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RESUMO 

RATES, Daniel Macêdo, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
fevereiro de 2011. Efeito da incorporação de colesterol à membrana 
plasmática de espermatozóides sobre o congelamento e fertilidade 
do sêmen de jumentos (Equus asinus) da raça Pêga. Orientador: 
Giovanni Ribeiro de Carvalho. Coorientadores: José Domingos 
Guimarães e Ciro Alexandre Alves Torres. 
 

Objetivou-se com este estudo avaliar a eficácia da incorporação de 

colesterol, utilizando-se dois diferentes diluidores de incubação, na 

criopreservação do sêmen de jumentos da raça Pêga, determinada por 

meio de testes in vitro e avaliação da fertilidade in vivo. Foram utilizados 

12 ejaculados de dois jumentos no Experimento 1 e oito ejaculados de um 

jumento no Experimento 2. O sêmen de cada ejaculado foi diluído em 

diluidor Stalp e em diluidor de centrifugação de Martin, respectivamente, 

nos Experimentos 1 e 2 para obtenção da concentração final de 120 x 106 

de espermatozóides/mL e subsequente dividido em dois tratamentos: T1 

– adição de 1 mg de ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) para 

cada 1 mL de sêmen e T2 – sem adição de CCC. O resfriamento e 

congelamento do sêmen nos dois experimentos seguiram metodologia 

descrita por FÜRST et al. (2005), utilizando-se diluidor de congelamento 

de Martin. A qualidade seminal foi avaliada no sêmen fresco, resfriado e 

congelado. Foram avaliadas as seguintes características seminais: 

motilidade total, vigor espermático, morfologia espermática, integridade 

da membrana plasmática pelo teste supravital, funcionalidade da 

membrana plasmática pelo teste hiposmótico (HOST), e motilidade total e 

vigor espermático durante o teste de termorresistência (TTR) por 120 

minutos. Em cada experimento foram inseminadas trinta éguas com 

sêmen do T1 e trinta com sêmen do T2. A inseminação artificial foi 

realizada depositando-se uma dose de 300 x 106 de espermatozóides 

móveis no ápice do corno ipsilateral à ovulação. No Experimento 1, a 
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adição de 1 mg de CCC promoveu maior motilidade total do sêmen e 

maior funcionalidade da membrana espermática (p<0,05). No 

Experimento 2 não houve diferença (p>0,05) entre os tratamentos nas 

características seminais avaliadas. O sêmen descongelado do T1 e T2 

apresentou vigor, integridade da membrana plasmática e percentual de 

defeitos morfológicos totais semelhantes (p>0,05) em ambos os 

experimentos. Não houve diferença (p>0,05) entre os tratamentos durante 

o período do TTR em nenhum dos dois experimentos. As taxas de 

gestação no Experimento 1 (T1 - 3,3% e T2 - 10,0%), e no Experimento 2 

(T1 – 20,0% e T2 - 13,3%) não diferiram entre os tratamentos (p>0,05). A 

utilização dos meios Stalp e de centrifugação de Martin para incubação e 

centrifugação do sêmen asinino não resultou em taxas de gestação 

satisfatórias em éguas inseminadas pós-ovulação. Novos trabalhos 

visando melhorar a fertilidade do sêmen asinino quando se busca a 

incorporação de CCC são indicados. 
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ABSTRACT 
 

 
 
 
RATES, Daniel Macêdo, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
February, 2011. Effect of cholesterol incorporation in sperm plasma 
membrane on freezing and fertility of Pêga donkey (Equus asinus) 
semen. Adviser: Giovanni Ribeiro de Carvalho. Co-advisers: José 
Domingos Guimarães and Ciro Alexandre Alves Torres. 
 
 

The objective of the present study was to evaluate the 

effectiveness of the cholesterol incorporation, using two different 

extenders for semen cryopreservation of Pêga donkeys.  The 

effectiveness was determined by in vitro and in vivo tests for assessment 

of fertility. Twelve ejaculates from two donkeys in Experiment 1 and eight 

ejaculates from one donkey in Experiment 2 were collected. The semen of 

each ejaculate was diluted in Stalp extender and in Martin centrifugation 

extender, respectively, in Experiments 1 and 2 to obtain a final 

concentration of 120 x 106 sperm/mL and subsequently split into two 

treatments: T1 - adding 1 mg of cholesterol-loaded cyclodextrin (CLC) 

to each one mL of semen and T2 - without addition of CLC.  The semen in 

two experiments was cooled and frozen following the methodology 

described by FÜRST et al. (2005), using the Martin freezing extender. The 

sperm quality was evaluated in fresh, cooled and thawed semen. The 

characteristics evaluated were: total motility, sperm vigor, sperm 

morphology, plasma membrane integrity by supravital test, plasma 

membrane functionality by hypoosmotic test (HOST) and total motility and 

sperm vigor during the thermo-resistance test (TTR) for 120 minutes. In 

each experiment, thirty mares were inseminated with semen from T1 and 

thirty with semen of T2. The artificial inseminations were done depositing 

a dose of 300 x 106 motile sperm at the apex of the horn ipsilateral to 

ovulation. In Experiment 1, the addition of 1 mg of CLC resulted in greater 

(p<0.05) total sperm motility and better preservation of the sperm 
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membrane functionality. In Experiment 2 there was no difference (p>0.05) 

between treatments in the semen characteristics evaluated. The thawed 

semen of T1 and T2 had no difference (p>0.05) between the experiments 

in the sperm vigor, plasma membrane integrity and total morphological 

defects. There was no difference (p>0.05) between treatments during the 

TTR in any experiment. The pregnancy rates in Experiment 1(T1 - 3.3% 

and T2 – 10.0 %) and in Experiment 2 (T1 – 20.0% and T2 – 13.3%) did 

not differ (p>0.05) between treatments. The use of Stalp and Martin 

extenders for incubation and centrifugation of donkey semen has not 

resulted in satisfactory pregnancy rates in mares inseminated after 

ovulation. Further studies are needed to improve the fertility of donkey 

semen frozen with incorporation of CLC.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

O Brasil possui um rebanho de cerca de 8,4 milhões de equídeos, 

sendo 5,9 milhões de equinos (terceiro maior rebanho do mundo), 1,3 

milhões de muares e 1,2 milhões de asininos. O agronegócio equestre 

gera 642,5 mil empregos diretos e 2,6 milhões indiretos (CNA, 2006). 

A importância dos equídeos para o desenvolvimento do nosso país 

pode ser notada desde os tempos do Brasil colônia, quando tais animais 

permearam os ciclos extrativistas, agrícolas e de mineração. 

A raça Pêga é uma raça asinina genuinamente nacional, que 

apresenta cerca de 200 anos de evolução e seleção. Sua origem ocorreu 

pelos cruzamentos entre as raças italiana e egípcia pelo padre Manoel 

Maria Torquato de Almeida, que iniciou seu trabalho em 1810. O padre 

passou a selecionar os animais nascidos destes cruzamentos e em 1847 

transferiu sua criação para o Coronel Eduardo José de Resende, na 

fazenda Engenho Grande dos Cataguases, município de Lagoa Dourada, 

que levou adiante o trabalho de melhoramento iniciado pelo seu precursor 

(NUNES, 2007). 

O jumento Pêga associa ao porte médio e à rusticidade, o 

andamento marchado. Tais características, associadas aos traços 

delicados, fazem com que esta raça possua a maior associação de 

criadores de jumentos do país, com mais de 15000 jumentos registrados 

e distribuídos em todas as regiões do Brasil (NUNES, 2007).  

A fim de produzir animais que conciliem a rusticidade dos jumentos 

(Equus asinus) ao porte dos equinos (Equus caballus), diversos criadores 

têm optado pela produção do híbrido (muar), que é bastante desejável.  

A criopreservação de sêmen é uma biotecnologia que contribui 

para a difusão de material genético superior e aceleração do 

melhoramento genético. No entanto, o sucesso no processo de 

criopreservação de sêmen depende da qualidade do sêmen fresco, da 

sua interação com os meios diluidores, dos crioprotetores e das curvas de 
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resfriamento, congelamento e descongelamento utilizadas (PICKETT & 

AMANN, 1992). Além destes fatores, existe maior susceptibilidade de 

algumas espécies aos danos sofridos durante o processo de 

criopreservação. Diferença esta que se deve, em parte, à composição de 

lipídeos na membrana plasmática, e principalmente, à relação colesterol : 

fosfolipídeos encontrada nesta. 

Sabe-se que o colesterol presente na membrana plasmática dos 

espermatozóides tem a função de estabilizá-la, protegendo a célula 

durante o processo de resfriamento (GRAHAM & FOOTE, 1987). 

Espécies com baixa (suínos e equinos), intermediária (bovinos, ovinos e 

caprinos) e alta (homem, camundongo, galo e coelho) relação colesterol : 

fosfolipídeos variam nesta ordem quanto à susceptibilidade ao choque 

térmico. 

Para incorporar o colesterol na membrana espermática tem se 

utilizado as ciclodextrinas, que são oligossacarídeos cíclicos que quando 

carregadas com colesterol, o transferem abaixo do gradiente de 

concentração para a mesma (KLEIN et al., 1995; PURDY & GRAHAM, 

2004a; MOORE et al., 2005). 

A inclusão de ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) no 

diluidor tem sido reportada como uma alternativa para aumentar a 

integridade da membrana plasmática do espermatozóide e melhorar os 

parâmetros físicos do sêmen congelado de asininos (ÁLVAREZ et al., 

2006; OLIVEIRA, 2010), equinos (COMBES et al., 2000; ZAHN et al., 

2002; MOORE et al., 2005; AMORIM, 2008; GLAZAR et al., 2009; 

OLIVEIRA et al., 2010; SPIZZIRI et al., 2010a), bovinos (PURDY & 

GRAHAM, 2004a; PURDY et al. 2005; MOCÉ & GRAHAM, 2006; 

AMORIM et al., 2009; MORAES et al., 2010), caprinos (MORRIER & 

BAILEY, 2005; MOCÉ et al., 2010b, PURDY et al., 2010), suínos (ZENG 

& TERADA, 2000 e 2001; MAO et al., 2005; GALANTINO-HOMER et al., 

2006; WALTERS et al., 2008; MORAES et al., 2009; TORRES et al., 
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2009; TOMÁS et al., 2009a), camundongos (MOVASSAGHI et al., 2009; 

LOOMIS & GRAHAM, 2008) e coelhos (MOCÉ & GRAHAM, 2005) 

Apesar do aumento de interesse pela incorporação de colesterol à 

membrana espermática, pouco se sabe sobre o efeito deste colesterol na 

fertilidade do sêmen criopreservado, não sendo encontrado nenhum 

estudo, até o momento, que testasse a fertilidade do sêmen asinino 

criopreservado com adição de colesterol em éguas. 

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito da 

incorporação de colesterol e utilização de dois diluidores de 

incubação/centrifugação sobre a congelabilidade e fertilidade do sêmen 

de jumentos da raça Pêga. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. A célula espermática  
Os espermatozóides são células alongadas compostas por uma 

cabeça oval e achatada, que apresenta um núcleo contendo um 

complexo DNA na forma de cromatina altamente condensada, e uma 

cauda (EDDY & O’BRIEN, 1994; HAFEZ, 1995). 

A célula espermática é envolvida pela membrana plasmática em 

sua totalidade. Esta membrana é formada basicamente por uma 

bicamada lipídica entremeada por proteínas integrais e periféricas, 

glicoproteínas de superfície, glicolipídios e colesterol, dispostos em um 

“mosaico fluido” (SINGER & NICHOLSON, 1972), e tem uma pronunciada 

organização de domínios com muitos antígenos glicoprotéicos, sendo 

subdividida em domínios regionais bem delineados que diferem em 

função e composição.  

A membrana plasmática na cabeça possui dois domínios maiores: 

região acrossomal e região pós-acrossomal. Na região acrossomal a 

membrana plasmática pode ser subdividida em segmento marginal 

(apical), segmento principal (acrossomal) e segmento equatorial. Os 

segmentos marginal e principal, juntos, são denominados de capa 

acrossomal ou “capuchão cefálico”. 

O acrossoma possui enzimas hidrolíticas envolvidas no processo 

de fecundação e oferece proteção ao DNA contra choques mecânicos 

(EDDY & O’BRIEN, 1994; HAFEZ, 1995). 

A cabeça do espermatozóide é conectada pelo colo à cauda, e 

esta é dividida em peça intermediária, principal e terminal (HAFEZ, 1995). 

O colo ou peça de conexão forma uma placa que se ajusta dentro de uma 

depressão na superfície do núcleo (EDDY & O’BRIEN, 1994) e é contínua 

com nove feixes de fibras que posteriormente se projetam pela maior 

parte da cauda. A membrana plasmática da cauda cobre a bainha 

mitocondrial e as peças principal e terminal da cauda. 
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O axonema, que constitui grande parte da cauda do 

espermatozóide (desde a parte central da peça intermediária até o fim da 

peça terminal), é uma estrutura complexa composta por duas proteínas 

principais, a dineína e a tubulina (ALBERTS, 2004). Está envolvido no 

mecanismo de motilidade espermática, e apresenta nove pares de 

microtúbulos periféricos e um par central. Para ação direta deste 

movimento a dineína e a tubulina utilizam adenosina trifosfato (ATP) 

produzido pelas mitocôndrias presentes na peça intermediária (HAFEZ, 

1995). 

Na peça intermediária, que vai do colo até o annulus, existe um 

grande número de mitocôndrias que se encontram dispostas em forma de 

hélice, possuindo a função de produzir a energia necessária para a 

motilidade espermática (EDDY & O’BRIEN, 1994). Então, na região da 

peça intermediária, se encontram internamente o axonema, sendo este 

associado e envolvido por nove densas fibras, e externamente as 

mitocôndrias. 

 

2.2. Colesterol e a membrana plasmática 
Para desempenhar suas funções a membrana plasmática deve se 

apresentar em estado de fluidez, sendo este estado afetado 

principalmente pela composição relativa entre o colesterol e os 

fosfolipídios e pela temperatura à qual a membrana é exposta. 

Trabalhando com bactérias, ROTTEM et al. (1973) observaram 

que aquelas que possuíam baixo teor de colesterol nas membranas 

celulares apresentavam pequena tolerância a baixas temperaturas. A 

partir daí, a quantidade de colesterol nas membranas dos 

espermatozóides passou a ser relacionada com a susceptibilidade desta 

célula ao choque térmico (WHITE, 1993). 

Atualmente a relação entre os níveis de colesterol da membrana 

plasmática dos espermatozóides e esta susceptibilidade está bem 

estabelecida. Espécies que possuem altas proporções de colesterol em 
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relação aos fosfolipídios, a exemplo dos humanos e coelhos (0,99 e 0,88, 

respectivamente; WATSON, 1981), são mais resistentes ao choque 

térmico (MESEGUER et al., 2004; MOCÉ & GRAHAM, 2006). Por outro 

lado, espécies com menor proporção de colesterol, como suínos (0,26) e 

equinos (0,36), são menos resistentes (CROSS, 1998). 

O colesterol tem múltiplos efeitos nas membranas, incluindo sua 

estabilização, redução da sua permeabilidade, melhoria de suas 

características morfológicas e possibilidade de interações célula-célula, 

influenciando na fase de transição da membrana, fornecendo 

microambiente adequado (químico e/ou físico) para as proteínas integrais 

e periféricas da membrana e servindo como antioxidante (CROCKETT, 

1998). 

A remoção deste lipídeo da membrana promove desestabilização 

da mesma devido à reorganização dos componentes da bicamada, 

incluindo redistribuição de proteínas integrais (AMANN & GRAHAM, 1992; 

GADELLA et al., 2001), com aumento da capacidade de fusão e 

permeabilidade da membrana (CROSS, 1998). 

