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RESUMO

MOURA, MARQUILIANO FARIAS. Utiliza¢do de diversas solugdes hiposméticas,
na avaliaciio de sémen ovino refrigerado diluido em sgua de coco em pé e leite em po
desnatado. 2010 26 p. Monografia (Conclusdo do curso de Medicina Veterinaria) —

Universidade Federal de Campina Grande — UFCG. Patos, 2008.

O presente trabalho teve por objetivo estudar a eficacia de diferentes solugdes
hiposméticas utilizando sémen de dois carneiros da raga Santa Inés, diluidos em agua de
coco em po e leite em pé desnatado e refrigerado a 5°C. As solugdes hiposméticas foram a
base de citrato de sodio e frutose, com concentra¢des de 150 mOsmol/L e 300 mOsmol/L
(milimolis por litro). Foram realizadas dez coletas por reprodutor € o sémen imediatamente
avaliado e submetido ao teste hiposmotico nos periodos de 12, 24 e 48 horas pos-diluigdo.
Nos resultados verificou-se in vitro a viabilidade espermatica apds a dilui¢do utilizando os
dois diluentes, sendo satisfatoria sua conservagdo a 5°C nas primeiras 24 h. Concluindo-se
que o teste hiposmoético mostrou eficdcia na avaliagdo da membrana plasmatica dos

espermatozodides nos diferentes periodos.

Palavras-chave: semen, ovino, teste hiposmético



ABSTRACT

MOURA, MARQUILIANO FARIAS. Use of various solutions hypoosmotic semen
evaluation of sheep in refrigerated watered de coco powder and milk powder 2010 26
p- Monografia (Conclusdo do curso de Medicina Veterinaria) — Universidade Federal de
Campina Grande — UFCG. Patos, 2008.

This work aimed to study the effectiveness of different solutions using hyposmotic semen
from two rams of the Santa Inés breed, diluted in water, coco powder and milk powder and
cooled to 5 °C. The solutions were made hyposmotic sodium citrate and fructose, at
concentrations of 150 mOsmol/L and 300 mOsmol/L. Ten samples were made by breeding
and semen immediately evaluated and submitted to the hyposmotic test periods of 12, 24
and 48 hours after dilution. The results it was found in vitro sperm viability after dilution
using the two solvents, and their conservation satisfactory to 5 °C in the first 24 h.
Concluding that the hyposmotic test was effective in evaluating the plasma membrane of

spermatozoa in different periods.

Keywords: semen, ram, hiposmotic test



1 INTRODUCAO

A criagfio de ovinos de ragas deslanadas apresenta grande importancia socio-econdmica
para a regido nordeste, apresentando cerca de 16.628.571 cabegas espalhadas em todo o
territdrio brasileiro, deste efetivo 57,2% dos ovinos estdo concentrados nesta regiio (IBGE,
2008).

Apesar do significativo crescimento da ovinocultura, a regido nordeste ainda ndo
desfruta de grandes beneficios oriundos do plantel ovino, pois a qualidade dos animais ndo
corresponde as expectativas reprodutivas.

Observa-se que os sistemas de produgdo tém-se caracterizado por apresentar baixos
indices produtivos, em decorréncia, principalmente, de praticas de manejo inadequado, ma
condigdo sanitaria, baixa capacidade de investimentos dos pequenos produtores, reduzida
disponibilidade de alimentos nas épocas secas e pouco uso de tecnologias massificadas que
contribuem para a melhoria dos indices produtivos e reprodutivos (PENA-ALFARO,
2006).

O desempenho reprodutivo determina, em grande parte, a quantidade a ser
comercializada e € através dela que o melhoramento genético se efetiva. Encontram-se
nessa situagdo a inseminacdo artificial e a transferéncia de embrides.

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 alteragdes da
integridade espermatica e sua viabilidade, na relagio com as diferentes solugdes
hiposmoticas.

