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RESUMO: O presente trabalho descreve os parametros seminais do sémen fresco de
Jumentos Nordestinos, e suas variagdes apos diferentes técnicas de conservagdo pelo frio.
Foram utilizados trés asininos adultos. O sémen destes foi inicialmente avaliado quanto a sua
motilidade total, vigor espermatico, concentracdo e volume. As biotecnologias de conservagdo
pelo frio usadas foram: refrigeracdo, onde as amostras, diluidas em trés diluentes diferentes,
foram avaliadas a cada 12 horas; e congelamento, sendo avaliados os protocolos em maquina
automatica e sistema geladeira/vapor de N2; nestas, foram avaliados motilidade total e vigor
espermatico. Os valores encontrados na avaliacdo inicial se apresentaram com médias de 89%
de motilidade, vigor quatro, concentracdo/ml e total de 160 e 4667 x 10° e volume de sémen e
gel de 32 e 6 ml respectivamente. No resfriamento, encontramos médias de motilidade e vigor
satisfatorios para todos 0os meios testados até momento 24 horas, onde apresentavam médias
proximas a 57% e 3 respectivamente. Para o congelamento, os protocolos maquina e geladeira
demonstraram médias de 63% contra 20% de motilidade, e vigor de 3 para ambos 0S grupos.
Concluimos que os parametros de sémen fresco para Jumento Nordestino sdo semelhantes aos
descritos para outras racas. Os meios testados para refrigeracdo podem ser utilizados com
eficacia até 24 horas no sistema de refrigeracdo utilizado. O protocolo maquina foi
aparentemente eficiente, enquanto na geladeira ndo se demonstrou eficaz para o congelamento
de sémen asinino no protocolo utilizado.

Palavras-chave: Asininos. Criopreservacao. Refrigeracdo passiva. Motilidade espermatica.
Vigor espermatico.



ABSTRACT: The present essay describes seminal parameters of fresh semen of Northeastern
Donkeys, and their variations after using different techniques of preservation by cold
treatment. It was used three adult donkeys. Firstly, their semen was evaluated with regard to
its total motility, spermatic vigor, concentration and volume. Cold preservation
biotechnologies involved were: cooling, where the samples were diluted in three different
diluents and e valuated every 12 hours; and freezing, where the protocols were evaluated in
automatic machine and vapor refrigeration system of N2. Mean for the first e valuation were
89% for motility, vigor 4, 160 and 4667 x 10° for concentration/ml and total, and then, a
volume of 32 and 6 ml for semen and gel, respectively. In the cooling, it was found
satisfactory means of motility and vigor for all media tested until they reach 24 hours. In
addition, mean values found were close to 57% and 3, respectively. For freezing, the machine
and refrigerator protocols demonstrated mean values of 63% versus 20% for motility, and
vigor 3 for both groups analysed. In conclusion, the parameters of fresh semen for
Northeastern Donkeys are similar to those described for other breeds. Additionally, media
tested for cooling can be used with effectiveness last up to 24 hours in the cooling system
used. The machine protocol was apparently efficient, while in the refrigerator, it demonstrated
to be non-effective for freezing of donkey semen on the protocol used.

Keywords: Donkeys. Cryopreservation. Passive cooling. Sperm motility. Spermatic vigor.
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1. INTRODUCAO

Medidas técnico-cientificas que assegurem a preservacao dos asininos (Equus asinus) e
a sua multiplicacdo racional, vém sendo pouco descritas. No entanto, tais pesquisas sdo de
relevante importancia, pois o objetivo da conservacdo animal € a manutencdo da
biodiversidade, onde a perda de uma Unica espécie pode afetar o funcionamento de um
ecossistema inteiro (HENSON, 1992). Diante disto, a ndo existéncia de um padréo para a
conservacao espermatica dos jumentos Nordestinos é fator prejudicial para esta espécie
(SAMPER & MORRIS, 1998).

Além do mais, os asininos tém desempenhado um papel importante desde os primérdios
da humanidade, servindo de tracdo e transporte nas regifes aridas e semiaridas do planeta, e
sendo indispensaveis na producdo de muares (PUGH, 2002).

Os primeiros relatos cientificos sobre o uso de biotecnologias da reproducdo aplicadas
em equideos datam do final do Séc. 19 e inicio do Séc. 20, quando foi utilizada a inseminacéo
artificial (1A) em éguas com finalidade de prevencdo de doencas sexualmente transmissiveis
(BIELANSKY, 1982). O uso desta biotécnica vem sofrendo pequenos avangos para asininos
nas ultimas décadas, principalmente com utilizacdo do sémen refrigerado (NUNES et al,
2006), sendo o sémen congelado ainda pouco aproveitado. Principalmente por ndo haver uma
padronizacdo das técnicas de congelamento aceita para esta espécie, como as ja existentes
para bovinos (SAMPER & MORRIS, 1998).

O uso do frio para a conservacdo do sémen prolonga a sobrevivéncia dos
espermatozoides, e os protege de condi¢cdes adversas. Além de maximizar o ndmero de
fémeas a serem inseminadas, diminuir o risco de consanguinidade e reduzir a possibilidade de
transmissdao de doencas (LOOMIS & SQUIRES, 2005). Porém, se faz necessario tomar
algumas precaucdes com os protocolos usados na preservacdo desse sémen. Pois diversos
fatores sdo capazes de influenciar negativamente na viabilidade espermatica ap6s a
conservacao pelo frio, como a composicdo do meio diluente e crioprotetor, métodos de
transporte e a individualidade do reprodutor (ROCHA, 2012).

