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RESUMO

BATISTA, LUCAS BASTOS. Avaliacdo de sémen caprino diluido em agua de coco
em po e mantido sob diferentes periodos pos diluicdo. Projeto de Pesquisa. UFCG.
2008. 34p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Monografia) em Reprodugdo Animal.

Medicina Veterinaria

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade espermatica de caprinos
da raga Moxot6 utilizando diluente a base de agua de coco, refrigerado a 5° C.
Foram avaliados a motilidade individual progessiva, o vigor, turbilhonamento e a
resposta ao teste hiposmatico, nos espermatozoides de dois caprinos, submetidos a
diluicdo com agua de coco, refrigerados a 5° C. Foram utilizadas trés solugdes,
SOLUCAO 1 - 0.735g de citrato de sodio e 1.351g de frutose em 100ml de agua
destilada, com osmolaridade de 150 mOsmol /L; SOLUCAO 2 - 1.470g de citrato de
sédio e 2.702g de frutose em 100ml de agua destilada, com osmolaridade de 300
mOsmol/L; SOLUCAO 3 - 100 ml de &gua destilada. Foram realizadas quatro
coletas, em cada reprodutor, com intervalo de uma semana, usando
eletroejaculador. O sémen foi avaliado imediatamente apds a coleta, quanto as
caracteristicas macro e microscopicas, e submetidas ao teste hiposmético (HOST)
apos 12, 24 e 48 horas. Os resultados mostraram que a motilidade individual
progressiva e o0 vigor espermatico ndo sofreram diminuigdo significativa nos
momentos 12, 24 e 48 horas. Mostra-se ainda, que o uso das solugdes hiposmoticas
1 e 2 nos diferentes tempos ndo mostrou diferenga nas alteracdes hiposmaticas da
cauda, concluindo que as solugbes possibilitam a avaliagdo da integridade da

membrana plasmatica.

Palavras-chave: teste hiposmotico, caprinos, sémen resfriado, agua de coco



ABSTRACT

BATISTA, LUCAS BASTOS. .Projeto of Research. UFCG. 2008. 34p. Work of
Conclusion of Course (Monograph) in Animal Reproduction. Veterinary

medicine

The present work had the aim to evaluate the spermatic viability of goat of the
Moxoté race using extenly of coconut water, refrigerated 5th C. were appraised the
motibility , vigot and the answer to the hiposmotic test, in the spermatozoids of,
submitted to the dilution with coconut water, refrigerated 5th C. three solutions were
used, SOLUTION 1 - 0.735g of citrate of sodium and 1.351g of fructose in 100ml of
water distilled, with osmolarity of 150 mOsmol / L; SOLUTION 2 - 1.470g of citrate of
sodium and 2.702g of fructose in 100ml of water distilled, with osmolarity of 300
mOsmol/L; SOLUTION 3 - 100 ml of water distilled. Four collections were
accomplished, in each male, with interval of one week, using eletroejaculador. The
semen was evaluated immediately after the collection, and submitted to the
hiposmatic test (HOST) after 12, 24 and 48 hours. The results showed that the
progressive individual motility and the vigot didn't suffer significant decrease in the
moments 12, 24 and 48 hours. The hiposmatic test solutions showed similar result on
the evolution of the plasmatic membrane of the spermatozoa no different was
observel between solution 1 and 2, and we can recowend it for the evolution of the

plasmatic membrane integrity.

Word-key: hiposmotic test, goat, refrigerated semen, coconut water powder-

extenly.



1. INTRODUCAO

A cabra doméstica (Capra hircus) foi o primeiro animal a produzir alimento
(leite e carne) domesticado pelo homem, ha cerca de 7.000 anos, servindo também
para produzir couro, pélo e esterco. Sendo o leite de cabra o terceiro em producao
mundial, depois do de vaca e de bufala. Estima-se que em 2005 foram produzidos
12,4 bilhdes de litros de leite de cabra no mundo, o que corresponde a 2% da
producdo mundial (CNPGL, 2006).

Segundo a FAO (2001), o rebanho mundial de caprinos em 2.000 era de
715.297.550 cabecgas, das quais 96% estdo em paises em desenvolvimento, com
apenas 4% nos paises desenvolvidos, salientando que 40 anos atras o efetivo
caprino dos paises desenvolvidos era de 31,7 milhdes de cabecgas, sendo
atualmente 29,1 milhdes, o que representa um decréscimo de 9%, enquanto nos em
paises em desenvolvimento esse numero era 315,9 milhdes em 1961 e de 686,2
milhdées em 2.000, mostrando um aumento de 117%. Atualmente a China é o maior
rebanho mundial, com 148,4 milhdes de cabecas, o que representa 20% do efetivo
mundial. Em seguida vém a india e o Paquistdo. O Brasil fica na décima colocacéo,
com um rebanho de 12.600.000 cabecas, cerca de 2% do rebanho mundial.