Ainda, quando o espermatozóide perde colesterol, pode sofrer uma 

capacitação prematura, reduzindo sua viabilidade nos órgãos 

reprodutivos da fêmea (WATSON, 1995). Perdas de colesterol da 

membrana plasmática de células criopreservadas têm sido observadas 

em suínos (50%) e garanhões (28%) (CEROLINI et al., 2001; MOORE et 

al., 2005). Uma maior concentração de colesterol na membrana pode 

impedir que as células sofram capacitação precoce, aumentando a sua 

viabilidade após a criopreservação (MOORE et al., 2005). 

QUINN & WHITE (1967), trabalhando com espermatozóides de 

caprinos, concluíram que aquelas células espermáticas oriundas do 

testículo e da cabeça do epidídimo são pouco afetadas pelo choque 

térmico, enquanto aquelas da cauda do epidídimo e da ampola são muito 

mais susceptíveis. Isso pode ser explicado pela perda de fosfolipídios e 
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de colesterol pelo espermatozóide durante o trajeto pelos órgãos 

reprodutivos do macho. 

 

2.3. Incorporação de colesterol à membrana plasmática 

Uma maneira de incorporar o colesterol à membrana dos 

espermatozóides é por meio do complexo de inclusão com ciclodextrinas 

(PURDY & GRAHAM, 2004a). Ciclodextrinas são oligossacarídeos 

cíclicos, compostos de unidades glicosídicas, que possuem uma face 

externa hidrofílica e um núcleo interno hidrofóbico (Figura 1) (DOBZIUK, 

2006), sendo este capaz de encapsular compostos hidrofóbicos, como o 

colesterol (CHALLA et al., 2005). 

 

Figura 1: Fórmula estrutural de uma ciclodextrina (β-ciclodextrina) (Challa et al., 2005). 

 

As formas mais comuns de ciclodextrina produzidas possuem 6, 7, 

ou 8 unidades glicosídicas, designadas respectivamente de α, β e γ 

ciclodextrinas (SAENGER, 1980). Existem também ciclodextrinas 

modificadas, sintetizadas a partir das α, β e γ ciclodextrinas, por meio da 

substituição dos grupos hidroxila por grupos hidroxipropila, metila e 

sulfobutila. Essas modificações melhoram sua solubilidade, reduzem sua 



 

8 
 

 

toxicidade e aprimoram sua habilidade de dissolver esteróides em 

solução aquosa (CHALLA et al., 2005). 

A incorporação de colesterol pela metil-β-ciclodextrina mantém 

maior o percentual de espermatozóides móveis e viáveis após a 

criopreservação quando comparado a células não tratadas com metil-β-

ciclodextrina carregada com colesterol (CCC), ou tratadas com outros 

tipos de ciclodextrinas (α, α-hidrato, β, β-hidrato) (COMBES et al., 2000; 

GRAHAM, 1998; PURDY & GRAHAM, 2004a). 

Ciclodextrinas podem ser carregadas com colesterol adicionando 

as duas substâncias em um diluente aquoso e procedendo a sonicação 

(ZENG & TERADA, 2000; GALANTINO-HOMER et al., 2006; 

MOVASSAGHI et al., 2009) ou pela diluição destes numa mistura de 

metanol : clorofórmio seguida de secagem para obtenção de cristais 

(PURDY & GRAHAM, 2004a). 

Em geral, a metil-β-ciclodextrina é mais comumente usada para se 

tratar espermatozóides antes do congelamento, embora a 2-hidroxipropil-

β-ciclodextrina também seja eficiente para o congelamento de 

espermatozóides de caprinos (MOCÉ et al., 2010b). 

Quando carregadas com colesterol, as ciclodextrinas o transferem 

abaixo do gradiente de concentração para a membrana plasmática de 

vários tipos de célula (CHRISTIAN et al., 1997), incluindo o  

espermatozóide, o que resulta num aumento dos níveis de colesterol na 

membrana (KLEIN et al., 1995; PURDY & GRAHAM, 2004a; MOORE et 

al., 2005). 

O tratamento dos espermatozóides com CCC aumenta o conteúdo 

de colesterol de 2 a 3 vezes em bovinos, trutas, caprinos e garanhões 

(PURDY & GRAHAM ,2004a; MOORE et al., 2005; MÜLLER et al., 2008; 

MOCÉ et al., 2010b), e este colesterol adicional pode aumentar a relação 

colesterol : fosfolipídeos desses espermatozóides para taxas similares a 

de espécies não sensíveis ou menos sensíveis ao choque pelo frio (> 

0,80). Portanto, o tratamento com CCC pode minimizar os danos sofridos 
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pelas células espermáticas durante a queda de temperatura na 

criopreservação.  

Muito se discute a respeito do meio diluidor ideal para a veiculação 

da CCC ao sêmen. Ao relatar estudos preliminares, PURDY & GRAHAM 

(2004a) citam que quando a incubação foi realizada em meio contendo 

gema de ovo, não foram observados efeitos benéficos para 

criopreservação espermática. Segundo estes autores, nestes casos 

grande parte do colesterol incorporado à ciclodextrina provavelmente é 

transferido para as gotas de lipídeo da gema de ovo, diminuindo a 

eficiência da incorporação do colesterol na membrana celular. Desta 

forma, o que se preconiza são diluidores que não contenham gema de 

ovo ou leite, que são encontrados na quase totalidade dos diluidores hoje 

utilizados para criopreservação de sêmen de equídeos. 

Estudos recentes têm demonstrado efeitos benéficos da utilização 

do complexo metil-β-ciclodextrina carregada com colesterol na 

criopreservação de sêmen de asininos, caprinos, bovinos, suínos, ovinos, 

equinos, camundongos e coelhos com melhora nos parâmetros de 

motilidade (BARRERA-COMPEAN et al., 2005), viabilidade espermática 

(COMBES et al., 2000; MOCÉ & GRAHAM, 2006; GALANTINO-

HOMMER et al., 2006; AMORIM et al., 2009) e reação acrossômica (MAO 

et al., 2005). 

 

2.4. Criopreservação de sêmen asinino 

Quanto ao congelamento de sêmen de jumentos os primeiros 

estudos conduzidos com a espécie no Brasil são de autoria do Dr. 

Rogério Viera e do Dr. Rubens Paes de Arruda (VIEIRA et al., 1985, 

ARRUDA et al., 1986), experimentos esses conduzidos na Unidade de 

Pesquisa Pecuária Sudeste da Embrapa de São Carlos – São Paulo. 

Após estes trabalhos iniciais observa-se uma grande lacuna de 

trabalhos sobre congelamento de sêmen de jumentos no Brasil, vindo 
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posteriormente os trabalhos de SILVA (1995), PAPA et al. (1999), 

OLIVEIRA et al. (2006), CANISSO (2008), KER (2010) e OLIVEIRA 

(2010), sendo que o primeiro e o último não testaram fertilidade. 

Apesar da disponibilidade limitada de estudos nos quais existam 

comparações entre dois ou mais sistemas de envase para sêmen 

congelado de asininos (SILVA et al. 1997), o uso de palhetas é o mais 

empregado para este processo em jumentos como atestam VIEIRA et al. 

(1985), ARRUDA et al. (1986), ARRUDA et al. (1989), TRIMECHE et al. 

(1996), TRIMECHE et al. (1997), TRIMECHE et al. (1998), PAPA et al. 

(1999), CANISSO (2008), KER (2010) e OLIVEIRA (2010). 

Durante a congelamento, o maior desafio das células espermáticas 

não é manter-se à temperatura de armazenamento em nitrogênio líquido 

(-196°C), mas sim sua capacidade de suportar mudanças que ocorrem 

durante zonas intermediárias de temperatura (de + 19°C a + 8°C e de -

15°C a - 60°C), pela qual elas devem passar duas vezes, durante o 

congelamento e o descongelamento (MAZUR, 1984). 

Fatores como individualidade do animal, o crioprotetor utilizado, 

diferença entre ejaculados, protocolo adequado e o procedimento de 

inseminação artificial afetam a fertilidade do sêmen congelado (AMANN & 

PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996). 

 

2.4.1. Resfriamento do sêmen 
À temperatura corporal, os lipídeos e as proteínas de membrana 

permanecem em estado de fluidez, onde estes são capazes de se 

moverem uns entre os outros bilateralmente (AMANN & PICKETT, 1987). 

No processo de criopreservação, o sêmen deve ser primeiramente 

resfriado da temperatura corpórea (37°C) à temperatura ambiente (cerca 

de 20°C num laboratório climatizado). Este resfriamento aparentemente 

não causa danos aos espermatozóides, desde que estes estejam diluídos 

em meio adequado. 
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Existe, porém, uma faixa crítica de temperatura no processo de 

refrigeração, entre +19 e +8°C, em que o espermatozóide pode ser 

severamente lesado (MORAN, 1992). O resfriamento nesta faixa de 

temperatura faz com que os lipídios da membrana plasmática passem por 

uma fase de transição do estado líquido-cristalino para o estado de gel 

(GRAHAM, 1996). Neste ponto as cadeias de ácidos graxos que estavam 

aleatoriamente distribuídas ordenam-se paralelamente, produzindo uma 

estrutura rígida e tornando essas áreas fracas e suscetíveis a rupturas e a 

fusões, como também permeáveis a íons (HAMMERSTEDT et al., 1990). 

Se esse resfriamento for realizado de maneira inadequada, pode 

ocorrer um fenômeno chamado choque térmico (WATSON, 1995; 

WATSON, 2000), que leva a prejuízos irreversíveis como rápida perda de 

motilidade, movimento circular, redução do metabolismo espermático, 

danos à membrana plasmática devido aumento da permeabilidade, o que 

leva à perda de íons e moléculas intracelulares e danos acrossômicos 

(AMANN & PICKETT, 1987), como edemaciamento e irregularidades do 

acrossoma (WATSON, 1995). 

DOUGLAS-HAMILTON et al. (1984), comparando taxas de 

resfriamento rápido (maiores que 1 ºC/min), médio (entre 1 e 0,33 ºC/min) 

e lento (menores que 0,33 ºC/min), concluíram que as taxas lenta e rápida 

causam maiores danos (maior percentual de patologias, menor motilidade 

e maior número de células mortas após o resfriamento) à célula 

espermática do que a taxa média. 

 

2.4.2. Congelamento do sêmen 
Quando o sêmen é resfriado abaixo de 5°C o meio que circunda o 

espermatozóide e eles próprios sofrem um super-resfriamento (AMANN & 

PICKETT, 1987). De -6°C a -15°C, a água no meio começa a cristalizar e 

a concentração de soluto na fração descongelada aumenta, aumentando 

a pressão osmótica no espaço extracelular (AMANN & PICKETT, 1987; 

AMANN & GRAHAM, 1993). Neste intervalo a membrana plasmática 
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impede formação de cristais de gelo intracelular, fazendo com que a água 

dentro da célula espermática permaneça descongelada (HAFEZ, 1995; 

GRAHAM, 1996).  

Mesmo à temperatura de -196°C ainda existem canais de água 

descongelada, contendo concentrações de sais extremamente altas. A 

concentração de sais numa solução salina dita fisiológica (NaCl), que é 

em torno de 0,15 M em temperatura ambiente, pode aumentar até 2,6 M 

quando a temperatura é reduzida para -10°C (MAZUR, 1977). Somente 

espermatozóides que residem nesses canais sobrevivem à 

criopreservação (AMANN & PICKETT, 1987). Quando alcançam a 

temperatura crítica de -60°C (PARKS & GRAHAM, 1992; HAFEZ, 1995; 

GRAHAM, 1996), os espermatozóides são relativamente inertes e o 

sêmen pode ser imerso em nitrogênio líquido, para seu armazenamento 

(GRAHAM, 1996). 

Segundo bases físico-químicas, a lesão celular causada durante os 

processos de congelamento e descongelamento é devida à formação de 

cristais de gelo intracelular, que afetam a estrutura da célula. As altas 

concentrações de sais no meio durante o congelamento podem desidratar 

o espermatozóide, levando a deformações celulares, danos à estrutura da 

membrana, deslocamento e desnaturação de proteínas da mesma, e 

desarranjo de estruturas do citoesqueleto (AMANN & PICKETT, 1987; 

GRAHAM, 1996; WATSON, 2000).  

Com relação à curva de congelamento, no resfriamento lento (-25 

ºC a -40 ºC/min), o espermatozóide se desidrata devido à alta 

concentração de solutos no meio extracelular, e não se formam grandes 

cristais de gelo intracelulares (AMANN & PICKETT, 1987). Esta 

desidratação pode resultar em altas concentrações intracelulares de 

soluto, provocando o chamado efeito solução, prejudicial às células 

espermáticas (WATSON, 1995). 

Por outro lado, numa curva de resfriamento muito rápida (> -

60°C/min), a água não tem tempo para sair da célula, e em algum ponto 
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abaixo de -10°C a célula sofrerá o congelamento interno. A extensão dos 

danos causados pelo gelo intracelular dependerá do grau de formação de 

gelo e do tamanho dos cristais. Grandes cristais podem causar danos 

mecânicos às células, sendo uma das principais causas de morte celular 

durante o congelamento, enquanto os pequenos cristais podem não ser 

deletérios. Durante o reaquecimento, porém, o crescimento desses 

pequenos cristais em decorrência da recristalização pode causar danos 

severos (MAZUR, 1984). 

 

2.4.3. Descongelamento do sêmen 
A curva de descongelamento é de fundamental importância para 

minimizar os danos causados aos espermatozóides, e depende da curva 

de congelamento utilizada. Espermatozóides congelados numa curva 

lenta requerem uma curva de descongelamento lenta, para permitir o 

descongelamento dos cristais de gelo extracelulares. O descongelamento 

desses cristais provoca a diluição dos solutos no meio e lentamente 

ocorre a reidratação das células. Se o sêmen for descongelado muito 

rápido, os cristais extracelulares descongelam-se rapidamente e a água 

do meio invade bruscamente as células, causando ingurgitamento e 

danos à membrana plasmática (AMANN & PICKETT, 1987; HOLT, 2000). 

Já aquelas células congeladas numa curva rápida necessitam de 

uma curva rápida de descongelamento, de modo que o gelo intracelular 

que se formou durante o congelamento não tenha tempo para 

recristalizar-se (AMANN & PICKETT, 1987; PICKETT & AMANN, 1992; 

GRAHAM, 1996). Dentre os fatores que afetam o descongelamento estão 

o tipo de envase, espessura da parede da palheta, condutividade de calor 

da mesma e a temperatura (AMANN & PICKETT, 1987). 

Testando diferentes metodologias de descongelamento, 

VIDAMENT et al. (2001) avaliaram motilidade espermática do sêmen 

equino descongelado a diversas temperaturas e tempos de 

descongelamento (37 ºC/30”, 50 ºC/10”, 50 ºC/20”, 60 ºC/10”, 75 ºC/5”, 
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75 ºC/10”, 75 ºC/15”), e não observaram diferenças entre os tratamentos, 

exceto para o descongelamento a 75 ºC/15”, cuja motilidade foi zero. 

FÜRST et al. (2005), avaliando a longevidade do sêmen descongelado a 

75 ºC/7” e 37 ºC/30”, observaram que não houve diferença (p>0,05) na 

motilidade espermática. 

Para fecundar um ovócito, o espermatozóide precisa apresentar 

pelo menos quatro atributos pós-descongelamento: metabolismo para a 

produção de energia; motilidade progressiva; enzimas acrossomais 

intactas, necessárias para a penetração do espermatozóide através das 

estruturas que circundam o ovócito; e proteínas de membrana plasmática, 

importantes para a sobrevivência da célula espermática dentro dos 

órgãos reprodutivos femininos e para a junção da mesma ao ovócito no 

momento da fecundação (AMANN & PICKETT, 1987; PICKETT & 

AMANN, 1992). 

 

2.5. Avaliação espermática 

As avaliações in vitro do sêmen são de grande importância para se 

analisar as características relacionadas com a capacidade fecundante do 

espermatozóide, tais como, motilidade total e progressiva, integridade 

morfológica, funcionalidade bioquímica da membrana e integridade física 

da membrana plasmática. JOHNSON et al. (1996) afirmam que o uso de 

um único teste para avaliar o potencial fecundante do espermatozóide é 

ilusório, ao passo que a combinação de vários testes oferece maior 

segurança na estimativa das condições espermáticas. 