Com isso, para que 0s espermatozoides sobrevivam aos danos causados pelo frio, se faz
necessario que estejam imersos em um meio que lhes confira nutrientes e protecdo fisico-
quimica, associada a curvas ideais de refrigeracdo e de congelamento (ARRUDA, 2000).
Deste modo, as celulas espermaticas conseguirdo manter sua fertilidade, preservando
morfologia aceitavel, metabolismo, motilidade progressiva, membranas estabilizadas e
enzimas para a fertilizagédo (SQUIRES et al., 1999).
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Para promover esta protecdo, uma diversidade de meios diluentes foi desenvolvida com
a combinacdo de diversos componentes (agucares, eletrdlitos, tampdes, antioxidantes,
antibioticos, gema de ovo, leite e outros crioprotetores), estes capazes de fornecer nutrientes e
proteger 0s espermatozoides contras as injurias provocadas pelo frio (PADILLA & FOOTE,
1991).

Desta forma, o presente trabalho objetiva descrever e revisar os padrfes espermaticos da
espécie em estudo e avaliar diferentes biotecnologias da reproducdo aplicadas a conservagéo

de espermatozoides de jumentos Nordestinos pelo frio.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Jumento Nordestino

Os asininos sdo membros da familia Equidae, e pertencem a ordem Perissodactyla
(HAFEZ, 2004). Segundo o IBGE (2011), o Brasil possui um efetivo desses animais de
aproximadamente 974.688, sendo que o Nordeste abriga cerca de 880 mil jumentos, que na
sua maioria, sdo da raca Nordestina. Os animais desta raga (Imagem 1) apresentam como
caracteristicas principais porte minimo de 1,10 m para o macho e fémea; cabeca bem
proporcionada e ligeiramente alongada, pescoco fino e bem atado a cabeca; corpo alongado
com linha dorso-lombar reta e garupa obliqua e afinada na parte posterior; membros secos,
descarnados, bem aprumados e cascos pequenos; e pelagem carda, ruca, pelo de rato, roxa e
apatacada (ALMEIDA, 2009).

Imagem 2. Jumento da raca Nordestina no pastejo.

Fonte: Silva Neto (2017).

Altamente rastico e adaptado as condices no semiarido brasileiro, o jumento
Nordestino era usado pelo homem do Nordeste brasileiro em uma variedade de atividades
(NOBRE, 1980). Apesar disso, na segunda metade do século XX, os animais desta raca
sofreram uma reducdo de aproximadamente 75% da sua populagdo. Preocupada com o
desaparecimento da raca, a EMPARN (Empresa de Pesquisa do Rio Grande do Norte)
manteve, por um tempo, um Nucleo de Conservacdo desta raca (MARIANTE &
CAVALCANTE, 2006). Porem, com a diminui¢do de sua utilizagdo, 0s mesmos passaram a
ser abandonados a deriva, e hoje sdo vistos como problema, principalmente por serem
envolvidos em acidentes de transito (ALMEIDA, 2009).
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2.2. Coleta de sémen

A coleta de sémen dos equideos pode ser realizada utilizando-se modelos de vaginas
artificiais, fechadas (Imagem 2), projetadas para a coleta do ejaculado total, ou abertas,
quando se pretende realizar a coleta fracionada do sémen (ROCHA, 2012). A ultima é mais
higiénica, por possibilitar o descarte da fragdo pré-espermatica, que contém grande quantidade
de bactérias, e da fracdo gelatinosa, prejudicial a conservagdo dos espermatozoides (SIEME et
al., 2004).

Imagem 2. Vagina artificial fechada.

Fonte: Silva Neto (2016).
Independente do tipo de vagina utilizada, esta deve propiciar pressdo e temperaturas

adequadas para se realizar a coleta. A temperatura ideal é de 42 a 45° C no interior da vagina
artificial, com uma pressdo de, aproximadamente, 66 mm/Hg no momento da coleta de sémen
(TISCHNER & KOSINIAK, 1992).

Para realizar a coleta com a vagina artificial, € necessario que o macho tenha
estabilidade durante a monta, sob pena de ocasionar lesdes ao animal (LOVE, 1992). Para isto
pode-se utilizar fémeas em cio (Imagem 3) ou ovariectomizadas, porém em alguns casos,

estas ainda podem ndo fornecer a seguranca suficiente ao garanhdo e veterinario, pela

movimentacdo de algumas delas e a possibilidade de acidente devido a contenséo
(RICHARDSON & WENKOFF, 1976).

Imagem 3. Fémea utilizada como manequim

Legenda: Fémea em cio e devidamente contida.
Fonte: Silva Neto (2016).
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Pode-se ainda utilizar do manequim artificial (Imagem 4), que minimiza a necessidade
de fémeas em cio no momento da coleta, bem como a médo de obra para conté-las. Mas
proporciona risco para animais mais afoitos, possibilitando injurias no pénis por coliséo
contra a estrutura do manequim (LOVE, 1992), exigindo maior atencdo do responsavel pela

coleta nessas situacdes.