Com relagao a distribuicdo geografica do efetivo caprino brasileiro, pelos
dados do IBGE (2005), referentes ao censo agropecuario de 1996, o quadro
apresenta um padrdo idéntico ao mundial. Considerando-se as regiées Sul e
Sudeste como desenvolvidas e Norte, Centro-Oeste e Nordeste como em
desenvolvimento, 4% dos caprinos estdo no primeiro grupo € 96% no segundo. Vale
ressaltar que 94% do rebanho nacional esta na regido Nordeste, onde prevalecem
condi¢cdes edafo-climaticas desfavoraveis. Nessa situacdo os caprinos assumem
uma grande importéncia social, pois chegam a ser a unica fonte de renda em
determinadas circunstancias e deles depende a sobrevivéncia de muitos

nordestinos.

O desempenho reprodutivo determina, em grande parte, a quantidade a ser
comercializada e ¢é através dela que o melhoramento genético se efetiva.

Encontram-se nessa situagao a inseminacao artificial e a transferéncia de embrides.
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Neste sentido surge a necessidade de aperfeigoar os processos de tecnologia
de sémen quanto ao uso de diluentes e suas concentragdes, bem como avaliar as
alteragcdes da integridade espermatica e sua viabilidade, na relagdo com os
diferentes periodos de manutengao da forma refrigerada.

O teste hiposmoético (HOST) tem sido apontado como meétodo pratico para
predizer a fertilidade dos reprodutores e eficacia de protocolos de tecnologia de
sémen, por possibilitar uma analise das lesdes da membrana plasmatica.

Assim, apesar de ser um teste relativamente novo para avaliar a integridade
funcional da membrana plasmatica do espermatozéide, o HOST deve ser
considerado como indicador de fertilidade, ja que a viabilidade da membrana € um
requisito basico para que ocorra a fertilizagdo (MELO,1999).

Deste modo, a finalidade deste estudo foi avaliar a viabilidade espermatica de
caprinos por meio da avaliagado da integridade funcional da membrana celular dos
espermatozoides, atraves da utilizacdo do teste hiposmotico (HOST).
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2. OBJETIVOS

1) Avaliar a motilidade individual progressiva e o vigor dos espermatozdéides de

caprinos, submetidos a resfriamento em diferentes periodos;

2) Avaliar a eficacia do uso do teste hiposmoético na analise da integridade

plasmatica do sémen caprino resfriado;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Consideragoes Anatomicas

Um bom conhecimento anatdmico do aparelho reprodutor masculino é de
suma importancia para o entendimento do funcionamento do sistema reprodutivo,

bem como a sua localizagao e caracteristicas morfolégicas.

3.1.1. Anatomia do Aparelho Reprodutor Masculino

O aparelho reprodutivo masculino dos caprinos € constituido por:

1. Testiculos: em numero de dois, com forma ovalada, alojados na bolsa
escrotal, em posicado vertical, com um peso de 50 a 150 gramas. Séo
simétricos e de consisténcia firme. Sua funcéo € produzir espermatozdides e
horménios;

2. Epididimo; canal que serve para transporte e reservatorio de

espermatozoéides produzidos no testiculo;

3. Ducto deferente: tem a funcdo de transportar os espermatozdides no
momento da ejaculagéo;

4. Pénis: é o 6érgao masculino responsavel pela cépula, ou seja, através dele
os espermatozodides sdo depositados no érgao genital feminino;

5. Uretra: canal que transmite as secre¢des reprodutivas e urinarias;

6. Prepucio: é uma camada de pele que recobre e protege o pénis;
Glandulas acessorias do pénis: sdo responsaveis pela producdo de
liquidos que nutrem os espermatozoides e estdo situados junto a uretra.
S&o elas: glandulas vesiculares (vesiculas seminais), a prostata, as

gléandulas bulbouretrais e a ampola.
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Preplicio Bolsa eserotal

Figura 1. Aparelho reprodutor masculino (caprino)

3.2 FISIOLOGIA REPRODUTIVA

O inicio da atividade sexual no macho se da com o aparecimento da
puberdade, esse fendmeno € marcado pelo aparecimento de instintos reprodutivos
(monta em machos e fémeas, interesse sexual pelas fémeas, agressividade), porém
a puberdade total s6 é alcancada quando os espermatozodides encontram-se viaveis
para a fecundacdo. Além dessas caracteristicas, a puberdade no macho e na fémea
€ influenciada por diversos fatores externos, tais como alimentagédo, clima e
interacdo social; e internos, tais como hormoénios atuantes, raga (genética) e
desenvolvimento ponderal. O desenvolvimento da puberdade da-se, apesar de todos
esses fatores desencadeantes, com a ativacdo do eixo hipotalamo-adeno-hipofise-
gonadal. Essa ativagdo permite a produgdo dos horménios de forma ordenada
determinando o desencadear da espermiogénese, bem como assegurando que o
animal seja capaz de executar uma cobertura fértil. Cada fator apresenta uma
particularidade e influéncia importante para o desencadeamento da puberdade e
desenvolvimento das atividades reprodutivas. O esquema a seguir aponta a
influencia no aumento do tamanho testicular, bem como a interagdo hormonal que
desencadeia o processo de produgao de espermatozdides (espermatogénese) e seu

comportamento sexual.
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Aumento di

