, que é de 15% (Manual para Exame Andrologico e Avaliagdo de Sémen
Animal, 1998), apresentando valores bem inferiores aos encontrados no sémen C/G,
obtidos neste estudo. Estes resultados diferiram dos encontrados por Araudjo &
Nunes (1991), que obtiveram uma porcentagem de 7,9% de alteracdes morfologicas
no sémen caprino diluido em agua de coco acrescida de gema de ovo e 14% de

glicerol contra 16,4% de alteracdes, na agua de coco com 18% de glicerol.

CONCLUSAO

Ao contrario do que se observa sobre a acao crioprotetora do glicerol
adicionado ao sémen congelado a -196 °C, sua adicdo ao sémen resfriado a 4°C,
nao desempenha funcao fisiolégica importante, jA& que na avaliacdo in vitro, os
valores de motilidade individual progressiva e porcentagem de espermatozoides
méveis, sempre foram inferiores no sémen contendo glicerol, mesmo nos tempos de
conservagao mais prolongados.

Testes de fertilidade in vivo, deverao ser realizados para recomendacéo final

do método.
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Figura 1- Motilidade individual progressiva (MIP) do sémen
caprino sem glicerol, nos tempos de resfriamento 0,
24 e 48 h, de acordo com o tempo de incubacéo.
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Figura 2- Motilidade individual progressiva (MIP) do sémen
caprino com glicerol, nos tempos de resfriamento 0,
24 e 48 h, de acordo com o tempo de incubacéo.
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Figura 3- Porcentagem de espermatozoides moveis (PEM) do sémen
caprino sem glicerol, nos tempos de resfriamento 0, 24 e
48 h, de acordo com o tempo de incubagao.
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Figura 4- Porcentagem de espermatozoides moveis (PEM) do sémen
caprino com glicerol, nos tempos de resfriamento 0, 24 e 48 h,
de acordo com o tempo de incubacéo.

Tabela 1: Motilidade Individual Progressiva (MIP) do sémen caprino diluido em agua de
coco sem glicerol (S/G) e com glicerol (C/G), resfriado por até 48h a 4°C e
submetido ao Teste de Termorresisténcia (TTR).

Tempo de  Tratamento TTR TDM (%)
resfriamento 5 min 60 min 120 min

Oh SIG 4,32 +0,05% 3,31+0,148 250+0,21¢ 62,98+ 6,45
CIG 3,45+0,11°* 256+0,13"2 1,73+0,18* 67,55+ 6,07

24h SIG 3,36 + 0,11 2,65+0,2128 2,56 +0,33%¢ 72,66+ 7,63
CIG 2,69 £ 0,141 200 +0,21°2 1,45+ 0,24%23 72,71+ 6,95

48h SIG 3,21 £ 0,252 2,50+0,35 2,25+055 70,27 £10,25
CIG 2,35+ 0,22 1,92 +0,29 1,75+0,75 88,78 + 8,07

aetras diferentes, comparagéo entre linhas, sémen S/G e C/G (P<0,05).
ABC |etras diferentes, comparacgédo entre colunas, S/G (5, 60 e 120 min) (P<0,05).
123 ne diferentes, comparacéo entre colunas, C/G (5, 60 e 120 min) (P<0,05).

Tabela 2: Porcentagem de Espermatozoides Moveis (PEM) do sémen caprino diluido
em agua de coco sem glicerol (S/G) e com glicerol (C/G), resfriado por até
48h a 4°C e submetido ao Teste de Termorresisténcia (TTR).

Tempo de Tratamento TR
resfriamento 5 min 60 min 120 min

Oh SIG 87,20 £ 1,504 68,12 £+ 4,578 44,06 + 6,043
CIG 74,59 £ 2,79°1 41 81 +3,31°2 24,00 + 3,13023

24h SIG 70,80 + 3,65%4 45,78 £ 5,968 44,37 + 8,4728C
CIG 41,66 + 3,731 31,66 +3,7312 25,00 + 3,94b2

48h SIG 59,33 +£6,56% 42,27 +7,21 39,16 £11,13
CIG 32,27 +4,89> 27.85+5,10 30,00 + 10,00

aletras diferentes, comparacéo entre linhas, sémen S/G e C/G (P<0,05).
ABC |etras diferentes, comparacédo entre colunas, S/G (5, 60 e 120 min) (P<0,05).
1.23 no diferentes, comparacéao entre colunas, C/G (5, 60 e 120 min) (P<0,05).
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Tabela 3: Morfologia espermética do sémen caprino diluido em 4gua de coco sem
glicerol (S/G) e com glicerol (C/G), resfriado por até 48h a 4°C e submetido
por até 120 min de incubacéao.

