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RESUMO

FERNANDES, Ludmila Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2012. Comportamento sexual, parametros seminais e diluicao pés-
congelamento de sémen de jumentos (Equus asinus) da raca Péga.
Orientador: José Domingos Guimaraes.

O objetivo do presente estudo foi observar aspectos do comportamento asinino
a partir da descricdo de varias coletas realizadas com vagina artificial e
relacionar esse comportamento com os parametros seminais. Avaliou-se,
ainda, a eficacia da formulacdo do diluente T2-94 acrescido de
dimetilformamida na protecdo das células espermaticas durante a
criopreservacao do sémen de jumentos da raca Péga; analisou-se o efeito da
reintroducdo do plasma seminal (PS) apés o descongelamento na protecao
contra o estresse osmoético desse mesmo sémen; e também o efeito da diluicao
com Botu-Sémen® (BTU), avaliando-se os efeitos nos parametros de
viabilidade espermatica mediante as avaliagdes “in vitro”, descritas no capitulo
2. Foram utilizados neste estudo trés jumentos da raca Péga. Em um primeiro
momento, as coletas foram realizadas somente para observacdo do
comportamento sexual dos animais: Numero de Reflexos de Flehmen (RF),
Numeros de montas sem erecao (MSE) e Tempo de reacdo (TR), além da
avaliagdo do sémen fresco ndo diluido. Como resultados, observou-se que 0s
animais faziam, em média, 3,9 RF, 1,4 MSE e finalizavam o servico em torno
de 24,8 min. A média do volume ejaculado foi 53 mL. A motilidade média foi de
77%, e o vigor de 3,7+0,3. A concentracao espermatica variou de 683 a 710
milhbes de espermatozoides por mL de sémen ejaculado. Na morfologia, a
média foi de 12% de células inviaveis no ejaculado. Concluiu-se que, quanto
maior 0 tempo de reacdo e o numero de montas sem erecdo, maior a
quantidade de ejaculados com a presenca de gel. A melhor adequacédo do
manejo a ser empregado, nas condicbes do estudo, depende
proporcionalmente do conhecimento sobre o comportamento sexual dos
animais utilizados. Em um segundo momento, sémen coletado dos referidos

animais foi destinado ao congelamento, utilizando-se o diluente T2-94,
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acrescido do crioprotetor dimetilformamida. No descongelamento, as amostras
foram diluidas em PS ou BTU e observadas por duas horas, durante o teste de
termorresisténcia (TTR). Foram retiradas amostras para avaliacdo, desse
sémen descongelado, da morfologia e para teste de estresse hiposmotico em
trés tratamentos (controle, com PS e com BTU). Os resultados mostraram que
a motilidade foi superior no tratamento com PS (55,9%), quando comparada
com o grupo controle (50,6%). Ja a média do vigor espermatico foi de 3,4 nos
tratamentos com adicdo de PS e de BTU pdés-congelamento. O numero de
células reativas ao teste supravital, e a porcentagem de defeitos totais
observados na morfologia espermatica, nao diferiram entre os tratamentos. No
Teste Hiposmaético, o numero de células reativas foi superior no tratamento
com adi¢ao de PS (43,5%). Durante o TTR, a motilidade manteve-se maior até
duas horas apds o descongelamento nos tratamentos com adicdo de PS ou
com adicdo de BTU (25,2+10,6 e 23,4x13,1, respectivamente). O mesmo
ocorreu com o vigor espermatico que no tempo 90 min apresentava 2,8+0,4 no
tratamento com adicdo de PS, e 2,44+0,6 com adicdo de BTU. A avaliagdo do
meio T2-94 acrescido de dimetilformamida para sémen de jumentos foi
positiva, demonstrando ser capaz de preservar motilidade dos
espermatozoides apds a criopreservagao. A reintroducdo do PS mostrou
melhora nos parametros seminais € manteve um padrao seminal aceitavel nos

testes “in vitro”.
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ABSTRACT

FERNANDES, Ludmila Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March
2012. Sexual behavior, seminal parameters and dilution after freezing
Péga breed donkeys (Equus asinus) semen. Advisor: José Domingos
Guimaraes.

The aim of this study was to elucidate aspects of asinine behavior from the
description of various collections using an artificial vagina and relate this
behavior with the seminal parameters. We evaluated also the availability of the
formulation of the diluent T2-94 plus dimethylformamide in the protection of
sperm cells during cryopreservation of semen from the Péga breed donkeys;
examined the effect of the reintroduction of seminal plasma (SP) after thawing
in protection against osmotic stress of that semen, and also the effect of dilution
with Botu-Semen ® (BTU), evaluating the effects on parameters of sperm
viability assessments by "in vitro", described in Chapter 2. Used in this study
were three Péga donkeys. At first, the samples were taken only for sexual
behavior of animals: Number of Flehmen Reflexes (FR), numbers of mounts
without erection (MWE) and reaction time (RT), besides the evaluation of fresh
semen is not diluted. The results showed that the animals were, on average, FR
3.9, MWE 1.4 and finishing the service about 24.8 min. The mean ejaculate
volume was 53 mL. The motility was 77%, and the force of 3.7 £ 0.3. The sperm
concentration ranged from 683 to 710 million sperm per mL of semen
ejaculated. In morphology, the average was 12% of viable cells in the ejaculate.
It was found that the greater the reaction time and the number of mounts
without erection, the greater number of ejaculations in the presence of gel. The
best adequacy of management to be employed under the conditions of the
study, the proportion depends on knowledge about the sexual behavior of
animals used. In a second step, semen was collected from those animals
intended for freezing, using the diluent T2-94, plus the cryoprotectant dimethyl
formamide. On thawing, the samples were diluted SP or BTU and observed for
two hours, during the heat resistance test (HRT). Samples were removed for
evaluation of frozen-thawed semen, the morphology and hypoosmotic stress

Xii



test in three treatments (control, SP and BTU). The results showed that the
motility was greater in SP treatment (55.9%) compared with the control group
(50.6%). The mean of the spermatic was 3.4 with addition of SP and BTU after
freezing. The number of cells reactive to supravital test, and the percentage of
total defects observed in sperm morphology did not differ between treatments.
In hypoosmotic test, the number of reactive cells was higher in treatment with
the addition of PS (43.5%). During the HRT, motility was kept higher within 2
hours after thawing with addition of PS or with addition of BTU (25.2 + 10.6 and
23.4 £ 13.1, respectively). The same occurred with the spermatic in T4 showed
that 2.8 £ 0.4 in the treatment with the addition of SP, and 2.4 + 0.6 with the
addition of BTU. The evaluation means 94 + T2-dimethylformamide to asses
semen were positive, showing be able to preserve sperm motility after
cryopreservation. The reintroduction of SP showed improvement in semen

parameters and remained seminal acceptable standard tests "in vitro".
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INTRODUCAO GERAL

O jumento Péga é uma raca asinina genuinamente brasileira, mais
especificamente mineira, que apresenta cerca de 200 anos de evolucao e
selecdo. Sua origem ocorreu na regido dos Campos das Vertentes, estado de
Minas Gerais, na fazenda Curtume, no municipio de Entre Rios, com a criacao
e selecao feita pelo padre Manoel Maria Torquato de Almeida (NUNES, 2007).
Hoje em dia, essa raca € de preferéncia dos criadores brasileiros por gerar
hibridos fortes e de andamento marchado (ANDRADE, 1999).

O estudo da biologia reprodutiva dos animais domésticos tem sido de
grande importancia para a producao animal. Assim, quanto mais elucidados
forem o0s conhecimentos sobre a condicao natural desses animais, aliados a
eficiéncia econdmica, melhor e mais eficientemente serdo produzidos animais
de alto valor zootécnico (HENRY, 1991).

Para que as biotécnicas da reproducdo tenham uma eficiéncia 6tima,
também em asininos, é imprescindivel que se conhegam as particularidades do
comportamento sexual dessa espécie (CANISSO, 2008).

Alguns fatores do comportamento sexual do jumento, como, por
exemplo, o tempo de reagdo, assim como ocorre em outras espécies, pode
influenciar de forma negativa a qualidade e a fertilidade do sémen. O excesso
da fracdo gel no ejaculado e a concentragdo espermatica também podem
afetar o sémen, quando a finalidade for o congelamento do sémen ou a
inseminagao artificial, uma vez que dificulta a manipulacdo do mesmo e
promove a queda da motilidade espermatica (DAVIES-MOREL, 1999).

O uso da inseminacao artificial com sémen congelado € a principal
ferramenta utilizada no melhoramento genético animal na maioria das espécies
domesticadas. A criopreservacao de sémen é uma importante ferramenta na
reproducdo animal, facilita sua comercializacao, transporte, e torna possiveis
0s cruzamentos entre animais de grande valor zootécnico, mesmo quando
separados por grandes distancias, resultando em expressivo ganho genético e
melhor controle de doengas sexualmente transmissiveis. Adicionalmente,
proporciona melhor aproveitamento de animais que estejam em competicoes,
ou se recuperando de doencas (CANISSO, 2008).

1



Embora o sémen criopreservado venha sendo utilizado ao longo de 50
anos na industria bovina, sua utilizacao na espécie equina e asinina continua
limitada. O grande limitante dessa técnica é a baixa fertilidade obtida, quando
comparado com sémen fresco ou resfriado (VIDAMENT et al., 2009).

Gestagbes em jumentas inseminadas com sémen congelado de jumento
sdo obtidas somente quando o crioprotetor € diluido ou removido apés o
descongelamento, como demonstrado nos trabalhos realizados por Trimeche et
al. (1998) que registraram 37,5% de prenhez em jumentas e Vidament et al.
(2009) com resultado de prenhez igual a 13% em jumentas.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi observar aspectos do
comportamento sexual asinino em sessdes de coletas realizadas com vagina
artificial, bem como a relacdo desse comportamento com os parametros
seminais; além de avaliar a eficacia da formulagdo do diluente T2-94 acrescida
de dimetilformamida na protecdo da célula espermatica durante a
criopreservacdo do sémen de jumentos da raca Péga; avaliar o efeito da
reintroducdo do plasma seminal e de um diluente comercial a base de leite
desnatado apds o descongelamento na protecdo contra o estresse osmatico

desse mesmo sémen.
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CAPITULO |

COMPORTAMENTO SEXUAL DE JUMENTOS DA RACA PEGA DURANTE
SESSOES DE COLETAS DE SEMEN COM VAGINA ARTIFICIAL

1. INTRODUCAO

Os jumentos da raca Péga tém sido cada vez mais valorizados no Brasil.
O crescente interesse por eles provém da visivel melhora nos padrdes
zootécnicos e ganho no potencial genético que os animais tém apresentado em
competicbes de morfologia e andamento. Podem, ainda, produzir muares de
qualidade para o trabalho em rebanhos bovinos e para montaria e puxadores
de charrete no turismo rural (PUGH, 2002; MACHADO, 2010).

O estudo da biologia reprodutiva dos animais domésticos tem sido de
grande importancia para a produg¢do animal. Assim, quanto mais elucidados os
conhecimentos sobre a condicao natural desses animais, aliados a eficiéncia
econbmica, melhor e mais eficientemente serdo produzidos animais de alto
valor zootécnico (HENRY, 1991).

Para que as biotécnicas da reproducdo tenham uma eficiéncia 6tima
também em asininos, é imprescindivel que se conhegam as particularidades do
comportamento sexual dessa espécie (CANISSO, 2008).

Por pertencer a mesma familia que os equinos, muitos acreditam que a
organizacao social e o comportamento sexual dos asininos sejam similares aos
dos equinos, e, portanto, recorrem a procedimentos de manejo similares aos
utilizados na criacado de equinos. Entretanto, & conveniente que se conheca a
espécie asinina, para que se possa otimizar a sua eficiéncia reprodutiva,
incorporando ao maximo, no manejo de criacao controlada, as caracteristicas
inerentes a espécie. Agindo assim, respeita-se a sua forma de viver e,
consequentemente, melhoram-se o0 seu bem-estar e sua produtividade
(HENRY et al., 2009).



Alguns fatores do comportamento sexual do jumento, como por exemplo,
o tempo de reagdo, assim como ocorre em outras espécies (eqlinos e
bovinos), pode influenciar de forma negativa a qualidade e a fertilidade do
sémen. O excesso da fracdo gel no ejaculado e a concentracdo espermatica
também podem afetar o sémen, quando a finalidade € o congelamento do
sémen ou a inseminacdo artificial, uma vez que o mesmo dificulta a
manipulacao e diminui a motilidade espermatica (DAVIES-MOREL, 1999).