Tarmanho
testicular
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Comportamento
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Esperimaiogtnese

Ejaculacao

Figura 2. Fatores que interferem na puberdade do macho

3.2.1 ESPERMATOGENESE

E o processo pelo qual se da a transformacdo das células do epitélio
germinativo (espermatogbdnias) em espermatozodides. Ocorre a partir de varias
reagcdes mitéticas (divisdo em células com cromossomos dipldides 2n) e meidticas
(divisdo em células com cromossomos hapléides n), de acordo com cada espécie,
de forma que os espermatozoides apresentem no final um numero haploide de
cromossomos (espermatide).

As espermatides sofrem um processo denominado espermiogénese onde irdo
sofrer varias alteragdes nucleares e citoplasmaticas, além da formagdo de um
flagelo, dando uma caracteristica movel a célula. As espermatides maduras s&o
liberadas no lumen dos tubulos seminiferos como espermatozoides (espermiacgéo),
de 14, sdo transportados através da rete testis para os epididimos, onde sao

armazenados e amadurecidos.
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A espermatogénese é um processo ininterrupto uma vez que iniciado,
podendo haver, algumas vezes, uma variagdo no ritmo de produgao, dependendo da
quantidade de luz fornecida (fotoperiodo).

O controle hormonal € feito pela produgdo gonadotrofica das células de
Leydig e Sertoli no interior dos testiculos. A testosterona produzida pelas células de
Leydig € controlada pelo horménio luteinizante (LH). Um decréscimo nos niveis de
testosterona leva a um aumento na secrecido de LH, esse aumento estimula as
células de Leydig a secretarem testosterona que, quando elevada, inibe a secregao
adicional de LH, estabilizando assim os niveis de testosterona. A testosterona é
responsavel pela manutencdo da espermatogénese no suporte do processo
meidtico.

O hormbnio foliculo-estimulante (FSH) € responsavel pela produgdo da
proteina androgeno-aglutinante (ABP) pelas células de Sertoli. A ABP liga-se com a
testosterona e outros andrégenos para estabilizar suas concentracbes e manter
quantidades apropriadas para a espermatogénese, além de estimular a secrecao de
estrégenos pelas células de Sertoli. As células de Sertoli produzem um horménio
conhecido como inibina, que inibe a secregao de FSH.

Ao passo que o LH é requerido continuamente para a espermatogénese
(suporte da meiose pela testosterona), o FSH nao é essencial para sua manutengao

uma vez que tenha se iniciado.

3.2.2 EJACULAGAO

Chegada a puberdade, o macho atinge a maturidade sexual e esta apto para
iniciar as suas atividades reprodutivas, o processo € percebido com o aumento da
libido e 0 mecanismo da copula se da da seguinte forma: inicia-se com a erecdo do
pénis que ocorre devido a um aumento na turgidez do pénis provocada pela
elevagdo na pressao sanguinea no interior dos seios cavernosos por um maior fluxo
de entrada de sangue do que saida, controlada pela agdo parassimpatica causando
dilatac&o arterial, e contracdo da musculatura peniana promovendo vasoconstricgao.
Em ruminantes, como é o caso dos caprinos, o relaxamento do musculo retrator do

pénis provoca a eliminagao da flexura sigmoide e consequente alongamento deste.
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A monta é a posigdo que o macho assume onde o pénis ereto é levado em
aposicado a vulva da fémea, que assume comportamento receptivo. A introducédo do
pénis no interior da vagina e manutencédo durante o coito é o processo conhecido
como intromissdo. O pénis s6 se encontrara completamente turgido depois de
penetrado no interior da vagina pois esta comprime o prepucio e a drenagem venosa
€ obstruida.

Com o aumento do estimulo sexual, devido ativagcdo dos nervos sensoriais
localizados na glande, um ponto maximo € atingido nos centros reflexos da medula
espinhal, dai se da a emissdo e ejaculagdo. Esta ocorre devido ativacdo da
inervagao simpatica com a qual o esperma e fluidos nos vasos deferentes e
ampolas sédo esvaziados no interior da uretra juntamente com o plasma seminal das
glandulas acessérias. Completada a ejaculagdo, um peristaltismo reflexo nos
musculos uretrais propele o conteudo em dire¢ao ao orificio uretral externo, auxiliado
pela contracdo do musculo bulboesponjoso. Essa combinacdo de pressdo e
peristaltismo forgca o conteudo para o exterior da uretra, caracterizando o processo
de ejaculagao.