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

Desta forma o presente trabalho teve como objetivos: comparar os diluentes a base de
leite em p6 desnatado com agua de coco em po e avaliar a eficacia de diferentes solugdes
hiposméticas utilizando sémen ovino refrigerado e diluido em agua de coco em pé e leite

em po desnatado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1- Sémen resfriado

A adogdo de técnicas de manejo nutricional € sanitirio adequado (NUNES, 1998)
aliados a utilizagdio de tecnologias reprodutivas, a exemplo da inseminagdo artificial
apresenta uma importante ferramenta na melhoria do potencial produtivo dos rebanhos
ovinos, principalmente com a utilizagio de racas especializadas para a produgio de carne e
peles (PENA-ALFARO, 2006).

A técnica de inseminago artificial utilizando sémen fresco e refrigerado, apesar das
vantagens inerentes ao melhoramento genético, apresenta como principal limitante o curto
A periodo de viabilidade do sémen, por outro lado o sémen congelado de ovino apresenta
como fatores limitantes os baixos indices de fertilidade na inseminagdo intracervical, em
decorréncia da dificuldade de transposi¢io do cérvix, fathas no transporte espermatico e
dano da membrana plasmatica dos espermatozoides nos protocolos de congelamento
utilizados na atualidade.
A temperatura do sémen no momento da ejaculagio ¢ de aproximadamente 37,5°C.
A exposigdo do s€men a temperaturas superiores a essa aumenta o ritmo metabolico e
esgota suas reservas energéticas, ocorrendo decréscimo da viabilidade média do
espermatozdide. Por outro lado, a diminuigfio da temperatura contribui para a redugio do
metabolismo espermatico, porém a diminui¢dio dessa temperatura de forma abrupta
produzira a perda da viabilidade celular (WATSON, 1981).

’ /// O sémen pode ser resfriado em temperaturas entre 2° e 5°C sendo de 4° a 5°C as
mais comumente utilizadas (LEBOEUF et al.,2000). MIES FILHOS (1987) relatou que o
frio € 0 agente mais eficaz na promogéo da diminuigdo das atividades metabéticas dos
espermatozdides, podendo o sémen ser conservado em estado liquido por varias horas e
com taxas de fertilidade aceitaveis.

A inseminagdo artificial com sémen refrigerado apresenta como fator positivo a

. facilidade de preparagio e os melhores resultados de fertilidade alcangados a campo. Neste
A< sentido surge a necessidade de aperfeigoar os processos de tecnologia de sémen quanto ao
uso de diluentes, assim como avaliar alteragdes da integridade espermatica na relagéo com

os diferentes periodos de manutengio de forma refrigerada.
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2.2- Diluentes de sémen

Os diluentes de sémen destinam-se a prolongar a vida fértil do espermatozéide e a
protegé-lo de condigdes ambientais desfavordveis (PICKETT e AMANN, 1987;
BRINSKO e VARNER, 1992).

2.2.1- Diluentes a base de dgua de coco em pé

Virios pesquisadores tém demonstrado o uso satisfatério de diluentes a base de agua de
coco na fertilidade de sémen de caprinos e ovinos (NUNES, 1986; FREITAS, 1988:;
NUNES e SALGUEIRO, 1999). Esses efeitos podem ser devidos a rica composi¢do em
agucares, aminoacidos, proteinas, etc., presentes na 4gua de coco. No entanto, a
vulgarizagdo do uso da agua de coco esta limitada, em primeiro lugar, a inexisténcia de
padronizagdo de insumo tdo importante e a uma série de fatores como variedade, tipo de
cultivar, idade, sanidade e fatores ambientais, influenciam substancialmente sua complexa
composi¢do (NUNES e SALGUEIRO, 2006).

A padronizagdo e estabilizagdo da dgua de coco na forma de p6 foram realizadas por
Nunes e Salgueiro (2006), visando a sua utilizagdo em processos biotecnoldogicos
reprodutivos. O produto (ACP-102®) tem apresentado a manutencéo das caracteristicas
fisicoquimicas do produto, o que garante a simplificagdo de sua utilizagdo, podendo
representar uma alternativa para a difus@o de varias biotecnologias.