 

2.5.1. Motilidade espermática 

A avaliação da motilidade espermática é um dos principais 

recursos para se avaliar os efeitos da criopreservação dos 

espermatozóides, sendo utilizada em diversos estudos para se obter 
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comparações entre diluentes, métodos de resfriamento e congelamento e 

diluições utilizadas. 

Sua observação é considerada um elemento importante na 

avaliação da função espermática (KENNEY et al., 1983; VARNER et al., 

1989; PICKETT, 1993). A motilidade é um componente indispensável no 

mecanismo da fertilização, e sua perda irreversível resulta na perda da 

função celular. Por outro lado, sua manutenção não implica integridade 

celular completa (VARNER et al.,1989) e dessa forma não tem correlação 

absoluta com a fertilidade (PACE & SULLIVAN, 1975; BEDFORD et al., 

1995; KELLER, 1998).  

Os diluentes de sêmen previnem a aglutinação e reduzem a 

influência da concentração espermática e do pH seminal sobre a 

avaliação subjetiva da motilidade (MATTOS, 1995; KELLER, 1998; 

LAGARES et al., 2000). 

O objetivo de se avaliar a motilidade espermática é determinar a 

porcentagem de espermatozóides que estão móveis dentro de um 

ejaculado. A motilidade total é definida como a porcentagem de 

espermatozóides que apresenta movimento circular, pendular, 

progressivo ou em serpentina. 

Para se obter uma avaliação mais confiável, pode se avaliar 

também a porcentagem de espermatozóides com motilidade progressiva, 

pois estes estão relacionados com altos índices de fertilidade (PICKET & 

VOSS, 1972). Entende-se por motilidade progressiva a porcentagem de 

células que estão se movimentando ativamente para frente. Incluem-se, 

também, os espermatozóides com movimentos circulares amplos, devido 

à alta incidência de implantações abaxiais do colo (BIELANSKI & 

KACZMARSKI, 1979). 

O número de espermatozóides com motilidade é utilizado para 

determinar a dose inseminante e maximizar a eficiência reprodutiva de 

garanhões em programas de inseminação artificial (PICKET & VOSS, 

1972). 
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2.5.2. Funcionalidade da membrana plasmática 

A integridade funcional da membrana plasmática da célula 

espermática é de relevância para que haja o desencadeamento dos 

mecanismos fisiológicos envolvidos na fecundação (capacitação, reação 

acrossômica, fusão do espermatozóide com ovócito) (MAFFILI et al., 

2003; SIQUEIRA et al., 2007), e para a manutenção e sobrevivência 

espermática nos órgãos reprodutivos femininos (SQUIRES et al., 1999). 

O teste hiposmótico (hipoosmotic swelling test - HOST) foi 

inicialmente utilizado para avaliar a função da membrana plasmática e a 

capacidade de fertilização do espermatozóide humano (JEYENDRAN et 

al., 1984), e tem sido utilizado para a avaliação espermática em bovinos 

(CORREA & ZAVOS, 1994; REVELL & MRODE, 1994), suínos 

(VASQUEZ et al., 1997; ZOU & YANG, 2000) equinos ( VIDAMENT et al., 

1998; NEILD et al., 1999; MELO, 1999), caninos  (KUMI-DIAKA, 1993), 

asininos (TRIMECHE et al., 1996; TRIMECHE et al., 1998; SERRES et 

al., 2002; ÁLVAREZ et al., 2006; CANISSO et al., 2008a) e caprinos 

(FONSECA et al., 2005) 

O teste hiposmótico avalia se as membranas espermáticas estão 

funcionais. As membranas biológicas são responsáveis pela homeostase 

celular, por meio das trocas realizadas com o meio externo. A membrana 

forma uma barreira semipermeável para moléculas e serve para manter e 

modular a composição do meio intracelular. Além disso, a membrana 

protege a célula contra as influências do ambiente extracelular, tanto nos 

órgãos reprodutivos masculino (até os espermatozóides serem 

ejaculados) como no feminino (até ocorrer à fertilização). Protege também 

de influências não fisiológicas, quando os espermatozóides são 

colocados nos diluentes seminais (EINARSSON, 1992). 

Os espermatozóides íntegros mantêm um equilíbrio osmótico com 

o ambiente em que se encontram. Quando os espermatozóides são 

expostos a soluções hipotônicas, aqueles com membrana funcional 

sofrem aumento de tamanho, no intuito de estabilizar o equilíbrio 
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osmótico, produzindo um inchaço típico na região da cauda e, 

consequentemente, alterações na morfologia espermática. Ao sofrerem o 

choque osmótico, os espermatozóides tendem a promover um 

dobramento/enrolamento de cauda, indicando que possuíam membranas 

íntegras antes do teste (DREVIUS & ERIKSSON, 1966; JEYENDRAN et 

al., 1992; DELL’AQUA Jr. et al.,2002). 

MELO (1999), com o intuito de determinar o teste hiposmótico ideal 

para a espécie equina, verificou que, independentemente do soluto, as 

soluções com 150 mOsmol/Kg ou menos demonstraram melhores 

respostas ao teste hiposmótico. 

CANISSO (2008) utilizou o HOST para avaliar a funcionalidade da 

membrana plasmática após a criopreservação do sêmen de jumentos da 

raça Pêga em dois diluidores de congelamento, de MARTIN et al. (1979) 

e de NAGASE & NIWA (1964). Para tal, utilizou metodologia descrita por 

MELO (1999), não observando diferenças quanto à reatividade ao teste 

(42,5 % e 42,6%) para os dois diluidores. OLIVEIRA (2010), usando a 

mesma metodologia, encontrou 17,8 ± 9,1 e 32,6 ± 12,7 células reativas 

para sêmen asinino congelado sem adição de colesterol e com adição de 

1 mg de CCC/120 x 106 de espermatozóides (p<0,05). 

 

2.5.3. Integridade física da membrana 

O primeiro teste desenvolvido para avaliação da integridade da 

membrana plasmática foi o supravital, também conhecido como teste dos 

vivos e mortos. Esse teste consiste na utilização de corantes derivados da 

fluoresceína, sendo a eosina o mais utilizado (FÜRST, 2005; KER, 2010), 

podendo ser adicionada a um corante de fundo, como a nigrosina. 

Assim como os demais testes de integridade de membrana, se 

baseia no fato de que a membrana plasmática íntegra pode prevenir a 

entrada do corante no citoplasma celular. A eosina penetra pela 

membrana lesionada dos espermatozóides e cora o interior do núcleo em 
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vermelho, possibilitando identificar os espermatozóides mortos. Esta é 

uma técnica rápida, de fácil uso e que dispensa o uso de microscópio 

especial. 

MELO (1999) utilizando a técnica de coloração de eosina-nigrosina 

em sêmen equino resfriado com diferentes meios diluidores, verificou uma 

alta correlação (r=0,75) entre a porcentagem de vivos (não corados) e a 

motilidade espermática total. 

OLIVEIRA (2010), trabalhando com eosina amarela 0,5%, obteve 

32,5 ± 13,1 e 49,9 ± 12,5 (p<0,05) de células espermáticas vivas após 

descongelamento do sêmen de jumentos da raça Pêga sem adição de 

colesterol e com adição de 1 mg de CCC/120 x 106 de espermatozóides, 

respectivamente.  

 

2.5.4. Morfologia espermática 

Ao longo dos anos, tentativas foram feitas no intuito de quantificar 

as alterações morfológicas e tentar estabelecer sua relação com a 

fertilidade nos animais, sendo a espécie bovina a com maior número de 

trabalhos desenvolvidos, devido ao grande interesse econômico. BLOM 

(1950) propôs uma classificação dos defeitos espermáticos em primários 

e secundários, de forma que os primeiros seriam gerados durante a 

espermatogênese, e os últimos durante a maturação. DOTT (1975), 

trabalhando com sêmen de garanhão, acrescentou nesta classificação 

anormalidades terciárias (artefato de técnica), ou seja, geradas por danos 

induzidos ao espermatozóide durante a manipulação pós coleta. 

Porém RAO (1971), ao trabalhar com touros normais e com 

problemas clínicos reprodutivos, não conseguiu enquadrar as alterações 

morfológicas encontradas no sêmen desses touros na classificação de 

defeitos primários e secundários, o que levou à contestação da 

classificação feita por BLOM (1950). Então BLOM (1973) refez sua 

classificação original e agrupou as alterações em defeitos maiores e 
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defeitos menores, sendo a alteração morfológica classificada de acordo 

com o potencial de seu efeito sobre a fertilidade de touros. 

Aparentemente, os trabalhos de NISHIKAWA et al. (1952) e 

NISHIKAWA (1959) foram os primeiros estudos desenvolvidos com 

objetivos de realizar comparações entre as características da morfologia 

espermática entre garanhões e jumentos. Estes autores observaram que 

os espermatozóides asininos se assemelham ao dos garanhões, 

entretanto, com a cauda mais longa e a cabeça de formato ligeiramente 

mais globoso, semelhante ao espermatozóide do touro e carneiro. A 

morfologia espermática de equídeos apresenta similaridade com as 

demais espécies de animais, porém, a cabeça do espermatozóide é 

assimétrica e a inserção abaxial da cauda é considerada normal, além de 

acrossomo relativamente pouco desenvolvido (MAGISTRINI, 2000). 

NISHIKAWA (1959), na avaliação de sêmen de jumentos e de 

garanhão, classificou as alterações morfológicas de acordo com seu local 

de alteração: cabeça, peça intermediária e cauda. Mas no Brasil, 

conforme as normas do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 

1998), na avaliação andrológica, reprodutores de todas as espécies 

devem ser avaliados quanto à morfologia espermática baseando-se na 

classificação de BLOM (1973), ou seja, em defeitos maiores, menores e 

totais. 

 

2.5.5. Longevidade espermática 

Os parâmetros avaliados no Teste de Termorresistência (TTR) são 

motilidade espermática e vigor espermático, com as avaliações 

começando no tempo zero (momento em que o sêmen é descongelado) e 

sendo realizadas em intervalos de 30 minutos, por períodos que variam 

de 90 (COCHRAN et al., 1984; KER, 2010), 120 (OLIVEIRA, 2010), 180 

(MATTOS et al., 1993) a 240 minutos (CBRA, 1998). 
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Os resultados do TTR são influenciados por vários fatores, dentre 

eles: o efeito do ejaculado, método de congelamento e efeito do tempo e 

temperatura de incubação, sendo esta última a variável mais importante 

para o sêmen equino (FÜRST, 2006). Para sêmen asinino tem se 

utilizado incubação do sêmen a uma temperatura de 37 ºC (KER, 2010 e 

OLIVEIRA, 2010). 

 

2.6. Dose inseminante, local de deposição e fertilidade do 
sêmen congelado 

Para se alcançar melhores taxas de gestação quando se utiliza o 

sêmen congelado ainda são necessários o aperfeiçoamento e a 

padronização da técnica de criopreservação para maximizar esta 

biotecnologia. Dentre alguns fatores podem ser destacados: momento da 

inseminação, local de deposição do sêmen, dose inseminante, qualidade 

e padronização do sêmen congelado. 

AMANN & PICKETT (1987) registraram baixa taxa de 

fertilidade/ciclo estral quando da utilização do sêmen congelado, mesmo 

quando as doses inseminantes tiveram concentração adequada de 

espermatozóides com motilidade progressiva. 

O número de células espermáticas por dose inseminante, em 

equinos, é controverso, possivelmente em decorrência de diferentes 

protocolos utilizados, como o uso de diferentes diluidores, o momento de 

inseminação, a qualidade seminal, dentre outros. 

SAMPER et al. (1998), em um levantamento realizado em 25 

laboratórios do mundo todo, verificaram valores variando de 250 a 700 x 

106 de células por dose. DELL’AQUA Jr. (2000), utilizando doses 

inseminantes de 50, 100, 300 e 800 x 106 de células viáveis, não obteve 

diferenças significativas para taxa de prenhez em éguas. 

TRIMECHE et al. (1998) utilizaram sêmen congelado de jumento 

com 600 x 106 de células móveis em jumentas Poitou, e alcançaram taxa 
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de gestação de 38%. PAPA et al. (1999), trabalhando com sêmen de 

jumentos na dose de 800 x 106, obtiveram 66% de éguas gestantes 

(Tabela 1). 

A forma de inseminação vem demonstrando ser uma ferramenta 

para melhorar a eficiência reprodutiva em programas comerciais de 

inseminação artificial com sêmen congelado.  MORRIS et al. (2000) e 

ZAHN et al. (2002) realizaram inseminações pelo método convencional, 

depositando de 200 a 500, e 800 milhões de espermatozóide viáveis no 

corpo do útero, respectivamente. 

Já outros autores optaram pela deposição do sêmen no ápice do 

corno ipsilateral à ovulação, próximo à junção útero-tubárica, por meio de 

pipeta flexível guiada através da cérvix e corno uterino (FLEURY & 

CASSOLI, 1999; CANISSO, 2008; KER, 2010). 

Técnicas mais sofisticadas e onerosas como a endoscopia vêm 

sendo empregadas na inseminação artificial em equinos com êxito como 

alternativa no uso racional de sêmen de garanhões subférteis ou com 

baixa congelabilidade (MORRIS et al., 2000). Uma das grandes 

vantagens desse método parece ser a utilização de reduzido número de 

espermatozóides por dose inseminante (até 5 x 106 espermatozóides). 

Essa técnica consiste no uso de um endoscópio, que auxilia na deposição 

do sêmen na papila útero-tubária ipsilateral ao folículo ovulatório 

(MORRIS et al., 2000; ALVARENGA et al., 2002; LINDSEY et al., 2002), 

mas ainda tem uso restrito a experimentos ou situações extremas. 

FEO (1994), na primeira fase do seu experimento, utilizando éguas 

de matadouro, inseminou-as no corpo e corno ipsilateral ao folículo 

dominante, 1 a 2 horas antes do seu sacrifício. Recolheu as tubas 

uterinas, cornos uterinos e cérvix, e após lavagem com ringer lactato, 

contou os espermatozóides recuperados de cada segmento e verificou 

que a IA intracornual propiciou um número significativamente maior de 

células no corno uterino correspondente, quando comparado a IA no 

corpo do útero. Na fase de campo, utilizando os dois métodos, foram 
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inseminadas 73 fêmeas, com expressiva vantagem (p<0,0001) para as 

gestações obtidas através da IA intracornual (66% - 48/32) em oposição a 

no corpo uterino (32% - 8/25). 

NIE et al. (2000) inseminando trinta éguas no ápice do corno 

ipsilateral ao folículo dominante com uma pipeta flexível e uma dose de 

1x106 de espermatozóides, obtiveram taxa de fertilização de 25,9 % e 

concluíram que o uso da dose inseminante mais concentrada, depositada 

na JUT, poderia tornar mais eficiente o uso do garanhão do que uma 

dose de 500 x 106 de células viáveis depositada no corpo uterino. 

Além disso, sabe-se que o sêmen congelado equino tem menor 

habilidade em interagir com as células da tuba uterina, mantendo sua 

viabilidade por menos tempo. Em decorrência disso indica-se que a 

inseminação seja feita de 0 a 24 horas antes da ovulação ou até 6 horas 

após a ovulação (SQUIRES et al., 1999). 

KER (2010) e CANISSO (2008), utilizando dose inseminante de 

300 x 106 de espermatozóides móveis, alcançaram taxas de prenhez 

satisfatórias em éguas ao utilizarem sêmen de jumento congelado em 

inseminações no ápice do corno ipsilateral à ovulação. As taxas foram 

40% e 52%, respectivamente. 

Os baixos resultados de fertilidade obtidos para o sêmen 

congelado de jumentos na inseminação de éguas, e principalmente, na 

inseminação de jumentas, têm incentivado pesquisas na área. Melhores 

resultados poderiam em alguns casos garantir a preservação de algumas 

raças (TRIMECHE et al., 1998) e em outros viabilizar economicamente a 

utilização desta biotécnica para a espécie (LAGARES et al., 2008; KER, 

2010). Alguns dos resultados de fertilidade para o sêmen asinino 

criopreservado encontram-se sumariados na Tabela 1. 
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Tabela 1: Taxa de gestação de éguas e jumentas inseminadas com sêmen congelado 
de jumento após a ovulação. 