Tempo Tratamento Células Defeitos de  Defeitos de  Patologias
resfriamento Normais flagelo cabeca totais
Oh SIG 189,50+ 2,108 5,37+1,63" 4,93+1,22 10,50+ 2,10°
C/G 163,80+ 6,79° 33,53+ 7,028 2,33+0,72 36,13+ 6,762
24h SIG 193,66+ 2,01* 3,11+1,28° 3,00+1,15 6,11+ 1,90°
C/G 159,80+ 7,54° 35,70+ 7,37* 4,30+ 1,09 40,20+ 7,542
48h SIG 189,16+ 5,18% 5,33+2,47° 550+3,20 10,83+5,18°
CIG 159,00+ 9,00° 39,50+ 10,50* 1,50+ 1,50 41,00+ 9,002

b |etras diferentes, comparacao entre linhas, sémen S/G e C/G.
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Artigo 2

Fertilidade de Cabras Inseminadas Artificialmente com Sémen
Refrigerado a 4 °C e Conservado por até 24 Horas

Artigo publicado na Revista Brasileira de Reproducdo Animal, supl., n. 5, p.118-120,
out., 2002.
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Fertilidade de cabras inseminadas artificialmente com sémen refrigerado a 4°C
e conservado por até 24 horas
(Fertility of goats artificially inseminated with cooled semen to 4°C and conservated
for until 24 hours)

Figueirédo, E.L.%; Nunes, J.F.%; Monteiro, A.W.U.%; Pinheiro, J.H.T.}; Campos,
A.C.N.?; Santos, R.R.%; Medeiros, C.H.N.3

lUniversidade Estadual do Ceard, 2Universidade Vale do Acarau, 3GP- Genética e
Producéo de Caprinos e Ovinos
E-mail: lukafig@yahoo.com

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi verificar a influéncia do diluidor a base de
agua de coco adicionado de gema de ovo e glicerol e resfriado por até 24h a 4 °C,
sobre a fertilidade de cabras inseminadas artificialmente. Cabras tiveram o estro
sincronizado, através de esponjas intra-vaginais, impregnadas com acetato de
medroxi-progesterona (MAP), que permaneceram por 11 dias na porc¢ao cranial da
vagina. No nono dia do tratamento hormonal, foram aplicadas por via intra-muscular
gonadotrofina corbnica equina (eCG) e prostaglandina. Os ejaculados obtidos de
reprodutores foram diluidos em solucdo a base de agua de coco acrescida de 7%
de glicerol e 3% de gema de ovo, resfriados a 4 °C por 12h e 24 h. Inseminaram-se
155 fémeas com sémen resfriado por 12h (lote experimental A) e 200 com sémen
resfriado por 24h (lote experimental B). Os resultados do parametro prenhez,
observados por ultrassonografia, foram analisados através do teste do Qui-
guadrado, com nivel de significancia de 5% de probabilidade. Houve diferenca
significativa (P<0,05) entre as taxas de fertilidade de 41,29% (60/155) e de 54%
(108/200) obtidas apos inseminacéao artificial com sémen resfriado por 12 e 24 horas,
respectivamente. Concluiu-se que a adicao de glicerol e gema de ovo ao diluidor a
base de agua de coco pode contribuir para a manutencdo nao apenas da
viabilidade, mas também da fertilidade do sémen caprino submetido a resfriamento.

PALAVRAS-CHAVE: fertilidade, caprino, resfriamento.

SUMMARY

The aim of the present study was to check the influence of the coconut water based
extender added of egg yolk and glycerol, cooled for until 24h to 4 °C on the fertility of
goats artificially inseminated. Goats had the estro syncronized through vaginal
sponges, impregnated with medroxiprogesterone acetate (MPA) which stayed for 11
days in the cranial portion of the vagina. In the ninth day of the hormonal treatment
were aplicatted intramuscular injections with equine corionic gonadotrophine (eCG)
and prostaglandin. The ejaculates obtained of bucks were diluted in solution coconut
water based added of 7% glycerol and 3% egg yolk, cooled to 4 °C for 12h and 24h.
The 155 females were inseminated with cooled semen for 12h (experimental batch
A) and 200 with cooled semen for 24h (experimental batch B). The results of the
pregancy parameter, observed by ultrasonography were analysed through Chi-
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square analysis with significance level of 5%. There were significative differences
(P<0,05) between the rates of fertility of 41,29% (60/155) and 54% (108/200)
obtained after articial insemination with cooled semen for 12 and 24 h respectively. In
conclusion, the addition of glycerol and egg yolk to the coconut water based extender
can contribute to the maintenance not only of the viability, but also of the fertility of
the buck semen submitted to the cooling.

