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The aim of this study was to evaluate the characteristics of cooled asinine sperm.
Six Péga donkeys were used. Semen was diluted 1:3 in extenders: D1 - Botusémen ®;
D2 - Botusémen ® + 10% egg yolk; D3 - Botusémen ® + 10% egg yolk, centrifuged
at 800 X g for 15°; D4 - Botusémen ® + 6.8% low density lipoprotein of egg yolk. The
diluted semen was submitted to the cooling rate of 0.65° C / minute to achieve 5°C. It
was transported and kept in a trade refrigerator at 6° C for three days. It was used the
computerized system sperm analysis (CASA) to assess the characteristics of sperm
every 24 hours of the cooling period. D3 (Botusémen + egg yolk - centrifuged) was
superior compared to other extenders studied the preservation of sperm characteristics,
increasing storage time, mainly distinguished themselves in the percentage of motile
sperm, rapidly speed, rectilinear and curvilinear velocity of displacement.

KEY WORDS. Donkey semen, egg yolk, milk, LDL, cooled.

RESUMO. O objetivo deste experimento foi ava-
liar o espermatozoide asinino resfriado mantido em
diferentes diluidores. Foram utilizados neste expe-
rimento seis jumentos da ragca Péga. O sémen foi
diluido 1:3 nos diluidores: D1 - Botusémen®; D2
- Botusémen® + 10 % de gema de ovo; D3 - Bo-
tusémen® + 10 % de gema de ovo, centrifugado a

800 X g por 15 minutos; D4 - Botusémen® + 6,8 %
LDL. O sémen assim diluido foi submetido a curva
de resfriamento de 0,65°C/ minuto até alcangar 5°C.
Foi transportado e mantido em geladeira comercial
a 6°C por trés dias. Utilizou-se o sistema computa-
dorizado CASA (computer assisted sperm analysis)
para avaliar as caracteristicas espermaticas a cada
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24 horas do periodo de resfriamento. O diluidor
3 (Botusémen + gema de ovo - centrifugado) so-
bressaiu em relagao aos outros diluidores estudados
na preservacdo das caracteristicas espermaticas, a
medida em que se aumentou o tempo de armazena-
mento, se destacando principalmente no percentual
de espermatozoides moveis, com velocidade rapida
de deslocamento e com velocidade curvilinear e re-
tilinea de deslocamento.

PALAVRAS-CHAVE. Sémen asinino, gema de ovo, leite, LDL,
resfriamento.

INTRODUCAO

A espécie asinina tem se tornado ao longo dos
anos um importante nicho do mercado agropecu-
ario, na producdo tanto de jumentos como princi-
palmente de muares. Reconhece-se assim seu valor
historico, e a necessidade da evolug@o nas pesquisas
e trabalhos em seu ambito reprodutivo.

Sao poucos os trabalhos e pesquisas relaciona-
dos ao resfriamento do sémen na espécie asinina.
Em sua maioria sdo empregadas metodologias para
o processamento do sémen eqiiino, que além de ser
0 mais proximo do asinino, foi até hoje o mais pes-
quisado e ha mais tempo trabalhado.

O processo de resfriamento do sémen asinino
ainda apresenta questdes ndo definidas no que se
refere ao efeito da centrifugacdo, macromolécula
constituinte do diluidor, base do antibiotico utiliza-
do, curva de resfriamento deve ser lenta ou rapida,
entre outras. Importante busca se refere a macromo-
lécula, sendo bastante utilizado a gema de ovo € o
leite como constituintes dos diluidores.