Imagem 4. Manequim artificial

Fonte: http://zipanuncios.com.br/ads/manequim-
para-coleta-de-semen-de-cavalo/

2.3. Avaliagdo seminal microscopica

A motilidade e vigor espermaético sdo os principais fatores utilizados para avaliar o
sémen rotineiramente, constituindo uma técnica simples e barata. Apesar de subjetiva, esta
técnica continua sendo indicada para a avaliacdo da viabilidade espermatica, em razdo da sua
queda ser acompanhada pelo decréscimo do nimero de células com integridade estrutural
(ZUCCARI, 1998).

A motilidade total para sémen fresco de jumentos ja foi descrita por alguns autores com
amplitude que vai desde, 70 a cerca de 100% (ARRUDA et al., 1989; KER, 2009; CONTRI et
al., 2011). Ja o vigor espermatico, que constitui a avaliacdo subjetiva da forca e velocidade
espermaética, é classificado usando uma escala de 0 a 5 (WALTON, 1952), onde Henry et al.
(1987) encontrou a média de 4,2 para jumentos Nordestinos.

Quando se fala no uso do sémen para o congelamento, usam-se no Brasil os padrdes
definidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998), onde 0 sémen fresco
deve apresentar motilidade minima de 70% e vigor de aproximadamente trés.

Ja os pardmetros minimos para o uso de sémen congelado na inseminag&o artificial tém
sido preconizados como 35% de motilidade total logo apds o descongelamento, a nivel

mundial (WBFSH, 2016). Ja no Brasil, 0 CBRA (1998) preconiza, como parametros minimos
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para a aprovacao da partida de sémen congelado, valores superiores a 30% para motilidade

total, vigor maior que trés, apds o descongelamento.

2.4. Conservacao do sémen pelo frio

2.4.1. Refrigeragdo

As biotecnologias da reproducédo sdo ferramentas indispensaveis para a equideocultura
mundial, e a IA é um dos instrumentos de maior impacto na reproducdo de equideos
(LOOMIS, 2006). A maneira mais comum de utilizacdo dessa biotecnologia € o uso do sémen
refrigerado, utilizado na reproducdo de asininos desde o final da década de 80
(HECKENBICHLER et al., 2011).

O armazenamento do sémen em baixas temperaturas tem como 0 objetivo prolongar a
viabilidade espermatica e reduzir o consumo de energia (ALTHOUSE et al., 1992), porém
durante o processo de resfriamento ocorre reorganizacgao dos lipidios da membrana plasmatica
e formacdo de substratos indesejaveis que acarretam diretamente a diminuicdo da vida util das
células espermaticas (HOLT, 2000), para minimizar a acdo desses subprodutos, sdo usados 0s
diluentes ricos em macromoléculas lipidicas previamente ao processo de resfriamento
(GRANHAM, 1996).

2.4.1.1. Diluicao do sémen para refrigeracao

Os diluidores de sémen sdo destinados a proteger os espermatozoides de condicdes
desfavoraveis durante a refrigeracdo e o transporte, além de apresentarem a vantagem de
aumentar o volume da dose inseminante e auxiliarem na avaliacdo do sémen (DARENIUS,
1998). Uma caracteristica importante desses diluidores é a sua capacidade de estabilizar as
membranas espermaticas durante a fase de transicdo, onde ocorrem as maiores lesdes
celulares (NUNES, 2006).

Para prevenir ou atenuar essas lesdes causadas pelo frio aos espermatozoides, €
necessario a adicdo de lipidios (gema de ovo) ou lipoproteinas (leite) ao diluente
(HEITLAND et al.,, 1995; GRANHAM, 1996). Assim como o controle das taxas de
refrigeracdo, onde segundo Kayser et al. (1992), os espermatozoides de equideos podem ser
rapidamente resfriados, a uma taxa de 0,7°C/min, de 37 a 20°C, sendo que a partir desta
temperatura até 5°C deve ser utilizada uma taxa lenta, entre 0,05 e 0,1°C/min, visando reduzir

os efeitos prejudiciais causados nessa faixa de temperatura.
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A acdo protetora da gema de ovo se deve as suas lipoproteinas de baixa densidade
(AMANN & GRANHAM, 1993), que permanecem ligadas firmemente aos espermatozoides,
em especial a lipoproteina 3 (FOULKES, 1977). Mas apesar da prote¢do conferida, a gema de
OVO possui progesterona, o que pode induzir uma capacitacdo espermatica precoce,
ocasionando reducéo da fertilidade (LIPAR et al., 1999).

Por outro lado, as proteinas do leite agem, de modo similar as lipoproteinas da gema de
ovo, estabilizando as membranas esperméaticas (AMANN & GRANHAM, 1993). Onde de
acordo com Batellier et al. (1997), o leite € um fluido bioldgico de complexa composicéo,
possuindo moléculas como as p-lactoglobulina sdo benéficas a sobrevivéncia dos
espermatozoides. Batellier et al. (2001) relatam que a protecdo conferida as células
espermaticas, pelos componentes do leite, estaria relacionada a seus efeitos antioxidantes na

membrana celular.