Taxa de 
prenhez por 

ciclo 
Fêmea 

inseminada 
Momento da 
Inseminação 

Dose 
inseminante 

(x 106 spz 
móveis) 

Pesquisador 

33% (6/20) éguas Pós ov. 250 VIEIRA et al. (1985) 
44% (6/14) éguas Pós ov. 250 ARRUDA et al. (1986) 
66% (2/3) éguas Pós ov. 800 PAPA et al. (1999) 
40% (4/10) éguas Pós ov. 800 OLIVEIRA et al. (2006) 
52% (31/60) éguas Pós ov. 300 CANISSO (2008) 
36% (18/50) éguas Pós ov. 400 VIDAMENT et al. (2009) 
40% (10/25) éguas Pós ov. 300 KER (2010) 
21% (8/38) jumentas Pós ov. 600 TRIMECHE et al. (1998) 
0% (0/53) jumentas Pós ov. 800 OLIVEIRA et al. (2006) 
11% (4/38) jumentas Pós ov. 400 VIDAMENT et al. (2009) 

 

 

2.7. Efeito do tratamento com Ciclodextrina Carregada com 
Colesterol (CCC) na qualidade do sêmen descongelado 

De forma geral, o tratamento com CCC antes do congelamento de 

sêmen aumenta a motilidade total e/ou integridade de membrana. Esse 

benefício pode ser em pequena escala, com melhoria em poucos pontos 

percentuais, ou considerável, em torno de 25%. A maioria dos estudos 

reporta taxas de aumento de 10 a 20% (Tabela 2). No entanto, o 

benefício do tratamento com CCC varia para espermatozóides de 

diferentes espécies, diferentes linhagens dentro de uma mesma espécie, 

de indivíduo para indivíduo e espermatozóides tratados de diferentes 

maneiras (sêmen sexado, por exemplo). 

Tem se notado que o tratamento com CCC beneficia o sêmen de 

espécies cujos espermatozóides são sensíveis ao choque pelo frio, mas o 

mesmo não parece ter nenhum efeito em espécies cujos 

espermatozóides não são sensíveis ao choque pelo frio, como coelho e 

truta arco-íris. Esta falta de benefício pode ser esperada, pois o coelho já 

apresenta naturalmente uma alta relação colesterol : fosfolipídeos (0,88; 

WATSON, 1981), sendo improvável que o tratamento com CCC possa 

aumentar o teor de colesterol dos espermatozóides de forma significativa. 
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Além da diferença na forma como os espermatozóides de 

diferentes espécies são afetadas pelo tratamento com CCC, há também 

uma variação entre indivíduos e linhagens dentro de uma mesma 

espécie. Por exemplo, os espermatozóides de garanhões que 

normalmente não congelam bem (classificados como "maus 

congeladores") se beneficiam mais quando tratados com CCC do que 

espermatozóides de garanhões que normalmente congelam bem (“bons 

congeladores”) (MOORE et al. 2005). 

É importante ressaltar que os efeitos benéficos observados após 

criopreservação são devidos ao aumento do teor de colesterol celular e 

não às ciclodextrinas por si só, uma vez que o espermatozóide tratado 

apenas com ciclodextrinas antes da criopreservação (com intuito de 

remover o colesterol das células) tende a diminuir as taxas de 

sobrevivência de células espermáticas de carneiro após 

descongelamento (MOCÉ et al. 2010). Por outro lado, os 

espermatozóides de coelho e truta arco-íris tratados apenas com 

ciclodextrina apresentaram taxas semelhantes de sobrevivência aos não 

tratados após descongelamento (MOCÉ & GRAHAM, 2005; MÜLLER et 

al., 2008) (Tabela 2). Isso pode ser devido à retirada de colesterol da 

membrana espermática destas espécies não ser tão intensa ao ponto de 

prejudicar a habilidade da célula em resistir ao choque pelo frio. 

OLIVEIRA (2010), trabalhando com diferentes níveis de 

incorporação de CCC ao sêmen de jumentos Pêga antes da 

criopreservação (0 mg, 1 mg, 2 mg, e 3 mg), chegou a conclusão de que 

todos os tratamentos foram superiores ao sêmen não tratado após as 

avaliações in vitro (teste com IP/FITC-PNA, motilidade computadorizada, 

HOST, morfologia espermática e supravital), sendo o tratamento com 1 

mg o mais viável economicamente, uma vez que não houve diferença 

entre os tratamentos. 
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Tabela 2: Concentrações de CCC utilizadas para tratamento de espermatozóides e qualidade espermática observada após descongelamento 
para algumas espécies.  

Motilidade total 
(%) 

Integridade de 
membrana (%) Espécies Autores Concentração 

Contr. + Col. Contr. + Col. 
Purdy & Graham (2004a) 1,5 mg CCC / 120 x 106 sptz 42 60 46 55 
Purdy et al. (2005) 1,5 mg  CCC / 120 x 106 sptz - - 60 76 
Mocé & Graham (2006) 2 mg CCC / 120 x 106 sptz 58 58 45 62 
Amorim et al. (2009) 1,5 mg / 120 x 106 sptz 40 54 30 50 

Bovino 
 

Moraes et al. (2010) 1,5 mg / 120 x 106 sptz 32 56   

Combes et al. (2000) 0,125 mmol colesterol / L 43-52 63-67 35,8-39,7 53,2-60,5 
Zahn et al. (2002) 0,125 mM 69 67 44 49 
Moore et al. (2005) 1,5 mg CCC / 120 x 106 sptz 62 72 47 56 
Spizziri et al. (2010a) 1,5 mg CCC / 120 x 106 sptz 37 51 - - 

Equino 

Oliveira et al. (2010) 1,5 mg CCC / 120 x 106 sptz Motilidade similar 20 34 

Álvarez et al. (2006) 2 mg CCC / 120 x 106 sptz 30 45 23 (MIAI) 31 (MIAI) 
1 mg CCC / 120 x 106 sptz 64,2 74,8 17,7 (MIAI) 34,4 (MIAI) 
2 mg CCC / 120 x 106 sptz 64,2 80,0 17,7 (MIAI) 31,8 (MIAI) 

Asinino 
Oliveira (2010) 

3 mg CCC / 120 x 106 sptz 64,2 81,1 17,7 (MIAI) 36,1 (MIAI) 

Barrera-Compean et al. 
(2005) 

2,5 mg CCC / 120 x 106 sptz 42 52 53 57 Ovino 

Tomás et al. (2008) 1 mg CCC / 120 x 106 sptz 42 48 40 49 

de Graaf et al. (2007) 
(Sêmen sexado) 

1,8 mg CCC / 120 x 106 sptz 80 70 - - 

Mocé et al. (2010) 2 mg CCC / 120 x 106 sptz 28 45-46 24 45-47 

Caprino 

Purdy et al. (2010) 2 mg CCC / 120 x 106 sptz 36 38 41 49 
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Zeng & Terada (2000) 20 mM HBC+5 mM col. a 500 x 106 sptz/mL 35 52 8 13 
Zeng & Terada (2001) 20 mM MBC+10 mM col. a 500 x 106 sptz/ 

mL 
31 31 - - 

Torres et al. (2009) 1,5 mg CCC / 120 x 106 sptz 37 46 - - 

Suíno 

Torres et al. (2009b) 1 mg CCC / 120 x 106 sptz 57 63 - - 

Loomis & Graham (2008) 2 mg CCC / 120 x 106 sptz 9-52 38-55 - - Camundongo
Movassaghi et al. (2009) 1–2 mg CCC sonicada / mL 

(concentração desconhecida) 
29 66-71 - - 

Coelho Mocé & Graham (2005) 5 mg CCC / 120 x 106 sptz 14 17 33 31 

Truta Müller et al. (2008) 0,4 µmol col. (5 µmol MBC / 109 sptz) 3-15 3-15 - - 
Contr.:sêmen não tratado com ciclodextrina carregada com colesterol (CCC). + Col.: sêmen tratado com CCC antes do congelamento. MIAI: 
membrana plasmática íntegra e acrossomo íntegro. HBC: 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina. MBC: metil-β-ciclodextrina. Sptz: espermatozóides. 
(Adaptado de MOCÉ et al., 2010a). 



 

27 
 

 

 

2.8. Efeito da Ciclodextrina Carregada com Colesterol na 
capacidade de fertilização do espermatozóide 

Na Tabela 3 está sumarizada a capacidade de fertilização dos 

espermatozóides tratados com CCC quando utilizados ensaios in vitro. Na 

maioria dos estudos, os espermatozóides tratados com CCC 

apresentaram maior taxa de penetração de ovócitos e/ou maior número 

de espermatozóides ligados à zona pelúcida ou membranas 

perivitelínicas da gema de ovo. 

Discute-se entre os pesquisadores a maneira como se deve testar 

a eficiência da adição de colesterol à membrana plasmática. MOORE et 

al. (2005), utilizando mesmo número de espermatozóides totais para 

realizar o ensaio (fixando-se o número de palhetas e favorecendo aquele 

tratamento com melhor motilidade e viabilidade), relataram que os 

espermatozóides de equinos tratados com CCC apresentaram maior 

capacidade fecundante. O mesmo resultado foi encontrado por TOMÁS et 

al. (2009b) quando a motilidade e viabilidade foram semelhantes entre o 

grupo tratado ou não para realização dos ensaios com sêmen de caprino. 

Outros estudos, porém, relatam taxas similares de fertilização in 

vitro (PURDY & GRAHAM 2004b) e ligação à zona pelúcida (SPIZZIRI et 

al. 2010a) para espermatozóides tratados e não tratados, quando mesmo 

número de espermatozóides móveis foi utilizado no ensaio para ambos os 

grupos.  

Resultados para testes de fertilidade in vivo estão resumidos na 

Tabela 4. Embora a qualidade do sêmen em geral seja melhor para os 

espermatozóides tratados com CCC após a criopreservação, isto não tem 

se traduzido em uma maior capacidade de fertilização in vivo. Embora 

taxas de fertilidade mais baixas de espermatozóides tratados com CCC 

em relação ao controle tenham sido relatadas em garanhões (ZAHN et al. 

2002), na maioria dos estudos o sêmen tratado com CCC e o controle 

têm mostrado taxas de fertilidade semelhantes (em truta arco-íris, 
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carneiros e garanhões; MÜLLER et al. 2008; PURDY & GRAHAM, 2004b; 

PURDY et al. 2010; SPIZZIRI et al. 2010a). 

Tabela 3: Efeito da ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) na fertilidade in vitro. 

Espécies Teste Parâmetro Avaliado Controle 
Tratado 

CCC 
Tratado 

Ciclo 

Bovino ab MPVGO Nº sptz ligados/MPVGO 62 a 

85 b 

115 a 

157 b 

- 

- 

Bovino c FIV-bov Clivagem 

Blastocistos/ovócito 

clivado 

48% 

25% 

46% 

26% 

- 

- 

Equino de ELZP-bov Nº sptz ligados/ZP 

 

Nº sptz ligados à ZP/ 

motilidade espermática 

15 d 

13,4 e 

0,23 d 

13,4 e 

48 d 

21 e 

0,64 d 

21 e 

- 

- 

- 

- 

Caprino f ELZP-bov 

ELZP-ovi 

Nº sptz ligados/ZPb 

Nº sptz ligados/ZPo 

4,6 

9,3 

12 

27,3 

- 

- 

Suíno g FIV-suíno Taxa de penetração 1,8% - 46,3% 

Suíno h EPE-suíno Ovócitos penetrados 

Nº sptz/ovócito penetrado 

51,47% 

3,35 

69,27% 

4,97 

52,66% 

3,66 

Controle: sêmen sem adição de colesterol; Tratado CCC: sêmen tratado com 
ciclodextrina carregada com colesterol; Tratado Ciclo: espermatozóides tratados com 
ciclodextrina; MPVGO: membrana perivitelínica da gema de ovo de galinha; FIV-bov: 
fertilização in vitro de ovócitos bovinos maturados in vitro ; ELZP-bov: ensaio de ligação à 
zona pelúcida de ovócitos bovinos imaturos; ELZP-ovi: ensaio de ligação à zona pelúcida 
de ovócitos ovinos imaturos; ZPb:  zona pelúcida bovina; ZPo: zona pelúcida ovina; FIV-
suíno: fertilização in vitro de ovócitos suínos maturados in vitro; EPE-suíno: ensaio de 
penetração espermática em ovócitos imaturos de suínos. Sptz: espermatozóides. 
a
 AMORIM et al. (2009); b

 MORAES et al. (2010); c
 PURDY & GRAHAM (2004b); d

 
MOORE et al. (2005); e

 SPIZZIRI et al. (2010a); f
 MOCÉ et al. (2010b); g

 MAO et al. 
(2005); h TOMÁS et al. (2009b). (Adaptado de MOCÉ et al.,2010a). 
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Tabela 4: Efeito do tratamento do sêmen com CCC sobre a fertilidade dos 
espermatozóides in vivo. 

Espécies Dose Inseminate Controle 
Tratado 

CCC 
Tratado 

Ciclo 

Bovino a 750.000 sptz totais/IA 50% (16/32) 59% (19/32) - 

Equino b 800 x 106 sptz móveis/IA 75% (9/12) 25% (3/12) - 

Equino c 400 x 106 sptz totais/IA 28,6% (6/21) 15% (3/20) - 

Truta d 1 x 109 sptz/200 ovos >40% >40% ≈ 20% 

Caprino e 100 x 106 sptz totais/IA 45,3% (13/29) 41% (15/36) - 

Controle: sêmen sem adição de colesterol; Tratado CCC: sêmen tratado com 
ciclodextrina carregada com colesterol; Tratado Ciclo: espermatozóides tratados com 
ciclodextrina. Sptz: espermatozóides. 
a PURDY & GRAHAM (2004b); b ZAHN et al. (2002); c SPIZZIRI et al. (2010a); d MÜLLER 
et al. (2008); e PURDY et al. (2010). (Adaptado de MOCÉ et al., 2010a). 
 

Percebe-se que pouco ainda se sabe sobre a capacidade de 

fertilização in vivo do sêmen criopreservado com adição de colesterol, 

sendo que apenas cinco trabalhos testaram até o momento a capacidade 

fertilizante deste sêmen em animais (Tabela 4). É inexistente ainda este 

teste para o sêmen asinino congelado com adição de CCC. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

  Esta dissertação foi resultado de dois experimentos. O 

experimento 1 foi realizado durante a estação de monta 2009-2010 e o 

experimento 2 durante a estação de monta 2010-2011. 

 

3.1. Experimento 1 
Foi realizado durante os meses de novembro de 2009 a fevereiro 

de 2010, no Setor de Equideocultura do Departamento de Zootecnia da 

Universidade Federal de Viçosa, localizado no município de Viçosa – MG, 

latitude 20º45´14´´sul e longitude 42º52´55´´oeste; e em um haras privado 

de produção comercial de muares e asininos, localizado no município de 

Guaraciaba – MG, latitude 20º34´15´´ sul e longitude 43º00´28´´ oeste. 

 

3.1.1. Manejo dos animais 
Como doadores de sêmen foram utilizados dois jumentos da raça 

Pêga (J1 e J2) com cinco anos de idade. Antes do início do período 

experimental os animais foram submetidos ao processo de esgotamento 

das reservas espermáticas extragonadais, realizando-se uma coleta diária 

durante sete dias. Ambos se apresentaram comprovadamente férteis, 

conforme exame andrológico e histórico reprodutivo. 

Os animais foram mantidos em baias e soltos durante três a seis 

horas por dia. Os jumentos receberam volumoso a base de capim napier 

picado (Pennisetum purpureum) e concentrado farelado, nas quantidades 

que atendem as exigências nutricionais da categoria para mantença 

(NRC, 2007). Sal mineral e água de boa qualidade foram fornecidos à 

vontade. 