Portanto, propde-se com este estudo analisar aspectos do
comportamento sexual asinino, durante as sessbes de coletas de sémen,
realizadas com vagina artificial, bem como verificar a relacdo desse

comportamento com as caracteristicas seminais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os jumentos

Os jumentos (Equus asinus) foram o quarto grupo de animais de
producdo a serem domesticados, apos ovelhas, cabras e vacas ha mais de
7000 anos, com a finalidade de transporte de objetos pesados e pessoas,
facilitando a movimentacdo dos povos a procura de novos pastos para seus
rebanhos. Além de animais de carga eram utilizados também na producéo de
leite, carne e pele (MORAES, 2008; ROSSEL et al., 2008).

No Brasil, a criagdo de jumentos foi iniciada por Manuel Maria Torquato
de Almeida, na Fazenda Curtume, no municipio de Entre Rios, Minas Gerais.
Os cruzamentos entre as racas italiana e egipcia e a selecdo dos melhores
animais resultaram na criacdo de uma raca de grande importancia para a
pecudria nacional, a raga Péga (NUNES, 2007).

Atualmente, a raca de jumentos Péga, uma racga autéctone, é preferida
pelos criadores brasileiros por gerar hibridos fortes e de andamento marchado,
raro atributo zootécnico. Por isso, essa raca vem conquistando um grande
namero de apreciadores (ANDRADE, 1999).

Esse fato leva a uma maior procura de biotécnicas da reproducao por
parte desses criadores, fazendo com que muitos veterinarios, pesquisadores e
técnicos vislumbrem um novo campo de trabalho. Porém, é preciso observar
que, devido a algumas diferencas no comportamento sexual asinino, nao se
pode simplesmente transferir 0 manejo reprodutivo de equinos para os
jumentos e jumentas, e sim procurar conhecer melhor esse comportamento
para, entao, estabelecer um manejo reprodutivo adequado a essa espécie
(HENRY, 1991).



2.2 Organizacao social

O sistema de acasalamento de uma populacao é definido pelo tipo de
organizacao social que ela exibe, sendo que os equideos domésticos e
selvagens apresentam dois tipos bem caracterizados; o sistema nao territorial e
o territorial (LODI, 1993).

Apesar de os equinos e 0s asininos pertencerem a mesma familia
“Equidae”, a organizacao social dos equinos ocorre em haréns (nao territorial),
enquanto a dos asininos é definida como sendo territorial sem a presencga de
fémeas junto ao macho dominante do territério (MOEHLMAN et al., 1998).

A organizagdo em harém consiste em um grupo relativamente estavel de
fémeas adultas mantidas sob a lideranga de um garanhao. Na forma selvagem,
0 grupo é constituido de duas a trés fémeas adultas, podendo chegar a até 15
animais, predominando grupos de quatro a sete fémeas. Os descendentes,
préximos a maturidade, sdo excluidos do grupo para constituirem, de um lado,
um novo harém e, de outro, os grupos de machos solteiros (KLINGEL, 1975;
RUDMAN, 1998).

Os asininos apresentam uma organizacao conhecida como territorial. A
definicAdo e a expressdo de territorialidade s&do realizadas pelos machos
reprodutores dominantes. O territério, em condi¢cdes naturais de criacao, chega
a se estender por inumeros quildbmetros quadrados, geralmente apresenta
sombra, além de boa disponibilidade de agua e pastagens. Esse local s6 sera
deixado pelo animal em caso de falta de agua e alimento (HENRY et al., 1998).

O asinino defende seu territério ferozmente contra invasores,
principalmente quando se trata de outros jumentos e, geralmente, ndo permite
que outros machos se aproximem. Contudo, em algumas situagcdées, um
jumento permite a entrada de outro jumento em seu territério e este, por sua
vez, comportara como subordinado, sendo que em algumas ocasidoes podera
até efetuar coberturas ap6s as do macho dominante (HENRY et al., 1998;
MCDONNELL,1998). Esse jumento vassalo ainda pode auxiliar na defesa do
territério contra a invasao de outros machos (MCDONNELL, 1998).

As fémeas asininas, por outro lado, ndo demonstram qualquer

preferéncia por um territério, deslocam-se de um para outro, norteadas pelas
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suas necessidades de forragem e de agua. A migracao continuada das fémeas
tem sido um achado constante (KLINGEL, 1975; MCDONNELL, 1998;
MOEHLMAN et al., 1998).

2.3 Comportamento sexual

A caracteristica de territorialidade é particularmente expressa pelo
macho, quando, durante o transito das fémeas, uma ou mais estiverem no
periodo de receptividade sexual. Nesse periodo, o reprodutor dominante,
dentro do seu territério, procura afastar os demais machos subordinados, com
o intuito de ser o Unico a executar o cortejo sexual e a monta das fémeas
receptivas (HENRY et al., 1987).

Em estudos realizados em sistema de monta extensiva, foi observado
que a vocalizacdo executada pelo macho é uma forma importante de
comunicacao e exerce efeito de atracao das fémeas em cio, particularmente,
para aquelas que estao fora do campo de visualizacdo do macho. No contexto
do comportamento reprodutivo, a vocalizacdo é mais frequente em fémeas em
cio, expressando, aparentemente, uma resposta ao chamado realizado pelo
reprodutor dominante. Desse modo, as jumentas sdo atraidas para esse
territério (HENRY et al., 1987, 1991; MCDONNELL, 1998).

As jumentas em estro que estejam de passagem pelo territério serao
cortejadas e cobertas nesse local pelo jumento, podendo permanecer ali,
durante todo o periodo do estro, contudo, sem serem arrebanhadas (HENRY,
1991; LODI, 1993; MCDONNELL, 1998).

O cortejo sexual de jumentos com fémeas em estro da mesma espécie
inicia-se com uma intensa interagdo macho-fémea. Ocorre vocalizacao, olfacao
nasonasal e de parte do corpo, tendo maior frequéncia na regidao perineal,
mordidas na regido do pescoco, joelhos e vulva e, normalmente, cursando com
manifestacdo da resposta de Flehmen que culmina com a monta sem erecao
com duracédo de 10 a 30 segundos (HENRY, 1991).

Outras observacoes frequentes consistem nos atos de retirada em fuga

rapida ou lenta, seguindo-se pastejo, em que o jumento permanece a distancia
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com pastoreio leve e com aparente desinteresse pela fémea, vocalizagéo,
erecao parcial do pénis, movimentos masturbatérios, para, somente, entao,
entrar e sustentar erecdo e assim efetuar a monta (HENRY et al., 1998;
MCDONNELL, 1998).

2.4 Comportamento sexual em sessoes de coleta de sémen com vagina
artificial e caracteristicas seminais

A escolha de reprodutores para doadores de sémen tem por finalidade
melhorar o desempenho reprodutivo e produtivo dos animais de interesse
zootécnico. Por essa razdo, é fundamental mais estudos sobre as
caracteristicas genéticas, produtivas e reprodutivas de cada raga, visando a
sua conservacao, preservacao e comercializagao.

Conhecendo melhor o comportamento desses animais em vida livre ou
em criagdo extensiva, é possivel condiciona-los da melhor maneira possivel
para que realizem o servigo completo, a fim de se obter sémen de maneira
mais segura e rapida. Promove-se, desse modo, maior adaptagao dos animais
ao manejo de exploracéo reprodutiva assistida.

O tempo de reacdo em asininos é o sinal fisiolégico avaliado no
comportamento do animal desde o momento em que o jumento é levado até o
local onde se encontra a jumenta em estro (devidamente contida), até que
ocorra a ere¢ao. Ja o tempo de servico € marcado até que ocorra a penetracao
e posterior ejaculagédo, seja na vagina artificial ou em monta controlada
(CANISSO, 2008).

HENRY (1991), trabalhando com dois jumentos da raga Nordestina, sob
condi¢cdes de monta controlada em jumentas, registrou o tempo de reacao de
11,6 + 8,9 e de 11,3 + 9,3 minutos para os dois reprodutores. Ja, em condicoes
de monta a campo, trabalhando com os mesmos machos, os tempos de reagao
foram 39,9 + 30,4 e 25,9 £ 17,8 min. E COSTA (1991) conduziu um estudo a
campo envolvendo o comportamento sexual durante uma coleta de sémen em
83 machos da raca Péga e de diferentes idades e estadio reprodutivo e relatou

que o tempo de reacao variou de um até 45 minutos, com média de 10 minutos
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para a realizacdo da coleta de sémen. O autor ainda observou que ocorreu
grande variacao desse tempo de reacdo de acordo com a idade do animal, o
clima, o condicionamento prévio e o estresse ambiental.

A importancia do tempo de reacdo em equinos foi demonstrada pela alta
correlacdo com volume de gel no ejaculado, que € uma caracteristica
altamente indesejavel na manipulacao do ejaculado (DAVIES-MOREL, 1999).

O volume do ejaculado em equideos apresenta uma variacado muito
grande entre reprodutores e entre coletas de um mesmo reprodutor. A baixa
repeticdo dessa caracteristica esta relacionada a muitos fatores, tais como:
raca, idade, particularidades individuais, frequéncia de ejaculacdo, época do
ano, duracdao do tempo de excitacdo, tipo de manequim, tempo de repouso
sexual, alimentacdo, manejo, quantidade de trabalho na estacdo de monta,
presenca de gel, dentre outros (PICKETT et al., 1970; GEBAUER et al., 1974;
PAPA, 1987; MORAIS, 1990; GASTAL, 1991; SAMPER, 2007).

Os valores para o volume do ejaculado sem a fracao gelatinosa de
jumentos apresentam amplitude de 10 a 180 mL, sendo que os valores mais
frequentes estdo em torno de 40 a 100 mL (NISHIKAWA, 1959; KREUCHAF,
1984, HENRY et al., 1987; MORAIS, 1990; GASTAL, 1991; SANTOS, 1994).
Em asininos, segundo as observacodes feitas por Nishikawa (1959), Kreuchauf
(1984) e Gebers (1995), a presenca de gel € aparentemente uma caracteristica
individual dependente do jumento, da época do ano, da frequéncia de coleta,
excitagdo sexual e da idade, além de diferengas raciais.

Entre as caracteristicas seminais, o percentual de motilidade
espermatica, particularmente a motilidade progressiva, € um bom indicativo de
viabilidade espermatica em equideos (DAVIES-MOREL, 1999). Apesar de nao
necessariamente ser um indicador da capacidade fecundante, a motilidade
espermatica, obrigatoriamente, deve estar presente para que o espermatozoide
possa fecundar (VOS et al., 1981).

A motilidade espermatica total para sémen fresco de jumentos, conforme
estudos de diversos autores, é 70 % a 100 % (Tabela 1) (ARRUDA et al., 1989;
CANISSO et al., 2008; ROTA et al., 2008; KER, 2009; DE OLIVEIRA, 2010;
TABERNER et al., 2010; e CONTRI et al., 2011).
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Tabela 1 — Motilidade espermatica total para o sémen fresco de asininos em
diferentes estudos

Autores Ano Motilidade espermatica Total (%)
Arruda et al. 1989 755+7,8

Canisso et al. 2008 84,2+6,0

Rota et al. 2008 94 +3,5

Ker 2009 83,07 £ 3,8

De Oliveira 2010 83,0+25

Taberner et al. 2010 71,6 £ 15,8

Contri et al. 2011 91 +51

Outro parametro avaliado, o vigor espermatico, constitui a avaliacao
subjetiva da forca e velocidade espermatica; sendo que Walton (1952)
classificou o vigor espermatico usando uma escala de 0 a 5, em que zero é o
vigor nulo e 5 o vigor maximo. O CBRA (1998) considera adequado, seguindo a
mesma classificacdo, um vigor acima de 3 para o sémen fresco de equinos,
uma vez que nao ha parametro especifico para o0 sémen de asininos. Papa
(1987) atribuiu alto grau de importancia ao vigor espermatico na avaliacao de
sémen de garanhdes equinos, principalmente para sémen congelado. No
entanto, tal caracteristica ndo tem sido utilizada com frequéncia como
parametro depreciativo da qualidade de sémen (GEBERS, 1995).

A concentracdo espermatica é resultante da eficiéncia espermatogénica
e da secrecao de fluido pelas glandulas sexuais acessérias (VARNER et al.,
1991). A concentragdo espermatica média em jumentos varia de 100 a 800x10°
espermatozoides por mL, sendo esses valores maiores que 0s usualmente
observados em garanhdes (KREUCHAUF, 1984). Segundo a mesma autora, a
média de espermatozoides totais em um ejaculado de jumentos é de 20 a 30
bilhdes, e os extremos sdo de 2 a 44 bilhdes de espermatozoides totais por
ejaculado.