KEY WORDS: fertility, goat, cooling.
INTRODUCAO

A técnica de A, usando sémen congelado ou resfriado, tem proporcionado em
muitos paises, um incremento significativo no melhoramento de seus rebanhos
(Colas, 1984). Este método propaga 0s genes com maior rapidez, facilitando assim,
uma avaliacdo eficiente de um individuo quando comparada com a monta natural
(Sheid, 1997).

A 4gua de coco tem sido muito utilizada em biotecnologias relacionadas a
reproducao animal. Excelentes resultados foram obtidos com a utilizacdo da agua de
coco em estudos de preservacdo de sémen de animais domésticos como caprinos
(Freitas, 1988; Salles, 1989; Rodrigues et al., 1994; Nunes, 1998), ovinos (Freitas,
1992; Cruz, 1994; Sousa et al., 1994), suinos (Toniolli, 1989; Toniolli & Mesquita,
1990) e caninos (Montezuma Jr. et al., 1994).

De acordo com Nunes (1986, 1987), a fertilidade de cabras inseminadas com
sémen diluido em agua de coco é superior aquela do leite. Campos et al. (2001a)
verificaram que a associacdo da agua de coco com o leite, teve uma composi¢cao
favoravel, visto que este procedimento melhorou a termorresisténcia dos
espermatozoides, em relacdo ao uso do leite isolado.

O uso de sémen resfriado e diluido em agua de coco poderd ser uma
alternativa para utilizacdo do sémen caprino, pois alguns estudos tém demonstrado
gue o mesmo pode permanecer viavel para uso em inseminacao artificial por até 48
h (Campos et al., 2001b), aumentando assim, o campo de atuacéo e aplicacdo do
sémen resfriado.

Este trabalho teve por objetivo verificar in vivo a influéncia do diluidor agua de
coco, adicionado de gema de ovo e glicerol, sobre o sémen caprino resfriado a 4 °C.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em propriedades particulares e na sede da GP-
Caprinos e Ovinos, situados no municipio de Quixada-CE, que esta situado em uma
planicie litordnea a 4°58’ de latitude sul e 39°02’ de longitude oeste. Foram utilizadas
355 cabras do tipo SRD, com idade média de trés anos submetidas a manejo semi-
extensivo de criacdo. As fémeas tiveram 0 seu estro sincronizado através de
esponjas intra-vaginais, impregnadas com 50 mg de acetato de medroxi-
progesterona (MAP), que permaneceram por 11 dias na por¢édo cranial da vagina.
No nono dia do tratamento hormonal, foram aplicadas por via intra-muscular 200 Ul
de gonadotrofina corénica equina (eCG) e 50 ug de prostaglandina. Os ejaculados
foram obtidos de reprodutores com idade média de dois anos, por meio de vagina
artificial. Apés a coleta, o sémen foi diluido em uma solugéo a base de agua de coco
(50% de agua de coco, 25% de agua destilada e 25% de citrato de sédio a 5%),
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acrescida de 7% de glicerol e 3% de gema de ovo e resfriado a 4°C em geladeira,
por 12h e 24 h.

As cabras foram distribuidas em dois lotes experimentais: 155 fémeas foram
inseminadas com sémen resfriado por 12h (lote experimental A) e 200 com sémen
resfriado por 24h (lote experimental B). As inseminacdes foram realizadas entre 36 e
40 h apés a retirada das esponjas, utilizando-se palhetas de 0,5 mL, contendo uma
concentracgéo de 200 x 10° sptz/dose.

O diagnostico de gestacao foi obtido 35 dias apés as inseminacgdes, utilizando-
se um aparelho de ultrasom pie medical com sonda linear via transretal.

Os resultados do parametro prenhez, observados por ultrassonografia, foram
analisados através do teste do Qui-quadrado, estimando-se a média e desvio padrao
para cada lote e comparando-se entre os tratamentos com nivel de significancia de
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa (P<0,05) entre as taxas de fertilidade de 41,29%
(60/155) e de 54% (108/200) obtidas apoOs inseminacdo artificial com sémen
resfriado por 12 e 24 horas, respectivamente.