Para realização das inseminações foram utilizadas 30 éguas 

mestiças com grau de sangue predominante da raça Bretã, entre éguas 

solteiras, paridas e potras, pertencentes ao setor de Equideocultura do 

DZO/UFV, com histórico reprodutivo conhecido e idade variando entre 2 e 
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18 anos (9 anos de média). As éguas foram mantidas a pasto e 

receberam capim napier picado (Pennisetum purpureum) e concentrado 

farelado, nas quantidades que atenderam as exigências nutricionais da 

categoria para mantença (NRC, 2007). Sal mineral e água de qualidade 

foram fornecidos à vontade. 

 

3.1.2. Coleta de sêmen  
O sêmen foi coletado em intervalos de 48-72 horas, utilizando 

vagina artificial (modelo Hannover), devidamente preparada com água à 

temperatura entre 45 e 50 ºC. As coletas de sêmen do J1 foram 

realizadas entre os dias 02/11/2009 e 07/12/2009, e as coletas do J2 do 

dia 21/12/2009 ao dia 28/01/2010. Para as coletas de J1 se utilizou 

jumenta como manequim contida por peias, e para as coletas de J2 se 

utilizou égua contida em tronco. 

Após a coleta, foram avaliados a motilidade espermática total (0-

100%), o vigor espermático (0-5), a concentração (câmara de Neubauer, 

após diluição de uma parte de sêmen para noventa e nove partes de 

água destilada), a morfologia espermática e reação ao teste hiposmótico 

e ao teste de coloração supravital. 

 

3.1.3. Preparo da solução de Ciclodextrina Carregada com 
Colesterol (CCC) 

Metil-β-ciclodextrina foi carregada com colesterol adotando a 

metodologia descrita por PURDY & GRAHAM (2004a). Onde, 200 mg de 

colesterol (C3045; Sigma) foram dissolvidos em 1 mL de clorofórmio 

(Synth) em um tubo de vidro. Em um becker foi dissolvido 1 g de metil-β-

ciclodextrina (C4555; Sigma) em 2 mL de metanol (Ecibra). Em seguida, 

uma alíquota de 0,45 mL da solução de colesterol-clorofórmio foi 

adicionada à solução de ciclodextrina, e a mistura agitada até ficar 

branca. Depois, a mistura foi colocada em uma placa de Petri de vidro e 

os solventes foram removidos por evaporação usando placa aquecedora 
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a temperatura de 37 ºC por um período de 48 horas. Os cristais 

resultantes foram removidos da placa por raspagem, com auxilio de uma 

espátula, e estocados em tubos de vidro a temperatura ambiente. 

A solução de trabalho de CCC neste experimento foi preparada 

pela adição de 50 mg de cristais de CCC em 1 mL de diluidor  STALP 

(MOORE et al., 2005) (Anexo 7.1) a 37 ºC e homogeneizada por agitação 

com auxílio de um agitador vortex. Esta solução foi mantida congelada a -

80 ºC até sua utilização, quando foi aquecida a 37 ºC e homogeneizada 

antes da incubação com sêmen. 

 

3.1.4. Processamento do sêmen e tratamento com CCC  
Após avaliação o sêmen foi diluído com diluidor STALP (MOORE 

et al., 2005) para concentração de 120 milhões de espermatozóides por 

mililitro. Oitenta mililitros deste sêmen foram distribuídos em oito tubos 

cônicos de centrífuga de 15 mL, sendo cada tubo preenchido com 10 mL. 

A quatro tubos contendo o sêmen diluído foi adicionado 1 mg de 

CCC/120 x 106 espermatozóides (OLIVEIRA, 2010), o que corresponde a 

200 µL da solução de trabalho de CCC por tubo (Tratamento 1 – T1). O 

sêmen dos outros quatro tubos não recebeu adição de CCC (Tratamento 

2 – T2). As amostras foram então incubadas a temperatura ambiente por 

15 minutos, sendo colocadas dentro de uma caixa de isopor para 

proteção contra luz. 

Após o período de incubação, o sêmen foi centrifugado a 600 g 

durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado com uma seringa de 20 

mL acoplada a uma palheta de 0,5 mL por uma ponteira de 100 µL, e o 

pellet de cada tubo foi ressuspendido com 2 mL de diluente lactose-EDTA 

contendo 5% de glicerol (MARTIN et al., 1979) (Anexo 7.2). 

Após a ressuspensão, o conteúdo dos quatro tubos de cada 

tratamento foi reunido num único tubo para determinação da 

concentração espermática. Quantidade do mesmo diluidor foi então 
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adicionada para se obter uma concentração final de 200 milhões de 

espermatozóides/mL. 

 

3.1.5. Congelamento do sêmen 
Feita a ressuspensão o sêmen foi envasado em palhetas de 0,5 

mL. As palhetas foram resfriadas seguindo metodologia descrita por 

FÜRST et al. (2005), onde foram colocadas em um tubo de ensaio de 20 

mL com tampa, em temperatura ambiente. Em seguida, o tubo de ensaio 

foi revestido por um saco plástico e inserido dentro de um recipiente de 

plástico (mamadeira) de 240 mL contendo 120 mL de álcool absoluto 

(Figura 2). O recipiente foi colocado na posição horizontal dentro de uma 

geladeira de 280 L, com temperatura interna de 4-5 ºC, de forma a 

produzir taxa média de resfriamento de -0,5 ºC por minuto em um tempo 

de resfriamento 35 minutos. Em seguida o sêmen foi mantido por mais 25 

minutos a temperatura de 4-5 ºC. 

 

 
 

Figura 2: Recipiente utilizado para o resfriamento do sêmen. Cada tubo suporta até 10 
palhetas de 0,5 mL. Temperatura interna da geladeira sempre mensurada com auxílio de 
um termômetro digital. 
 

Após o resfriamento uma palheta de cada tratamento foi retirada 

para avaliação da motilidade total, vigor, HOST, morfologia e coloração 

supravital. 

As palhetas restantes foram distribuídas sobre rampa flutuante 

(Figura 3) com 4 cm de altura e mantidas no vapor de nitrogênio por 15 

minutos (-60 ºC/min; COCHRAN et al., 1984). Em seguida foram 
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mergulhadas no nitrogênio líquido e então armazenadas em botijão 

criogênico (-196 ºC). 

 

 
 
Figura 3: Rampa metálica flutuante com 4 cm de altura utilizada para congelamento do 
sêmen. Capacidade para 80 palhetas de 0,5 mL. 
 
 

3.1.6. Descongelamento do sêmen 
As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37 ºC por 30 

segundos (CBRA, 1998) para posteriores análises e inseminações. 

 

3.1.7. Testes in vitro para avaliar a viabilidade espermática do 
sêmen descongelado 

3.1.7.1. Avaliação subjetiva da motilidade espermática 

Uma palheta do tratamento 1 e uma do tratamento 2 foram 

descongeladas e o sêmen depositado e mantido em tubos plásticos de 

1,5 mL em banho-maria a 37 ºC. Seis microlitros de cada amostra foram 

colocados sobre lâmina e sob lamínula para avaliação da motilidade 

espermática total (0-100%) e vigor espermático (0-5) pelo método de 

duplo cego (dois avaliadores). Todo material que entrou em contato com 

o sêmen estava aquecido a 37 ºC. As leituras foram realizadas em 

microscopia de contraste de fase com objetiva de 400x. 

 

3.1.7.2. Teste Hiposmótico (HOST) 
Foram diluídos 100 µL de sêmen em 1 mL de solução de sacarose 

100 mOsmol/Kg (Anexo 7.3) aquecida em banho-maria a 37 ºC. Os tubos 
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de 1,5 mL contendo a mistura foram incubados por 60 minutos na mesma 

temperatura e posteriormente fixados com 0,5 mL de solução de formol 

salino (HANCOCK, 1957) para futura leitura. 

As células foram classificadas pela presença ou ausência de cauda 

enrolada, segundo padrões descritos por NEILD et al. (1999). O cálculo 

da reação hiposmótica foi realizado por meio da seguinte fórmula: HOST= 

(% de caudas enroladas após o HOST) – (% de caudas enroladas antes 

do HOST) conforme descrito por MELO & HENRY (1999). 

 

3.1.7.3. Coloração supravital (vivos e mortos) 
A coloração supravital foi realizada utilizando o corante eosina 

amarela a 0,5% (Newprov®). Uma gota do corante foi colocada sobre uma 

lâmina para que se aquecesse a 37 ºC antes de entrar em contato com o 

sêmen a ser avaliado. Amostra de 10 µL do sêmen foi depositada sobre 

uma lâmina e posteriormente 10 µL do corante foram homogeneizados 

com o sêmen sobre placa aquecedora a 37 ºC.  

Após incubação por três minutos (OLIVEIRA, 2010) confeccionou-

se um esfregaço para realização da leitura. Foram classificados como 

vivos os espermatozóides que não se coraram e como mortos aqueles 

que apresentaram o núcleo corado de vermelho. As leituras foram 

realizadas logo após a realização do esfregaço em aumento de 400 x. 

 

3.1.7.4. Teste de termorresistência (TTR)  
A longevidade dos espermatozóides congelados/descongelados foi 

avaliada por meio do teste de termorresistência. Após o 

descongelamento, uma alíquota de 200 µL do sêmen foi incubada em 

tubo plástico de 1,5 mL em banho-maria a 37 ºC por 120 minutos. Foram 

realizadas avaliações subjetivas, por método de duplo cego (dois 

avaliadores), em microscopia de contraste de fase, da motilidade total e 

do vigor. Utilizou-se preparo em câmara úmida, com lâmina e lamínula 
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(aquecidas a 37 ºC), sendo as leituras realizadas nos tempos 0 (T0), 30 

(T30), 60 (T60), 90 (T90) e 120 (T120) minutos de incubação.  

 

3.1.7.5. Morfologia espermática  
Uma amostra de 100 µL do sêmen foi acondicionada em tubos 

plásticos de 1,5 mL contendo 1,0 mL de solução de formol salino 

(HANCOCK, 1957) a 37 ºC. A análise da morfologia foi realizada por 

preparo de câmara úmida em microscopia de contraste de fase, com 

aumento de 1000 x, seguindo classificação descrita por BLOM (1973), 

onde as anormalidades foram divididas em defeitos maiores, defeitos 

menores e defeitos totais. 

 

3.1.8. Controle da ovulação e inseminações 

Para facilitar o manejo e concentrar as inseminações, as éguas 

tiveram o estro induzido com utilização de Prostaglandina-2-alfa (5mg de 

Dinoprost = 1 mL de Lutalyse® intramuscular) quando em diestro. A 

rufiação e palpação transretal das éguas foram feitas uma ou duas vezes 

por semana e aquelas em estro foram submetidas à palpação retal diária, 

até a detecção de um folículo ≥35 mm de diâmetro. A partir daí as 

palpações passaram a ser realizadas a cada 6 horas, até a detecção da 

ovulação, quando os animais foram então inseminados. Durante o 

controle folicular foi utilizado diariamente aparelho de ultrassonografia 

para mensuração do diâmetro do folículo pré-ovulatório e avaliação dos 

órgãos reprodutivos das éguas. 

As éguas a serem inseminadas foram conduzidas ao tronco de 

contenção e seu preparo consistiu em bandagem e suspensão da cauda, 

retirada das fezes da ampola retal, lavagem da região do períneo com 

água e sabão neutro e secagem (Figura 4). 
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Figura 4: Égua devidamente contida em tronco para realização da IA. À esquerda: 
Cauda suspensa com bandagem e períneo higienizado. À direita: Inspeção do vestíbulo 
da vagina para detectar possíveis sujidades. 

  
Para o cálculo do número de palhetas a serem utilizadas em cada 

inseminação, utilizou-se como parâmetro a motilidade total do sêmen 

descongelado e avaliado previamente, sendo que a dose foi de 300 

milhões de espermatozóides móveis. 

As palhetas a serem utilizadas foram descongeladas no laboratório 

e o sêmen de todas reunido num tubo de ensaio de vidro com fundo 

arredondado previamente aquecido a 37 ºC. O tubo foi levado ao local de 

inseminação em banho-maria na mesma temperatura. Uma seringa de 20 

mL foi acoplada à pipeta de inseminação (Minitub®), de 75 cm, para que o 

sêmen do tubo fosse succionado para a mesma. Desta forma a pipeta foi 

introduzida no útero da égua já contendo o sêmen. As inseminações 

foram realizadas depositando-se o sêmen no ápice do corno ipsilateral à 

ovulação. 

Foram utilizados 60 ciclos das 30 éguas, sendo 30 inseminações 

com sêmen do tratamento 1 (T1 - 1 mg de CCC/120 x 106 de 

espermatozóides) e 30 com sêmen do tratamento 2 (T2 - sem adição de 

CCC). Vinte e sete ciclos foram utilizados para inseminações com J1 (14 

com T1 e 13 com T2). A média da idade das éguas inseminadas com J1 

foi de 10,5 anos (variando de 4 a 18 anos). 
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Para inseminações com J2 foram utilizados 33 ciclos (sendo 16 

com T1 e 17 com T2). As éguas tinham idade entre 2 e 18 anos (8 anos 

em média). 

 

3.1.9. Diagnóstico de gestação 

Os diagnósticos de gestação foram realizados entre 12 e 14 dias 

após a ovulação por meio de ultrassonografia (ALOKA® SSD 500, Japão) 

utilizando transdutor linear transretal de 5 MHz. 

 

3.1.10. Análise estatística 
As variáveis-dependentes consideradas foram: motilidade total do 

sêmen, vigor espermático, morfologia espermática, reatividade ao HOST 

e espermatozóides vivos pela coloração com eosina. 

As variáveis foram submetidas ao teste de Lilliefors para 

verificação de normalidade dos dados, e Cochran (números iguais de 

repetições dentro de cada nível) e Bartlett (números desiguais de 

repetições) para verificar a homogeneidade das variâncias. Aqueles 

dados que não atenderam a premissa da ANOVA, foram submetidos à 

análise não paramétrica e as médias comparadas pelos testes de 

Kruskal-Wallis com probabilidade de erro de 5%. As variáveis que 

atenderam às premissas foram submetidas à análise de variância sendo 

as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK) com 

5% de probabilidade de erro. 

A taxa de gestação foi avaliada pelo teste de dispersão de 

frequência Qui-Quadrado (X²) para verificação das possíveis diferenças 

entre os tratamentos. Foi utilizado o programa estatístico SAEG (UFV, 

1997). 
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3.2. Experimento 2 
O segundo experimento foi realizado durante os meses de 

setembro de 2010 a janeiro de 2011, no Setor de Equideocultura do 

Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Viçosa, 

localizado no município de Viçosa – MG, latitude 20º45´14´´sul e longitude 

42º52´55´´oeste. 

 

3.2.1. Manejo dos animais 
Como doador de sêmen foi utilizado um jumento da raça Pêga (J1) 

com seis anos de idade (mesmo J1 do experimento 1). Antes do início do 

período experimental o animal foi submetido ao processo de esgotamento 

das reservas espermáticas extragonadais, realizando-se uma coleta diária 

durante sete dias. O animal se apresentou comprovadamente fértil, 

conforme exame andrológico e histórico reprodutivo.  

O jumento foi mantido em baia e solto durante um período de três 

a seis horas por dia e recebeu volumoso a base de capim napier picado 

(Pennisetum purpureum) e concentrado farelado nas quantidades que 

atenderam as exigências nutricionais da categoria para mantença (NRC, 

2007). Sal mineral e água de boa qualidade foram fornecidos à vontade. 

Foram utilizados 60 ciclos de 27 éguas mestiças (solteiras, paridas 

e potras) com predominância do sangue Bretão pertencentes ao setor de 

Equideocultura do DZO/UFV, com histórico reprodutivo conhecido. As 

éguas foram mantidas a pasto e recebiam capim napier picado 

(Pennisetum purpureum) e concentrado nas quantidades que atendessem 

as exigências de mantença para as categorias (NRC, 2007), sal mineral e 

água de qualidade à vontade. 