Nishikawa (1959) desenvolveu estudos pioneiros, comparando as
caracteristicas da morfologia espermatica entre garanhdo equino e asinino.
Esse autor observou que os espermatozoides asininos se assemelham aos dos
garanhdes, entretanto, apresentam a cauda mais longa e a cabeca de formato

ligeiramente mais globoso, semelhante as dos espermatozoides de touros e
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carneiros. Adicionalmente, o autor verificou existir uma relacdo entre a
morfologia espermatica e a fertilidade de garanhdes.

A morfologia espermatica de equideos apresenta similaridade com as
demais espécies de animais, porém a cabec¢a do espermatozoide é assimétrica
e a insercdo abaxial da cauda € considerada normal; além disso, 0 acrossomo
€ relativamente mais delgado quando comparado as demais espécies
domeésticas (BIELANSKY e KACZMARSKI, 1979; MAGISTRINI, 2000).

Conforme as normas do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal —
CBRA (1998), na avaliagdo androldgica de reprodutores de todas as espécies,
a classificagdo das anormalidades espermdticas deve ser agrupada em
defeitos maiores e defeitos menores, baseados na classificagcdo de Blom
(1973). Sendo que o numero de defeitos totais ndo pode ultrapassar 20%, o a
porcentagem de defeitos maiores deve ser inferior a 10% para sémen fresco de
eqlinos. Seguindo esses critérios, os autores listados na Tabela 2 obtiveram os
seqguintes resultados:

Tabela 2 — Defeitos espermaticos observados em sémen fresco de asininos em
diferentes estudos

Autor, Ano Raca Defeitos Defeitos Defeitos
Maiores (%) Menores (%) Totais (%)

Kreuchauf, 1984 Jumento Africano 7,46 4,7 12,2

Henry et al. ,1987 Jumento 9,1 6,3 15,4
Nordestino

Arruda et al., 1989 Jumento 3,06 3,10 6,16
Brasileiro

Morais, 1990 Jumento Péga 8,55 7,04 15,5

Gebers, 1995 Jumento Péga 54 4,4 9,8

Ker, 2009 Jumento Péga 7,3 6,4 13,7
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O comportamento sexual de trés jumentos da raca Péga foi estudado
durante as estacdes de monta do ano de 2010 e 2011. O estudo foi conduzido
no Setor de Equideocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, situado no municipio de Vicosa, Zona da Mata, Minas
Gerais, 20°45'20” de latitude S e 42°52’40” e altitude média de 752 m e clima
predominante do tipo tropical mesotérmico brando umido (BDCB/EMBRAPA,
2011).

Os animais apresentavam idade de 2, 4 e 5 anos, com peso corporal
entre 240, 300 e 340 kg, respectivamente, higidos e alocados em baias
individuais de 16 m? e também mantidos em piquetes de 225 m? por um
periodo de 4 horas diarias. Durante todo o periodo experimental, os animais
foram alimentados com racdo concentrada e capim elefante (Pennisetum
purpureum cv cameroon) picado, fornecido duas vezes por dia em quantidade
estimada para mantenca da condicao corporal, conforme manejo adotado pela
equideocultura e agua ad libitum (NRC EQUINOS, 2007).

Antes do inicio do estudo comportamental, os animais foram submetidos
ao exame androlégico e apresentaram caracteristicas espermaticas dentro dos
padrbes aceitos para sémen fresco, sendo a motilidade minima de 70% e vigor
maior que 3 (0-5), conforme valores preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reproducao Animal — CBRA (1998). Os animais passaram por um periodo de
condicionamento e esgotamento e estabilizacdo das reservas extragonadais,
por dez dias consecutivos, por meio de uma coleta diaria de sémen, de acordo
com Oliveira (2005).

13



3.2 Coletas de Sémen

Todas as coletas foram realizadas dentro da estacdo de monta, de
outubro de 2010 a marco de 2011, e depois de outubro de 2011 até dezembro
de 2011.

As coletas foram feitas utilizando-se uma vagina artificial (modelo
Hannover), com agua aquecida a 50 °C em seu interior (no momento do
preenchimento da vagina), revestida com a membrana mucosa e copo coletor
acoplado na protecdo de plastico, a intervalos de dois dias, até que se
obtivessem 20 ejaculados por animal, totalizando 60 ejaculados de sessbes de
coleta de sémen. O local de realizacao das coletas era um curral com piso de
cimento.

O Tempo maximo permitido para cada jumento realizar um servico foi de
90 min. Caso o jumento nao realizasse o servico completo nesse periodo, uma

nova coleta apenas seria realizada no dia seguinte.

Para efetuar as coletas de sémen, foram empregadas, como manequins,
jumentas Péga em estro natural. Para tanto, as jumentas foram rufiadas e
aquelas que apresentavam sinais de estro, como miccao frequente, mastigacao
(abertura e fechamento da boca), imobilidade e toque no pesco¢o com a ponta
da orelha (HENRY et al., 1987) foram separadas e devidamente contidas para
a coleta.

3.3 Avaliacao do comportamento sexual

Para a avaliagdo dos sinais fisioldgicos de comportamento sexual dos
jumentos da raga Péga, dois observadores sempre estiveram presentes nas
sessbes de coletas de sémen e, a medida que as manifestacbes
comportamentais eram expressas pelos animais, eram anotadas em planilhas
individuais, sendo o tempo cronometrado. Ao final das observacdes, obteve-se
a média das anotacdes dos dois observadores.
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As coletas eram realizadas em apenas um animal por vez, devido ao
comportamento territorialista que os asininos apresentam, utilizando um
cabresto longo para que nenhum comportamento natural, como o ato de
retirada fosse inibido. Os seguintes sinais de comportamento sexual dos
garanhdes asininos frente a fémeas em estro foram avaliados:

1) Reflexo de Flehmen: nUmero de vezes em que o animal manifestou o
reflexo de Flehmen na presenca da jumenta em estro, em cada uma das
coletas.

2) Monta sem ereg¢do: numero de vezes em que o jumento realizou a
monta no manequim, sem a eregao do pénis.

3) Tempo de reacdo: tempo, em minutos, da exposicdo inicial do
jumento a jumenta em estro, até a completa erecao.

Apenas esses sinais do comportamento foram avaliados
estatisticamente, por sua maior importancia, quanto ao comportamento asinino.
Embora, os animais também tenham sido classificados de 0 a 3, com relacao
ao seu interesse pela fémea em estro, sendo 0 — ndo demonstra interesse; 1 —
pouco interesse, quase nao ha interacao com a fémea; 2 — ha algum interesse,
mas o animal se distrai facilmente, ha interacdo com a fémea, porém, ela nao é
o foco principal e 3 — apresenta interesse persistente, a fémea é o foco

principal e o animal realiza o servigo completo.

3.4 Avaliacao do sémen fresco nao diluido

O copo coletor de sémen, previamente aquecido a 37 °C foi acoplado a
vagina artificial, devidamente protegido da luz e das variacées da temperatura
ambiente por uma caixa isotérmica. Imediatamente apés a coleta, foi verificada
a presenca ou nao da fracdo gel do ejaculado no filtro do copo coletor. A
seguir, o volume do sémen foi mensurado em uma proveta graduada. Entao,
uma aliquota do sémen foi colocada entre lAmina e laminula, previamente
aquecidas a 37 °C, para avaliagdo das caracteristicas fisicas seminais, com o
auxilio de um microscépio éptico (Bioval®) em um aumento de 40x.
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As caracteristicas seminais observadas foram: motilidade espermatica
total (0-100%); vigor espermatico (1-5); concentragdo espermatica (x10°
espermatozoides/mL) e espermatozoides totais no ejaculado (x 10°).

Uma amostra de 20uL de sémen foi adicionada a 1mL de solugédo de
formol salina tamponada pré-aquecida a 37 °C, para posterior avaliagdo
morfolégica.

Adicionalmente, uma amostra de 20uL de sémen foi acondicionada em
um frasco com 2mL de solucdo de formol salina tamponada (proporcédo de
1:200) para determinagdo da concentracdo espermatica, empregando-se a

camara de Neubauer.

3.5 Analises estatisticas

Para anadlises estatisticas, empregou-se o programa SAEG 9.1 (Sistema
de Andlises Genéticas e Estatisticas — UFV (SAEG-UFV, 2007). Para as
variaveis quantitativas, efetuaram-se os testes de Lilliefors, para verificacdo da
normalidade dos dados, e Cohran e Barttlet para verificar a homogeneidade
das variancias. Os dados foram submetidos as anadlises descritivas (média,
desvio padrao e distribuicao de frequéncia) e quando atendidas as premissas
da ANOVA, os mesmos foram submetidos a andlise de variancia e, quando
houve significancia a 5%, as médias foram comparadas pelo teste SNK a 5%.

Correlagdes simples de Pearson foram realizadas entre todas as

variaveis estudadas, ou Spermann entre caracteristicas categoricas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nao foi observado nenhum tipo de comportamento estereotipado para a
espécie, durante o periodo de coleta de sémen na presenca de uma fémea em
estro, e todos os animais foram classificados com pontuacdo 3 no quesito
interesse pela fémea. Em todas as coletas, observou-se o comportamento de
investigacado olfativa do solo e da regido perineal da fémea, bem como a
vocalizacdo tanto das fémeas quanto dos garanhdes.

Apdbs um primeiro contato com a fémea, a vocalizacao e a investigacao
olfativa, o préximo comportamento observado era o Reflexo de Flehmen para
deteccao da fémea em estro. O numero de reflexos de Flehmen observado no
presente estudo foi inferior (Tabela 3) ao do estudo conduzido por Gastal et al.
(1996), também utilizando jumentas para a coleta de sémen (6,6+0,5), bem
como foi inferior aos verificados por Canisso (2008) que utilizou éguas em estro
como manequins, e obteve uma média de 7,4 reflexos de Flehmen por coleta
em animais com idades de 3,5 a 16 anos. Ja Sereno et al. (1996), ao
observarem equinos jovens (3 anos) registrou 7,6x4,4 reflexos de Flehmen

quando o macho se aproximava de uma égua em estro.

Tabela 3 — Sinais fisiolégicos do comportamento sexual em jumentos (J1, J2 e
J3) observados durante sessdes de coleta de sémen, empregando
jumentas em estro natural como manequins

Animal/idade Reflexo de Flehmen Monta sem erecao Tempo de reagéo (min.)
J1/ 6 anos 2,8+0,9° 1,0+0,8° 16,0 + 9,5°

J2/ 4 anos 46+1,0" 1,0+0,9° 253+ 13,6
J3/2,5 anos 44 +1,6" 22+1,1" 32,0+ 13,3"
Geral 39+1,4 1,36 +1,0 248+ 13,5

*Médias seguidas por letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05)
pelo teste SNK.

O reflexo de Flehmen é caracterizado pela elevagédo do labio superior e
da cabeca, aprisionando o ar no 6érgao vOmero-nasal, seguido por uma
respiracdo profunda com extensdo do pesco¢o para identificacdo dos

ferormbnios presentes na regiao perineal, secrecdes vaginais, urina e fezes da

17




jumenta em estro (WEEKS et al., 2002). Esse é um comportamento descrito
em jumentas e jumentos a pasto e também em jumentos durante a coleta de
sémen, usando jumentas e éguas como manequim (GASTAL et al., 1996). E
um comportamento que ocorre com frequéncia também em garanhdes equinos.
O nuamero de reflexos de Flehmen registrado neste estudo pode ter sido
influenciado pelo prévio condicionamento dos animais as coletas. Apesar de
Canisso (2008) também ter precondicionado os animais as coletas, neste
estudo, os animais eram utilizados com frequéncia em coletas de sémen para
suprir a demanda do Setor de Equideocultura, e ndo passaram mais de 5 dias
sem haver coleta. Mesmo assim o animal mais novo neste estudo fez um maior
namero de Reflexos de Flehmen o que é atribuido a uma menor experiéncia
em estacdes de montas anteriores.

Apbés essa primeira interacdo com a fémea caracterizada pela
vocalizagdo, investigagéo olfativa, ato de mascar e Reflexos de Flehmen, no
comportamento de todos os animais observados, o ato de retirada ocorreu uma
vez durando de 5 a 40 minutos. Henry et al. (1998) observaram que uma
particularidade do periodo de cortejo sexual em asininos é ver o macho se
afastar das fémeas abruptamente, a passo, ou correndo, ap6s um periodo de
interacdo com elas. A distancia percorrida é variavel, mas chega a ser de 20 a
30 m. Afastado, o macho pasta ou fica parado em um estado de aparente
desinteresse pelas fémeas. No entanto, durante esse periodo, observa-se que
ele realiza repetidas exteriorizagcdes parciais do pénis e assim ele permanece,
até que as fémeas voltem a se aproximar dele. Ao se aproximarem, as fémeas
deflagram um novo periodo de interacao entre eles. Apds varios periodos de
cortejo, o macho, afastado das fémeas, entra em erecdo e, na sequéncia,
dirige-se para uma fémea em cio para cobri-la, ndo necessariamente a mais
proxima. Neste estudo, essa particularidade do afastamento, antes da monta
com eregao, que foi possivel devido ao longo cabresto, foi observada em todas
as coletas.