Pesquisas relatam a superioridade dos diluidores
a base de gema de ovo na preservacdo do sémen
asinino. Ferreira (1993), trabalhando com sémen
de jumentos, obteve o sémen viavel por mais tem-
po, nas taxas de 0,6°C/min, 0,3°C/min, 0,2°C/min
de resfriamento, no meio diluidor lactose gema de
ovo, quando comparado ao meio diluidor leite em
p6 desnatado-glicose. Melo (2000) trabalhando
com sémen fracionado de jumentos testou dois di-
luentes, o de leite proposto por Kenney et al. (1975)
e o de gema proposto por Baken e modificado por
Nishikawa (1959). Em todos os tratamentos a mo-
tilidade total permaneceu acima de 10% até 168
horas de armazenamento. A partir de 24 horas pos-
-coleta, os tratamentos que utilizaram gema de ovo
foram superiores aos do diluidor a base de leite.
Cottorello et al. (2002), utilizando diluidores a base
de leite em po6 desnatado-glicose, Baken I (3% de

gema de ovo) e Baken modificado (10% de gema de
ovo) observaram que o diluidor a base de gema de
ovo preservou melhor o sémen de jumentos in vitro
comparado ao meio diluidor a base de leite resfria-
do a0, 5 e 10° C no periodo de seis dias. Os auto-
res relatam ainda que o aumento da concentragao
de gema de ovo no diluidor teve um efeito benéfico
na preservacao in vitro dos espermatozoéides de ju-
mentos em baixas temperaturas. Rota et al. (2008)
trabalhando com sémen asinino diluido obtiveram
melhor preservagdo no meio INRA82-Y mantendo
75% de motilidade progressiva apds 72 horas de
resfriamento a 5°C.

Importante relatar a pesquisa in vivo realizada
por Rossi (2008). O autor concluiu que o diluidor
glicina-gema de ovo ¢ uma boa alternativa na utili-
zacgdo do sémen de asinino, proporcionando taxa de
concepcao de 54,6%, semelhante ao diluidor leite
em p6 desnatado-glicose de 63,6%, corroborando
com a escolha da gema de ovo como macromolé-
cula para diluidores para resfriamento de sémen
asinino.

Segundo Banaszak et al. (1991) e Kuksis (1992)
apud Martin (2005) através de caracterizagdo bio-
quimica, a fracdo protetora da gema de ovo ¢ a li-
poproteina de baixa densidade (LDL). A fungao de
protecdo exercida pela LDL est4 associada com sua
aderéncia a membrana celular durante o processo
de criopreservagao, aumentando a concentragdo de
fosfolipidios e a resisténcia da membrana plasmati-
ca ao resfriamento (Bergeron et al. 2004). Entretan-
to, na literatura consultada ndo foram encontrados
trabalhos que utilizaram LDL na preservagao do sé-
men asinino. Portanto, o objetivo deste experimen-
to foi comparar diluidor comercial a base de leite
acrescido de gema de ovo e da frac¢do de lipoprote-
inas de baixa densidade extraidas da gema de ovo,
para o resfriamento e armazenamento do s€émen asi-
nino a 6°C.

MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi realizado na Fazenda
do Véu, municipio de Lagoa Dourada, MG. Situa-
-se a 20° 54’ 507 de latitude S e 44° 4° 40> de longi-
tude W Gr., em uma altitude média de 1124 metros
e clima do tipo Cwa, inverno seco e verao chuvoso,
de acordo com a classificagao climatica de Képpen-
-Geiger (5° Distrito de Meteorologia do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento). Foram
utilizados seis jumentos da raca Péga, com idades
variando entre quatro e 25 anos. Estes foram man-

Rev. Bras. Med. Vet., 34(4):288-294, out/dez 2012

289



Maria Isabel Vaz de Melo et al.

tidos sob manejo padronizado em baia de alvenaria
individual com piso de cimento e cama de capim
seco e, soltos em piquetes em dias alternados. Fo-
ram mantidos sob as mesmas condi¢des de manejo
nutricional e alimentados com capim napier, cana
de agucar, silagem de milho, concentrado fornecido
duas vezes ao dia, sal mineral e agua a vontade. Os
jumentos estavam em atividade sexual, utilizados
em monta natural.

A coleta do sémen foi realizada com o auxilio
de vagina artificial fechada modelo Botucatu®. Fo-
ram utilizadas jumentas e éguas manequins no cio
e devidamente contidas em tronco de madeira, de
acordo com a preferéncia de cada jumento, relatada
pelo proprietario.

O sémen foi coletado e levado imediatamente
para o laboratorio da fazenda. Todas as coletas de
sémen aconteceram no mesmo dia no periodo da
manha. No dia anterior a realiza¢do do experimento
todos os jumentos foram coletados.