 

3.2.2. Coleta de sêmen  
O sêmen foi coletado em intervalo de 48-72 horas (do dia 

22/09/2010 ao dia 27/10/2010), utilizando vagina artificial (modelo 

Hannover), devidamente preparada com água à temperatura de 45-50 ºC. 
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Foi utilizada jumenta contida por peias como manequim para realização 

das coletas. 

Após a coleta, foram avaliados a motilidade espermática total (0-

100%), o vigor espermático (0-5), a concentração (câmara de Neubauer, 

após diluição de uma parte de sêmen para noventa e nove partes de 

água destilada), a morfologia espermática e reação ao teste hiposmótico 

e ao teste de coloração supravital. 

 

3.2.3. Preparo da solução de Ciclodextrina Carregada com 
Colesterol (CCC) 

O preparo da CCC foi semelhante ao experimento 1, porém a 

solução de trabalho foi preparada pela adição de 50 mg de cristais de 

CCC em 1 mL de diluidor de centrifugação de MARTIN et al. (1979) 

(Anexo 7.2) a 37 ºC e homogeneizada por agitação com auxílio de um 

agitador vortex. Esta solução foi mantida congelada a -80 ºC até sua 

utilização, quando foi aquecida a 37 ºC e homogeneizada antes da 

incubação com sêmen. 

 

3.2.4. Processamento do sêmen e tratamento com CCC  
Todo o procedimento foi semelhante ao realizado no experimento 

1, porém foi utilizado no experimento 2 o diluidor de centrifugação de 

MARTIN et al. (1979) (Anexo 7.2) para diluição do sêmen, incubação e 

centrifugação. 

 

3.2.5. Congelamento do sêmen 
Semelhante ao experimento 1 (item 3.1.5.). 

 

3.2.6. Descongelamento do sêmen 
Semelhante ao experimento 1 (item 3.1.6.). 
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3.2.7. Testes in vitro para avaliar a viabilidade espermática do 
sêmen descongelado 

3.2.7.1. Avaliação subjetiva do movimento espermático 

Semelhante ao experimento 1 (item 3.1.7.1.). 

 

3.2.7.2. Teste hiposmótico (HOST) 
Semelhante ao experimento 1 (item 3.1.7.2.). 

  

3.2.7.3. Coloração supravital (vivos e mortos) 
Semelhante ao experimento 1 (item 3.1.7.3.). 

 

3.2.7.4. Teste de termorresistência (TTR)  
Semelhante ao experimento 1 (item 3.1.7.4.). 

 

3.2.7.5. Morfologia espermática  
Semelhante ao experimento 1 (item 3.1.7.5.). 

3.2.8. Controle da ovulação e inseminações 

Para facilitar o manejo e concentrar as inseminações, as éguas 

tiveram o estro induzido com utilização de Prostaglandina-2-alfa (5mg de 

Dinoprost = 1 mL de Lutalyse® intramuscular) quando em diestro. A 

rufiação e palpação transretal das éguas foram feitas uma ou duas vezes 

por semana e aquelas em estro foram submetidas à palpação retal diária, 

até a detecção de um folículo ≥35 mm de diâmetro. A partir daí as 

palpações passaram a ser realizadas a cada 6 horas, até a detecção da 

ovulação, quando os animais foram então inseminados. Durante o 

controle folicular foi utilizado diariamente aparelho de ultrassonografia 

para mensuração do diâmetro do folículo pré-ovulatório e avaliação dos 

órgãos reprodutivos das éguas. 

A ovulação de 24 ciclos (entre éguas solteiras, paridas e potras) foi 

induzida com 1250 UI de hCG (Vetecor®, Hertape Calier) quando 
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detectado folículo com diâmetro ≥35 mm e edema uterino, sendo 13 

ciclos utilizados para inseminação com T1 e 11 para o T2. 

As éguas a serem inseminadas foram conduzidas ao tronco de 

contenção e seu preparo consistia em bandagem e suspensão da cauda, 

retirada das fezes da ampola retal, lavagem da região do períneo com 

água e sabão neutro e secagem. 

As palhetas a serem utilizadas foram descongeladas no laboratório 

em caixa de isopor com água a 37 ºC e assim levadas ao curral para 

inseminação. Uma pipeta flexível de 75 cm (Minitub®) foi introduzida no 

corpo do útero via vaginal e depois guiada por palpação transretal ao 

ápice do corno ipsilateral à ovulação, onde o sêmen foi depositado com 

auxílio de um aplicador também da marca Minitub® por uma segunda 

pessoa. 

Para o cálculo do número de palhetas a serem utilizadas em cada 

inseminação, utilizou-se como parâmetro a motilidade total das partidas 

do sêmen no descongelamento prévio, sendo que a dose utilizada foi de 

300 milhões de espermatozóides móveis. 

Foram utilizados 60 ciclos de 27 éguas com idade entre 2 e 19 

anos (média de 9 anos), sendo 30 inseminações com sêmen do T1 e 30 

com sêmen do T2. 

3.2.9. Diagnóstico de gestação 

Os diagnósticos de gestação foram realizados entre 14 e 22 dias 

após a ovulação por meio de ultra-sonografia (ALOKA® SSD 500, Japão) 

utilizando transdutor linear transretal de 5 MHz. 

 

3.2.10. Análise estatística 
Semelhante ao experimento 1 (Item 3.1.10.). 
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Figura 5: Esquema simplificado do delineamento dos experimentos. 

 

COLETA DO SÊMEN 
(Vagina Artificial) 

Diluição com STALP 
(MOORE et al,, 2005) 
(120 x 106 sptz/mL) 

T1 – 1 mg 
CCC/120 x 106 

sptz 

T2 – 0 mg 
CCC/120 x 106 

sptz 

INCUBAÇÃO 
(15 min) 

CENTRIFUGAÇÃO 
(600 g / 10 min) 

ENVASE 
(Palhetas de 0,5 mL) 

RESFRIAMENTO / CONGELAMENTO 
(FÜRST et al., 2005) 

 
Avaliação 

subjetiva da 
motilidade e 
vigor e TTR 

 
Avaliação da 
morfologia 

espermática 

Avaliação da 
membrana 
plasmática 

(HOST, 
Supravital) 

 

Inseminações 
(300 x 106 

sptz móveis) 

Descongelamento a 
37 ºC / 30 seg 

Diluição com diluidor de 
centrifugação de MARTIN et al. 

(1979) (120 x 106  sptz/mL) 

Experimento 1       Experimento 2 

T1 – 1 mg 
CCC/120 x 106 

sptz 

T2 – 0 mg 
CCC/120 x 106 

sptz 

INCUBAÇÃO 
(15 min) 

CENTRIFUGAÇÃO 
(600 g / 10 min) 

ENVASE 
(Palhetas de 0,5 mL) 

RESFRIAMENTO / CONGELAMENTO 
(FÜRST et al., 2005) 

DILUIÇÃO PARA CRIOPRESERVAÇÃO 
(MARTIN et al., 1979) – (200 x 106 sptz/mL) 

DILUIÇÃO PARA CRIOPRESERVAÇÃO 
(MARTIN et al., 1979) – (200 x 106 sptz/mL) 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

No experimento 1 foram realizadas seis coletas de sêmen do 

jumento 1 (J1) e seis do jumento 2 (J2), e no experimento 2 realizou-se 

oito coletas do J1, sendo essas partidas utilizadas para as análises aqui 

citadas e para realização das inseminações. Os dados de J1 e J2 do 

experimento 1 foram agrupados para melhor visualização, uma vez que 

não houve diferença entre eles. 

 

4.1. Motilidade total e vigor  

Nas Tabelas 5 e 6 estão descritos valores médios e desvios 

padrão da motilidade total e do vigor do sêmen nas diferentes etapas do 

processo de congelamento após tratamento com CCC (T1) ou não (T2), 

para os experimentos 1 e 2, respectivamente.  

 
Tabela 5: Médias e desvios padrão da motilidade total e vigor espermático do sêmen 
dos jumentos utilizados no experimento 1 em diferentes etapas do processo de 
congelamento após o tratamento com ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) ou 
não.  
 

Etapa Motilidade Total (%) Vigor (0-5) 

SF 83,3 ± 2,5 A 3,7 ± 0,3 A 

SRT1 79,5 ± 2,8 AB 3,4 ± 0,3 B 

SRT2 77,3 ± 3,4 B 3,3 ± 0,4 B 

SCT1 43,7 ± 7,4 C 2,9 ± 0,3 C 

SCT2 37,5 ± 7,8 D 2,6 ± 0,3 C 

SF: sêmen fresco in natura. SRT1: sêmen resfriado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 
sptz/mL. SRT2: sêmen resfriado sem adição de CCC. SCT1: sêmen congelado com 
adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes (A, B, C, D) sobrescritas na mesma coluna 
diferem entre si (p<0,05) pelo teste SNK. 
 
 
 O sêmen fresco in natura nos dois experimentos apresentou 

valores de motilidade total e vigor dentro dos valores considerados 

normais pelos autores NISHIKAWA (1959), HENRY et al. (1987), 
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ARRUDA et al. (1989) e COSTA (1991), sendo que os valores médios 

foram praticamente iguais (83,3% e 83,7% e 3,7 e 3,8 para motilidade 

total e vigor, respectivamente, nos experimentos 1 e 2). OLIVEIRA (2010) 

e KER (2010) observaram motilidade e vigor médios semelhantes, de 

83,0% e 3,9 e 83,07% e 3,61 respectivamente. 

 
Tabela 6: Médias e desvios padrão da motilidade total e vigor espermático do sêmen do 
jumento utilizado no experimento 2 em diferentes etapas do processo de congelamento 
após o tratamento com ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) ou não. 
 

Etapa Motilidade Total (%) Vigor (0-5) 

SF 83,7 ± 2,3 A 3,8 ± 0,2 A 

SRT1 80,6 ± 1,8 AB 3,5 ± 0,0 B 

SRT2 78,7 ± 4,4 B 3,4 ± 0,2 B 

SCT1 52,5 ± 3,8 C 3,1 ± 0,2 C 

SCT2 50,6 ± 5,6 C 3,1 ± 0,2 C 
 SF: sêmen fresco in natura. SRT1: sêmen resfriado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 
106 sptz/mL. SRT2: sêmen resfriado sem adição de CCC. SCT1: sêmen congelado com 
adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes (A, B, C, D) sobrescritas na mesma coluna 
diferem entre si (p<0,05) pelo teste SNK. 
  

 Com relação ao sêmen resfriado o que se observou foi uma queda 

na motilidade total do sêmen do tratamento 2 (sem CCC) em relação ao 

sêmen fresco in natura, mostrando uma melhor preservação desta 

característica no sêmen tratado com CCC, cuja motilidade total foi 

semelhante ao in natura. Após o resfriamento foi detectada queda do 

vigor espermático com relação ao sêmen fresco in natura tanto para o 

sêmen tratado com CCC quanto para o sêmen sem adição de CCC em 

ambos os experimentos, não havendo diferença entre o tratamento 1 e 

tratamento 2 pós-resfriamento.  

 ÀLVAREZ et al. (2005) resfriando sêmen de jumentos por 24 e 48 

horas detectaram melhor motilidade total e integridade da membrana 

plasmática de espermatozóides após a adição de 1,5 e 2 mg de CCC ao 

meio diluidor.  
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 Para o sêmen congelado/descongelado CANISSO (2008), 

trabalhando com dois diluidores de congelamento obteve 44% de 

motilidade total no sêmen de jumentos Pêga. OLIVEIRA (2010) encontrou 

motilidade total média de 74,8% e 64,2% e motilidade progressiva de 

46,5% e 35,7% em análise computadorizada para sêmen com adição de 1 

mg e 0 mg de CCC respectivamente (p<0,05). 

 ÀLVAREZ et al. (2006) obtiveram motilidade total média de 41% e 

30% para sêmen descongelado com adição de 1,5 mg e 0 mg de CCC 

(p<0,05) respectivamente, em análise computadorizada da motilidade. 

Estes autores também utilizaram meio de congelamento lactose-EDTA, 

porém com 2,5% de glicerol. 

 No presente estudo os valores médios das motilidades totais para 

o sêmen descongelado dos tratamentos 1 e 2 foram respectivamente 

43,7% e 37,5% para o experimento 1 (p<0,05) e 52,5% e 50,6% para o 

experimento 2 (p>0,05). As motilidades acima estão de acordo com o 

recomendado pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (1998) para 

sêmen congelado de garanhões, que deve ser superior a 30%. A melhor 

motilidade do sêmen do tratamento 1 pós-resfriamento foi mantida após o 

descongelamento no primeiro experimento, mostrando neste caso uma 

melhor conservação de células móveis após o tratamento com CCC, 

porém este fato não se repetiu no segundo experimento, onde as 

motilidades nos dois tratamentos foram semelhantes. 

 O vigor do sêmen do experimento 1 está pouco abaixo do 3,0 

recomendado pelo Colégio (T1 = 2,9 e T2 = 2,6), sendo que no 

experimento 2 a média para o vigor foi de 3,1 para ambos os tratamentos. 

ARRUDA et al. (1989) e CANISSO (2008) observaram vigor de 3,8 e 3,4, 

sendo que OLIVEIRA (2010) registrou 3,0 e 2,9 para sêmen tratado com 

1 mg e 0 mg de CCC. Apesar de ser uma avaliação bastante subjetiva, 

baseando-se nos achados do presente experimento pode se supor que a 

estrutura envolvida no metabolismo energético do sêmen descongelado 

do experimento 1 (principalmente do sêmen sem adição de CCC) 
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provavelmente foi menos preservada do que a das amostras do 

experimento 2. 

 

4.2. Integridade física e funcional da membrana plasmática 
Estão sumarizados nas Tabelas 7 e 8 as médias e desvios padrão 

dos percentuais de espermatozóides vivos ao teste supravital e reativos 

ao teste hiposmótico (HOST) em função das diferentes etapas do 

processo de congelamento do sêmen do T1 e do T2 durante os 

experimentos 1 e 2, respectivamente.  

 
Tabela 7: Valores médios e desvios padrão dos percentuais de espermatozóides não 
corados ao teste supravital e reativos ao teste hiposmótico do sêmen utilizado no 
experimento 1 em função das etapas do processo de congelamento. 
 

Etapa Supravital (%) HOST (%) 

SF 84,7 ± 5,8A 86,9 ± 6,0A 

SRT1 77,2 ± 6,9AB 65,3 ± 8,0B 

SRT2 69,4 ± 10,6B 63,2 ± 9,2B 

SCT1 37,3 ± 11,4C 31,7 ± 12,7C 

SCT2 33,3 ± 11,1C 18,6 ± 8,3D 
SF: sêmen fresco in natura. SRT1: sêmen resfriado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 
sptz/mL. SRT2: sêmen resfriado sem adição de CCC. SCT1: sêmen congelado com 
adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes (A, B, C, D) sobrescritas na mesma coluna 
diferem (p<0,05) pelo teste SNK. 
  
 
 Nos dois experimentos se observou maior percentual de 

espermatozóides vivos ao teste supravital e maior percentual de 

espermatozóides reativos ao HOST nos espermatozóides in natura em 

relação aos resfriados (p<0,05). Esses percentuais foram maiores 

também nos espermatozóides resfriados se comparado aos 

congelados/descongelados (p<0,05). Isto indica que o processo de 

congelamento induziu lesões na membrana espermática, como era de se 

esperar. 
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Tabela 8: Valores médios e desvios padrão dos percentuais de espermatozóides não 
corados ao teste supravital e reativos ao teste hiposmótico do sêmen utilizado no 
experimento 2 em função das etapas do processo de congelamento. 
 

Etapa Supravital (%) HOST (%) 

SF 82,6 ± 4,5A 92,5 ± 2,7A 

SRT1 80,0 ± 5,3AB 54,9 ±9,7B 

SRT2 75 ± 4,7B 45,7 ± 14,6B 

SCT1 53,1 ± 9,3C 20,9 ± 9,2C 

SCT2 50,5 ± 4,5C 16,1 ± 7,4C 

SF: sêmen fresco in natura. SRT1: sêmen resfriado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 
sptz/mL. SRT2: sêmen resfriado sem adição de CCC. SCT1: sêmen congelado com 
adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes (A, B, C) sobrescritas na mesma coluna diferem 
(p<0,05) pelo teste SNK. 
 