Ainda, o numero de montas sem erecao foi similar (1,36x1,0) aos
observados por Canisso (2008) quando utilizou éguas em estro como
manequim; e aos estudos de Henry (1991) que utilizou jumentas em estro

como manequim. Esse autor observou que o animal mais novo realizou um
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maior numero de montas sem erecao que os outros mais velhos (0,95 vs 2,87
respectivamente).

A monta sem eregdo é um elemento presente no comportamento
precopulatério normal de equideos, sendo frequente sua presenga no cortejo
do macho com a fémea (HENRY et. al, 1998). A interpretacdo dada para esse
comportamento é que o macho estaria, dessa forma, avaliando o grau de
receptividade da fémea. Aquelas que estiverem receptivas permanecem
paradas ao serem montadas e, na sequéncia, passam a demonstrar outras
atitudes de receptividade. Uma vez montado na fémea e quando nao sofre
rejeicdo, o macho assim permanece por varios segundos até desmontar
espontaneamente (HENRY et al., 2009). No entanto, esse sinal fisiolégico do
comportamento sexual dos asininos mostra-se ausente em equinos, onde
diversos estudos ndo relatam a presenga de monta sem erecdo, nem em
monta natural, nem em coletas com vagina artificial (SERENO et al., 1996;
SILVA et al., 2002).

Neste estudo, foi permitido que animais realizassem a monta sem
erecao, uma vez que esta € uma caracteristica inerente a espécie e foi
observado durante o precondicionamento que a monta sem erecao acelerava a
execucao do servico, assim como MCDONNEL (2000) observou em garanhdes
jovens. Canisso (2008) considera esse comportamento essencial para o
estimulo sexual durante a coleta de sémen e alega ser um erro a inibicdo do
mesmo pelo condutor do garanhdo, podendo levar a perda de interesse dos
animais, quando punidos pela monta sem erec¢éo. Tal resultado foi corroborado
por Henry et al. (2009).

Com relacao ao tempo de reagdo observado no presente estudo, o
tempo de 24,7+13,5 min (Tabela 3) estd dentro da amplitude descrita por
Canisso (2008) de 11 a 35 min. Esse mesmo autor relata diferencas entre
grupos de jumentos jovens (média de 25 min) e adultos (média de 12 min), o
que também ocorreu neste estudo, uma vez que o jumento mais novo (que
estava em sua primeira estagdo de monta) apresentou uma média de 32 min, e
os mais velhos de 16 min. Esta caracteristica diferiu dos resultados observados
em equinos, por Sereno et al. (1996) que registraram 5,5£5,1 minutos do
momento em que o garanhdo equino viu a fémea em estro, até o momento da

penetracdo e ejaculacao (servico completo). Corroborando, Silva et al. (2002)
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registraram um tempo de 4,2+1,6 minutos para o tempo de reacao em equinos
(apenas até o momento da erecao).

Quanto as caracteristicas seminais, sumarizadas na tabela 4, os valores
obtidos para o volume do ejaculado sem gel foram de 51,2+2,3; 56,8+3,0 e
50,722,5 mL, sendo inferiores aos registrados por Ferreira (1993) que
trabalhando com trés jumentos da raca Péga, obteve médias de volume do
ejaculado sem gel por animal de 104,79; 63,25 e 67,04 mL. No presente
estudo, ndo houve correlacdo do tempo de reacdo com o volume seminal
(r=0,07; p>0,05); porém, houve correlacdo negativa (r=-0,33) entre 0 numero
de montas sem eregéo e o volume seminal, verificando-se que, quanto maior o
namero de montas sem erec¢do, menor seria o volume seminal coletado. Tal
fato se deveu ao jumento jovem, no qual apresentou maior nimero de montas
sem erecao e maior percentual de ejaculados com gel (85%), e consequente
maior reducdo do volume do ejaculado apés a remocéao do gel.

Valores proximos aos do presente estudo foram registrados por Arruda
et al. (1989) que obtiveram em 29 ejaculados de um reprodutor da raca
Brasileira um volume de sémen sem gel de 46,6+10,0 mL e ao estudo de Costa
(1991) que realizou um estudo avaliando apenas uma coleta por jumento em
103 jumentos da raca Péga. Esses reprodutores, criados em diferentes regides
do estado de Minas Gerais e da Bahia, tinham idade que variava de 1,5 até 12
anos, e foram avaliados em diferentes periodos de atividade reprodutiva. O
volume médio obtido foi de 66,7 mL, sendo que a porcao gelatinosa esteve
presente no ejaculado em apenas 13 animais (12,6%).

No presente estudo cada jumento apresentou pelo menos um ejaculado
com a presenca de gel, sendo no total, 21 ejaculados com gel e 39 sem gel.
Houve correlacdo positiva (r=0,53) entre a presenca de gel e o tempo de
reacao, levando a conclusao de que um maior tempo de estimulo sexual pode
levar a presenca da fracéo gel no ejaculado, corroborando os estudos feitos por
Davies-Morel (1999) em que foi demonstrada alta correlacao entre o tempo de
reacado e o volume de gel no ejaculado de garanhdes. Com isso, fica evidente
que um condicionamento adequado para que ocorra menor tempo de reacao
pode diminuir presenca de gel no ejaculado, uma vez que além de dificultar a
manipulacdo do ejaculado, o gel causa queda na motilidade e no vigor
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espermaticos e favorece a aglutinacao dos espermatozéides (DAVIES-MOREL,
1999).

Tabela 4 — Caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen fresco de jumentos
da raca Péga, coletados com vagina artificial

Jumentos
Caracteristicas J1 J2 J3 Geral
Volume do sémen sem gel 51,2+10,5° 56,8+10,5% 50,75+11,12 53,0+ 12,0
(mL)
Presenca de gel 5° 35° 85° 25
Motilidade espermatica total 76,7+5,2° 77,7442 76,545 4° 77,0+5,0
(%)
Vigor espermatico (1-5) 3,6+0,4% 3,8+0,3% 3,7+0,4% 3,7+0,5
Concentracao 683+298° 710+288% 698+201°2 697 +261
(espermatozoides/mLx10°)
Defeitos espermaticos 6,5+2,9% 5,4+3,22 7,2+3,6% 6,4+3,3
Maiores (%)
Defeitos espermaticos 6,6+3,4% 5,7+3,3% 5,1+3,2% 5,8+3,3
Menores (%)
Defeitos Espermaticos Totais | 12,6+4,0° 11,0+3,6° 12,4+4,1° 12,0+3,9
(%)

*Médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha niao diferem entre si (p>0,05)
pelo teste de Tukey.

Gebers (1995) e Canisso (2008) reportam diferencas no tempo de
reacao entre grupos de jumentos jovens e adultos, bem como a presenca de
gel no ejaculado de 50% dos jumentos mais jovens. Neste sentido, a idade do
animal pode favorecer a auséncia de gel no ejaculado, e pode influenciar a

maneira como deve ser conduzido o condicionamento desse animal.

A porcentagem de espermatozoides moveis e vigor espermatico nao
foram diferentes entre ejaculados (p>0,05). A idade também n&o influenciou
(p>0,05) nenhuma das duas caracteristicas (Tabela 4). Quanto a motilidade
espermatica total, o valor de 77,0+0,5 (Tabela 4) foi inferior ao obtido por
Canisso (2008) de 84,2+6,0, porém, manteve-se dentro das amplitudes citadas
por diversos autores, que varia de 70 a 100% (ARRUDA et al., 1989; MIRO et
al., 2005; CANISSO et al., 2008; ROTA et al., 2008; TABERNER et al., 2010 e
CONTRI et al.,, 2011). A motilidade espermética neste estudo nado teve
correlacdo (p>0,05) com nenhuma das caracteristicas comportamentais
estudadas, apesar de a motilidade espermatica ser aparentemente menor nos

ejaculados com a presenca da fracao gel.
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No presente estudo, o vigor espermatico registrado foi de 3,7 = 0,5,
(Tabela 4) valor esse dentro do preconizado pelo CBRA (1998). E ndao houve
correlacdo do vigor espermatico com as demais caracteristicas seminais ou
comportamentais estudadas (p>0,05). O vigor médio avaliado por Henry et al.
(1987) em jumentos da raca Nordestina, foi de 4,2. Costa (1991) em suas
avaliac6es com apenas uma coleta em 112 jumentos da raca Péga, obteve um
vigor médio de 3,8, e Morais (1990) com jumentos da mesma raca, obteve 4,2.
Ferreira (1993) registrou valores médios para vigor 3,92; 3,33 e 3,7 em trés
reprodutores da raca Péga. J& Gebers (1995) obteve valor médio para vigor de
4,8 e com amplitude de 4,7 a 4,9 em seis jumentos da mesma raca.

Corroborando aos estudos de Gastal (1991), o presente estudo registrou
pequenas variacdes na concentracao espermatica, com uma média de 697
x10° espermatozoides por mL. Ndo houve correlagdo da concentracdo
espermatica com nenhum aspecto fisico do sémen ou com as caracteristicas
comportamentais (p>0,05).

Neste estudo, foram obtidos, respectivamente, os valores médios de 6,4;
5,8 e 12,0% para defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais em
amostras do sémen fresco. Valores proximos foram registrados por Kreuchauf
(1984) com média de 7,5% (maiores) e 4,7% (menores). Henry et al. (1987), ao
trabalharem com jumentos da raca Nordestina, obtiveram médias maiores que
as do presente estudo, assim como o de Morais (1990) que trabalhando com
seis reprodutores adultos da raca Péga e 85 amostras de sémen, obteve média
de 8,55% e 7,04% de defeitos maiores e menores, respectivamente.

Arruda et al. (1989) com dados de apenas um reprodutor adulto da raca
brasileira, verificaram 3,06% de defeitos maiores e 3,1% de defeitos menores.
Ja Gebers (1995) ao trabalhar com seis reprodutores da raca Péga, registrou
5,4% e 4,4% de defeitos maiores e menores, respectivamente, em 288

amostras de sémen.
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5. CONCLUSOES

O estudo permitiu concluir que, quanto maior o tempo de reacédo e o
namero de montas sem erecao de um jumento, durante a coleta de sémen com
vagina artificial, maior a quantidade de ejaculados com a presenca de gel. O
comportamento de menor tempo de reacdao pode ser moldado pelo
condicionamento dos animais as coletas com vagina artificial.

Em virtude das consideraveis diferencas entre equinos e asininos,
constatou-se que o manejo deve ser adequado as necessidades dos asininos,
uma vez que influencia a eficiéncia reprodutiva dos mesmos. A escolha de um
local adequado, sem a presenga de outros animais ou sem muita
movimentacao de animais e pessoas. Manutencao da temperatura da agua da
vagina artificial em torno de 45°C, uma vez que o asinino demora um tempo
consideravel para completar o servico de monta completo. E ainda permitir a
realizagdo de montas sem erecao e utilizar um cabresto longo para conduzir o
garanhdo e permitir o ato de retirada. E que, com paciéncia todos esses
momentos da coleta sejam respeitados sem punicdo do animal pela demora
em completar o servigo.

Assim, com as informacbdes necessarias para essa adequacado do
manejo, as chances de insucesso na coleta de sémen com vagina artificial

diminuem.
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CAPITULO Il

EFEITO DE DIFERENTES SOLUCOES NA DILUICAO POS-
DESCONGELAMENTO NAS CARACTERISTICAS ESPERMATICAS DE
JUMENTOS DA RACA PEGA

1. INTRODUCAO

Os jumentos da raca Péga vém sendo cada vez mais valorizados no
Brasil. O crescente interesse por eles provém da visivel melhora nos padrdes
zootécnicos e ganho no potencial genético que os animais tém apresentado em
competicbes de morfologia e andamento, podendo produzir muares de
qualidade para o trabalho em rebanhos bovinos, ser utilizados como montaria e
puxadores de charrete no turismo rural e, também, como animais de guarda de
pequenos ruminantes. (PUGH, 2002; MACHADO, 2010).