No laboratorio na Fazenda do Vau foi feita ana-
lise do sémen in natura quanto ao: volume, cor, as-
pecto, motilidade total (MT) e progressiva (MP) e
vigor espermatico (V). As avaliagdes da MT, MP e
V foram feitas subjetivamente em microscopia opti-
ca convencional, por pelos menos dois avaliadores.

O sémen foi diluido e distribuido em tubos Falcon
em volumes iguais e em quatro tratamentos diferen-
tes, sendo chamados de D1, D2, D3 e D4, sendo: D1
- Botusémen®; D2 - Botusémen® + 10 % de gema
de ovo; D3 - Botusémen® + 10 % de gema de ovo,
centrifugado a 800 X g por 15 minutos ap6s a adigao
da gema de ovo; D4 - Botusémen® + 6,8 % LDL.

Todos os diluidores foram preparados na semana
anterior ao experimento e congelados. O D3 apds a
adi¢dao de 10% de gema de ovo foi centrifugado e
posteriormente congelado. A LDL utilizada no pre-
paro do D4 também estava congelada, sendo utiliza-
do para a sua extra¢cdo o método descrito por Moussa
et al. (2002) modificado por Neves (2008). Os dilui-
dores foram descongelados no dia do experimento
e mantidos a 34°C para o processamento do sémen.

Foi estabelecido fixar a dilui¢ao 1:3, sendo uma
parte de sémen para duas partes de diluidor. Logo
apos a diluicdo uma amostra foi retirada para a ava-
liagao da MT, MP e V. Os tubos contendo as amos-
tras de sémen diluidas nos quatro diferentes diluido-
res (D1 a D4) foram acondicionadas em uma caixa
de isopor contendo gelo reciclavel para ser subme-
tido a uma curva de resfriamento de 0,65°C/min até
alcancar 5°C. Apos alcangar 5°C os tubos Falcon

foram transferidos para uma caixa de resfriamento
e transporte de sémen modelo Botuflex® para ga-
rantir manutengao a 5°C até serem acondicionadas
em geladeira. O Botuflex® foi montado pelo menos
seis horas antes da sua utilizagdo para que o am-
biente da caixa estivesse estabilizado a temperatura
de 5° C, no momento que recebesse os tubos Fal-
con, preparando assim as amostras de cada jumen-
to dentro de cada caixa de transporte. Estas caixas
foram mantidas lacradas até laboratdrio de analises
da cinética espermatica, onde foram transferidas e
mantidas em geladeira comercial mergulhadas em
agua em caixa de isopor, em temperaturas que va-
riaram de 6 a 8°C, durante o periodo de trés dias.

Utilizou-se o equipamento SCA® (Sperm Class
Analyzer®, Microptic) para avaliacdo da cinética
espermatica (Computer Assisted Semen Analisys
— CASA) que captura a imagem das amostras por
um microscopio acoplado ao computador e envia os
dados para analise do movimento espermatico, sen-
do previamente ajustado para analise de espermato-
zoide equino. Das varidveis analisadas pelo CASA
foram utilizadas: a motilidade progressiva (MP), a
motilidade ndo progressiva, velocidade curvilinear
(VCL), velocidade linear progressiva (VSL), veloci-
dade média do trajeto (VAP) e a velocidade de des-
locamento linear rapido dos espermatozoides. A mo-
tilidade total (MT) foi calculada posteriormente pelo
somatorio direto do percentual de espermatozdides
com motilidade progressiva e do percentual de es-
permatozdides com motilidade ndo progressiva.