O plasma seminal € quem fornece um ambiente ideal para a sobrevivéncia
dos espermatozodides no interior do trato reprodutivo da fémea, € rico em eletrdlitos,
frutose, acido ascérbico e outras vitaminas. “Embora a fertilizacdo possa ocorrer
pelos espermatozoides sem a ajuda do plasma seminal, ele provoca um maior
potencial de fertilizagdo” (REECE, 1996)

3.3 METODOS DE COLETA DE SEMEN

A coleta do sémen em caprinos pode ser realizada através de vagina artificial
ou eletroejaculagdo. A vagina artificial € o método mais indicado pois imita as
condigdes de pressao e temperatura (35° C) da vagina da cabra, além de ser um
procedimento menos traumatico para o reprodutor, porém necessita de uma fémea
que servira como manequim e uma mao de obra mais especializada. De preferéncia
utiliza-se como manequim uma fémea que se encontre no cio, para despertar maior
interesse por parte do macho. No momento em que o animal monta, faz-se o desvio
do pénis introduzindo-o na vaginal artificial, para que o animal ejacule no interior do

tubo coletor que vem acoplado a vagina. O sémen coletado deve ser protegido de
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luz solar, poeira e evitar agitagdes bruscas (LIMA, 2000) in (GRANADOS et al,
2000).

A eletroejaculacéo é mais utilizada na espécie bovina, em caprinos e ovinos
acredita-se que produza um sémen de baixa concentragdo e qualidade
(GRANADOS et al, 2006), sendo mais utilizado em animais impossibilitados de
montar. O eletroejaculador é introduzido no reto do animal, e, em contato com as
glandulas acessorias, promove descargas elétricas leves que vao estimular essas
glandulas a secretarem o plasma seminal, além de estimular a inervacéo
parassimpatica da medula espinhal, desencadeando o mecanismo de ejaculagao
como um todo. Recomenda-se que os estimulos sejam efetuados a cada dez
segundos com um aumento gradativo de um volt. A ejaculagdo ocorre com 4 a 7
estimulos. O volume do ejaculado é levemente superior, e a qualidade do sémen é

um pouco superior do que as amostras colhidas com a vagina artificial.

3.4 SEMEN RESFRIADO

Para uso nos métodos de inseminacao artificial, o sémen caprino pode ser
utilizado na forma fresco (puro ou diluido), refrigerado ou congelado. A utilizacdo do
sémen a fresco proporciona a manuteng¢ao das caracteristicas fisicas e morfologicas
espermaticas, porém, dentro de um curto espaco de tempo.

O uso de sémen congelado permite a conservagao do material genético por
mais tempo, além de possibilitar o seu transporte por longas disténcias, de um pais
para outro por exemplo. Entretanto, a estocagem de sémen na forma congelada
causa mudancas estruturais, bioquimicas e funcionais nas células espermaticas
resultando, inevitavelmente, na reducdo da qualidade e no numero de
espermatozoides viaveis apos descongelamento.

O resfriamento do sémen, apesar de apresentar melhores resultados quando
comparado ao congelado, também pode causar danos irreversiveis ao
espermatozoéide, em virtude do choque térmico, que pode ser minimizado pelo
resfriamento lento do sémen diluido. Para MACHADO e SIMPLICIO (1995), a taxa
de resfriamento do sémen caprino deve estar compreendida entre 0,25° C e 0,35°
C/minuto, até que a temperatura final de 5° C seja atingida. Neste caso, a motilidade

espermatica é mantida, mesmo que a baixos niveis, por alguns dias.
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Desta forma a utilizacdo do sémen resfriado proporciona maior viabilidade
espermatica quando comparado ao congelado, além de facilitar o transporte de
material genético entre propriedades, sendo, neste caso, uma alternativa a
exportacao e importagdo de sémen (SIQUEIRA, 2006), por exemplo, uma amostra
coletada na regidao Sul pode muito bem ser utilizada na regido Nordeste e apresentar
resultados satisfatorios.

3.5 TIPOS DE DILUENTES PARA SEMEN

Os diluentes atuam como nutrientes, fazem a manutencdo do pH do meio,
sdo bactericidas, melhoram o aproveitamento do ejaculado, fazem manutencao da
pressdao osmotica e permitem sobrevivéncia do espermatozoide apds o
procedimento de resfriamento.

Varios diluidores tém sido testados para uma melhor preservagao do sémen
caprino, sendo observados resultados bastante variaveis quanto a viabilidade
espermatica. Entre os existentes, podem ser citadas aqueles a base de gema de
ovo, em concentragdes que variam de 20 a 1,5%, a base de leite em p6 desnatado
com adigdo de glicose, tris, agua de coco em po, citrato de sdédio, lactose, ou
associacoes desses (SIQUEIRA, 2006).

As diferengas observadas quando da utilizagdo de diluidores contendo gema
de ovo se deve a variagdo sazonal e individual na concentracdo da enzima
coaguladora da gema de ovo no plasma seminal e, a variagdo na composi¢cao da
gema do ovo, dependendo da linhagem da ave, (CORTEEL, 1973), citado por
SIQUEIRA (2006).