A criopreservacdo de sémen é uma importante ferramenta na
reproducdo animal, pois facilita sua comercializacdo, transporte e torna
possivel cruzamentos entre animais de grande valor zootécnico, mesmo
quando separados por grandes distancias, resultando em um expressivo ganho
genético e melhor controle de doencas sexualmente transmissiveis.
Adicionalmente, proporciona melhor aproveitamento de animais que estejam
em competicdes ou se recuperando de doencas (CANISSO, 2008).

Embora o sémen criopreservado venha sendo utilizado ao longo de 50
anos na industria bovina, sua utilizacao na espécie equina e asinina continua
limitada. O grande limitante da utilizacdo dessa técnica é a baixa fertilidade
obtida, quando comparado com sémen fresco ou resfriado (VIDAMENT et al.,
2009).

Gestagbes em jumentas inseminadas com sémen congelado de jumento
sdo obtidas somente quando o crioprotetor é diluido ou removido apés o
descongelamento, como demonstraram os estudos realizados por Trimeche et
al. (1998) e Vidament et al. (2009).
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A taxa de fertilidade de jumentas é insatisfatéria, quando comparada
aquelas de éguas inseminadas com o mesmo sémen congelado de jumento, a
despeito da boa qualidade espermatica no pdés-descongelamento. Varios
pesquisadores (TRIMECHE et al., 1998, PUGH, 2002, HAGSTROM 2004,
OLIVEIRA et al., 2006; CANISSO, 2008 e VIDAMENT et al., 2009) afirmam que
a metodologia de congelamento de sémen utilizada para equinos nao é
adequada para a espécie asinina.

A reduzida fertilidade, muitas vezes, tem sido correlacionada com a
baixa capacidade antioxidante do sémen e com a diferenga da osmolaridade
dos meios diluidores para congelamento, sendo que tais fatos podem decorrer
da retirada do plasma seminal durante os processos de resfriamento ou
congelamento.

Este estudo teve como objetivos avaliar se a formulagdo do diluente T2-
94, acrescido de dimetilformamida, seria eficaz na protecdo do sémen durante
a criopreservacao do sémen de jumentos da raca Péga; avaliar o efeito da
reintroducao do plasma seminal apds o descongelamento na protecao contra o
estresse osmoético desse mesmo sémen; avaliar o efeito da diluigdo do sémen
de jumentos da raca Péga no pés-descongelamento, com um diluidor comercial
a base de leite desnatado, avaliando seus efeitos nas caracteristicas que

demonstram viabilidade espermatica mediante as avaliagdes in vitro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O jumento Péga

A industria equina mundial exerce importante papel como fonte geradora
de renda e empregos. Em estudo estimativo sobre a industria do cavalo no
Brasil, demonstrou-se que o rebanho efetivo é de cerca de 8,5 milhdes de
equinos e 1,2 milhdes de muares e jumentos. Esse segmento agropecuario é
responsavel pela geracdo de 600 mil empregos diretos e 3,2 milhdes de
empregos indiretos (LIMA et al., 2006).

A raca de jumentos Péga €& genuinamente nacional, mais
especificamente mineira, que apresenta cerca de 200 anos de evolucao e
selecdo. Sua origem ocorreu na regido dos Campos das Vertentes, estado de
Minas Gerais, na fazenda Curtume, no municipio de Entre Rios. A criagao e
selecdo foram iniciadas em 1810, pelo padre Manoel Maria Torquato de
Almeida, com cruzamentos entre as racas asininas: italiana e egipcia. Em
1847, o padre transferiu sua criagéo para o Coronel Eduardo José de Resende
na fazenda Engenho Grande dos Cataguases, municipio de Lagoa Dourada
(NUNES, 2007).

O maior interesse na criacdo de jumentos como doadores de sémen é a
producdo de muares. O jumento Péga é valorizado no meio equestre por
produzir excelentes animais marchadores em cruzamentos com éguas de
racas puras e mesticas. Além disso, no Brasil, existem diversos criatérios de
asininos de elevado padrao genético, onde os reprodutores sao de extrema
importancia na manutencao e no melhoramento da raca (NUNES, 2007).

Mesmo com sua consideravel importancia no mercado, poucos estudos
tém sido realizados na area de reproducao dessa espécie, mesmo em paises
onde algumas ragas de jumentos se encontram ameacadas de extincdo, como
€ 0 caso da racga francesa Poitou Jackass (TRIMECHE et al., 1998; VIDAMENT
et al., 2009). Entretanto, Henry (1991), Canisso (2008) e Ker (2009) avaliaram,
no Brasil, a utilizacdo de protocolos de biotecnologias reprodutivas utilizados

para outras espécies, principalmente a equina, e se estas poderiam ser
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realmente extrapoladas para os asininos. Entretanto, os autores concluiram
gue novas metodologias devem ser desenvolvidas, para que sejam atendidas
eficientemente as crescentes demandas na espécie asinina, uma vez que 0s
aspectos da biologia reprodutiva do jumento possuem particularidades néao
compartilhadas com a espécie equina.

2.2 Criopreservacao de sémen em equideos

Almeida (2006) afirmou que é grande a variabilidade individual no
congelamento do sémen de equideos, e que essa diferenca entre individuos
parece estar relacionada a aspectos genéticos, ndo sendo associada a
fertilidade “in vivo” (monta natural). Outro agravante relacionado ao uso de
sémen congelado é a sua reduzida vida Util nos érgaos genitais da fémea,
causada principalmente por indug¢des de reagdo acrossomal prematura, devido
a retirada do plasma seminal e pelos proprios processos de resfriamento e
congelamento (MORRIS et al., 2003).

O processo de criopreservacao de sémen possui varias etapas que
podem danificar os espermatozoides, tais como: a mudanca de temperatura, o
estresse osmoético e toxico causado pela exposicdo aos crioprotetores, e a
formacao e dissolugcédo de gelo no ambiente extracelular (CANISSO, 2008).

O primeiro estresse térmico pelo qual as células espermaticas passam
durante o processo de congelamento ocorre durante o resfriamento de 37 °C a
5 °C. Segundo Graham (1996), para o espermatozoide equino, esses efeitos
podem ser minimizados pelo controle da taxa de resfriamento entre
temperaturas criticas, de 19 °C e 8 °C e pela adigao de lipidios (gema de ovo)
ou lipoproteinas (leite) ao diluidor, uma vez que estes estabilizam a membrana
celular do espermatozoide.

A agua pura se congela e forma cristais de gelo a 0 °C. Ja o ponto de
congelamento de uma solucédo é determinado pela concentracao de particulas
que ela contém como soluto. Segundo Zuccari (1998), a medida que a agua
pura de uma solugdo se congela, ocorre um aumento de concentracdo de
solutos no liquido residual, e isso resulta em queda continua do ponto de
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congelamento da solucdo. A autora relata que o ponto de congelamento do
citoplasma celular estd, normalmente, abaixo de -1 °C, mas as células
geralmente permanecem nio congeladas na faixa entre -10 °C a -15 °C, isto é,
se encontram super-resfriadas, mesmo quando o gelo esta presente. Tal fato
indica que a membrana plasmatica pode impedir a propagacdo do gelo
extracelular para o interior da célula super-resfriada.

Considerando-se que a pressao de vapor da agua super-resfriada é
maior que a do gelo, as células comecam a se equilibrar por meio da
desidratacdo e ocorre uma concentragdo de eletrélitos no interior da célula. A
medida que a solubilidade dos eletrolitos vai sendo ultrapassada, os solutos se
precipitam, alterando o pH e, abaixo do ponto eutético do sistema, temperatura
na qual nao resta nenhum liquido, ocorre a precipitacao de todos os solutos.
Mazur (1970) denominou esses eventos de efeito de solugdo. Para Pickett
(1986), o aumento de concentracdo de soluto induz a uma desnhaturacéao
proteica e, como consequéncia, reduz a atividade enzimatica de
espermatozoides congelados.

Abaixo de -20 °C, os espermatozoides comecam a apresentar mudancas
biofisicas, principalmente na membrana plasmatica e, abaixo de -60 °C, sofrem
efeitos de descompensacéao ibnica e de lipidios, suficientemente graves para
causar choque térmico. Angola (1994) relata que o efeito desse choque resulta
em alteracdo da motilidade (movimentos em circulos ou retrogrados, presenca
de pecas intermediarias dobradas) e muitos desses processos sao
considerados irreversiveis.

A regulacdo de calcio também € afetada pelo resfriamento, o que
provoca sérios efeitos sobre a fungao celular. Para Watson (2000), o influxo do
célcio resulta na capacitacdo e fusdo entre membrana plasmatica e a porgao
interna da membrana acrossomal externa, o que seria um processo
desorganizado e prematuro da reacao acrossomal.

Em adicdo aos fatores que influenciam a sobrevivéncia dos
espermatozoides, Ball e Vo (2001) relataram que danos "subletais" sao
importantes limitacdes para equinos e suinos. Estudos demonstram que
espermatozoides submetidos a baixas temperaturas sofrem capacitacéo
prematura, danos osmaéticos, danos oxidativos nos fosfolipidios de membrana e
cromatina, e danos no DNA.
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2.3 Crioprotetores

Segundo Gao et al. (1993), a adicdo e remocao de crioprotetores
implicam estresse osmético na membrana plasmatica dos espermatozoides,
dependendo da relativa permeabilidade dos crioprotetores. Além disso, Santos
(2003) destaca que os espermatozoides sao altamente sensiveis a efeitos
téxicos dos crioprotetores, efeitos esses que dependem principalmente da
concentracao utilizada e do periodo de exposicao das células a esses agentes.

Os crioprotetores podem ser divididos em dois grupos: 0s penetrantes e
0s nao penetrantes. Os primeiros atravessam a membrana plasmatica do
espermatozoide e atuam no meio intracelular e extracelular. Nesse grupo,
estdo as pequenas moléculas como o etilenoglicol, glicerol, propilenoglicol,
dimetilsulféxido, acetamida e outras amidas. Ja o0s ndo penetrantes sao
grandes moléculas que ndo atravessam a membrana plasmatica, entre elas as
proteinas presentes no leite e na gema do ovo, acucares e polimeros sintéticos
(AMANN e PICKETT, 1993; MCKINNON, 1996; LEIBO e BRADLEY, 1999).

Para Watson (1995), os crioprotetores penetrantes atuam por meio de
suas propriedades coligativas e diminuem o ponto de congelamento
intracelular, de maneira que uma quantidade maior de dgua vai permanecer no
estado liquido, sob baixas temperaturas, diminuindo a concentracao intracelular
de solutos, propiciando um ambiente menos deletério a célula espermatica
durante o congelamento.

Estudos recentes tém demonstrado bons resultados ao serem utilizadas
amidas, tais como acetamida, metil-formamida e dimetilformamida como
crioprotetores penetrantes no congelamento de sémen de equinos (VIDAMENT
et al., 2002; GOMES et al., 2002; MEDEIROS et al., 2002).

O efeito de concentracbes crescentes de dimetilformamida foi tao
eficiente quanto o glicerol (2% e 3%) em manter a motilidade e capacidade de
fertilizacdo, segundo estudos realizados por VIDAMENT et al. (2002).

Ja os crioprotetores ndo penetrantes protegem as células por meio de
efeitos osmoticos, criando um meio hipertdnico que induz a saida de agua do
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meio intracelular para o extracelular, causando a desidratacdo do
espermatozoide e posterior reducdo da formacado de cristais intracelulares
durante o congelamento (DALIMATA e GRAHAM, 1997).

O meio basico INRA 82, a base de leite desnatado, modificado por
Palmer (1984), tem sido utilizado em equinos, obtendo-se resultados
satisfatorios na preservagao de células espermaticas resfriadas e congeladas
(VIDAMENT et al., 2001; ROTA et al., 2008).

A adicdo da gema de ovo aos meios diluidores tem mostrado a
capacidade desse componente em proteger os espermatozoides contra o0s
danos causados pelo resfriamento e congelamento.

A gema nao é uma substéancia fisicamente homogénea, mas consiste em
fracdes granulares suspensas em uma fase continua. Muitas das proteinas
livres na gema sao idénticas as proteinas do sangue, e € provavel que se
originem delas (VILLELA, 1998). A composi¢cdao quimica tipica da gema inclui
lipidios (60%), fosfolipidios (35%) e esterbis (5%), sendo que 68% do
componente proteico sao lipoproteinas de baixa densidade, 16% lipoproteinas
de alta densidade, 10% de livetinas e 4% de fosvitinas, localizadas em duas
fracOes facilmente separaveis, o granulo e o plasma da gema (JOLIVET et al.,
2006).