O delineamento experimental consistiu em blo-
cos ao acaso, considerando jumento como bloco e o
tratamento foi em parcela subdividida, consideran-
do os tempos de leitura as subparcelas. As variaveis
que ndo apresentaram distribui¢do normal sofreram
transformagao logaritmica [logl0 (var + 1)], sendo
estas a MP e o VSL. O modelo foi avaliado pelo
teste de Fisher. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey. A varidvel MT foi submetida a anali-
se nao paramétrica. Foi utilizado o teste de Kruskal-
-Wallis para comparagdo dos diluidores dentro de
cada dia e o teste de Friedman para comparacdo
dos dias dentro de cada diluidor. Utilizou-se para as
analises os programas Excel (2003), SAEG (2007),
SAS (1999) e SISVAR (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os seis jumentos avaliados tiveram a libido
satisfatoria, ndo havendo insucesso nas colheitas. A
vagina artificial para equino (modelo Botucatu®) foi
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adequada para a coleta de jumentos. Nas andlises fisi-
cas, os ejaculados dos jumentos, livres da porcao gel,
apresentaram odor sui generis, aspecto leitoso a aquo-
so e cor branco-acinzentado ndo diferindo dos traba-
lhos relatados na literatura (Santos 1994, Melo 2000).

A diluicao foi benéfica para os espermatozoides
asininos, apresentando valores médios pds-diluicao
acima de 70% de motilidade progressiva, variando
de 72,5 a 80,0%.

Os valores gerais de motilidade total dos esper-
matozodides asininos mantidos a 6°C em diluidores a
base de leite acrescido de gema e LDL se encontram
dentro do padrao de normalidade para a espécie. A
MT, em andlise geral, sofreu queda de aproximada-
mente 4% ao dia, sem considerar a superioridade de
alguns tratamentos, estando este declinio de acordo
com o ideal encontrado na literatura (Melo 2000).

Foi constatada interagdo significativa entre os
diluidores e os dias de resfriamento. Primeiramen-
te, observando-se na Tabela 1 o comportamento de
cada diluidor, verificou-se que para o diluidor (D1)
a base de leite a queda da motilidade total foi signi-

ficativa dentro do periodo de resfriamento. Entretan-
to, nos diluidores a base de leite acrescido de gema
de ovo, o periodo de resfriamento ndo teve efeito
sobre a motilidade total, permanecendo esta caracte-
ristica espermatica constante do dia 1 ao dia 3,a 6°C
(Tabela 1). Estes resultados indicam que o acrésci-
mo de gema de ovo em diluidor a base de leite propi-
cia melhor preservacao da motilidade total do sémen
asinino mantido a 6° C até 72 horas. Os tratamentos
contendo gema de ovo 24 horas pos-coleta foram su-
periores (p<0,05) ao diluidor a base de leite estando
também de acordo com o trabalho de Melo (2000).
Ferreira (1993) e Cotorello et al. (2002) também
trabalhando com sémen de jumento observaram que
os diluidores a base de gema de ovo preservaram
melhor a MT, MP espermatica do que os diluido-
res a base de leite. Nishikawa (1959) apud Rossi
(2008) relatou longevidade espermatica de 337 ho-
ras em meio Baken (a base de gema de ovo) resfria-
do a 4°C. O diluidor contendo gema de ovo mantém
maior longevidade espermatica em relacao ao dilui-
dor a base de leite, possivelmente pelo fato da gema

Tabela 1. Motilidade total (%) dos espermatozdides asinino resfriado a 6°C pos-dilui-
¢ao do sémen avaliada no periodo de trés dias.

Dia Diluidor Média + DP
1 2 3 4
1 42,3+258aA 84,7+11,7abA 879+189bA 843+19,7abA 748 +26,6
2 15,3+10,2aBA 782+184abA 938+59bA 945+51bA 705+34,8
3 99+46aB 805+20,1abA 966+28bA 792x+159abA 66,5+36,3
Média + DP 22,5+ 21,1 81,1+£16,3 92,8+11,5 86,0 + 15,5

Diluidor 1 - Botusémen

Diluidor 2 - Botusémen + 10% de gema de ovo

Diluidor 3 - Botusémen + 10% de gema de ovo centrifugado

Diluidor 4 - Botusémen + 6,8% de LDL

Comparagéao dos diluidores dentro de cada dia de resfriamento — letras mindsculas diferentes
nas linhas indica diferenga entre os valores (p<0,05).

Comparagéo dos dias de resfriamento dentro de cada diluidor - letras maiusculas diferentes nas
colunas indica diferenca entre os valores (p<0,05).