O acido 3 - indol acético, uma fragdo da agua de coco pertence ao grupo das
auxinas, que possuem atividade hormonal estimuladora do crescimento de vegetais,
mostra atividade sobre o metabolismo dos espermatozoéides. O isolamento dessa
substancia abriu uma perspectiva de prolongamento da capacidade fecundante dos
espermatozoides conservados sob refrigeracéo, por um periodo superior a 24 horas
(NUNES, 1993).

SALGUEIRO et al. (2002) desenvolveram um diluente a base de coco,
padronizado na forma de po, permitindo a conservacdo das suas caracteristicas

benéficas e facilitando o seu uso em regides onde nao se dispéem do fruto.
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3.6 TESTE HIPOSMOTICO

Caracteristicas espermaticas padrao (concentragdo, motilidade e morfologia)
sdo frequentemente insuficientes, por si sO, para o diagndstico da
fertilidade/infertilidade, a ndo ser que individualmente sejam muito diferentes dos
valores das normalidades para a espécie. A habilidade do teste hiposmotico (HOST)
em avaliar a integridade funcional da membrana plasmatica torna-o um teste
complementar importante na avaliagao in vitro do sémen criopreservado, uma vez
que tanto a criopreservacédo quanto o resfriamento podem levar a efeitos deletérios
sobre a membrana. Os valores obtidos no teste HOST e a correlagcao entre esses e
a motilidade espermatica indicam que o espermatozéide responde ao estresse
osmotico diferentemente da motilidade apresentada (MELO, 2005).

O teste hiposmoético (HOST), apresenta como principio a observagao de que
um espermatozdide, com uma membrana celular integra se colocado em solugao
hiposmoética, permite a passagem da agua pela membrana celular até o
restabelecimento do equilibrio osmético entre os fluidos extras e intracelulares
(SANTOS et al 2001). Este teste foi proposto inicialmente com a finalidade de avaliar
a atividade bioquimica da membrana plasmatica intacta em espermatozdides
humanos e verifica-se que, com o influxo da agua para o interior da célula, ha um
aumento do volume celular com formacdo de edema e posterior dobramento da
cauda (JEYENDRAN et al., 1984).

O teste HOST apresenta importancia ao avaliar s€émen que embora mostre
bons resultados de motilidade e morfologia espermatica, apresentam alteragcbes de
funcionalidade espermatica em fungdo de dano da membrana plasmatica (MELO,
1999). Considera este autor que, apesar de ser um teste relativamente novo para
avaliar a integridade funcional da membrana plasmatica do espermatozoide, o HOST
deve ser considerado como um indicador de fertilidade, ja4 que a viabilidade da

membrana € um requisito basico para que ocorra a fertilizacao.

Nos trabalhos iniciais desenvolvidos por JEYENDRAN et al. (1984), foram
testadas solugées com osmolaridades que variaram de 50 a 300 mOsmol, obtendo

os melhores indices de reacdo espermatica ao teste ao utilizarem solugdes a 150
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mOsmol/L, ou menos. Da mesma forma os mesmos autores também testaram
diferentes solutos (citrato de sddio, sucrose, melitose, frutose e cloreto de sodio) e
associacoes entre eles, e verificaram que a taxa de reagao espermatica variava de
acordo com a solugao usada, dentro da mesma faixa de osmolaridade. Obtiveram os
melhores resultados com a utilizagdo da associagao entre citrato de sodio (50%) e
frutose (50%) a 150 mOsmol/L, incubada por 30 minutos a 37° C.

MELO (1999), utilizando o teste HOST para a espécie equina, observou que,
independente do soluto utilizado, maiores taxas de reagao ao teste sdo conseguidas
utilizando solugdes com 150 mOsmol/L a 50 mOsmol/L, mantendo as amostras por
30 minutos, a 37° C. observaram que nessa faixa de osmolaridade também foram
menores as oscilacdes.

FONSECA et al.,, (2001) estudando o teste HOST na espécie caprina
utilizaram uma solugao hiposmoética contendo citrato de soido (50%) e frutose (50%)
em agua destilada e testaram osmolaridades que variavam de 50 a 300 mOsmol,
verificando que a maior percentagem de espermatozoides reativos ao teste e com
um maior grau de reacado (dobramento de cauda e edema) foi encontrada em
solucao hiposmatica a 125 e 150 mOsmol/L.

SANTOS et al., (2001) também encontraram bons resultados, trabalhando
com essa mesma combinagdo de solutos, a 60 mOsmol. Esses autores, porém,
trabalharam com um tempo de incubagao de 60 minutos, a 37° C. Esse tempo é
superior ao preconizado por CAIZA DE LA CUEVA et al. (1997), e citam que o tempo
ideal para que ocorram as reacgdes é de 20 a 30 minutos.