De acordo com esses autores, o produto basico (liquido endospérmico do coco), em sua
forma processada, confere estabilidade e longevidade de prateleira, sem problemas de
acondicionamento, e supera toda e qualquer tecnologia de conservagdo, uma vez que

mantém as propriedades inerentes do produto original.
2.2.2- Diluente a base de leite

Outro diluente amplamente utilizado para preservagdo de sémen ¢ a base de leite

" desnatado (VOSS e PICKETT, 1976).

O leite ¢ um liquido organico com importante propriedade biolégica para a
conservagdo dos espermatozoides por possuir certa capacidade tampdo, agdio bactericida,

viscosidade adequada para manutengdo dos espermatozdides no meio liquido, e
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abundancia de carboidratos que seriam utilizados pelos espermatozéides na produgdo de
energia. Sabe-se que duas substdncias responsaveis por esta caracteristica sdo: a lactose,
que age como elemento energético, ¢ a caseina que é uma substincia capaz de
potencializar a atividade cinética dos espermatozoides (CUNHA, 2002).

O sucesso desse diluente tem sido atribuido a sua fragéo protéica, que pode atuar como
tampdo, contra mudangas do pH e, como agente quelante, contra a presenca de metais
pesados no meio (SALAMON e MAXWELL, 2000). Acredita-se que as proteinas do leite
agem estabilizando as membranas plasmaticas dos espermatozéides (AMANN e
GRAHAM, 1993) e os fosfolipidios promovem modificagdes estruturais na mesma,
permitindo desse modo, sua adaptag@o a baixas temperaturas (VARNER et al., 1988).

2.3- Teste de avaliacdio de integridade da membrana

A integridade da membrana plasmatica do espermatozoide é um fator importante no
estudo da qualidade seminal em razdo da inabilidade dos espermatoz6ides em restuara-la.
A membrana interfere tanto no metabolismo celular como na capacitagdo do
espermatozodide, na reagdo acrossémica e na unido do espermatozoide a superficie do 6vulo
(DE LEEUW et al.,1991).

2.3.1- Teste Hiposmotico

Na tentativa de melhorar a preserva¢do de sémen ovino durante o resfriamento,
diversos diluidores tém sido testados. Para isso, alguns testes laboratoriais, como o teste
hiposmético (HOST), pode ser usado para predizer a fertilidade do sémen processado em
meios de conservagdo.

A habilidade do teste hiposmoético (HOST) em avaliar a integridade funcional da
membrana plasmatica torna-o um teste complementar importante na avaliagdo in vitro do
sémen criopreservado, uma vez que tanto a congelagdo quanto o resfriamento podem levar
a efeitos deletérios sobre a membrana (MELO et al., 2005).

O teste hiposmotico, apresenta como principio a observagdo de que um
espermatozoide, com uma membrana celular integra, se colocado em solugdo hiposmética,
permite a passagem da agua pela membrana celular até o restabelecimento do equilibrio

osmotico entre os fluidos extra e intracelulares (SANTOS et al., 2001). Com o influxo da
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agua para o interior da célula, ha um aumento do volume celular (edema), com posterior
dobramento da cauda (JEYENDRAN et al., 1984).

Este teste foi originalmente elaborado para avaliar a atividade bioquimica da membrana
plasmatica intacta em espermatozoides humanos (JEYENDRAN et al., 1984), mas
atualmente tem sido utilizado como protocolo de avaliagio da viabilidade funcional da
membrana espermdtica de diversas espécies: humanos (JEYENDRAN et al., 1984),
eqiiinos (ALVES et al.,, 2004; MELO, 1999), caninos (KUMI-DIAKA, 1993), ovinos
(OBERST et al., 2003) e caprinos (FONSECA et al., 2001; SANTOS et al., 2001;
SALGUEIRO et al., 2003).

