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RESUMO

SILVA, A.C. AVANGOS NA REFRIGERAGAO DE SEMEN ASININO (EQUUS

ASINUS)

Botucatu — SP. 2025. Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Apesar da expansao do mercado de asininos e muares, as biotécnicas
reprodutivas utilizadas ainda sdo amplamente extrapoladas da espécie equina,
frequentemente resultando em eficiéncia subdtima. Evidéncias indicam que
diluentes convencionais a base de leite desnatado ndo mantém adequadamente
a viabilidade espermatica em asininos e que a adi¢ao de colesterol ou o uso de
diluentes contendo gema de ovo pode melhorar a preservagao celular, porém
estudos de fertilidade foram conduzidos predominantemente em éguas. Assim,
este trabalho avaliou o efeito de diferentes diluentes comerciais, da retirada de
plasma seminal e da adigdo de gema de ovo sobre a qualidade espermatica e
fertilidade em jumentas. No primeiro experimento, amostras de sémen foram
refrigeradas nos seguintes grupos: diluente a base de leite com colesterol (BS —
BotuSémen Special®; controle), diluente a base de caseinato de sédio com
colesterol (BG — BotuSémen Gold®), diluente a base de gema de ovo com
crioprotetores (BC — BotuCrio®), BotuCrio® sem crioprotetores (BC-Sc) e
BotuCrio® com substituicdo da gema de ovo por caseinato de sddio (BCC). Um
experimento adicional comparou BG com BG sem plasma seminal (BG-sP). A
fertilidade e a contagem de polimorfonucleares (PMN) foi testada em jumentas
inseminadas com BG, BC, BC-Sc e BC-sP, que apresentaram melhor cinética
espermatica. Posteriormente, avaliou-se a adicao de diferentes proporgdes de
BotuCrio e gema de ovo ao BG: BG, BG+2% gema de ovo (BG2E), BG+10%
gema de ovo (BG10E), BC, BG+2% BC (BG2BC), BG+10% BC (BG10BC) e
BG+20% BC (BG20BC). As taxas de fertilidade foram comparadas entre BG e
BG20BC. Por fim, um ultimo experimento comparou a cinética do sémen
refrigerado a 5 °C em BG, BG sem plasma seminal (BG-P), BG+20% BC
(BGBC), BGBC sem plasma seminal (BGBC-P), INRA 96 (IN), IN sem plasma
seminal (IN-P), IN+20% BC (INBC) e INBC sem plasma seminal (INBC-P). Os
resultados demonstraram que a gema de ovo foi mais determinante que o
colesterol para melhorar e manter a qualidade espermatica de sémen asinino
refrigerado e que a retirada do plasma seminal beneficiou os resultados de
cinética espermatica. A seguir, os resultados indicaram que a adi¢cao de 20% de
BotuCrio associada a remocg¢ao do plasma seminal retornou os melhores
resultados de cinética, enquanto a fertilidade e a contagem de PMN néo foi
afetada pelos diferentes tratamentos.

Palavras-chave: Diluente; jumento; refrigeragao; semen.



ABSTRACT

SILVA, A.C. ADVANCES IN DONKEY (EQUUS ASINUS) SEMEN COOLING
Botucatu — SP. 2025. Master's Thesis — S&o Paulo State University Julio de
Mesquita Filho, FMVZ — Botucatu Campus

Despite the expansion of the donkey and mule market, available reproductive
biotechniques are still largely extrapolated from the equine species, frequently
resulting in low efficiency. Evidence indicates that conventional skim milk-based
extenders do not adequately maintain sperm viability in donkeys and that the
addition of cholesterol or the use of egg yolk-containing extenders may improve
cellular preservation; however, fertility studies have been conducted
predominantly in mares. Thus, this study evaluated the effect of different
commercial extenders, seminal plasma removal, and the addition of egg yolk on
sperm quality and fertility in jennies. In the first experiment, semen samples were
cooled in the following groups: milk-based extender with cholesterol (BS —
BotuSémen Special®; control), sodium caseinate-based extender with
cholesterol (BG - BotuSémen Gold®), egg yolk-based extender with
cryoprotectants (BC — BotuCrio®), BotuCrio® without cryoprotectants (BC-Sc),
and BotuCrio® with the replacement of egg yolk by sodium caseinate (BCC). An
additional experiment compared BG with BG without seminal plasma (BG-sP).
Fertility and polymorphonuclear (PMN) counts were tested in jennies inseminated
with BG, BC, BC-Sc, and BC-sP, which exhibited superior sperm kinetics.
Subsequently, the addition of different proportions of BotuCrio and egg yolk to
BG was evaluated: BG, BG+2% egg yolk (BG2E), BG+10% egg yolk (BG10E),
BC, BG+2% BC (BG2BC), BG+10% BC (BG10BC), and BG+20% BC (BG20BC).
Fertility rates were compared between BG and BG20BC. Finally, a last
experiment compared the kinetics of semen cooled at 5 °C in BG, BG without
seminal plasma (BG-P), BG+20% BC (BGBC), BGBC without seminal plasma
(BGBC-P), INRA 96 (IN), IN without seminal plasma (IN-P), IN+20% BC (INBC),
and INBC without seminal plasma (INBC-P). The results demonstrated that egg
yolk was more determinant than cholesterol in improving and maintaining the
quality of cooled donkey sperm, and that the removal of seminal plasma benefited
sperm kinetic outcomes. Furthermore, the results indicated that the addition of
20% BotuCrio associated with the removal of seminal plasma yielded the best
kinetic results, while fertility and PMN counts were not affected by the different
treatments.