BITTENCOURT et al. (2005) comparando diversos crioprotetores no sémen
caprino e o uso do HOST, constataram que os grupos que utilizaram o etilenoglicol
como crioprotetor (etileno e etileno+EDTA) foram os mais eficazes em promover a
manutengdo da integridade morfofuncional da membrana dos espermatozoides
caprinos criopreservados. O teste hiposmotico mostrou ser um método eficiente para
avaliacao da viabilidade da membrana espermatica dos caprinos, citando ainda que
€ necessario o desenvolvimento de novos estudos para a padronizagao da técnica,
com a confirmagdo dos melhores solutos e da melhor osmolaridade a serem

empregados para essa especie.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Reproducédo Animal, localizado
no Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), Campus de Patos, no periodo de 18 de agosto a 10 de
setembro de 2008. Foram utilizados dois (02) reprodutores caprinos da raga Moxoto,
fazendo-se 04 coletas de cada animal, com idade estimada entre 12 e 24 meses,

fertiidade comprovada e auséncia de enfermidades reprodutivas.

4.1 Escolha dos Reprodutores

Os reprodutores foram selecionados do proprio rebanho da instituicao, por se
apresentarem dentro dos padrdes racial e etario exigidos,e classificados como aptos
apos realizagdo de exame andrologico minucioso. Neste exame, além do estado
clinico geral do animal, foi avaliado o sistema genital, verificando-se a presenca, as
dimensodes, a simetria, a consisténcia e a mobilidade dos componentes do sistema,
bem como sua compatibilidade com a idade, com o desenvolvimento e com a raca
do animal. Verificou-se também o histérico e comportamento sexual do animal e, por
fim, foi feito o espermiograma para avaliagdo das caracteristicas fisicas e

morfoldgicas.

4.2 Coleta e Avaliagcao do Sémen

O sémen foi coletado por meio de eletroejaculagédo, imediatamente colocado
em banho-maria a 37° C, enquanto o ejaculado era avaliado por suas caracteristicas
macroscopicas (volume, cor e aspecto), e uma pequena amostra foi retirada para
estudo das caracteristicas microscopicas (turbilhonamento, motilidade individual
progressiva, vigor, concentragado espermatica e morfologia). Logo apds a coleta foi
observado, o turbilhonamento, em microscépio Optico com objetiva de 5x, e
classificado entre 0 e 5; a motilidade progressiva, foi feita colocando-se uma
laminula sobre a ladmina e observando em objetiva de 10x, considerou-se uma
escala de 0 a 100%; e o vigor também na objetiva de 10x e classificado entre zero e

cinco.
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Em seguida, uma aliquota do sémen (20uL) € diluida em 2 ml de formol citrato
numa concentracdo de 1:400, para avaliagdo da concentracdo espermatica em
camara de Newbauer, e da morfologia espermatica em preparagao umida (uma gota
de sémen em lamina sob laminula), em microscopia de contraste de fase, com
objetiva de imersao contando 200 células.

Foram utilizados apenas ejaculados com volume minimo de 0,5 ml de sémen,
motilidade progressiva maior ou igual a 75% e vigor maior ou igual a 2.

Avaliadas as caracteristicas macro e microscépicas, a etapa seguinte foi o
resfriamento do sémen. A diluicdo do ejaculado foi feita em diluente a base de agua
de coco em pd na proporcao de 1:9 (sémen e diluente respectivamente). Depois de
diluido, o sémen foi colocado na geladeira numa temperatura média de 5° C para
conservagao. A avaliagdo quanto as caracteristicas de motilidade, vigor e a

realizacao do teste HOST foram feitas 12, 24 e 48 horas apo6s o horario da coleta.

4.3 Realizagao do Teste Hiposmético

Foram analisadas quatro coletas de sémen resfriado por cada reprodutor,
sendo que de cada coleta, foram colhidas aliquotas de 20 yL de sémen diluido e
colocadas em tubos Ependorf , dois deles contendo 1 ml de solugdo citrato de sodio
50% e frutose 50% com osmolaridade 150 mOsmol/L e 300 mOsmol/L
respectivamente, e um terceiro contendo 1 ml de agua destilada, contabilizando as
solucdes A, B e C para cada reprodutor.

A avaliagdo das amostras foi realizada através da colocacdo de 20 pL de
cada uma das solugdes, com o uso de pipeta, entre |amina e laminula, para
contagem de 100 células em microscopia de contraste de fase na objetiva de
imersao.