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, ja que a viabilidade da membrana ¢ um requisito bésico para que
ocorra a fertilizagdo. Além disso, este teste tem sido apontado como método pratico para
predizer a fertilidade dos reprodutores e a eficacia de protocolos de tecnologia de sémen,

por possibilitar uma analise das lesdes da membrana plasmatica (MELO, 1999).
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratrio de Reprodugdo Animal do Hospital
Veterinario do Centro de Saide e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina
Grande, Campus de Patos — PB. Foram utilizados dois reprodutores da raga Santa Inés com
idade variando entre 18 e 24 meses e con fertilidade comprovada. Os animais foram
vermifugados ¢ mantidos em baias coletivas, recebendo alimentagdo a base de capim
elefante (Pennisetum purpureum), suplementagdo balanceada com farelo de: soja, milho,
carogo de algoddo, trigo, milho triturado, uréia, calcério calcitico, fosfato bicélcico,

mistura vitaminico-mineral, sal iodado e 4gua ad libitum.

3.1- Coleta e avaliagio do sémen

Foram realizadas dez coletas de sémen em cada reprodutor por meio de
eletroejaculacdo (EE), (Figura 1) e em seguida o ejaculado foi mantido em banho-maria a
37°C, onde se avaliou uma amostra do ejaculado observando as caracteristicas
macroscopicas (volume, cor e aspecto) e microscopicas (motilidade de massa e
progressiva, vigor, concentragiio espermatica e morfologia), segundo o Colégio Brasileiro
de Reprodugdo Animal (1998). O turbilhonamento ou motilidade massal foi avaliado em
microscOpio Optico com objetiva 4x, considerou-se uma escala de 0 a 5. A motilidade
individual progressiva foi estimada em microscopio Optico com objetiva de 10x, de forma
percentual de 0 a 100% e o vigor foram atribuidos valores de 1 a 5. A morfologia
espermatica foi avaliada em preparagdo Umida (uma gota de sémen em lamina sob
laminula), em microscopia de contraste da fase, com objetiva de imersdo, contando 200
células e a concentragdo espermatica realizada em cdmara de Neubauer (Figura 2), com
amostra de sémen diluida a uma propor¢do de 1:400 em solugdo de formol citrato.
Utilizou-se ejaculados com volume de 0,5 ml, considerando a motilidade progressiva

maior ou igual a 75% e a patologia espermatica menor que 10%.
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Figura 1. Fotografia mostrando coleta de Figura 2. Fotografia moso o aluno
sémen. avaliando o sémen

3.2- Dilui¢do e resfriamento do sémen

Apbs a avaliagdo do sémen, os ejaculados dos dois reprodutores foram diluidos com
diluidor padronizado a base de agua de coco em p6 (ACP-102®) (Figura 3) e leite em po
desnatado (Molico®) (Figura 4), utilizou-se 30 ml de leite em p6 desnatado reconstituido a
10% e 0,057 g de glicose, diluido em 100 ml de dgua destilada. A diluigdo foi realizada na
proporgdo de 1:9 (sémen e diluente respectivamente). Apos a diluigdo, o sémen foi
colocado na geladeira a 5°C, e avaliado quanto as caracteristica de motilidade, vigor e teste

hiposmotico as 12, 24 e 48 horas pds diluigdo.
3.3- Teste hiposmético (HOST)

Para este exame foram colhidas aliquotas de 20pul. de sémen diluido e colocadas em
tubos, ambos contendo 1 ml de cada solug@o. Foram utilizadas duas solugdes: Solugdo 1 -
0.735 g de citrato de sodio e 1.351 g de frutose com osmolaridade de 150mOsmol/L, e
Solugdo 2 - 1.470 g de citrato de sodio e 2.702 g de frutose com osmolaridade de
300mOsmol/L, sendo que cada solugdo foi diluida em 100 ml de agua destilada, conforme
proposto por Hoffmann (2003). Em seguida, esses tubos contendo a mistura foram
incubados por 30 minutos em banho-maria a 37°C (MELO, 1999; HOFFMANN, 2003).