2.4.1.2. Sistemas de refrigeracéo

Existem no mercado sistemas ativos e passivos para a preservacao do sémen. Sendo que
0S passivos possuem a vantagem de ser mais baratos, porém possuem taxa de refrigeracao
dependente de fatores como a temperatura ambiente, volume e temperatura inicial da amostra.
J4, os sistemas ativos, embora possuam taxas de refrigeracdo pré-determinadas, sdo caros e de
pouca utilidade pratica em condi¢bes de campo, onde o sémen de um mesmo garanhdo €
enviado para diferentes localidades durante a estacdo de monta (VALLE et al., 1999).

Machado et al. (2002) desenvolveram um sistema de refrigeracdo passiva composto por
duas caixas de isopor, uma interna medindo 15 x 11 cm, e uma externa medindo 25 x 16 cm, e
como fonte de gelo os autores compararam o gelo reciclavel gelatinoso e o gelo derivado de
polimero (Ice Foam®). Os autores utilizaram o sistema Equine Express®, utilizado
comercialmente nos EUA, como controle. Ficou comprovado gque o dispositivo que utilizou o
gelo Ice Foam® foi eficaz na manutencdo da temperatura (16° C por um periodo superior a 24
horas) e manteve a motilidade e viabilidade espermética durante o periodo avaliado,
mostrando-se superior ao Equine Express®. O dispositivo criado por Machado et al. (2002)
mostraram-se como uma alternativa eficaz e economicamente viavel para o transporte de

sémen diluido e refrigerado de equideos.

2.4.2. Criopreservagao
O processo de congelamento de sémen possui varias etapas que podem danificar os

espermatozoides, tais como: a mudanga de temperatura, 0 estresse osmotico e tdxico causado
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pelos crioprotetores, e a formacao e dissolugédo de gelo no ambiente extracelular (CANISSO,
2008). Segundo Squires et al,. (1999), para as células espermaticas alcancem boa fertilidade,
devem ultrapassar os obstaculos impostos por estas etapas mantendo caracteristicas como
morfologia, metabolismo, motilidade, membranas plasmaticas e acrossomal estabilizadas, e
atividade enzimatica. E para os espermatozoides sobreviverem a este processo, precisam estar
em um meio que Ihes promovam suporte nutricional e protecdo fisico-quimica, associado a

uma curva 6tima de congelamento (ARRUDA, 2000).

2.4.2.1. Crioprotetores mais utilizados para sémen de equideos

Os crioprotetores sdo substancias capazes de promover a sobrevivéncia celular durante
o resfriamento, congelamento e descongelamento. Estas substancias podem ser classificadas
de acordo com sua permeabilidade & membrana celular, em: penetrantes (pequenas moléculas)
gue atravessam a membrana do espermatozoide, a exemplo do glicerol, etilenoglicol e as
amidas (acetamida, formamida, etc.); e ndo penetrantes (macromoléculas), como as proteinas
presentes no leite e na gema de ovo, sacarose, glicose, lactose e etc. (MCKINNON, 1996).

Dentre os crioprotetores penetrantes, o glicerol é o mais utilizado no congelamento de
sémen de equideos (PAPA et al., 1999). Apresenta fungdes atenuadoras das crioinjurias
celulares, por estimulo da desidratagdo celular, diminuindo o volume intracelular de &gua
disponivel para o congelamento. Estudos apontam que glicerol também apresenta efeitos
toxicos, que parece causar desnaturacdo proteica, mudancas de eventos citoplasmaticos por
causa do aumento da viscosidade intracelular e alteracdo direta da membrana plasmatica
(ALVARENGA et al., 2000).

As amidas sdo formadas por dois grupos funcionais: um grupo amina e um grupo acido
carboxilico. Estas possuem menor viscosidade quando comparadas ao glicerol e sdo mais
permeaveis a membrana plasmatica do espermatozoide, reduzindo os efeitos deletérios do
estresse osmatico causado pelo crioprotetor (BALL & VO, 2001).

Na categoria dos crioprotetores ndo penetrantes, os acgucares atuam protegendo as
células pelos efeitos osmdticos, e servem de substrato energético para o espermatozoide
(YILDIZ et al., 2000). A gema de ovo também é comumente encontrada em meios diluidores,
prevenindo a célula contra choque térmico no processo de congelamento. Essa protecdo é
conferida pela presenca das lipoproteinas de baixa densidade, que aderem a membrana
plasmatica, garantindo a maior resisténcia ao choque térmico e melhoria na motilidade pos-
congelamento (MOUSSA et al., 2002).
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Os meios diluidores para o congelamento de sémen sdo utilizados para garantir a
sobrevivéncia e funcionalidade dos espermatozoides. Apresentam em sua constitui¢do basica,
substancias que permitem a preservacdo da membrana plasmatica, protecdo contra choque
térmico, manutencdo do equilibrio eletrolitico e osmético, inibicdo crescimento bacteriano e
fornecimento de energia para as células (LINDE-FOSBERG, 1991; ENGLAND, 1993).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local e animais

O trabalho foi realizado no alto sertdo da Paraiba, municipio de Sousa, perimetro
irrigado de Sdo Gongalo. Regido que apresenta clima tropical semiarido, latitude sul de
6°50°14,69” e 38°17,43°43,69” de longitude oeste, altitude de 234 m, precipitacdo media
anual de 894 mm e evaporacdo média anual de 3.056,6 mm. O clima da regido é do tipo Bsh
da classificacdo de Kdppen, com dois periodos bem definidos, seco e chuvoso, com o periodo
chuvoso entre janeiro e maio (DNOCS, 2016).