Apesar de superiores as taxas de fertilidade obtidas no estudo, Roca et al.
(1997), ao avaliarem a fertilidade do espermatozoéide caprino lavado (70,3%) e néo-
lavado (73,5%), resfriado a 5°C por 6-36 horas, ndo observaram diferenca
significativa entre os resultados (P<0,05), semelhante ao verificado por Jobim et al.
(1987), ao inseminarem ovelhas com sémen diluido em INRA acrescido de 20% de
gema de ovo e resfriado a 5 °C por 7-8 horas (45%) e com sémen puro (60%). Ja
Nunes (1997) verificou que a fertilidade de cabras inseminadas com sémen diluido
em agua de coco (88%) foi superior a fertilidade obtida com sémen diluido em leite
(85%).

Durante trés anos de estudo foram obtidas taxas de fertilidade de cabras do
tipo SRD, Saanen e Marota de 82%, 87% e 85%, para o 1° 2° e 3° ano,
respectivamente, utilizando-se sémen resfriado a 4 °C por 6-12 horas (Nunes &
Salgueiro, 1996; Nunes, 1997; Nunes, 1998), periodo minimo de conservacao
utilizado neste experimento.

Shore et al. (1998) observaram uma taxa de prenhez de 67% para os dois
grupos de fémeas inseminadas com sémen equino resfriado a 6 °C por 24h (dose
Unica) e por 48h (metade da dose no primeiro dia e a outra metade no dia seguinte),
enquanto que Squires et al. (1998), ao inseminarem éguas com sémen resfriado a 5
°C por 24h, utilizando o dobro da dose recomendada (2 x 10° sptz), com uma Unica
dose (1 x 10° sptz) ou com duas doses de 1 x 10° sptz cada por dois dias
consecutivos, obtiveram taxas de prenhez de 41%, 31% e 64%, respectivamente. No
presente estudo, inseminaram-se cabras com uma Unica dose contendo 200 x 108
de espermatozoides (sptz).

Bedford et al. (1995) ao pesquisarem se a gema de ovo ou o glicerol afetavam
a fertilidade de fémeas inseminadas com sémen equino diluido em solucdo a base
de leite desnatado-glicose (LDG), acrescida de gema de ovo (LDG + GO) ou glicerol
(LDG + G), e resfriado a 5 °C por 24h, verificaram que a gema de ovo ou o glicerol
adicionado ao diluidor LDG, afetou a fertilidade, ao contrario do que foi observado
neste estudo, com sémen caprino diluido em solugdo a base de agua de coco,
também acrescida de gema de ovo e glicerol.
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CONCLUSAO

Embora sendo conservado por um periodo mais longo, o sémen resfriado por
24 horas apresentou uma taxa de fertilidade significativamente superior a do sémen
conservado por 12 horas, o que demonstra que a adicao de glicerol e gema de ovo
ao diluidor a base de agua de coco pode contribuir para a manutencdo ndo apenas
da viabilidade, mas também da fertilidade do sémen caprino submetido ao
resfriamento a 4 °C, garantido desta forma, bons resultados nos trabalhos com
inseminacéao artificial.
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CONCLUSOES GERAIS

e Ao contrario do que se observa sobre a acdo crioprotetora do glicerol
adicionado ao sémen congelado a -196 °C, sua adicdo ao sémen resfriado a
4°C, ndo desempenha funcao fisiolégica importante, ja que na avaliacéo in
vitro, os valores de motilidade individual progressiva e porcentagem de
espermatozoides moveis, sempre foram inferiores no sémen contendo
glicerol, mesmo nos tempos de conservacao mais prolongados.

e A adicéo de glicerol e gema de ovo ao diluidor a base de agua de coco pode
contribuir para a manutencao da fertilidade do sémen caprino submetido ao
resfriamento entre 5 a 0°C, garantido desta forma, bons resultados nos
trabalhos com inseminacdo artificial a campo. Porém, novos testes de
fertilidade deveréo ser realizados para recomendacéao final do método.
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PERSPECTIVAS

A utilizacdo de crioprotetores para células espermaticas, destacando-se o
glicerol em temperaturas abaixo de 0 °C, também possibilita uma seguranca nos
processos de refrigeracdo. Nos trabalhos a campo ou em condi¢des nas quais as
temperaturas de 4 a 5 °C ndo possam ser rigorosamente controladas, a margem de
perda celular devido ao resfriamento € amenizada com a adicdo de glicerol,

permitindo uma melhor integridade das membranas esperméticas.
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