As avaliagdes das amostras foram realizadas, através da colocagdo de aliquotas
dessa mistura entre ldmina e laminula, para contagem de 200 células em microscopia de

Contraste de Fase em objetiva de imerséo.
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As células foram classificadas quanto a presenga ou ndo de cauda dobrada, segundo
descrito por Kumi-Diaka (1993). O célculo do numero de espermatozdides reativos ao
teste hiposmético (HO) foi feito por intermédio da formula citada por Melo (1999), HO%
= (% de alteragdes na regido da cauda apés teste HOST) — (% de alteragdes na regido da
cauda antes do teste HOST). Nesta formula de calculo todas as alteragdes de cauda,
associadas ou ndo a defeitos de outra regifio de espermatozodide, serdo computadas antes e
depois do HOST.

Para a andlise estatistica das caracteristicas avaliadas foi utilizado o pacote
estatistico Statistical Analysis System (SAS) — versdo 6.1 (1996). A consisténcia dos dados
e a analise descritiva (médias e desvio padrdo) das caracteristicas de interesse ao estudo
foram realizadas mediante o emprego do PROC MEANS, e as varidveis estudadas
comparadas por meio do PROC GLM, utilizando-se o teste de Student — Newman — Keuls
(SNK).

Figura 3. Fotografia mostrando o diluidor Figura 4. Fotografia mostrando o diluidor
padronizado & base de agua de coco em pé padronizado a base de leite em p6 desnatado
(ACP-102®) (Molico®)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Motilidade dos espermatozdides

A Tabela 1 mostra a motilidade dos espermatozéides diluidos em 4gua de coco em
po e leite em p6 desnatado de carneiros da raga Santa Inés. Verifica-se na mesma que no
diluente a base de agua de coco em p6 mostrou diferengas significativas entre 0 momento 0
h, imediatamente apés a coleta ainda sem nenhuma dilui¢io ¢ no momento 48 h de
conservagdo a 5° C, ndo havendo sido verificadas diferengas entre os outros horarios. No
leite em p6 desnatado, verificou-se da mesma forma diferenga entre os momentos 0 h e 48
h e ainda entre os momentos 24 h e 48 h. Ao comparar os diluentes nos diversos horérios

verifica-se que ndo houve diferenga estatistica entre os mesmos.

Tabela 1. Motilidade dos espermatozoéides de carneiros Santa Inés diluidos em 4gua de
coco em po e leite em pod desnatado.

HORARIOS
Diluentes Oh 12h 24 h 48 h
Agua de coco 90aA 82.5abA 75abA 67.5bA
em po
Leite em po 87.5acA 80acdA 70adfA 45bfA
desnatado

Letras diferentes na mesma linha mostram diferenga significativa (P<0.01)
Letras iguais maitsculas na mesma coluna mostram diferenga significativa (P<0.01)

4.2- Vigor espermitico

Os resultados da avalia¢do do vigor espermatico apresentados na Tabela 2 mostram
que houve variagdes nos intervalos nos momentos 0 h - 24 h e 0 h - 48 h apés diluig@o e
refrigeragdo a 5 °C com diluente a base de dgua de coco em pd, e também nos periodos
entre 12 h e 48 h com o mesmo diluente. Observou-se que no leite em pé desnatado

comportou-se de forma semelhante ao diluente de dgua de coco em po, ja quando se
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comparou os diluentes entre os hordrios, observou-se que ndo houve diferenga entre

ambos, em todos os horarios.

Tabela 2. Vigor dos espermatozoéides de carneiros Santa Inés diluidos em agua de coco em
po e leite em pé desnatado.