Os animais foram mantidos nas dependéncias do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia
e Tecnologia da Paraiba, onde foi fornecida alimentacdo (pastejo, feno e concentrado),
mineralizagdo e agua “ad libitum”. As analises ¢ 0 processamento do sémen foram realizados
no Laboratorio de Ensino em Biotecnologia da Reproducdo (LEBRE) do Hospital Veterinario
do mesmo campus.

Foram utilizados trés jumentos Nordestinos errantes, adultos, com idade entre trés e
cinco anos. Estes foram selecionados ap6s exame clinico geral e andrologico, como também
testados para o congelamento de sémen, comprovando sua maturidade sexual. Apds sua
captura foram submetidos a previa quarentena, periodo de adaptacdo e vermifugacao. Ao final
do experimento foram doados para pequenos produtores.

3.2. Grupo experimental

Para a avaliacdo das variaveis do sémen refrigerado, os ejaculados dos trés animais
foram diluidos em uma concentracdo final de 50 x 10° espermatozoides viaveis/ml, como
recomendado para 0s meios comerciais, em trés diluentes diferentes: Meio Comercial 1
(MC1), Meio Comercial 2 (MC2) e o meio proposto por Kenney et al. (1975) reproduzido no
LEBRE, ambos a base de leite em p6 desnatado, glicose e antibidticos.

Ja para a avaliacdo do congelamento de sémen, os animais foram submetidos a repetidas
coletas com intervalo de 48 horas, até completar 5 ejaculados de cada animal. Estes que foram
divididos em dois tratamentos diferentes: congelamento em Maquina automatica, e em
sistema Geladeira/vapor de nitrogénio liquido (N2), totalizando 15 amostras para cada
tratamento. Para os dois tratamentos foram utilizados os mesmos meios diluentes para a

centrifugacdo, Botusémen®, e congelamento, Botucrio®.
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3.3. Coleta e avaliacdo do sémen
O sémen foi coletado pelo método de vagina artificial (Imagem 5), segundo descrito por
Fernandes (2012). Usando como manequim, jumentas em estro natural ou induzido,

devidamente contidas e com sinais aparentes de cio (HENRY et al., 1987).

Imagem 5. Momento da coleta de sémen.

Fonte: Silva Neto (2016)

Cada ejaculado passou por analises iniciais de volume total e de gel, motilidade total,
vigor e concentracdo espermatica, seguindo as recomendagdes descritas por Ker (2009), além
de volume total do ejaculado (Imagem 6) e fracdo de gel. Para o sémen submetido a
refrigeracédo, logo ap6s a adicdo dos meios diluentes foram repetidas as anélises de motilidade
total e vigor, sendo este 0 momento 0 hora. A avaliacdo se repetiu novamente a cada 12 horas
até completar um periodo de 72 horas, totalizando sete avaliacdes por ejaculado para cada
meio diluente utilizado.

Imagem 6. Volume total do ejaculado

Fonte: Silva Neto (2016)

As avaliagdes para 0 processo de congelamento do sémen asinino foram divididas em
trés fases distintas, sendo estas: Sémen Fresco, Sémen Pos-centrifugado (ressuspendido no
meio crioprotetor) e Sémen Pds-congelamento. Onde essa ultima fase foi dividida em dois
tratamentos: congelamento em Maquina automatica e sistema Geladeira/vapor de N2. Aqui

foram avaliados os mesmo parametros do sémen refrigerado.
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Todas as avaliagdes de motilidade total e vigor espermatico foram realizadas no sistema
“duplo-cego”, onde duas pessoas avaliam estas variaveis e o resultado considerado é a média
das duas avaliacGes, de maneira que ndo existiu diferenca maior que 10% entre as duas

avaliacdes.

3.4. Refrigeracdo do sémen

Posteriormente a avaliacdo inicial, os ejaculados foram diluidos até chegar a
concentracdo de aproximadamente 50 x 10° espermatozoides viaveis/ml, com trés meios
diluentes distintos. Transferiram-se aliquotas de trés ml da diluicdo de cada meio testado para

bolsas plasticas, e separados nos containers (Imagem 7) de acordo com os momentos de

avaliagdo. A refrigeracdo do sémen ficou por conta do sistema descrito e testado por Machado
et al. (2002).

Imagem 7. Container utilizado para refrigeracéo passiva do sémen

Fonte: Silva Neto (2016)

3.5. Congelamento do sémen

ApoOs a avaliagdo das coletas, somente foram congeladas as amostras que se
apresentaram com motilidade igual ou superior a 70%, vigor superior a 3, tal como
preconizado por CRBA (1998). As doses coletadas foram divididas em aliquotas contendo
cerca de 150 x 10° espermatozoides viaveis para cada palheta que foi congelada, diluidas na
proporgdo de 1:1 com meio diluente comercial para centrifugacdo, e entdo depositadas em
tubos falcon de 14 ml, para centrifugacdo a 600 G por 10 minutos a temperatura ambiente
(ALMEIDA, 2006).