A classificacdo das células foi feita observando-se a presenca ou nao de
dobramento na cauda dos espermatozdides, segundo descrito por KUMI-DIAKA
(1993). O calculo do numero de espermatozoides reativos ao teste hiposmaético (HO)
foi realizado utilizando-se a formula citada por MELO (1999), onde HO% = (% de
alteracdes na regido da cauda apos o teste HOST) — (% de alteragbes na regido da
cauda antes do teste HOST). Todas as alteragdes de cauda, associadas ou néo a
defeitos de outra regido do espermatozoide, foram contabilizadas antes e depois do
teste HOST.
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Na analise estatistica dos dados avaliados foi utilizado o pacote estatistico
Instat 3. A consisténcia dos dados e analise descritiva (médias e desvio padréo) das
caracteristicas de interesse ao estudo foi realizada mediante o emprego dos testes

de Tukey (paramétrico) e o de Kruskal — Wallys (ndo paramétrico).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 01. Motilidade individual progressiva de espermatozéides de caprinos
da raga Moxotd, submetidos a diluicdo com agua de coco em poé.
Patos, 2008.

Horario N Médias * desvio

Fresco (0 hora) 8 80+5,97 a

12 horas 8 61,87 £ 18,88 b
24 horas 8 47,50 £ 26,72 b
48 horas 8 28,12 +23,89c

F/ 12= P< 0,05, F/24= P< 0,001,F/48= P< 0,001, 12/24= P< 0,05, 12/48= P< 0,05, 24/48 = 0,05.

Verifica-se na Tabela 01 que a motilidade individual progressiva do sémen fresco
foi superior a observada nos momentos com 12 h. (P<0.05), 24 h (P<0.001) e 48 h
(P< 0.001), ja entre os momentos 12 e 24 horas ndo houve variagdo e entre estes
momentos e 48 horas houve uma diferenga significativa (P< 0.05). Pode-se verificar
a sensivel reducao da motilidade a partir das 24 horas de conservacao. Aqui deve se
considerar as observagdes de SILVA (1993) onde afirma que a motilidade com
valores acima de 50% com sémen refrigerado oferecem resultados satisfatorios de
fertiidade, uma vez que a populagdo espermatica € maior que aquela utilizada no
sémen congelado e as células nao sofreram o impacto do processo de
congelamento e descongelamento. Os valores obtidos nos momentos 24 e 48 horas,
47.50% e 28.12%, respectivamente, sdo valores questionaveis no intuito de obter
indices de fertilidade satisfatorios.

Tanto a motilidade individual progressiva e o vigor dos espermatozoéides sao
importantes parametros na avaliagdo da potencialidade da fertilidade, conforme
proposto por WEITZE (2001), ja que em condigdes normais somente o0s
espermatozoides com movimento retilineo e vigoroso batimento de cauda
conseguem ultrapassar a cérvix e a jungao utero-tubarica e atingir o local da

fecundacao no oviduto e penetrar as diversas camadas do cumulus oophorus e da
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zona pelucida, torna-se fundamental a analise deste parédmetro nos trabalhos de
comparacao de diluente, tempo de equilibrio, e outros procedimentos que
representem as caracteristicas metabolicas das células, seja in vitro ou envolvendo
teste de fertilidade a campo (WEITZE, 2001).

ANDRADE (2007) trabalhando com carneiros verificou 0 mesmo comportamento
nos tempos de conservagao no uso dos diluentes a base de leite desnatado e tris-

gema.

Tabela 02. Vigor de espermatozéides de caprinos da raga Moxotd, submetidos
a diluicao com agua de coco em pé. Patos, 2008.

Horario N Médias * desvio

Fresco (0 hora) 8 3,0+£0,92a

12 horas 8 212+ 0,83 ac
24 horas 8 1,87 £ 0,99 ac
48 horas 8 1,37 £ 0,74 bc

Médias com letras diferentes variam significativamente ao nivel de (P < 0,05).

A tabela 2 mostra os valores do vigor espermatico, aqui se observa que nao
houve diferenga entre o sémen fresco e os momentos 12 e 24 horas, ja ao comparar
com o momento 48 h, verifica-se variagao significativa (P<0.05). ANDRADE (2007)
observou diminui¢do do vigor nos mesmos periodos usando os diluentes de leite
desnatado e tris-gema no sémen ovino.

A potencialidade do uso do sémen refrigerado com manutencao da viabilidade
em até 48 horas representa uma alternativa no uso sistematico da inseminagéo
artificial em caprino, pois apesar das limitagdes de tempo de conservagao, seu uso
pode ser expandido sem enfrentar as limitagdes inerentes ao uso do sémen
congelado, tais como necessidade do uso da laparoscopia e os indices de fertilidade
sensivelmente inferiores na inseminagéo cervical na cabra, conforme foi constatado
por MENCHACA et al. (2005), que obtiveram bons resultados de inseminagdo com
sémen refrigerado por 12 h a 5°C e MILCZEWSKI et al. (2000) com manutengéo por

8 horas. Os resultados aqui apresentados com manutencdo da motilidade até 12
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horas devem ser analisados com reserva , uma vez que na pratica tem sido
observados indices de fertilidade satisfatérios usando sémen diluido em agua de
coco e outros diluentes. Os resultados aqui mostrados podem ser resultado do

numero reduzido de reprodutores.

Tabela 03. Reagdo ao teste hiposmoético de sémen caprino diluido em agua de
coco em po, utilizando trés solugoes nos tempos 12, 24 e 48 horas

de refrigeragao a 5°C.