Keywords: donkey; extender; cooled semen
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Apesar da proximidade filogenética entre equinos (Equus cabalus) e
asininos (Equus asinus), as espécies diferem em anatomia, fisiologia,
comportamento e necessidades de manejo. Tais diferengas refletem nas
biotécnicas aplicadas a reprodugdo. Apesar do crescimento exponencial do
mercado de asininos e muares no mundo, as biotécnicas aplicadas a esses
animais ainda s&o extrapoladas da espécie equina, o que algumas vezes
desencadeia resultados frustrantes nessa cadeia produtiva.

Asininos e muares compuseram uma fragdo importante das tropas
utilizadas para trabalho e transporte em todo o mundo. A mecanizagdo do
trabalho e o éxodo rural, no entanto, contribuiram para o desinteresse nesses
animais para ao trabalho de campo (1). Apesar de o consumo da carne de
jumento ndo ser tdo comum, ha um recente interesse da industria pelo leite de
jumentas, principalmente para uso na industria cosmética (2).

Enquanto algumas ragas correm risco de extingéo, outros locais como o
Nordeste Brasileiro, regides aridas dos Estados Unidos e Caribe a
superpopulagcdo de jumentos € um problema (3). Ainda sob outra perspectiva,
existem ragcas em crescimento exponencial principalmente devido a valorizagao
dos seus produtos, como o jumento Péga, raca brasileira que conta com
associagao (ABCJPéga — Associagao Brasileira de Criadores do Jumento Péga)
e provas de morfologia e marcha espalhadas por todo o pais.

Além disso, a producdo de hibridos movimenta o mercado equestre e os
centros de pesquisa em biotécnicas da reprodugdo. Cavalos e jumentos
possuem numeros diferentes de cromossomos (64 e 62, respectivamente),
enquanto os seus produtos apresentam 63 cromossomos e, Como
consequéncia, sao estéreis. Mulas e burros, produzidos pelo cruzamento entre
um macho de espécie asinina e uma fémea de espécie equina, sdo amplamente
utilizados na lida com o gado, em cavalgadas e em provas de marcha, e apesar
de estéreis, mulas podem ser utilizadas como receptoras de embrido. Por outro
lado, o cruzamento entre um macho da espécie equina e uma fémea asinina,
que produz um bardoto, desperta curiosidade pelas baixas taxas de fertilidade
(4).

Apesar de apresentar 6timos resultados de fertilidade com sémen fresco

tanto em éguas quanto em jumentas, o sémen refrigerado e congelado de
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jumentos ainda nao retorna resultados satisfatérios (5,6). Os processos de
refrigeragcdo e criopreservagao de sémen se apoiam em anos de estudo a
respeito da composicdo, do funcionamento e das demandas nutricionais da
célula espermatica, além da compreenséao da fisiologia reprodutiva das fémeas
que vao receber esse sémen.

O crescente interesse na reprodugdo de asininos desencadeou a
percepcao de que as biotécnicas aplicadas a reproducéo equina ndo retornam
os mesmos resultados quando extrapoladas para a espécie asinina. Extrapolar
biotécnicas desenvolvidas para equinos é ignorar a complexidade e a
individualidade da espécie asinina e esperar 0os mesmos resultados sem o
mesmo nivel de compreenséo da espécie (4-7).

A necessidade de controle populacional, protecdo de ragas ameacgadas e
as demandas comerciais de ragas valorizadas indicam a urgéncia de maior
compreensao da anatomia, fisiologia e comportamento dessa espécie e do
desenvolvimento de novas biotecnologias aplicaveis especificamente a espécie
asinina. Dessa forma, diversos estudos sao conduzidos ha anos para desvendar
0s mistérios que permeiam a reproducéo de jumentos (3-8).

Para asininos, a utilizagdo de sémen criopreservado ainda ndo é uma
realidade. O sémen asinino pode ser criopreservado, entretanto, as taxas de
fertilidade quando utilizado para inseminar jumentas € muito baixa,
impossibilitando a aplicagdo dessa biotécnica na espécie (5,9). Essa
particularidade torna mais urgente a compreensdao dos processos de
refrigeragdo para a espécie, ja que, além de ser a unica alternativa viavel até o
momento, a compreensao dos desafios do sémen asinino refrigerado pode
ajudar a desvendar as dificuldades enfrentadas para a utilizagdo desse mesmo
sémen criopreservado.

A utilizacao de sémen refrigerado permite o estreitamento de fronteiras, a
protecdo contra a disseminagédo de doencgas e facilita o manejo reprodutivo da
fémea, mas, para tal, se faz necessaria a utilizagdo de meios diluentes e
sistemas de refrigeragdo. Aparentemente, o sémen asinino é capaz de suportar
a taxa de refrigeracao aplicada a espécie equina, entretanto, os diluentes a base
de leite desnatado utilizados para equinos nao retornam bons resultados para
asininos (6,7).

Estudos recentes indicam que a adicao de fontes de colesterol pode ser
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benéfica para a manutengcdo da qualidade espermatica (3,6), além de que o
sémen asinino refrigera melhor quando exposto a caseina ou gema de
ovo (10,11), entretanto, ndo existem ainda protocolos bem definidos ou

diluentes comerciais para a refrigeracdo de sémen asinino.
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