Apos a centrifugacdo o plasma seminal foi imediatamente desprezado, e o “pellet” que
restou foi ressuspendido em meio diluente comercial, a base de gema de ovo, glicerol e
amidas. Logo apds, a mistura foi envasada em palhetas de polietileno de 0,5 ml previamente
identificadas. Apds o envase, as palhetas foram lacradas com alcool polivinilico.
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As palhetas do Grupo Geladeira foram alocadas em uma estante artesanal prdpria para o
congelamento (Imagem 8), e levadas para Geladeira, para serem refrigeradas e estabilizadas a
5°C durante 20 minutos. Apds esse periodo, a estante com as palhetas foi colocada em um
isopor com N2 a uma distancia de 4 cm acima deste, permanecendo 20 minutos no vapor,
atingindo cerca de -120° C, e em seguida foram submersas no liquido e estocadas em um
botij&o criogénico a -196° C (FURST, 2006).

Imagem 8. Palhetas distribuidas em estante de congelamento
produzida no LEBRE.
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Fonte: Silva Neto (2016)

As palhetas do Grupo Méaquina (Imagem 9) foram dispostas no porta palheta, que foi
colocado no sistema de refrigeracdo para rodar a curva de temperatura até 5° C,
permanecendo nesta temperatura por mais 1 hora para estabilizar o sémen. ApoOs a
estabilizacdo, a parte central do porta palheta foi mergulhada no recipiente com nitrogénio
liguido (5 cm de altura) onde chega até -120° C, com a Maquina indicando o fim do
congelamento. Logo apds as palhetas foram armazenadas no botijao de N2 a -196° C.

Imagem 9. Maquina automatica de congelamento de sémen.

Fonte: htto://www.espacovet.com.br/
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3.6. Analises estatisticas

Os dados obtidos das variaveis estudadas sdo apresentados como média e seus
respectivos desvios padrdo, como medidas de tendéncia central. Para analise, foi empregando
a analise de variancia (ANOVA). Nos casos em que houve significancia no teste F (P < 0,05),
as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey. O programa computacional Sigma Stat 3.1,

foi empregado em todas as analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas seminais de Jumentos Nordestinos

Nos valores encontrados para os padrdes espermaticos de jumentos, foi observada
diferenca estatistica apenas entre os quesitos concentracédo total do ejaculado, e volume de gel
(P < 0,05), nos demais padrdes avaliados, 0s asininos mantiveram o mesmo padréo, como

podemos observar na tabela 1.

Tabela 1 - Valores médios e desvios-padrdao das caracteristicas do sémen fresco de jumentos
Nordestinos: Motilidade total, vigor espermatico, concentracao por ml e total, volume de sémen e
volume de gel.

Concentracao Concentragdo Vol.Sémen Vol. Gel

Animal  Motilidade (%) Vigor /ml total (ml) (ml)
1 8922 38045 1244+447  43444+7536  41,6+242 144+109"
2 90+35 44055 1584+486 33522+1722,4" 22972 1,2+0,6°
3 89+22 3,8+0,45 1976 +49  6304,4+12789° 324+38 2,6+31°
Média 89,3+25 4+0,5 160,1+51,9 4667 + 1698 32+16,2 6,06+8,3

ABY/ letras na coluna quando diferentes representam diferengas significativas (p<0,05).

Os valores para o volume do ejaculado encontrados corroboram com os dados ja
descritos na literatura, que demonstram amplitude de 10 a 180 ml, sendo que os valores mais
comuns estdo em torno de 40 ml de média (NISHIKAWA, 1959; HENRY et al., 1987,
SANTOS, 1994). Ja a presenca de gel no ejaculado, onde foi constatada diferenca estatistica
(P < 0,05), é considerada uma caracteristica individual dependente do jumento, época do
ano, frequéncia de coleta, excitacdo sexual e da idade (NISHIKAWA, 1959; GEBERS, 1995),
neste caso diferindo apenas o individuo.

No trabalho realizado por Kreuchauf (1984), no qual utilizaram jumentos Africanos, os
valores médios para a concentracdo esperméatica por mL variam desde 100 a 800 x 10° de
espermatozoides, corroborando com o presente trabalho, que encontrou média geral de 160,1
+ 51,9 x 10%/ml, semelhante entre os animais.

A média de motilidade total encontrada no sémen fresco neste trabalho é equivalente
estatisticamente a diversos trabalhos encontrados na literatura (CANISSO et al., 2008; ROTA
et al., 2008; KER, 2009; DE OLIVEIRA, 2010; CONTRI et al., 2011) conforme podemos
observar na tabela 2. Diante disto entendemos que o sémen do jumento Nordestino mantém
padrdo semelhante aos das outras racgas de asininos.

Outro parametro avaliado foi o vigor espermatico, que constitui a avaliacdo subjetiva da
forca e velocidade espermatica classificado por Walton (1952) numa escala de 0 a 5. No

presente estudo, o vigor espermatico médio registrado para o sémen fresco foi de 4 + 0,5,
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valor acima do que preconiza 0 CBRA (1998), e corrobora com Henry et al. (1987), que

avaliou vigor médio em jumentos da raga nordestina em 4,2.

Tabela 2. Motilidade total para o sémen fresco de asininos em diferentes estudos.