Horario A B C
12 41,4 + 3,91 40,20 + 4,76 43,40 + 4,98 a
24 52,16 + 6.67 52,16 + 10,,36 63,83 + 7,46 b**
48 57 + 11,04 55,50 + 12,64 58,66 + 5,42 ab*

Letras diferentes nas colunas apresentam diferengas significativas.
*=(P<0,05)
*=(P<0,01)

Na tabela 3 sdo apresentados os valores meédios das alteracbes da cauda que
reagiram ao teste hiposmético. Verifica-se que ao comparar as solugdes 1 2 e 3 nos
tempos de 12, 24 e 48 horas néo foi verificada nenhuma diferencga estatistica, o que
sugere que a avaliagao da integridade plasmatica pode ser realizada utilizando as
referidas solugbes com osmolaridades de 150 e 300 mOsmol/L e agua destilada
sem alterar os resultados das patologias de cauda que reagiram ao teste
hiposmotico.

Estes resultados mostraram que com o aumento do tempo de conservacao
nas solugbées com 150 e 300 mOsmol/L ndo houve diferencas nas alteragdes de
cauda , evidenciando a preservagao da integridade da membrana plasmatica mesmo
com o aumento do periodo de conservacao. Isto nos leva a sugerir que estas
solugdes sao satisfatérias para a analise da reacéo hiposmotica. Ja o uso de agua
destilada apresentou variacbes entre os momentos 12 horas e 24 e 48 horas.

Chama a atencgao que os valores do tempo 24 horas diferiram das 12 horas. Estes
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resultados tornam-se contraditorios a esperada resposta fisioldgica, ja que, a medida
que o tempo de conservagdo aumenta, espera-se que haja um percentual maior de
dano da membrana plasmatica, isto €, menos células reagiriam ao teste hiposmético.
Estas variagdes nos levam a sugerir o uso das solugdes com 150 e 300 mOsmol/L.

O referido teste apresenta como principio a observagdo de que um
espermatozoide, com uma membrana celular integra, se colocado em solugéo
hiposmodtica, permite a passagem da agua pela membrana celular até o
restabelecimento do equilibrio osmaético entre os fluidos extra e intracelulares
(SANTOS et al., 2001). Este teste apresentou uma boa resposta da avaliagdo da
integridade da membrana plasmatica das células espermaticas, conforme foi
relatado por HOFMANN (2003), BUSCH e WABERSKI (2007). O uso da
conservagao do sémen a 5°C tem sido amplamente utilizada com resultados
satisfatorios (MAXWELL, & WATSON, 1996). O interesse neste trabalho foi associa-
lo com a reacgao do teste hiposmatico das células espermaticas e o uso de diluente a
base de agua de coco em po.

A constatacdo que a medida que aumenta o tempo de conservacdo nao
aumentou o percentual de células que ndo reagem ao teste hiposmotico leva a
relacionar a manutengdo da integridade da membrana plasmatica ao passo que
aumenta sua conservagao no sémen refrigerado a 5°C nos periodos de 12, 24 e 48
horas pés-diluicao e refrigeragao, isto assume importancia ja que fica evidente que a
diminuicdo da fertilidade que pode-se observar no uso de sémen conservado em
diferentes periodos relaciona-se mais com a diminuicdo da motilidade e o vigor do
que com os danos que a membrana plasmatica pode sofrer nessa conservacao.

Em outras espécies, o teste foi utilizado de forma satisfatoria na predicdo da
fertiidade de sémen in vitro e sua relagdo com os resultados de fertilidade a campo
ou na avaliacdo das diferentes concentragbes de osmolaridades, conforme
mostraram PEREZ-LLANO et al. (2001) com sémen de suinos, NIE & WENZEL
(2005) com sémen de garanhao, ALVES et al. (2004) no garanhdo, FONSECA et.al.
(2005), que testaram diferentes concentragdes. Em ovinos, OBERST et. al. (2003)
obtiveram resultados semelhantes aos descritos neste trabalho; assim como
JEYENDRAN et al. (1994), na espécie humana e KUMI-DIAKA (1993), em caes. Ja
ROTA et al. (2000), estudando o teste hiposmoético em bovinos ndo encontraram

correlacdo com a fertilidade a campo. Isto demonstra a necessidade de serem
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testados resultados in vitro com trabalhos a campo utilizando sémen com diferentes
diluidores na espécie caprina.
6. CONCLUSOES

1 - O uso do diluente a base de agua de coco em pd no sémen caprino apresentou
melhores resultados quando conservado até 24 horas ; ja o vigor ndo apresentou

variagdes pos-diluicao no periodo até 48horas.

2 - O uso das solugdes com 150 e 300 mOsMol/L mostraram que nao houve
variagbes nos periodos até 48 horas, sugerindo o uso das mesmas na avaliagéo

da integridade da membrana plasmatica.
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