Analise ndo paramétrica. Foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis para comparagao dos
diluidores dentro de cada dia e teste de Friedman para comparagéo dos dias dentro de cada
diluidor.

Tabela 2. Motilidade progressiva (%) do sémen asinino resfriado a 6°C pos-diluigéo do
sémen avaliada no periodo de trés dias.

Dia Diluidor Média + DP
1 2 3 4
1 122+106aA 206+10,6abA 43,7+203bA 21,9x9,1bA 246+173
2 0,8+05aB 14,9+ 06,1bA 382+246bA 250+194bA 19,7+20,4
3 0,3+x04aB 199+11,5bA 526+07,8cA 19,9+07,1bA 23,1+20,5
Média + DP 44+81 18,56+9,5 44,8 +18,8 22,2+12,4

Diluidor 1 - Botusémen

Diluidor 2 - Botusémen + 10% de gema de ovo

Diluidor 3 - Botusémen + 10% de gema de ovo centrifugado

Diluidor 4 - Botusémen + 6,8% de LDL

Comparagédo dos diluidores dentro de cada dia de resfriamento — letras minusculas diferentes
nas linhas indica diferenga entre os valores (Teste de Tukey - p<0,05).

Comparagéo dos dias de resfriamento dentro de cada diluidor - letras maiusculas diferentes nas
colunas indica diferenca entre os valores (Teste de Tukey - p<0,05).

Rev. Bras. Med. Vet., 34(4):288-294, out/dez 2012

291



Maria Isabel Vaz de Melo et al.

de ovo manter a estrutura da cromatina espermatica
e a integridade da membrana espermatica (Scobey
et al. 1995 apud Melo 2000).

Ao se analisar a motilidade progressiva também
foi constatada interagdo significativa entre os dilui-
dores e os dias de resfriamento (Tabela 2). O com-
portamento de cada diluidor dentro do periodo de
resfriamento foi semelhante ao observado na carac-
teristica de motilidade total, sendo que o periodo de
resfriamento s6 teve efeito deletério sobre a motili-
dade progressiva no diluidor 1. Em geral os dilui-
dores a base de gema de ovo e suas derivagdes (D2,
D3 e D4) preservaram melhor a motilidade progres-
siva do sémen asinino mantido a 6° C até 72 horas,
sendo observado somente no dia 1 de resfriamento
resultados de motilidade progressiva nos diluidores
1 e 2 semelhantes. Observa-se ainda a tendéncia
de superioridade do D3 em relagdao aos demais di-
luidores, confirmada no dia 3 do resfriamento. Os
valores de motilidade progressiva no D3 a base de
leite acrescido de gema de ovo e centrifugado antes
do acréscimo do sémen sdo mais compativeis com

0s quesitos minimos preconizados para outras es-
pécies animais para uso em inseminagao artificial,
observando-se nesta tabela a menor média de MP
do sémen asinino no D3 foi de 38,2 + 24,6%.

Rota et al. (2005) trabalhando com sémen equi-
no obteve melhor preservagao na MT, MP apos 48h
com diluidor a base de leite (INRA96) do que a base
de gema de ovo (INRAS2Y), diferindo da espécie
asinina. Isto refor¢a a necessidade de se trabalhar
com as especificidades em se tratando de processa-
mento de sémen.

Pode-se observar na Tabela 3 que ndo houve di-
ferenca na velocidade rapida de deslocamento linear
dos espermatozoides mantidos nos diluidores 1 e 2
durante os trés dias resfriados. Entretanto, no primei-
ro e no terceiro dia de resfriamento a velocidade de
deslocamento linear rapida foi superior para os es-
permatozoides asininos mantidos no diluidor a base
de leite acrescido de gema de ovo e centrifugado,
em relagdo aos demais diluidores, sugerindo maior
potencial de fertilidade no sémen mantido no D3.