Autores Ano Motilidade espermatica total (%)
CANISSO et al. 2008 84,20+ 6,0
ROTA et al. 2008 94,00+ 3,5
KER 2009 83,07+£3,8
DE OLIVEIRA 2010 83,00+2,5
CONTRI et al. 2011 91,00+5,1

4.2. Sémen asinino refrigerado

Avaliando-se o efeito de momento, dentro dos grupos, com relacdo a motilidade
espermatica, foi constatado um reducéo progressiva (p < 0,05) para todos os grupos (Grafico
1), que demonstraram um padrdo de redugdo estatisticamente similar. Concordando com
Farrés et al. (2014), que avaliaram o meio Botusémen® com sémen equino em duas
temperatura diferentes, e mostram que a motilidade total apresenta diferenca em todos os
momentos avaliados, sendo cada momento inferior ao seu antecessor. Pois 0 armazenamento
superior a 24 horas pode desencadear processos bioquimicos que comprometem a fertilidade
dos gametas, como a capacitacdo espermética prematura (POMMER et al. 2002) |,
instabilidade nuclear, perda de componentes intracelulares e, em especial, da peroxidacéo
lipidica (AMANN & GRAHAM, 1993) causando inevitavel morte celular.

Gréfico 1 - Distribuicdo das médias da motilidade total, de jumentos Nordestinos submetidos a diluicéo
com trés meios diferentes, no decorrer de trés dias, com avaliagdes a cada 12 horas.
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Ainda com relacdo a motilidade, ao compararmos as médias dos grupos entre si, em
cada momento avaliado, ndo foram constadas diferencas estatistica (p > 0,05) demonstrando
uma similaridade para todos os meios usados nas caracteristicas de conservagdo espermatica

asinina.
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Tabela 3. Distribuicdo das médias da motilidade total, de jumentos Nordestinos submetidos a diluicdo com trés
meios diferentes, no decorrer de trés dias, com avaliacGes a cada 12 horas.

Momentos da refrigeracado (Horas)

Tratamentos 0 12 24 36 48 60 72
MC1 85,0 71,3 56,7 22,5 15,0 7,5 2,5
MC2 83,8 66,3 56,7 45,0 32,5 0,5 0,0
Kenney 87,5 76,3 56,3 17,5 10,5 0,0 0,0

Avaliando o gréfico 1 e a tabela 3 observamos que até as 24 horas todos 0s grupos se
mantém com o padrdo de motilidade aceitavel (WBFSH, 2016; CBRA, 1998). Sugerindo um
possivel bom resultado em taxa de prenhez utilizando sémen asinino refrigerado até esse
momento, pois as doses de sémen para refrigeracéo e envio sdo de aproximadamente 1 x 10°
espermatozoides viaveis, e estudos comprovam que doses entre cerca de 100 e 500 milhdes de
células espermaticas podem ser utilizadas com eficiéncia (BRANDAO et al., 2003; XAVIER,
2006).

Porém apesar da auséncia de diferenca estatistica, apenas 0 MC2 apresenta valor de
motilidade com média acima de 30 % no momento 36, se estendendo até 48 horas. Enquanto
0 meio Kenney e 0 MC1 ja apresentam valor inferior, limite sugerido como ponto de corte
para a utilizacdo de sémen (CBRA, 1998). Podendo levar a reducédo das taxas de prenhez apos
esse momento. No momento 60 horas nenhum dos meios testados apresentam motilidade
espermatica satisfatoria.

Na analise do vigor espermatico (Grafico 2) com rela¢do ao efeito momento em cada
grupo, foi constatado que ocorreu um comportamento similar ao da motilidade, com os trés
grupos se comportando estatisticamente semelhante (p < 0,05). Concordando com Silva
(2011), onde comparam as médias de vigor espermatico armazenados em Geladeira a 5° C até

0 periodo de 72 horas.

Gréfico 2 - Distribuicdo das médias do Vigor espermatico, de jumentos Nordestinos submetidos a diluicdo
com trés meios diferentes, no decorrer de trés dias, com avaliagdes a cada 12 horas.
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4.3.Sémen asinino congelado

Com relacdo a motilidade total, as fases Inicial e Pré-congelamento ndo apresentaram
diferengas estatisticas quando comparadas entre si. Quando comparados, as duas fases iniciais
com a fase de pos-descongelamento, foi encontrada diferenca consideravel (p < 0,05). Os dois
tratamentos efetuados na fase de poOs-descongelamento também diferem ente si (p < 0,05),

com resultado superior para o tratamento Maquina, como descrito na Gréfico 3.

Gréfico 3 - Distribuicdo das médias e desvio padrdo da motilidade espermatica de jumentos Nordestinos
submetidos a criopreservacdo de sémen. Nas fases p6s a coleta (Inicial), pés centrifugacdo e adicdo de
crioprotetor (Pré-congelamento) e descongelados, ap6s congelamento nos tratamentos Maquina e Geladeira.
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A motilidade do sémen fresco apresentou média de 89,3% enquanto que a motilidade do
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sémen pds-centrifugado apresentou 84%, ndo demonstrando diferenciacdo estatistica e se
mantendo acima dos valores preconizados pelo CBRA (1998) para o congelamento. Na fase
de po6s-descongelamento, o tratamento Maquina se sobrepés ao tratamento Geladeira, que nao
atingiu o requisito minimo de 30% de motilidade proposto pelo CBRA (1998) para aprovacao
de seu uso, com médias totais de 63,3 e 20,1% respectivamente.