O ovo de codorna é um alimento de excelente qualidade, com alta
digestibilidade, elevada quantidade de proteina (14%), e baixo teor de
colesterol (0,3%). Com relacéo aos niveis de colesterol, pode-se observar que
os ovos de codorna apresentaram as menores concentracdes desse
constituinte, quando comparados aos ovos de galinha, pata, gansa e perua.
Além disso, € uma fonte proteica de 6tima qualidade (VILLELA, 1998;
BAUNGARTNER, 1994)

A gema amarela (ou vitelo amarelo) do ovo de codorna, assim como o
de outras aves, é uma mistura complexa de agua, lipidios, proteinas e outros
microcomponentes, incluindo vitaminas e minerais. A maioria dos lipidios esta
sob a forma de lipoproteina e esses compostos costumam formar complexos
com calcio e ferro (BAUNGARTNER, 1994).

Trimeche et al. (1997), afirmaram que o sémen de jumento, quando
congelado em meio contendo 10% de gema de ovo de codorna, adquiriu maior
motilidade e melhor qualidade de movimento no descongelamento, comparado
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aquele sémen congelado em meio contendo gema de ovo de galinha. Esses
mesmos autores obtiveram 62% (8/13) de prenhez em um estudo onde a
fertilidade do sémen congelado no meio T2-94 (contendo 10% de gema de ovo
de codorna e 4% de glicerol) foi testado (TRIMECHE et al., 1998).

Eles verificaram ainda que os parametros motilidade linear, motilidade
progressiva e velocidade dos espermatozoides de jumentos Poitou foram
melhores quando utilizaram gema de ovo de codorna na criopreservacao, no
lugar da gema de ovo de galinha. Atribuiram essa melhor protecdo a maior
quantidade de fosfatidilcolinas presentes no ovo de codorna, uma vez que
Graham (1996) sugeriu que esses fosfolipideos da gema poderiam se fundir
com a membrana dos espermatozoides, substituindo alguns desses
fosfolipideos e, assim, diminuir a sua temperatura de transicdo de fases
durante o congelamento e descongelamento. Constataram, também, menores
quantidades de fosfatidiletanolamina e uma menor propor¢éo de acidos graxos
saturados e insaturados que as encontradas em gema de ovo de galinha, o que
tornaria a membrana espermatica menos suceptivel ao choque térmico, uma
vez que a cristalizacdo dos acidos graxos saturados € mais ordenada e
regulada que a dos acidos graxos insaturados.

2.4 Plasma Seminal

O plasma seminal é a porcao fluida do ejaculado, na qual os
espermatozoides estdo presentes. Ele é composto pelas secrecées do
epididimo, ampola do canal deferente, préstata, vesiculas seminais e glandulas
bulbo-uretrais (MANN, 1975; VARNER et al., 1987).

Existem varios componentes organicos e inorganicos no plasma, como
aminoacidos, proteinas, ions (Na+, Cl-, Ca2+, Mg2+, K+, entre outros),
bicarbonato, frutose, sorbitol, inositol, ergotiomina, glicerilfosforilcolina, acido
citrico, acido ascoérbico, lipideos, enzimas, antimicrobianos, imunoglobulinas e
uma variedade de substancias hormonais, todos em quantidades variadas
(GARNER e HAFEZ, 2004).
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Segundo Toépfer-Petersen et al. (2005), as proteinas secretadas ao longo
do trato genital do macho, presentes no plasma seminal, exercem uma
importante funcao no processo de maturacao e capacitacao espermatica, por
meio do remodelamento da superficie celular, possibilitando a célula
espermatica penetrar a zona pelucida por meio da reacdo acrossomal.
Entretanto, a influéncia do plasma seminal na criopreservagéo de sémen ainda
nao esta bem definida, pois, enquanto alguns estudos evidenciam seus
beneficios, outros postulam que o mesmo provoca efeitos maléficos aos
espermatozoides e, por isso, deve ser excluido ou mantido em pequenas
fracbes (BARRETO, 2007). Embora amplamente estudados, os efeitos do
plasma seminal nas funcdes espermaticas ainda sdo contraditérios (PEREZ-PE
et al., 2001).

Parece existir uma concentracdo minima dessas proteinas, para que
elas se adsorvam na membrana plasmatica espermatica e possibilitem a
reversdo das lesdes provocadas pelo estresse térmico, como a aglutinacao
cabeca com cabeca (MAXWELL e JOHNSON, 1999).

Tendo em vista que o plasma seminal é uma fonte de protecdo natural
dos espermatozoides € que no processo de criopreservacdo 0 mesmo é
retirado, acredita-se que varios danos poderiam ser minimizados, se esse
processo mantivesse uma determinada quantidade de plasma (ALMEIDA,
2006). Diversos estudos foram realizados no intuito de demonstrar o efeito
benéfico da adicdo de plasma seminal ao espermatozoide armazenado
(resfriado ou congelado) na espécie equina (BRAUN et al, 1994; AURICH et al.,
1996; KATILA et al., 2002; SCHMITT, 2002; MOORE, 2005; ALMEIDA, 2006).
No entanto, ndo ha relatos da utilizacdo da adicdo de plasma em sémen
criopreservado de jumentos.

A adicdo de plasma seminal de animais que produzem um sémen de
boa congelabilidade ao sémen com baixa motilidade espermatica apds o
descongelamento aumentou significantemente a motilidade progressiva em
estudo realizado por Aurich et al. (1996). Esses pesquisadores verificaram,
ainda, que a adicao de plasma seminal de baixa congelabilidade diminuiu a
motilidade progressiva do sémen com boa motilidade pds-congelamento.

Os componentes do plasma seminal que determinam a boa
congelabilidade do sémen ainda s&o desconhecidos e as diferengas individuais
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no conteudo dessas substdncias estabilizadoras da membrana dos
espermatozoides no plasma seminal podem explicar as diferencas na
capacidade de congelamento do sémen entre garanhdes (AURICH et al.,1996).

No entanto, varios protocolos de congelamento preconizam a retirada do
plasma seminal, substituindo-o por diluentes, reduzindo, assim, a protecéao
conferida aos espermatozoides, pelos fatores decapacitantes que possuem,
impedindo, dessa forma, a capacitacdo prematura deles. Amann & Pickett
(1987) relatam que a remocao desse plasma é necessaria para a sobrevivéncia
dos espermatozoides criopreservados dos equinos. No entanto, existem
poucos trabalhos indicando que esse procedimento possa ser benéfico, de fato.

O perfil das proteinas identificadas no plasma seminal parece variar de
acordo com horménios, as enzimas, os fatores de crescimento e glicoproteinas
que permanecem desconhecidos em sua natureza ou funcao. Além disso, a
proporcdo dessas proteinas varia entre individuos de uma mesma espécie
(FRAZER; BUCCI, 1996) e entre ejaculados de um mesmo animal (AMANN et
al., 1987). A composicdo e seus efeitos na habilidade de fertilizagdo do
espermatozoide variam com a fertilidade individual de cada animal (BRANDON
et al., 1999) e, possivelmente, com a estacdo climatica, como sugerem
WRENCH et al. (2008).

Martins et al (2006) nao observaram correlacbes entre as
caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen fresco com a concentracao
de proteinas totais soluveis do plasma seminal de caprinos, enquanto
Gundogan (2006) demonstrou que as concentracdes de proteinas totais
presentes no sémen de ovinos apresentaram correlacdo com a motilidade

espermatica.

2.5 Diluicao do crioprotetor

Segundo Gao et al. (1993), a adicdo e remocao de crioprotetores
implicam estresse osmético na membrana plasmatica dos espermatozoides,
dependendo da relativa permeabilidade dos crioprotetores.

38



Nos seres humanos, Gao et al. (1993) demonstraram que o0s
espermatozoides sdo muito sensiveis ao estresse osmotico, mas a motilidade
do espermatozoide foi mais sensivel ao turgor da célula do que a diminuicao da
pressao osmoética. Consequentemente, eles tém demonstrado que a remocéao
de glicerol pds-descongelamento, em varias etapas, reduz o estresse osmaotico
dos espermatozoides.

Calah et al., 1999 afirmam que a remocao do crioprotetor de
espermatozoides congelados de frango, através de métodos como a diluicao
simples, a lavagem, a dialise ou gradiente de centrifugacao, tal como parte do
processo de descongelamento pode restaurar sua capacidade de fertilizagéo.

Em estudo de Trimeche et al. (1998), a prenhez de jumentas foi obtida
somente apdés se remover o crioprotetor através de diluicdo, no momento
seguinte ao descongelamento.

Constatacdo semelhante foi obtida por Vidament et al. (2009) que
obtiveram sucesso ao inseminar jumentas com sémen congelado de jumentos
diluido com leite (10mL de leite foram adicionados gota a gota em 4mL de
sémen) ap6s o descongelamento ou ainda lavados com leite, sendo que neste
caso o sémen descongelado era centrifugado e o pellet obtido ressuspendido

em 1mL de leite.
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3. MATERIAIS E METODOS

O projeto deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa com
a certificacdo de numero 39/2011.

Este estudo foi realizado no periodo de 10 de outubro de 2010 a 26 de
abril de 2011 no Setor de Equideocultura, do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa, MG, localizado na Mesorregidao da
Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil, a uma latitude 20° 45’20 Sul, longitude
42° 52'53” Qeste, altitude média de 690 m e clima predominante do tipo
tropical mesotérmico brando umido (BDCB/EMBRAPA-ESALQ, 2011).

Foram utilizados trés jumentos da ragca Péga, clinicamente sadios, com
idade de 2, 4 e 5 anos, alocados em baias individuais de 16m? e alimentados
com racao concentrada e capim elefante (Pennisetum purpureum cv cameroon)
picado, fornecido duas vezes por dia e agua ad libitum. Diariamente, os
animais eram soltos em piquetes de 225m?, por um periodo de 4 horas, quando
entao retornavam as suas respectivas baias.

Antes do inicio das coletas, os animais foram submetidos ao exame
androlégico e apresentaram caracteristicas espermaticas dentro dos padroes
aceitos para congelamento, conforme estabelecido pelo Colégio Brasileiro de
Reproducao Animal — CBRA (1998), sendo motilidade de 60% e vigor 3.

3.1 Delineamento Experimental

O sémen congelado com T2-94 (modificado por FERNANDES et al.,
2011a), empregando o método de congelamento descrito por Flist (2006), com
o crioprotetor dimetilformamida (VIDAMENT, 2009), foi descongelado e
submetido aos tratamentos:

T1: (controle, sémen descongelado)
T2: diluido com plasma (10%vV/v)
T3: diluido em meio comercial & base de leite desnatado’ (proporgao de 1:1)
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A escolha da concentragcdo do plasma seminal a ser adicionado foi
baseada nos melhores resultados alcangados nos estudos de Almeida (2006) e
Fernandes et al. (2011b). Apds a centrifugacédo do sémen o plasma obtido era
centrifugado mais uma vez a 1800 rpm, por 30 minutos e armazenado nos
préprios tubos de centrifugacéo, sob refrigeracdo até serem re-adicionados ao
sémen descongelado. Utilizando-se sempre o plasma obtido da mesma partida.

3.2 Coleta e avaliacao do sémen

Cada reprodutor foi submetido a um periodo de coletas até a obtencao
de onze ejaculados, as quais foram realizadas com intervalos de dois dias.
Para a coleta do sémen, foi empregado o método de vagina artificial, modelo
Hannover, com agua aquecida a 50 °C, no momento de montagem da vagina
artificial. Utilizou-se como manequim uma fémea em estro natural, ndo sendo
necessario o periodo de esgota das reservas extragonadais dos animais, uma
vez que estes ja se encontravam em regime de coleta de sémen, durante o
inicio da estacao de monta. Apds a coleta, foi realizado o exame imediato do
sémen, considerando 0s seguintes itens: coloragdo (translicido, branco
acinzentado até um branco leitoso ou amarelado), aspecto (aquoso,
opalescente, leitoso ou cremoso) volume (mensurado em proveta graduada),
motilidade espermatica progressiva retilinea, vigor espermatico, percentual de
células coradas no teste supravital, percentual de células reativas ao teste
hiposmatico, osmolaridade e pH.