Na Tabela 4 estdo discriminados os resultados

Tabela 3. Velocidade média do trajeto (VAP um/s) do espermatozoide asinino resfria-
do a 6°C pés-diluicdo do sémen em diferentes diluidores, avaliada no periodo de trés

dias.
Dia Diluidor Média = DP
1 2 3 4
1 186+179aA 146+54aA 746+108bA 33,0+x17,2aA 352+27,5
2 0,5+04aB 154+7,0aA 47,4+222bB 349+222bA 245+237
3 04+0,3aB 186+14,0abA 67,3+94cA 235+16,0bA 27,4 +27,3
Média + DP 6,5+ 13,1 16,2 £ 9,1 63,1+ 18,6 30,4 £ 18,2

Diluidor 1 - Botusémen

Diluidor 2 - Botusémen + 10% de gema de ovo

Diluidor 3 - Botusémen + 10% de gema de ovo centrifugado

Diluidor 4 - Botusémen + 6,8% de LDL

Comparagéao dos diluidores dentro de cada dia de resfriamento — letras mindsculas diferentes
nas linhas indica diferenga entre os valores (Teste de Tukey - p<0,05).

Comparagao dos dias de resfriamento dentro de cada diluidor - letras maiusculas diferentes nas
colunas indica diferenca entre os valores (Teste de Tukey - p<0,05).

Tabela 4. Velocidade curvilinear (VCL-um/s) dos espermatozoides asininos resfriado
a 6°C, pos-diluigdo do sémen em diferentes diluidores, avaliada no periodo de trés

dias.
Dia Diluidor Média + DP
1 2 3 4
1 51,4 +272aA 504+72aA 1159+194bA 706+181aA 72,1+326
2 236+3,0aB 520+80bA 802+19,1cB 693+211bcA 56,3+259
3 20,8+8,0aB 528+139bA 1023+10,9cA 727+228bA 622+334
Média+ DP  31,9+21,0 51,7 +9,6 99,5 + 22,0 70,9+ 19,5

Diluidor 1 - Botusémen

Diluidor 2 - Botusémen + 10% de gema de ovo

Diluidor 3 - Botusémen + 10% de gema de ovo centrifugado

Diluidor 4 - Botusémen + 6,8% de LDL

Comparagéao dos diluidores dentro de cada dia de resfriamento — letras mindsculas diferentes
nas linhas indica diferenga entre os valores (Teste de Tukey - p<0,05).

Comparagéo dos dias de resfriamento dentro de cada diluidor - letras maiusculas diferentes nas
colunas indica diferenca entre os valores (Teste de Tukey - p<0,05).
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da velocidade curvilinear (VCL) dos espermatozoi-
des asininos, nos diferentes diluidores ao longo de
trés dias mantidos a 6° C. No primeiro dia a VCL
dos espermatozoéides asininos foi superior quando
mantidos no D3 em relacdo aos demais diluidores.
A superioridade dos diluidores acrescidos de gema
de ovo ou derivados se mostrou patente a partir do
segundo dia de resfriamento.

A velocidade linear progressiva (VSL) é a ve-
locidade média em funcao da linha reta estabele-
cida entre o primeiro e o Ultimo ponto da trajetoria
do espermatozoide (Matos et al. 2008). A VSL nao
diferiu dentro do periodo de resfriamento para os
espermatozoéides asininos mantidos nos diluidores
2 e 4. Nos diluidores 1 e 3 a VSL no primeiro dia de
resfriamento foi superior aos dias 2 e 3. Analisando-
-se o efeito do diluidor dentro de cada dia observa-
-se que o diluidor 3 foi superior aos demais nos dias
1 e 3 do resfriamento (Tabela 5).

Verstegen et al. (2002) ao relacionar os parame-
tros do CASA com a taxa de fertilidade, verificou
que os valores de VAP, VSL e VCL sao significati-
vamente maiores em amostras que produzem mais
de 50% de oodcitos fertilizados do que naquelas
onde a taxa de fertilidade € menor que 50%. Amos-
tras com valores maiores de velocidade, LIN (line-
aridade) e BCF (frequéncia de batimento flagelar
cruzado) apresentam melhor migracao e penetracao
no muco cervical. Esta relagdo permite inferir que o
D3 avaliado pela VSL e VCL possivelmente repre-
senta o tratamento de maior potencial de fertilidade.