Os valores encontrados para a motilidade total no tratamento Maquina foram superiores
aos encontrados na literatura (ARRUDA et al., 1989; SILVA et al., 1997; OLIVEIRA, 2005;
CANISSO, 2008) que relataram valores préximos a 40% de motilidade para o sémen asinino
descongelado. Papa et al. (1999) verificaram motilidade total com valores superiores a 50%
utilizando meio M9H (Merck + Gema + Kenney e meio de cultura celular BME), associado
ao glicerol. Ambos os autores utilizaram a técnica de Geladeira/vapor de N2. O resultado
superior obtido pelo sistema de Maquina automatica de congelamento pode ser associado ao
controle eletronico das curvas de resfriamento e congelamento, obtendo uma variacdo da
fonte de frio padronizada, causando minimos efeitos deletérios aos espermatozoides.

Quando comparados individualmente e dentro de uma mesma fase (Grafico 4), todos 0s
asininos se comportaram de maneira estatisticamente semelhante (P > 0,05),mantendo o

mesmo padréo dentro de cada fase e demonstrando a padronizagdo do experimento.
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Gréfico 4 - Distribuicdo das médias individuais (desvio padrdo) da motilidade espermética de jumentos
Nordestinos submetidos a criopreservacdo de sémen. Nas fases pds a coleta (fresco), pés centrifugacdo e
adicdo de crioprotetor (pré-congelamento) e descongelados, apds congelamento nos tratamentos Maquina e
Geladeira.
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Na Tabela 4 podemos observar as médias individuais, e média geral da motilidade total
do sémen asinino nas trés fases do experimento.
Tabela 4. Médias e desvio padrdo das repeticdes da motilidade espermatica dos jumentos Nordestinos

submetidos a criopreservacdo de sémen. Nas fases pos a coleta (Inicial), pds-centrifugacdo e adicdo de
crioprotetor (Pré-congelamento) e descongelados, apds congelamento na Maquina e na Geladeira.

Resposta da Motilidade espermaética total nas fases do congelamento

Inicial Pré-Congelamento Congelamento Maquina Congelamento Geladeira
Jumentol 89+26 85+35 73 +16,8 22+125
Jumento?2 90+£3,5 83+45 61 + 20,7 18+17,9
Jumento3 89+22 84+6,5 56 + 30,5 20+ 20,0
Média 89,3+2,6" 84 +4,7% 63,3 +22,9° 20,5+ 16,4°

AB Letras na linha quando diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).

Na anélise de vigor espermatico as fases de inicial e pos-centrifugado ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre si, assim como na fase pos-congelamento, onde os dois
tratamentos (Maquina e Geladeira) ndo apresentaram diferencas (P > 0,05). A diferenca
encontrada nessa avaliacdo foi entre as duas primeiras fases, em relacdo a fase de pds-
descongelamento (p < 0,05), onde esta ultima apresentou-se com nameros inferiores as duas

primeiras, como pode ser observado no gréafico 5.
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Gréfico 5 - Distribuicdo das médias e desvio padrdo do vigor espermético de jumentos Nordestinos
submetidos a criopreservacdo de sémen. Nas fases pés a coleta (Inicial), pés centrifugacdo e adicdo de
crioprotetor (Pré-congelamento) e descongelados, apds congelamento nos tratamentos na Maquina e
Geladeira.
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Ao serem comparados entre si (Grafico 6), os animais se comportaram de forma

Vigor espermatico

semelhante dentro de cada uma das trés fases distintas, assim como nos dois tratamentos

realizados, mantendo um padréo estatisticamente semelhante (p < 0,05).

Gréfico 6 - Distribuicdo das médias individuais e desvio padrdo do vigor espermatico de jumentos
Nordestinos submetidos a criopreservagdo de sémen. Nas fases pds a coleta (Inicial), pés centrifugacéo e
adicéo de crioprotetor (Pré-congelamento) e descongelados, apds congelamento na Maquina e na Geladeira.
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Fases e tratamentos usados na criopreservagio

O processo de congelamento ocasiona reducdo da viabilidade espermatica. Porém, a
metodologia empregada no experimento no tratamento em Maquina, possivelmente, foi capaz
de minimizar as lesdes ocasionadas durante o processamento do sémen. 1sso mostra que 0S
procedimentos precedentes, como dilui¢do inicial em meio de centrifugagdo, centrifugacéo
(600g/10 minutos), ressuspensdo no meio diluidor de congelamento, envase (palheta de 0,5
ml), resfriamento e congelamento em Maquina automatica sdo provavelmente viaveis para
espécie. Resultado este que ndo conseguimos alcancar com os procedimentos utilizados no
sistema Geladeira/vapor de N2, o que pode ser relacionado a dificil padronizagdo, uma vez
que diversos fatores podem provocar variagdes como: marca e modelo da Geladeira, tipo de
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caixa isotérmica, numero de doses a serem congeladas e o nivel de N2 (RODELLO et al.,
2005).
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5. CONCLUSOES

Concluimos que os pardmetros para 0 sémen fresco dos Jumentos Nordestinos se
mostraram compativeis com os ja descritos na literatura para os demais asininos. Todos 0s
meios diluentes de refrigeracdo se mostraram eficazes na manutencdo da viabilidade
espermética até o momento 24 horas in vitro. Para o congelamento, o tratamento Maquina
automatica se demostrou eficiente na criopreservacao de espermatozoides de asininos in vitro,
enquanto o tratamento Geladeira/vapor de N2, no protocolo utilizado, ndo demonstrou

resultado satisfatorio para sua utilizacdo na inseminacao artificial.
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