HORARIOS
Diluentes Oh 12h 24 h 48 h
Agua de coco 4aA 3.5abA 3bcA 2.25cA
em po
Leite em po 4dA 3.25deA 2.7efA 1.5fA
desnatado

Letras diferentes na mesma linha mostram diferenga significativa (P<0.01)
Letras iguais maitsculas na mesma coluna mostram diferenga significativa (P<0.01)

4.3- Reacdes ao teste hiposmético

Na tabela 3 estdo presentes as reagdes ao teste hiposmdtico (HOST) dos
espermatozoides de carneiros em diferentes momentos pds-dilui¢do, para os diluentes
utilizados. Em relagdo ao teste hiposmdtico observou-se ao comparar os horarios de
avaliagdo no diluente de dgua de coco em pé e solugdo hiposmética 1, somente houve
diferenga entre os hordrios 12 e 48 h (P<0.01), no mesmo diluente com solugdo
hiposmoética 2 houve o mesmo comportamento, ja os diluentes a base de leite em po
desnatado ndio mostraram diferengas entre as duas solugdes. A comparagdo dos diluentes
com o uso das duas solugdes hiposmdticas ndo apresentaram variagdes significativas em

todos os horarios avaliados.
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Tabela 3. Reagdio morfologica dos espermatozbides submetidos a duas solugBes
hiposméticas no sémen de carneiros Santa Inés diluido em 4gua de coco em
po e leite em po desnatado e refrigerado a 5 °C.

HORARIOS
Diluente 12h 24h 48 h
Aguadecoco  Sol. 1 77.53A 72abA 65.7bA
Aguadecoco  Sol.2 71.75aA 67abA 60.25bA
Leite desnatado Sol. 1 78.75aA 74aA 67aA
Leite desnatado  Sol. 2 72.75aA 65.25aA 62aA

Letras diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa (P<0.01)
Letras iguais maitsculas na mesma coluna mostram diferenca significativa (P<0.01)

A avaliagdo seminal pos-diluigdo assume grande importincia na caracterizagdo da
qualidade espermatica visando bons indices de fertilidade no uso da inseminagio artificial
com sémen fresco, refrigerado ou congelado. Neste sentido a mensuragdo das variagles
nos pardmetros motilidade e vigor sfo de grande relevincia, conforme ressalta Weitze
(2001), o qual considera que a motilidade individual progressiva ¢ o vigor dos
espermatozoides sdo importantes pardmetros na avaliacio da potencialidade da fertilidade,
j& que em condi¢cdes normais somente os espermatozdides com movimento retilineo e
vigoroso batimento de cauda conseguem ultrapassar a cérvice e a jungdo Utero-tubarica e
atingir o local da fecunda¢do no oviduto e penetrar as diversas camadas do cumulus
oophorus ¢ da zona pelicida. O autor considera ainda que € fundamental a andlise destes
parametros nos trabalhos de comparagdo 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.

No presente trabalho, verificou-se que no diluente a base de agua de coco em pd houve
diferenga entre os momentos 0 h e 48 h, o que ressalta que o mesmo pode ser utilizado de
forma satisfatoria até as primeiras 24 h, no entanto o valor de motilidade obtido nas 48 h
encontra-se dentro dos pardmetros de viabilidade espermatica ao considerar que 67.5% de
motilidade ainda oferece a possibilidade de alcangar uma fecundagfo, uma vez que os

espermatozdides no processo de resfriamento nfio sofrem as injurias verificadas com o

by
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sémen congelado. Coincidindo com as observagdes de Silva (1993) que considera a
motilidade com valores acima de 50% para o sémen refrigerado oferecendo resultados
satisfatorios de fertilidade, uma vez que a populagdio espermdtica ¢ maior que aquela
utilizada no sémen congelado e as células ndo sofreram o impacto do processo de
congelamento e descongelamento.