 Ainda, quando considerado os testes SV e HOST para os 

diferentes tratamentos dentro de uma mesma etapa (resfriado e 

congelado), houve diferença entre eles apenas no sêmen pós-

descongelamento do experimento 1 para o teste hiposmótico, sendo que 

um percentual maior de espermatozóides do tratamento 1 reagiu ao teste 

se comparado ao tratamento 2 (31,7% versus 18,6%), mostrando maior 

quantidade de células funcionais no sêmen tratado com CCC quando se 

utilizou meio diluidor STALP para incubação/centrifugação (p<0,05). 

Ao contrário do encontrado por OLIVEIRA (2010), que observou 

valores médios de 49,9% e 32,5% (p<0,05) de espermatozóides não 

corados quando se adicionou 1 e 0 mg de CCC respectivamente, nos 

presentes estudos não houve diferença entre o sêmen do T1 e do T2 no 

teste supravital. 

Nos dois experimentos o percentual médio de espermatozóides 

não corados foi semelhante (p>0,05) entre o T1 e T2 (37,3% e 33,3% no 

experimento 1 e 53,1% e 50,5% no experimento 2, respectivamente), ou 

seja, a adição de 1 mg de CCC não melhorou a integridade física dos 

espermatozóides em nenhum dos experimentos. 

 ÀLVAREZ et al. (2006) encontraram percentual médio de 

espermatozóides com membrana integra e acrossoma íntegro de 30% e 
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23% para sêmen de jumentos Zamorano-Leonés (nove coletas de três 

animais) congelados com 1,5 e 0 mg de CCC/120 x 106 de 

espermatozóides, respectivamente (p<0,05). 

 Quanto ao percentual de células espermáticas reativas ao teste 

hiposmótico o sêmen fresco in natura nos experimentos 1 e 2 apresentou 

percentuais médios de células reativas de 86,9% e 92,5%, 

respectivamente. Esses resultados foram superiores aos 51,16% 

encontrados por CANISSO (2008), trabalhando com seis jumentos da 

raça Pêga e com a mesma solução hipotônica de incubação. 

 Em relação ao sêmen resfriado não houve diferença entre o sêmen 

do T1 e T2 em nenhum dos experimentos (p>0,05), porém o sêmen pós-

resfriamento no experimento 1 apresentou percentual maior de células 

funcionais do que no experimento 2 (65,3% e 63,2%, e 54,9% e 45,7% 

respectivamente, para T1 e T2), ou seja, pelo HOST houve um prejuízo 

menor à integridade funcional da membrana dos espermatozóides pós-

resfriamento no primeiro experimento, mesmo tendo o sêmen in natura 

neste caso apresentado valor médio de células reativas inferior ao 

segundo experimento. 

 Essa melhor preservação da funcionalidade da membrana se 

repetiu após o descongelamento no sêmen do T1. No primeiro 

experimento houve 31,7% e 18,6% (p<0,05) de células reativas, e no 

segundo, 20,9% e 16,1% (p>0,05), para o T1 e T2, respectivamente. 

Percebe-se que o sêmen tratado com CCC teve maior percentual médio 

de células funcionais do que o sem adição de CCC, quando se utilizou o 

meio STALP para incubação/centrifugação do sêmen. 

Esses resultados se assemelham aos de OLIVEIRA (2010) e 

ÀLVAREZ et al. (2006), que encontraram respectivamente 32,6% e 17,8% 

para sêmen tratado com 1 e 0 mg de CCC, e 31% e 24% para sêmen 

tratado com 1,5 e 0 mg de CCC. Porém foram inferiores ao encontrado 

por CANISSO (2008) (42%) e TRIMECHE et al. (1998) (47,6% a 64,8 %), 
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sendo que os últimos autores trabalharam com solução de 150 mOsmol 

de frutose e jumentos Poitou. 

 

4.3. Morfologia espermática 

Nas Tabelas 9 e 10 estão sumarizados os percentuais médios e 

desvios padrão das anormalidades espermáticas (classificação de BLOM, 

1973) em função das diferentes etapas do processo de congelamento do 

sêmen do T1 e T2 durante os experimentos 1 e 2, respectivamente.  

 
Tabela 9: Valores médios e desvios padrão dos percentuais de anormalidades 
espermáticas do sêmen do experimento 1. 
 

Etapa Defeitos Menores (%) Defeitos Maiores (%) Defeitos Totais (%) 

SF 3,6 ± 2,3B 3,2 ± 1,9C 6,7 ± 1,0B 

SRT1 6,2 ± 2,6AB 12,4 ± 6,0A 19 ± 7,2A 

SRT2 9,0 ± 6,5A 11,4 ± 3,2A 19,1 ± 5,2A 

SCT1 7,3 ± 3,9AB 9,1 ± 3,6AB 16,4 ± 4,7A 

SCT2 8,6 ± 5,4A 7,7 ± 2,3B 16,4 ± 5,1A 
SF: sêmen fresco in natura. SRT1: sêmen resfriado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 
sptz/mL. SRT2: sêmen resfriado sem adição de CCC. SCT1: sêmen congelado com 
adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes (A, B, C) sobrescritas na mesma coluna diferem 
(p<0,05) pelo teste SNK. 
 
 
 Se tratando da morfologia espermática os valores aqui 

encontrados para ambos os experimentos estão dentro dos parâmetros 

considerados normais pelo CBRA (1998) para garanhões, que são: para 

monta natural, até 30% de defeitos totais; e para sêmen congelado, até 

20% de defeitos maiores e 40% de defeitos totais. 

 O percentual de defeitos totais do sêmen fresco in natura foi 

inferior ao sêmen resfriado e congelado (p<0,05), não havendo diferença 

entre essas duas etapas e nem entre os tratamentos numa mesma etapa 

(p>0,05), ou seja, segundo o teste as anormalidades adquiridas foram 

devido aos procedimentos de diluição, manipulação, centrifugação e 

resfriamento, e não ao congelamento propriamente dito. 
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Tabela 10: Valores médios e desvios padrão dos percentuais de anormalidades 
espermáticas do sêmen do experimento 2. 
 

Etapa Defeitos Menores (%)* Defeitos Maiores (%) Defeitos Totais (%)* 

SF 4,6 ± 2,6b 1,9 ± 1,0B 6,5 ± 2,6b 

SRT1 11,1 ± 5,4ab 5,2 ± 2,9AB 16,4 ± 6,3a 

SRT2 13,1 ± 5,1a 4,7 ± 2,2AB 17,9 ± 4,8a 

SCT1 12,9 ±5,0a 6,5 ± 3,1A 19,4 ± 4,3a 

SCT2 10,1 ± 4,2ab 4,4 ± 3,1AB 14,5 ± 3,7ab 
SF: sêmen fresco in natura. SRT1: sêmen resfriado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 
sptz/mL. SRT2: sêmen resfriado sem adição de CCC. SCT1: sêmen congelado com 
adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes sobrescritas (A, B) na mesma coluna diferem 
(p<0,05) pelo teste SNK. 
* Valores seguidos por letras diferentes (a, b) sobrescritas na mesma coluna diferem 
entre si (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis. 
 

 

4.4. Longevidade espermática 
 Na Tabela 11 estão descritos os valores médios e desvios padrão 

das motilidades totais do sêmen durante incubação a 37 ºC por 120 

minutos para o teste de termorresistência (TTR) pós-descongelamento no 

experimento 1. Na Tabela 12 estão os mesmos dados para o experimento 

2. Os valores do experimento 1 dizem respeito apenas ao sêmen do 

jumento 2. As avaliações foram feitas a cada 30 minutos (T0 min, T30 

min, T60 min, T90 min, T120 min). 

 
 
Tabela 11: Valores médios e desvios padrão das motilidades totais do sêmen asinino 
criopreservado com adição de 1 mg de CCC/120 x 106 espermatozóides e sem adição 
de CCC durante incubação a 37 ºC para o teste de termorresistência (TTR) no 
experimento 1. 
 

Tratamento MOT T0 
(%)* 

MOT T30 
(%)* 

MOT T60 
(%) 

MOT T90 
(%) 

MOT T120 
(%)* 

SCT1 44,2 ± 8,0a 40,8 ± 4,9a 35,0 ± 0,0A 32,5 ± 4,2A 29,2 ± 5,8a 
SCT2 40,8 ± 9,7b 38,3 ± 8,2a 32,5 ± 6,9A 30,8 ± 4,9A 26,7 ± 5,2a 

SCT1: sêmen congelado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen 
congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes sobrescritas (A, B) na mesma coluna diferem 
(p<0,05) pelo teste SNK. 
* Valores seguidos por letras diferentes (a, b) sobrescritas na mesma coluna diferem 
entre si (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis. 
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Nas Tabelas 13 e 14 estão sumarizados os valores médios e 

desvios padrão do vigor do sêmen descongelado dos tratamentos 1 e 2 

nos experimentos 1 e 2, respectivamente.  

 

Tabela 12: Valores médios e desvios padrão das motilidades totais do sêmen asinino 
criopreservado com adição de 1 mg de CCC/120 x 106 espermatozóides e sem adição 
de CCC durante incubação a 37 ºC para o teste de termorresistência (TTR) no 
experimento 2. 
 

Tratamento MOT T0 
(%) 

MOT T30 
(%) 

MOT T60 
(%) 

MOT T90 
(%) 

MOT T120 
(%) 

SCT1 52,5 ± 3,8A 48,7 ± 6,4A 44,4 ± 4,2A 41,2 ± 5,2A 35,6 ± 4,2A 
SCT2 50,6 ± 5,6A 48,7 ± 4,4A 43,7 ± 5,8A 41,8 ± 2,6A 36,2 ± 5,8A 

SCT1: sêmen congelado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen 
congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes sobrescritas (A, B) na mesma coluna diferem 
(p<0,05) pelo teste SNK. 
 
 

A motilidade total e o vigor do sêmen descongelado dos dois 

tratamentos se comportaram de maneira bem semelhante nos diferentes 

tempos de avaliação durante o teste de termorresistência. No 

experimento 1 apesar do sêmen do T1 ter iniciado o TTR com motilidade 

superior (p<0,05), esta motilidade se tornou semelhante à motilidade do 

T2 logo na segunda avaliação (tempo de 30 minutos), permanecendo 

estas semelhantes até o final do teste (T120). 

 

Tabela 13: Valores médios e desvios padrão do vigor do sêmen criopreservado com 
adição de 1 mg de CCC/120 x 106 espermatozóides e sem adição de CCC durante 
incubação a 37 ºC para o teste de termorresistência (TTR) no experimento 1. 
 

Tratamento VIG T0 VIG T30 VIG T60* VIG T90 VIG T120 

SCT1 3,0 ± 0,2A 2,8 ± 0,2A 2,6 ± 0,1a 2,5 ± 0,8A 2,4 ± 0,2A 
SCT2 2,9 ± 0,2A 2,8 ± 0,2A 2,8 ± 0,2a 2,4 ± 0,2A 2,4 ± 0,2A 

SCT1: sêmen congelado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen 
congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes sobrescritas (A, B) na mesma coluna diferem 
(p<0,05) pelo teste SNK. 
* Valores seguidos por letras diferentes (a, b) sobrescritas na mesma coluna diferem 
entre si (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis. 
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Tabela 14: Valores médios e desvios padrão do vigor do sêmen criopreservado com 
adição de 1 mg de CCC/120 x 106 espermatozóides e sem adição de CCC durante 
incubação a 37 ºC para o teste de termorresistência (TTR) no experimento 2. 
 

Tratamento VIG T0 VIG T30 VIG T60* VIG T90 VIG T120 

SCT1 3,0 ± 0,0A 3,0 ± 0,1A 2,8 ± 0,2A 2,6 ± 0,3A 2,2 ± 0,3a 
SCT2 3,2 ± 0,2A 3,1 ± 0,2A 2,8 ± 0,3A 2,7 ± 0,2A 2,5 ± 0,3a 

SCT1: sêmen congelado com adição de 1 mg CCC/ 120 x 106 sptz/mL. SCT2: sêmen 
congelado sem adição de CCC. 
Valores seguidos por letras diferentes sobrescritas (A, B) na mesma coluna diferem 
(p<0,05) pelo teste SNK. 
* Valores seguidos por letras diferentes (a, b) sobrescritas na mesma coluna diferem 
entre si (p<0,05) pelo teste Kruskal-Wallis. 
 

A queda nos parâmetros físicos observada durante o TTR para 

jumentos é mais lenta que para garanhões, provavelmente devido a 

características estruturais inerentes a cada espécie (MANN et al., 1963). 

KER (2010) observou uma queda bastante lenta e de apenas 6% da 

motilidade durante 90 minutos de avaliação. A motilidade inicial média (T0 

min) foi 36,1% e a final (T90 min) foi 30,0%. 

OLIVEIRA (2010) registrou motilidade total média observada para 

os tempos 0, 30, 60, 90 e 120 min de 54,6%, 50,8%, 45,6%, 39,8% e 

33,4% para sêmen tratado com 1 mg CCC/120 x 106 de espermatozóides 

e 50,4%, 44,8%, 41,4%, 32,6% e 26,8% para sêmen sem adição de CCC. 

No presente trabalho houve uma queda de cerca de 15% na 

motilidade total durante o teste nos dois tratamentos em ambos os 

experimentos, sendo que o sêmen do segundo experimento ainda 

apresentava motilidade total média acima de 30% ao final do teste (35,6% 

e 36,2% para sêmen do T1 e T2, respectivamente), possivelmente pelo 

fato de ter apresentado motilidade total média maior ao início das 

avaliações. No experimento 1 as motilidades totais médias ao T120 min 

foram 29,2% e 26,7% para sêmen do T1 e T2, respectivamente. 

Apesar dos efeitos benéficos do glicerol durante a criopreservação, 

este apresenta certa toxicidade para espermatozóides asininos 

(VIDAMENT et al., 2009), sendo responsável pela queda da motilidade 

total e vigor durante o TTR. A diminuição de nutrientes e produção de 
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metabólitos tóxicos para os espermatozóides, que durante o teste estão 

submetidos a condições bem distantes da fisiológica encontrada nos 

órgãos reprodutivos da égua, também contribuem para a queda dos 

parâmetros avaliados. 

Segundo os resultados para os testes até aqui apresentados o 

sêmen fresco in natura dos experimentos mostrou motilidade total, vigor, 

percentual de células com membrana íntegra física e bioquimicamente e 

anormalidades morfológicas dentro dos padrões que permitissem sua 

criopreservação. De acordo com as mesmas avaliações o sêmen 

criopreservado e descongelado de ambos os experimentos apresentou-se 

apto para ser utilizado para a realização das inseminações artificiais. 

 

4.5. Fertilidade 
 Tanto o processo de capacitação espermática quanto a viabilidade 

do ovócito são responsáveis pela ocorrência da fertilização, sendo a que 

a viabilidade do ovócito nos órgãos reprodutivos envolve um período de 8 

a 12 horas (HUNTER, 1990). 

 Na Tabela 15 estão descritos o tempo médio entre a última 

palpação onde ainda se detectava o folículo pré-ovulatório e a 

inseminação, e o tempo médio entre a detecção da ovulação e a 

realização da IA para os experimentos 1 e 2. No experimento 1 as médias 

do tempo entre a última palpação e inseminação foram de 6 horas e 29 

minutos para as inseminações realizadas com J1 e 6 horas e 38 minutos 

para J2. Os dados para os experimentos se assemelham ao alcançado 

por KER (2010), que registrou tempo médio de 6 horas e 35 minutos. 
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Tabela 15: Tempo médio entre último controle folicular e a realização da inseminação e 
a média de tempo da detecção da ovulação à realização da inseminação para os 
experimentos 1 e 2. 
 