Adicionalmente uma amostra de 20uL de sémen foi reservada para
avaliacao da concentragdo espermatica e calculo do numero de doses. Para o
célculo de concentracao, utilizou-se a camara de Neubauer, com sémen diluido
em solucao de formol-salina tamponada na propor¢ao de 1:20.
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3.3 Processo de criopreservacao

Apoés a coleta, cada ejaculado foi analisado e somente seriam utilizados
para congelamento, aqueles que apresentaram motilidade espermatica
progressiva, igual ou superior a 60%, vigor igual ou superior a 3 e concentracao
igual ou maior a 60 milhdes de espermatozoides por mL, tal como preconizado
por CBRA (1998), porém todos os ejaculados apresentaram motilidade maior
que 70% e vigor superior a 3. Foi entdo separado em aliquotas iguais, em
quatro tubos tipo Falcon de 10 mL e os mesmos foram centrifugados a 600 g
por 10 minutos a temperatura ambiente (ALMEIDA, 2006). Apds centrifugacgao,
o plasma seminal foi retirado e armazenado em tubos falcon e congelado (-
20°C). Para ressuspengdo do sémen utilizou-se o meio diluente T2-94
(TRIMECHE, 1998) acrescido do crioprotetor dimetilformamida (2,2%) e gema

de ovo de codorna (10%) para o congelamento (Tabela 5).

Tabela 5 - Diluente T2-94, acrescido do crioprotetor dimetilformamida (2,2%) e
gema de ovo de codorna (10%)

Componente Quantidade
| L-glutamina 11,692g
Glicose 50 g
Citrato de sodio 0,69
Citrato de Potassio 0,82 ¢g
Gema de codorna (10%) 200 mL
Dimetil formamida (2,2%) 22mL
Leite desnatado 1L
| Agua destilada asp.
Lactose 39
Rafinose 39
Gentamicina 10.000 Ul
Total 2 L (osmolaridade igual
391mOsm/Kg)

Adaptado de TRIMECHE, 1997.

O volume final de ressuspensao foi calculado de forma a se obter
200x10° espermatozoides/mL. Para envase, foram utilizadas palhetas de
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polietileno (modelo francés) de 0,5mL. As palhetas foram envasadas por
aspiracao, identificadas e lacradas com alcool polivinilico.

As palhetas foram depositadas em um dispositivo especial contendo 200
mL de acool absoluto, entdo, resfriadas 60 min em refrigerador a 5°C. Apos
periodo de estabilizacdo, a bandeja contendo as palhetas foi transferida para
um suporte em uma caixa de isopor contendo nitrogénio liquido a uma
distancia de 6 cm acima da superficie de nitrogénio liquido. Nesse
procedimento, as palhetas foram mantidas a uma temperatura proxima de -
130°C, onde permaneceram por 20 min no vapor de nitrogénio, sendo
posteriormente mergulhadas no nitrogénio liquido e estocadas em um botijao
criogénico a -196°C (FURST, 2006).

3.4 Descongelamento do sémen

As palhetas foram descongeladas em agua aquecida a 75 °C durante 7
segundos e imediatamente transferidas para o banho-maria a 37 °C durante 30
segundos e depositadas em tubos plasticos de 1,5mL (Eppendorf ®) (FURST,
2006). Foi feito um pool de 4 palhetas da mesma partida descongeladas e
armazenados em banho-maria para a realizacdo da diluicdo do crioprotetor de

acordo com cada tratamento descrito no delineamento experimental.

3.5 Avaliacao do sémen “in natura”, do plasma seminal e do sémen
descongelado e processado de acordo com cada tratamento

3.5.1 Avaliacao Fisica do sémen

Imediatamente apds a coleta foi verificada a presenca ou ndo da fracéao
gel do ejaculado no filtro do copo coletor de sémen. A seguir, o volume do

sémen foi mensurado em uma proveta graduada. Entdo uma aliquota do
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sémen foi colocada entre lamina e laminula previamente aquecidos a 37 °C
para avaliagdo das caracteristicas fisicas seminais com o auxilio de um
microscopio éptico em um aumento de 400x.

Os parametros seminais observados foram: motilidade espermatica total
(0-100%); vigor espermatico (1-5); concentragdo espermatica (x10°
espermatozoides/mL). Sendo que a motilidade e o vigor foram analisados em

no minimo 5 campos na lamina.

3.5.2 Teste de termorresisténcia

O teste de termorresisténcia consistiu em submeter ao estresse térmico
o0 sémen descongelado, diluido ou ndo de acordo com cada tratamento. Foram
descongeladas 4 paletas de 0,5 mL e retirada uma amostra de 1mL do sémen
para cada tratamento (T1 — controle, apenas sémen; T2- adicdo de plasma
seminal homdlogo e T3 — adigdo do meio comercial a base de leite desnatado e
acondicionado em tubos plasticos de 1,5 mL (Ependorf ®) para ser submetido a
2 horas de incubacdo em banho-maria a temperatura de 37°C. Durante o
periodo de incubagao, uma aliquota de sémen de cada tratamento foi colocada
entre 1amina e laminula preaquecidas a 37 °C e avaliadas quanto a motilidade
espermatica progressiva retilinea (0-100%) e ao vigor espermatico (0-5), em
intervalos de 0, 30, 60, 90 minutos (ZUCCARI, 1998 e KER, 2009) com o

auxilio de um microscépio de contraste de fase em aumento de 200X.

3.5.3 Morfologia espermatica

A morfologia espermatica foi avaliada utilizando-se 20 yL da amostra de
sémen diluida em 500 pl de solugdo de formol salina tamponada. Apds a
diluicdo, uma aliquota foi retirada para realizacdo de preparacdo Umida e
avaliacado por microscopia de contraste de fase. Em cada lamina foram

contadas 200 células, registrando as anomalias da cabeca, cauda e peca
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intermediaria de acordo com Blom (1973) e depois classificadas conforme
padrbes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal —CBRA
(1998).

3.5.4 Teste Supravital

A avaliacao das células viaveis (ndo coradas) e nao viaveis (coradas em
vermelho) pelo teste supravital foi realizada utilizando-se solugédo de eosina
(1%) e negrosina (5%), conforme descrito por Swanson & Bearden (1951).
Uma amostra de 20 yL de sémen foi homogeneizada com 20 uL do corante e
um esfregaco fino confeccionado sobre a lamina. Ap6s aproximadamente 30
segundos (BARTH e OKO, 1989), a amostra foi analisada em microscopia
Optica em aumento de 1.000x sob éleo de imersdo e contabilizado o total de
100 células, em cada tempo do teste de termorresisténcia. Células
consideradas vivas apresentavam a cabeca espermatica corada de vermelho,
ja as células consideradas mortas apresentavam a regido da cabeca nédo
corada.

3.5.5 Potencial Hidrogenionico (pH)

O conhecimento do pH do sémen pode auxiliar no entendimento de
algumas reacdes uterinas a determinados tipos de sémen e para tal
mensuracdo € considerado normal o limite de 5,9 a 7,3, apesar de ser
comprovado um aumento na atividade espermatica, quando o meio se torna
mais alcalino (em pH de até 10). Para essa mensuragao, foram utilizadas fitas
comerciais de pH, com o auxilio de uma pipeta automéatica,10 uL de sémen era

depositado em uma fita de pH e apds 3 minutos era feito a sua leitura.
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3.5.6 Teste Hiposmoético

O teste hiposmdtico foi realizado no sémen descongelado segundo o
protocolo adotado por REVELL e MRODE (1994), em amostras de todas as
partidas antes do congelamento e ap6s serem descongeladas. Sendo uma
amostra de 20 pL de sémen homogeneizada em 2 mL de solugao hiposmética
previamente aquecida a 37°C e posteriormente incubada por 1 hora a 37°C. Foi
utiizada uma solugdo contendo sacarose a uma osmolaridade de
128mOsm/kg. Depois do periodo de incubacdo, 0,5mL de formol salina
tamponada foi adicionada a amostra para fixacdo da mesma. Uma gota dessa
amostra foi colocada entre uma lamina e uma laminula. Foram contados 200
espermatozoides em microscopia de contraste de fase em aumento de 1.000X,
sob uma gota de Oleo de imersdo, verificando-se o percentual de
espermatozoides que apresentaram seu flagelo dobrado ou enrolado. Foram
utilizados os critérios de dobramento de cauda, conforme descrito por REVELL
e MRODE (1994) para sémen bovino. Segundo os autores, os graus de
enrolamento dependem da quantidade de agua que entra na célula, até que
ocorra 0 equilibrio entre os meios extracelular e intracelular. Os
espermatozoides que se apresentaram com a membrana intacta, com cauda
levemente dobrada, cauda dobrada e fortemente dobrada foram contabilizados
como espermatozoides reativos a solucao espermatica.

O caélculo do percentual de células reativas foi feito por meio da férmula
HOST = (% de espermatozoides com a cauda dobrada ap6s o HOST) — (% de
espermatozoides com a cauda dobrada na analise morfolégica) (MELO e
HENRY, 1999).

3.5.6 Analises estatisticas

Para analises dos dados, foi empregado o Sistema de Analises
Genéticas e Estatisticas — 9.1 (SAEG-UFV, 2007). Para todas as variaveis,
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efetuaram-se as analises descritivas dos dados (médias, desvio padrdo e
distribuicdo de frequéncia). Empregou-se ANOVA e quando algum efeito foi
observado pelo teste F, realizou-se a comparacao de médias pelo teste de
Tukey, com 5% de probabilidade de erro.

Realizou-se a Correlacdo Simples de Pearson para todas as varaveis

estudadas e a Correlagdo de Spermann para as varaveis categéricas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH seminal se manteve constante (entre 6,75 e 7,5), mesmo apés a
adicdo do diluente T2-94 com dimetilformamida no momento antes do
congelamento e ap6s o descongelamento com a adicdo de plasma ou do
diluente Botu-Sémen®.

A razdo de utilizacdo da dimetilformamida como crioprotetor neste
trabalho decorre dos bons resultados obtidos por alguns autores (GOMES et
al., 2002; MEDEIROS et al., 2002; VIDAMENT et al., 2002 SQUIRES et al.,
2004 e OSORIO, 2006), quando utilizaram amidas, tais como acetamida, metil-
formamida e dimetilformamida como crioprotetores no congelamento de sémen
de equinos.

Gomes et al. (2002), ao usarem dimetilformamida, metilformamida,
dimetilacetamida e glicerol verificaram que a motilidade total e progressiva
foram mais expressivas para as células espermaticas conservadas pela
dimetilformamida.

A porcentagem de espermatozoides moébveis e vigor apds
criopreservacdo nao foi diferente entre partidas (p>0,05). No entanto, o
tratamento influenciou (p<0,05) ambos os parametros (Tabela 6).

A porcentagem de espermatozoides mdveis foi superior no tratamento
com plasma seminal (55,9%), quando comparada com o grupo controle
(50,6%, Tabela 6), o que sugere que os componentes do plasma seminal
influentes na fisiologia espermatica se mantiveram e foram capazes de manter
a motilidade espermatica. Corrobora-se os estudos de Trimeche et al. (1998)
que, utilizando o mesmo diluente T2-94, porém com glicerol, verificaram 53,4%
de motilidade total no sémen descongelado de jumentos. Entanto, foi superior
aos resultados registrados por Canisso, (2008) que obteve médias de
motilidade espermatica total igual a 37,4% para sémen descongelado, com
diluentes a base de gema de ovo de galinha e glicerol em jumentos da raca
Péga. Almeida (2006), trabalhando com garanhdes, registrou 61,9% de
motilidade espermatica total do sémen descongelado acrescido de 5% de

plasma seminal.
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Tabela 6 — Motilidade (%), vigor (0-5), porcentagem (%) de células nao coradas
no teste supravital), porcentagem (%) de células reativas ao teste
hiposmético) e  defeitos espermaticos totais apdés o
descongelamento do sémen de jumentos da raca Péga e rediluidos
em plasma 10% v/v ou em diluente comercial a base de leite
desnatado de acordo com os tempos de incubacao do TTR

Tratamento | Motilidade | Vigor Supra Vital Hiposmotico | Defeitos
Totais

Controle 50,616,9° |3,2+0,3% | 49,4+8,6" 35,4+12,6° | 15,6+4,9"

+Plasma |55,9+8,3" | 3,4+0,3" | 49,9+8,7" 43,5+11,6" | 16,845,3"

+Botu- 53,3+7,4"% | 3,4+0,4"° | 49,0+6,8" 41,4+7,7"® |18,0+4,3"
Sémen®

*Médias seguidas por letras mailusculas na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo teste
de Tukey.

Oliveira (2005) verificou uma motilidade espermatica total de 64,6% em
sémen de jumento Péga congelado com meio a base de 5% de gema de ovo
de galinha e dimetilformamida (3%), porém esse mesmo autor ndao obteve
nenhuma prenhez em jumentas, utilizando varios tipos de diluentes. Isso leva a
consideragcdo do quanto a motilidade do sémen de asininos ao
descongelamento esta relacionada a fertilidade.