A observagdo de diferengas entre as 0 h e 48h e entre as 24 h ¢ 48 h no uso do diluente
a base de leite em pd direciona-se no sentido de uma comparagic semelhante ao outro
diluente, no entanto o valor obtido 48 h apos a diluigdo mostra valores inferiores ao de
agua de coco em po, fato este que pode trazer uma influéncia direta nos indices de
fertilidade. Por outro lado a comparagio entre os dois diluentes nos diversos hordrios
observadas ndo sugerem diferengas entre ambos, mas que associado ao desempenho na
comparag¢do entre os horarios no diluente sugere-se um melhor desempenho da motilidade
da dgua de coco em po6 ao comparar com o diluente de leite em pé desnatado.

A potencialidade do uso do sémen refrigerado com manutengio da viabilidade em até
48 horas representa uma alternativa no uso sistematico da inseminagao artificial em ovinos,
pois apesar das limitagdes de tempo de conservagdo, 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 inseminagio cervical
na ovelha, 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 manutencdo por § horas.

O uso satisfatorio do diluente a base de leite desnatado foi constatado por Andrade
{2007) que obteve melhores resultados com o uso desse diluente ao se comparar com o
Tris-Gema.

Com relagdo ao vigor espermdtico observou-se nos dois diluentes, uma reducdo
percentual apos as primeiras 12 h o que leva a supor que apesar da motilidade individual
progressiva estar presente, a forga do movimento ndo acompanhava essa motilidade das
células.

O uso do resfriamento do sémen a 5°C € um procedimento consolidado (MAXWELL
& WATSON, 1996). E no presente trabalho foi utilizado visando comparar o diluente agua
de coco em p6 associando com a reagdio do teste hiposmético das células espermaticas,
como forma de avaliar o grau de comprometimento provocado pela técnica de resfriamento

na relacdo com os dois diluentes testados.
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Ao avaliar a reagdo hiposmética nos espermatozoides diluidos nos diluentes de 4gua de
coco em poé e leite em p6 desnatado, constatou-se que as variagdes entre os diluentes nos
diversos horarios mostraram-se ndo significativas, no entanto ao avaliar os diluentes de
forma isolada nos diversos hordrios obtiveram-se melhores resultados de manutengio da
integridade espermatica no diluente de leite desnatado em po.

A constatagdo que a medida que aumenta o tempo de conservagdo ndo aumentou o
percentual de células que néo reagem ao teste hiposmético leva a relacionar a manutengio
da integridade da membrana plasmatica a medida que aumenta sua conservagéo no sémen
refrigerado a 4°C diluido em leite desnatado, conforme observou Andrade (2007). Assim,
isto assume importdncia ja que fica evidente que a diminui¢do da fertilidade pode-se
observar entre no uso de sémen conservado em diferentes periodos relaciona-se mais com
a diminui¢do da motilidade e o vigor do que com os danos que a membrana plasmatica
pode sofrer nessa conservagao.

Este trabalho coincide com as observagdes de Andrade (2007) que constatou o uso da
solug@o hiposmética contendo 150 mOsMol/LL que foi satisfatoria na reagdo hiposmética
dos espermatozoides ovinos e permitiu comparar esta nos diferentes periodos de avaliagdo
para os diluentes utilizados, nas solugdes testadas no referido trabalho (150 mOsMol/L e
300 mOsMol/L). Ficou demonstrado que as duas solugdes possibilitaram resultados
satisfatorios, ndo havendo diferengas entre elas em relagdo aos diluentes usados, sugerindo

sua utilizagdio para trabalhos com ovinos.
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5 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que:

A utilizagdo dos diluentes a base de agua de coco em po e de leite em po
desnatado possibilitaram a obtengdo de motilidade e vigor satisfatorios, com
manutengdo dessas caracteristicas nas primeiras 24 h;

As solugdes hiposméticas utilizadas possibilitaram avaliar as alteragdes da
membrana plasmatica nas células espermaticas, recomendando seu uso de

forma rotineira nos processos de tecnologia de sémen em ovinos.
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