Os resultados do CASA podem ser alterados
quando a concentracdo espermatica das amostras
diluidas esta acima de 50 x 10° espermatozoides/mL
e em diluidores a base de leite e gema de ovo, que
contém particulas com tamanho da cabega dos es-
permatozoides. Entretanto, buscou-se com a limpe-

za de imagens do CASA, a eliminag¢ao de particulas
que pudessem ser confundidas com o espermatozoi-
de estatico e a eliminagdo de leituras extremas, fora
do comportamento da amostra. Portanto, acredita-
-se que este ndo seja um fator com efeito sobre es-
tes resultados aqui apresentados, atribuindo-se aos
resultados o efeito direto do diluidor empregado.

O acréscimo da gema de ovo e derivagdes ao di-
luidor a base de leite teve efeito benéfico sobre as
caracteristicas do espermatozdide asinino armaze-
nado a 6°C. Entretanto, observou-se a superioridade
dos diluidor acrescido de 10% de gema de ovo e
centrifugado (D3) e do diluidor acrescido de 6,8%
de LDL (D4) em relacao ao diluidor acrescido de
10% de gema de ovo sem centrifugacao (D2). No
terceiro dia de armazenamento os efeitos benéficos
do D3 foram mais expressivos. De acordo com as
avaliacoes utilizadas no presente trabalho foi obser-
vado que o diluidor 3 (Botusémen + gema de ovo
centrifugada) sobressaiu em relacdo aos outros di-
luidores estudados, a medida em que se aumentou
o tempo de armazenamento, se destacando princi-
palmente nas caracteristicas de MT, percentual de
espermatozdides com velocidade rapida de desloca-
mento, com VCL e VSL. Ressalta-se que nas outras
caracteristicas avaliadas o D3 teve comportamento
semelhante ao D4 (diluidor com 6,8% de lipoprote-
ina de baixa densidade).

Analisando a forma de preparo destes diluidores
deve-se ressaltar que apesar de se preconizar me-
lhor padronizacdo da lipoproteina de baixa densida-
de em relacdo a gema de ovo total, o preparo da li-
poproteina ¢ complexo e requer equipamentos mais
elaborados, mesmo se trabalhando na simplificacao
da técnica de extragdo desta lipoproteina. Esta com-
plexidade ndo foi sustentada por resultados destaca-
damente superiores ao da gema total centrifugada.

Tabela 5. Velocidade linear progressiva (VSL-um/s) do espermatozéide asinino res-
friado a 6°C, pds-diluicdo do sémen em diferentes diluidores, avaliada no periodo de

trés dias.
Dia Diluidor Média + DP
1 2 3 4
1 28,7+16,7aA 223+43aA 753+13,7bA 352+75aA 404 +237
2 6,8+1,7 aB 222+53bA 455+21,3¢cB 30,7+155bcA 26,3+19,0
3 51+25aB 226+90bA 56,7+54cAB 315+93bA 29,0+20,1
Média+DP 13,6 £+144 224 £6,1 59,2 +£18,9 32,5+10,8

Diluidor 1 - Botusémen

Diluidor 2 - Botusémen + 10% de gema de ovo

Diluidor 3 - Botusémen + 10% de gema de ovo centrifugado

Diluidor 4 - Botusémen + 6,8% de LDL

Comparagédo dos diluidores dentro de cada dia de resfriamento — letras minusculas diferentes
nas linhas indica diferenga entre os valores (Teste de Tukey - p<0,05).

Comparagéo dos dias de resfriamento dentro de cada diluidor - letras maiusculas diferentes nas
colunas indica diferenca entre os valores (Teste de Tukey - p<0,05).
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Caracteristicas bioquimicas deste diluidor (D3) de-
vem ser analisadas e testes de fertilidade devem ser
realizados para se comprovar a eficacia deste dilui-
dor para a espécie asinina.

CONCLUSAO
Baseado nas caracteristicas da cinética esperma-
tica e na praticidade de preparo, o diluidor a base de
leite acrescido de 10% de gema de ovo e centrifu-
gado antes da sua utilizacdo, foi superior na preser-
vagao do s€men asinino a 6°C.
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