Os resultados obtidos neste estudo para motilidade espermatica logo
apds o descongelamento diferem dos achados de Fagundes (2003) que
observou melhores resultados de motilidade total em espermatozoides de
equinos, quando utilizou proteinas de plasma seminal concentradas (10% v/v)
e plasma proveniente do mesmo garanhdo (plasma autélogo) como feito neste
estudo. Porém, o tipo de diluente utilizado por Fagundes (2003) foi o proposto
por Martin (1979), cujo crioprotetor é o glicerol, e obteve motilidade média de
38,4%, portanto menor que a observada neste estudo (55,9%), com o diluente
T2-94, acrescido de dimetilformamida como crioprotetor.

Ja a média do vigor espermatico foi de 3,4 nos tratamentos com adicao
de plasma e de Botu-Sémen pés-congelamento, sendo que no grupo controle a
média do vigor foi igual a 3,2 (Tabela 6). Papa (1987) considera o vigor
espermatico um dos pontos fundamentais para a avaliagdo de sémen
congelado de garanhdes. Os valores obtidos neste estudo foram semelhantes
aos do trabalho de Canisso (2008) e superiores aos encontrados por Ker
(2009) que obteve valor de 2,73+0,33 para o vigor espermatico logo apoés o
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descongelamento. Os resultados obtidos sugerem que o0 metabolismo
energético foi preservado nas células espermaticas durante o processo de
criopreservacao.

Neste estudo, foi verificada uma correlacdo positiva baixa para a
motilidade espermatica (r=0,26) e para o vigor espermatico (r=0,23) do sémen
fresco e das mesmas caracteristicas apdés descongelado, indicando que,
quanto melhor as caracteristicas do sémen fresco, melhor serdo estas mesmas
caracteristicas ap6s o descongelamento.

O numero de células que nao se apresentaram coradas durante a
contagem (maximo 49,9+8,7%) e a porcentagem de defeitos totais (maximo
18,0+4,3) observados na morfologia espermatica nao diferiram entre 0os grupos
experimentais (p>0,05/Tabela 6), indicando que o processo de criopreservacao
nao causou danos a morfologia espermatica.

Na Tabela 6, os dados do teste hiposmético demonstram que a
reintroducdo do plasma seminal bem como a adicdo do meio comercial,
mantiveram as membranas espermaticas funcionais, protegendo-as contra o
estresse osmotico. Nas amostras descongeladas com adicdo de plasma,
43,5% das células foram reativas ao teste hiposmético, 41,4% foram reativas
quando adicionado o meio comercial a base de leite desnatado e 35,4%
quando nao se adicionava nenhum diluente. Porém, todos foram inferiores aos
78,1% de espermatozoides reativos do sémen fresco (p>0,05) demosntrando
qgue o processo de criopreservacao em si ja causa varios danos na membrana.

Com relagao ao teste hiposmético, o nimero de células reativas ao
estresse hiposmoético foi superior no tratamento com adicao de plasma (43,5%),
comparado aos demais (Tabela 6). Isso sugere que a adicdo de plasma
seminal pode ter influenciado na protecdo da membrana, e que esta manteve
suas funcbes de balanceamento osmético. Mesmo quando ocorreram as
mudancas de volume da célula (encolhimento e a expansdo da membrana em
resposta a hiperosmolaridade do crioprotetor), assim como a desidratacao
induzida pelo congelamento, que sdo processos que desestabilizam as
membranas e/ou o citoesqueleto, e levam a lesbées de membrana (GRAHAM,
1996).

O plasma seminal, na porcentagem adequada (maximo 10%v/v), evitou
o influxo abrupto de agua para o interior da célula espermatica apds o

50



descongelamento, evitando danos a membrana plasmatica dessas células,
preservando suas fungdes osmoticas. Esses dados corroboram os de Almeida
(2006), que adicionou plasma seminal em sémen descongelado de garanhdes
equinos.

Neste estudo, a correlacéo entre células reagidas ao teste hiposmético e
motilidade espermatica foi positiva e de alta intensidade (r=0,70). Vidament et
al. (1997) e Melo (1999) registraram alta correlagdo entre espermatozoides
reagidos ao teste hiposmético com a motilidade espermatica para garanhdes.

A motilidade e o vigor espermaticos, ap6s o descongelamento, também
tiveram correlagdo positiva com o teste hiposmético (r=0,70 para motilidade x
teste hiposmético e r=0,36 para vigor x teste hiposmotico), além de uma
variacao consideravel do sémen fresco e descongelado, indicando que o teste
hiposmaético (em solucdo de sacarose) € um teste complementar adequado
para avaliagdo de sémen congelado/descongelado de jumentos.

Durante o teste de termorresisténcia (Tabela 7), a motilidade se manteve
maior até duas horas apds o descongelamento nos tratamentos com adicao de
plasma ou com a adicdo do meio comercial a base de leite desnatado
(25,2+10,6 e 23,4+13,1 respectivamente). O mesmo ocorreu com 0 vigor
espermatico que em T4 apresentava 2,810,4 no tratamento com adicao de
plasma e 2,4+0,6 no tratamento com adicdo do meio comercial.
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Tabela 7 — Motilidade espermatica total (%), vigor (0-5) e percentual (%) de
células reativas ao teste supravital de sémen de jumentos
congelados em diluente T2-94 acrescido de dimetilformamida a
2,2% e rediluidos pds-descongelamento em plasma 10% v/v ou
em diluente comercial a base de leite desnatado de acordo com os
tempos de incubacéo do TTR

Tratamentos
Caracteristicas Tempo Controle +Plasma +Botu-Sémen® |
(minutos)
Motilidade 5 50,6+6,9° 55,9+8,3% 53,3+7,5%
30 40,5+10,9° 50,245,5% 47,6+7,6°
60 32,7¢11,2° 41,447 5° 38,9+10,9°
90 24,1+11,5° 34,049,7° 30,3+11,3%
120 16,0+11,6° 25,2+10,6° 23,4+13,1°
5 3,3+0,3° 3,5+0,3° 3,5+0,4%
Vigor 30 3,0+0,4° 3,3+0,3% 3,3+0,4%
60 2,7+0,5% 3,0+0,4% 3,0+0,4%
90 2,1+0,8% 2,8+0,4% 2,6+0,5%°
120 1,840,9° 2,3+0,5% 2,4+0,6%
Supravital 5 49,5+8,6° 49,9+8,7° 49,0+6,8°
30 41,0+7,3° 44, 5+7,9° 43,245,9°
60 37,847,4° 39,946,7° 38,5+6,3°
90 32,049,0° 34,846,0° 32,246,1°
120 27,049,5° 27,648,0° 26,445,5°

*Médias seguidas letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05) pelo

teste de Tukey.

Ja o teste supravital, realizado em todos os tempos de avaliacdo do

teste de termorresisténcia ndo apresentou diferencas entre os tratamentos

(p>0,05), porém o numero de células ndo coradas decresceu de acordo com o

passar do tempo acompanhando, de certa forma, a queda da motilidade

espermatica, o que foi indicado pela correlacao positiva entre as duas variaveis

(r= 0,32) (Tabela 7; Figura 1). Os dados indicam que a metodologia utilizada
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neste estudo foi adequada para avaliacdo do sémen de jumentos
congelado/descongelado com o diluidor T2-94, ao contrario do resultado
registrado por Canisso (2008), em que se afirmou que a coloragdo com eosina-
nigrosina, para o sémen congelado com os diluidores, nao é adequada para a
avaliacao do sémen congelado com os diluidores Martin ou Nagase & Niwa.
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Figura 1 - Motilidade espermatica total e percentual de células nao coradas no
teste supravital do sémen de jumento de acordo com tempo de
incubagédo no TTR.

Trimeche et al. (1997) afirmaram que a proporcao de fosfatidilcolinas e
de fosfatidiletanolaminas encontradas em gema de ovo de codorna é o dobro
da proporcao desses fosfolipideos encontrada na gema de ovo de galinha.
Graham (1996) sugeriu que esses fosfolipideos da gema poderiam se fundir
com a membrana dos espermatozoides, substituindo alguns desses
fosfolipideos e, assim, diminuir a sua temperatura de transicdo de fases
durante o congelamento e descongelamento. A fosfatidilserina, presente nos
dois tipos de gema, sozinha ou combinada com a fosfatidilcolina sdo os
fosfolipideos mais efetivos em proteger a membrana espermatica do choque

térmico. Por conter mais fosfatidilcolinas que a gema de ovo de galinha é que a
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gema de ovo de codorna seria melhor para proteger a membrana espermatica.
Além disso, a gema de ovo de codorna contém mais acidos graxos saturados
do que insaturados, o que torna a membrana espermatica menos suscetivel ao
choque térmico, uma vez que a cristalizacdo dos acidos graxos saturados é
mais regulada e ordenada que a dos acidos graxos insaturados. Os bons
resultados obtidos neste trabalho confirmam que o diluente T2-94 com gema
de ovo de codorna foi realmente eficaz na preservagdo da membrana
plasmatica dos espermatozoides de jumentos.

Como demonstrado na Tabela 8, ndo houve diferenca (p>0,05) entre os
defeitos espermaticos (menores, maiores ou totais) verificados nas amostras
do sémen fresco e descongelado nos diferentes tratamentos. O diluente T2-94
+ dimetilformamida foi eficiente em manter a estrutura da célula espermatica
durante o processo de criopreservacdo. O mesmo ocorreu no trabalho de
Almeida (2006) com adi¢ao de plasma ao sémen descongelado de cavalos.

Os valores médios observados para essa caracteristica estiveram dentro
dos limites considerados normais para sémen congelado/descongelado de
garanhdes, de acordo com as normas do CBRA (1998). Poucos estudos levam
em consideracdo a morfologia espermatica como critério de avaliacdo do
congelamento de sémen em jumentos e a semelhanca entre os resultados de
trabalhos, mesmo com diluente e crioprotetores diferentes (VIEIRA et al., 1985;
ARRUDA et al., 1989; SILVA et al., 1997 e CANISSO, 2008), levam a acreditar
que o sémen de jumento pode possuir algum tipo de resisténcia estrutural ao
processo de criopreservacao celular, o que beneficiaria a criopreservacao
espermatica se as taxas de fertilidade obtidas até hoje, ndo fossem tao

insatisfatoérias.
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Tabela 8 — Defeitos espermaticos* encontrados no exame morfoldégico do
sémen de jumentos da raca Péga, submetidos a diferentes
diluicbes pds-descongelamento.

Sémen Fresco Controle +Plasma** +Botu-Sémen®***
Defeitos 6,1+3,0 9,015,3 8,414,2 9,813,6
Maiores
Defeitos 7,0+3,3 6,913,9 8,614,9 8,213,9
Menores
Defeitos Totais 13,746,2 13,614,9 16,8+5,4 18,0+4,4
* p>0,05.

** Plasma a 10% (v/v)
*** Diluente Botu-Sémen na proporgao 1:1.

Os resultados das caracteristicas seminais motilidade e vigor, apds o
congelamento do sémen de jumentos com o diluente T2-94, contendo gema de
ovo de codorna e dimetilformamida obtidos neste estudo foram superiores aos
resultados de alguns autores que utilizaram diluentes contendo gema de ovo
de galinha e glicerol em sua composicdo (CANISSO, 2008; KER, 2009;
JEPSEN, 2010).

Neste estudo, foi verificada uma correlagdo positiva porém baixa para a
motilidade espermatica (r=0,26) e do vigor espermatico (r=0,23) do sémen
fresco e para as mesmas caracteristicas do sémen depois de descongelado.
Indicando que quanto melhor as caracteristicas seminais do sémen fresco,
melhor serdo estas caracteristicas no sémen apés descongelado. A motilidade
do sémen descongelado também teve uma correlagdo positiva com o teste
supravital (r=0,75) da amostra do mesmo sémen. Mostrando que o protocolo
de congelamento manteve uma boa viabilidade da membrana plasmatica e que

o teste supravital foi eficiente em demonstrar esta caracteristica.
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5. CONCLUSOES

A avaliacdo do meio de congelamento alternativo para sémen de
jumentos foi positiva, demonstrando ser o T2-94 + dimetilformamida capaz de
preservar motilidade adequada das células espermaticas apds a
criopreservacao, bem como a preservacao do vigor e integridade da membrana
plasmatica como demonstraram os testes supravital e hiposmético.

A reintrodugao do plasma seminal e a adicdo do meio diluente comercial
promoveram a melhora nas caracteristicas seminais e manteve um padrao
seminal aceitavel nos testes in vitro, embora as andlises laboratoriais nem
sempre refltam a fertilidade real da amostra seminal e os efeitos da
reintrodugdo do plasma seminal, bem como utilizando o diluente T2-94
acrescido de dimetilformamida, devem ser testados in vivo para que a questao

da baixa fertilidade do sémen congelado de jumentos seja elucidada.
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