Experimento Tempo médio do último 
controle à inseminação 

Média do tempo da detecção 
da ovulação à inseminação 

T1: 6h 39min T1: 44min 
T2: 6h 29min T2: 43min 1 

Geral: 6h 34min Geral: 44min 
T1: 6h 32 min T1: 27min 
T2: 6h 23 min T2: 26min 2 

Geral: 6h 27min Geral: 27min 
T1: Sêmen congelado tratado com CCC (1 mg de CCC/120 x 106 de espermatozóides). 
T2: Sêmen congelado sem adição de CCC. 
 
 
 NEWCOMBE et al. (2010), num levantamento envolvendo 867 

inseminações realizadas em éguas com sêmen equino congelado pós-

ovulação, chegaram à conclusão que reduzir o intervalo de controle 

folicular para menos de 12 horas não aumenta a taxa de gestação. Os 

autores não obtiveram diferença quando o intervalo controle-inseminação 

variou de 0-3 (43,2%, n=44), 3-6 (44,7%, n=150), 6-9 (45,1%, n= 432), 9-

12 (55,8%, n=190) ou 12-15 horas (54,9%, n=51). Assim, os intervalos do 

presente trabalho coincidem com o tempo onde o ovócito da égua ainda 

se encontra viável à fertilização. 

 As taxas de gestação por ciclo nos experimento 1 e 2 estão 

sumarizadas na Tabela 16.  

 
Tabela 16: Taxas de gestação por ciclo obtidas após inseminação com sêmen tratado 
com 1mg CCC/120 x 106 espermatozóides e com sêmen controle nos experimentos 1 e 
2. 
 

Experimento Jumento 
Taxa de 

gestação sêmen 
tratamento 1 
(com CCC) 

Taxa de 
gestação sêmen 

tratamento 2 
(sem CCC) 

Taxa de 
gestação 

acumulada 

1 J1 e J2 3,3% (1/30) 10,0% (3/30) 6,7% (4/60) 

2 J1 20,0% (6/30) 13,3% (4/30) 16,7% (10/60) 
(p>0,05) 
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O diluidor STALP utilizado neste trabalho como veículo da CCC 

tem sido muito utilizado para realização de experimentos com sêmen in 

vitro principalmente por ser um meio translúcido, facilitando a visualização 

das células espermáticas, não sendo encontrados relatos de sua 

utilização para testes de fertilidade in vivo com sêmen asinino congelado. 

A taxa de gestação no experimento 2 foi de 20,0% (6/30) para 

éguas inseminadas com sêmen do T1 e 13,3% (4/30) para éguas 

inseminadas com sêmen do T2, não havendo diferença entre os 

tratamentos (p>0,05). A taxa de gestação geral por ciclo foi de 16,7% 

(10/60) neste experimento. 

FÜRST (2006), utilizando os diluidores de centrifugação e 

congelamento de MARTIN et al. (1979) no congelamento de sêmen de 

garanhões da raça Mangalarga Marchador e Bretão obtiveram 54,7% de 

gestação com inseminações pós-ovulação. Não foram encontrados na 

literatura relatos da utilização de diluidor de centrifugação de MARTIN et 

al. (1979) na diluição e centrifugação do sêmen asinino. 

KER (2010) e CANISSO (2008) obtiveram 40% (10/25) e 52% 

(31/60) de gestação aos 13 dias em éguas inseminadas pós-ovulação 

com sêmen asinino congelado. Os autores utilizaram o diluidor de 

KENNEY et al. (1975) para centrifugação do sêmen antes do 

congelamento, e a mesma dose inseminante que a utilizada no presente 

estudo. 

PAPA et al. (1999) relataram 2 gestações (66%) em éguas com 

uso de sêmen de jumento congelado em diluidor M9H composto a base 

de Merk-gema (MARTIN et al., 1979), adicionado de meio a base de leite 

desnatado e glicose (KENNEY et al., 1975 appud PAPA al. 1999) e 

acrescido de Basal Medium Eagle (BME). 

OLIVEIRA et al. (2006) trabalhando com Botu-sêmen™ como meio 

diluidor para centrifugação e meio de congelamento MP50 (PAPA et al., 

2002) associando-se diferentes crioprotetores obtiveram 0% (0/53) e 40% 
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(4/10) de gestação em jumentas e éguas em inseminações pós-ovulação, 

respectivamente. 

Percebe-se que as taxas de gestação obtidas por pesquisadores 

que utilizaram diluidores a base de leite na centrifugação do sêmen e não 

utilizaram colesterol foram superiores às encontradas no presente estudo 

para os dois tratamentos. 

Vários métodos laboratoriais sofisticados para avaliação do sêmen 

vêm sendo utilizados para se predizer a capacidade fertilizante dos 

espermatozóides. Dentre estes estão as análises computadorizadas do 

movimento e morfologia espermáticos, proteínas do plasma seminal e 

membrana espermática, integridade da membrana acrossomal, função 

mitocondrial, desnaturação da cromatina e peroxidação das membranas 

espermáticas (ARRUDA et al., 2007). 

O sêmen utilizado no presente estudo, apesar de qualificado pelos 

testes aqui realizados, pode não ter apresentado outras características 

que não foram investigadas e que são desejáveis para a fertilização, 

como presença de proteínas específicas (REINERT et al., 1996, 

MANJUNATH et al., 2002, LEEB et al., 2005, TÖPFER-PETERSEN et al., 

2005, TURNER et al., 2005), integridade de cromatina (LOVE et al., 2005) 

e acrossomo, por exemplo. 

Com relação à incorporação de colesterol, alguns autores 

relataram que a ciclodextrina carregada com colesterol tem a habilidade 

de atrasar a capacidade de sofrer reação acrossômica de 

espermatozóides humanos (KHORASANI et al., 2000), equinos (ZAHN et 

al., 2002; SPIZZIRI et al., 2010b), bovinos (PURDY & GRAHAM, 2004a) e 

de coelhos (AKSOY et al., 2010), o que pode garantir células viáveis por 

um período maior de tempo nos órgãos reprodutivos femininos. 

Segundo SPIZZIRI et al. (2010b), espermatozóides 

equinos tratados com CCC mantêm os níveis de colesterol elevados 

mesmo após o tratamento para induzir a capacitação. 
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Durante o processo de capacitação espermática ocorrem várias 

alterações nos componentes da membrana, que podem ser modificados 

ou removidos por secreções dos órgãos reprodutivos femininos, 

provocando a desestabilização da bicamada lipídica. Consequentemente 

ocorre fusão da membrana plasmática com a membrana acrossômica 

externa, iniciando-se a reação acrossômica (AMANN & GRAHAM, 1992; 

DELPECH & THIBAULT, 1993; BAZER et al., 1995). 

Dentre essas alterações estão a perda de proteínas ou redução de 

seu peso molecular, redução da proporção de colesterol : fosfolipídio e 

aumento da mobilidade lateral de lipídios e proteínas (DELPECH & 

THIBAULT, 1993; GADELLA et al., 2001), o que permite abertura dos 

canais de cálcio e posterior aumento do cálcio intracelular, que é 

importante para o início do processo de capacitação. 

O efluxo de colesterol ocorre devido sua transferência para 

albuminas e lipoproteínas de alta densidade da tuba uterina (AMANN & 

GRAHAM, 1992; GADELLA et al., 2001) e desestabiliza a membrana, 

promovendo a reorganização dos componentes da bicamada como 

redistribuição de proteínas integrais (AMANN & GRAHAM, 1992; 

GADELLA et al., 2001). 

Como o tratamento com CCC aumenta o teor de colesterol da 

membrana espermática, o processo de capacitação dessas células como 

um todo leva um tempo maior para ocorrer. Se tratando da inseminação 

pós-ovulação como no caso do presente trabalho, este fato parece ser 

prejudicial, visto que os espermatozóides levam um tempo maior para se 

tornarem capazes de fertilizar o ovócito já presente na tuba uterina da 

fêmea, sendo que quando as células espermáticas se tornassem 

capacitadas à fertilização o ovócito poderia já não se encontrar mais 

viável. 

SPIZZIRI et al. (2010a), trabalhando com o meio STALP para 

incubação e centrifugação de sêmen de garanhões, obtiveram 15% (3/20) 

de gestação para o sêmen tratado (1,5 mg  de CCC/120 x 106 de 
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espermatozóides) e 28,6% (6/21) para o sêmen sem adição de CCC com 

inseminações realizadas 30 horas após indução da ovulação com hCG, e 

ao final do estudo sugeriram que a inseminação com sêmen tratado 

devesse ser antecipada na tentativa de maximizar a capacidade 

fertilizante destes espermatozóides.  

ZAHN et al. (2002) obtiveram taxas de gestação de 25% (3/12) e 

75% (9/12) em inseminações com sêmen tratado com CCC e sem adição 

de colesterol, respectivamente, em inseminações pós-ovulação. Estes 

autores utilizaram meio de incubação/centrifugação composto por 50% de 

diluidor de KENNEY et al. (1975) e 50% de Ringer com lactato de sódio, e 

também concluíram que o tratamento com CCC atrasa a ocorrência da 

reação acrossômica. 

A fertilidade é uma equação multifatorial que depende do estado 

reprodutivo da fêmea, do macho e do manejo ao qual os mesmos foram 

submetidos (AMANN & PICKETT 1987; GRAHAM, 1996; KEITH, 1998; 

AMANN, 2006). 

A inseminação artificial realizada após a ovulação, de acordo com 

VIDAMENT (2005), é uma metodologia que deveria ser evitada, pois 

propicia elevados custos com o emprego da inseminação de uma 

determinada égua, além de elevado número de manejos, pois a égua 

deve ser palpada frequentemente em pequenos intervalos de tempo. No 

presente estudo foi empregado indutor de ovulação em vinte e quatro 

ciclos (13 do T1 e 11 do T2) do experimento 2, sendo naturais os demais 

intervalos do início do aparecimento de um folículo com 35 mm até a 

ovulação. 

Durante a realização do controle folicular de 6 em 6 horas, éguas 

que não tiveram ovulação induzida vieram ao curral para este manejo 

várias vezes, sendo algumas acompanhadas durante até 7 dias. Quando 

do uso do hCG as éguas foram palpadas no máximo oito vezes (período 

de 48 horas), o que reduziu bastante o manejo desses animais. SILVA 

FILHO et al. (1997) trabalharam com diferentes frequências de palpações 
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retais (6/6 horas, 12/12 horas ou uma vez por dia), utilizando 

inseminações em dias alternados ou diárias e não observaram influência 

da frequência de palpação sobre a fertilidade. Ou seja, o simples fato de 

se incurtar o intervalo entre as palpações para 6 horas não prejudica a 

fertilidade das éguas. 

Porém, no caso do presente trabalho, quando se fez o controle 

folicular em intervalos de 6 horas foi necessário manter as éguas em 

piquetes próximos ao curral de manejo. Durante o período da realização 

das inseminações no segundo experimento as chuvas foram intensas, e a 

drenagem dos piquetes ficou prejudicada, o que levou ao acúmulo 

excessivo de água e lama nos piquetes. Tal fato pode ter ocasionado um 

estresse aos animais durante o manejo no experimento 2, que pode ser 

justificado pelo maior diâmetro do folículo pré-ovulatório (ANEXO 7.4) 

neste experimento se comparado ao primeiro experimento, mesmo com a 

indução da ovulação em 24 ciclos. 

Pela ausência de dados até o momento, são necessários mais 

estudos sobre o efeito da incorporação de colesterol à membrana 

plasmática de espermatozóides asininos sobre a fertilidade in vivo quando 

da inseminação de éguas, no que diz respeito ao diluidor utilizado para 

incubação e momento da inseminação. 
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5. CONCLUSÕES 
 

• A incorporação de 1 mg de CCC para cada 120 x 106 de 

espermatozóides de jumentos antes da criopreservação não melhora o 

percentual de células espermáticas morfologicamente normais, o 

percentual de membrana íntegra nem o vigor do sêmen após 

descongelamento. 

 

• É superior o percentual de células funcionais bioquimicamente e a 

motilidade total dos espermatozóides quando se trata o sêmen com 1 mg 

de CCC para cada 120 x 106 de espermatozóides utilizando-se o diluidor 

STALP como meio de incubação e centrifugação. 

 

• O tratamento com 1 mg de CCC para cada 120 x 106 de 

espermatozóides de jumentos antes da criopreservação não melhora a 

taxa de gestação em éguas inseminadas pós-ovulação. 

 

• Os testes de viabilidade realizados pós-descongelamento 

apresentam caráter complementar na avaliação do sêmen asinino 

congelado, não sendo completamente confiáveis para predizer o real 

potencial fertilizante dos espermatozóides. 
 

• Nas condições dos presentes experimentos, a utilização do meio 

STALP e do meio de centrifugação de MARTIN et al. (1979) como meios 

de incubação e centrifugação resultaram em taxas de gestação 

insatisfatórias quando da utilização de sêmen congelado de jumentos em 

inseminações de éguas pós-ovulação. 
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• Por se tratar de um trabalho pioneiro, é evidente a necessidade de 

novos trabalhos visando melhorar a fertilidade do sêmen asinino quando 

se busca a incorporação de CCC. 
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7. ANEXOS 

7.1. Hepes Buffered Saline Solution (Diluidor STALP) 

 Hepes Buffered Saline (STALP) 1000 mL 

1º HEPES 2,4 g 

NaCl 2,16 g 

KCl 0,75 g 

KH2PO4 0,16 g 

NaHCO3 3,0 g 

2º 

MgSO4 0,29 g 

Frutose 15,2 g 

Na Lactate 3,7 mL 

Na Pyruvate 0,02 g 

Glucose 1,0 g 

CaCl2 . 2H2O 0,25 g 

3º 

Bovine Serum Albumin (BSA) 3,0 g 

* Osm. (300-310 mOsmol/kg) e pH (7,2-7,4) (MOORE et al., 2005). 
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7.2. Diluidor de MARTIN et al. (1979) 

SOLUÇÃO I (diluidor de centrifugação) 
Reagente Quantidade 

D(+) glicose monohidratada 6,0 g 

Citrato de sódio 0,375 g 

EDTA 0,370 g 

Bicarbonato de sódio 0,125 g 

Penicilina procaína 50 UI 

H2O bidestilada deionizada (q.s.p) 

pH 

100 mL 

7,3 

SOLUÇÃO II (diluidor de congelamento) 
Reagente Quantidade 

Solução de lactose a 11% 50 mL 

Solução I 25 mL 

Gema de ovo de galinha 20 mL 

Orvus-Es-Paste 0,08 mL 

Glicerol 5 mL 

Volume final 100,08 mL 

  

7.3. Solução hiposmótica (100 mOsmol/Kg) 

Solução I: Sacarose 300 mOsmol/kg 

Reagente Quantidade 

Sacarose 10,269 g 

H2O bidestilidade deionizada (q.s.p) 100 mL 

Solução II: Sacarose 100 mOsmol/kg 

Reagente Quantidade 

Solução I 100 mL 

H2O bidestilidade deionizada (q.s.p) 200 mL 

Volume final 300 mL 
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7.4. Alguns parâmetros inerentes às éguas inseminadas e à 
realização dos diagnósticos de gestação das mesmas durante os 
experimentos 1 e 2. 

 
Experimento 1 2 Geral (1 e 2) 
Jumento J1 J2 J1 J1 e J2 

2,5 – 6,0 6 10 14 16 
6,5 – 10,0 6 6 2 7 
10,5 – 14,0 2 2 6 7 

Idade das éguas 
inseminadas (anos) 

14,5 – 19,0 6 3 5 6 
Média de idade das éguas (anos) 10,5 8,0 9 9 
Nº de éguas inseminadas 20 21 27 36 
Nº de ciclos utilizados 27 33 60 120 
Ciclos utilizados / éguas 1,35 1,57 2,22 3,33 

4,70 4,55 Diâmetro do folículo pré-
ovulatório (cm) 4,62 

4,87 4,70 

Intervalo da realização do 
diagnóstico de gestação (dias 
pós-ovulação) 

12 - 14 14 – 22 12 – 22 

12,6 13,1 Média da realização do 
diagnóstico de gestação (dias 
pós-ovulação) 12,9 

15,2 14,0 

 


