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RESUMO

A producao interespécies na criagao de hibridos com sémen fresco de jumentos
em éguas tem taxas de gestacao satisfatérias. No entanto, quando o sémen de
garanhdes é utilizado para inseminar jumentas, verifica-se uma reducéo
significativa nos indices de concepgao. O presente estudo teve como objetivo
avaliar o efeito do plasma seminal homélogo e heterélogo de equinos e asininos
sobre a qualidade espermatica, a resposta inflamatéria uterina pés-cobertura e
a fertilidade em jumentas. Foram utilizados jumentos e garanhdes e o sémen foi
coletado por vagina artificial e avaliado quanto a concentragdo e motilidade. O
plasma seminal foi obtido por centrifugacao, filtrado e armazenado para posterior
uso. No experimento in vitro, ejaculados foram fracionados e diluidos (50 x 10°
espermatozoides/mL) em quatro tratamentos: controle, sémen sem plasma,
sémen com plasma seminal homdélogo e sémen com plasma seminal heterdlogo.
As amostras foram avaliadas por sistema CASA e citometria de fluxo quanto a
motilidade e integridade de membrana plasmatica e acrossémica. No
experimento in vivo, 18 jumentas foram distribuidas em grupos experimentais e
inseminadas com sémen fresco ajustado a 2 x 10° espermatozoides. A resposta
inflamatdria uterina foi avaliada por citologia endometrial nos tempos 0, 6, 24 e
48 horas pos-inseminacdo, além da avaliagdo ultrassonografica de fluido
intrauterino. A fertilidade foi determinada por coleta embrionaria e diagndstico
gestacional. Os diferentes tratamentos nao alteraram significativamente
parametros convencionais de qualidade espermatica, como motilidade e
espermatozoides rapidos. Entretanto, a integridade da membrana plasmatica
apresentou maior indice em equinos (P<0,05). Nos asininos, a motilidade
progressiva mostrou maior estabilidade ao longo do tempo (P<0,05). A resposta

inflamatdria uterina apresentou padrao semelhante entre os grupos, porém com



alteragdes significativas, sendo observada menor expressdo no grupo C2 em
comparagao ao grupo J2 no momento de 48 horas (P<0,05). /n vivo, os asininos
apresentaram taxas de prenhez superiores (P<0,05), e o uso de plasma seminal
asinino em sémen equino sugeriu efeito benéfico sobre a fertilidade. Esses
resultados evidenciam que diferencas fisioldgicas interespecificas influenciam a
funcionalidade espermatica e os desfechos reprodutivos, indicando o potencial
do plasma seminal de jumento para otimizar cruzamentos interespecificos e

estratégias de produgao de hibridos.

Palavras-chave: asininos, endometrite, fertilidade.
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ABSTRACT

Interesting production in the creation of hybrids using fresh semen from water
has satisfactory pregnancy rates. However, when stallion semen is used to
inseminate jennies, a significant reduction in conception rates is observed. The
present study aimed to evaluate the effect of homologous and heterologous
equine and donkey seminal plasma on sperm quality, post-mating uterine
inflammatory response, and fertility in jennies. Donkeys and stallions were used,
and semen was collected via artificial vagina and evaluated for concentration and
motility. Seminal plasma was obtained by centrifugation, filtered, and stored for
later use. In the in vitro experiment, ejaculates were fractionated and diluted (50
x 10® spermatozoa/mL) into four treatments: control, semen without plasma,
semen with homologous seminal plasma, and semen with heterologous seminal
plasma. Samples were evaluated by CASA system and flow cytometry for motility
and plasma and transverse membrane integrity. In the in vivo experiment, 18
jennies were distributed into experimental groups and inseminated with fresh
semen adjusted to 2 x 10° spermatozoa. Uterine inflammatory response was
evaluated by endometrial cytology at 0, 6, 24, and 48 hours post-insemination, in
addition to ultrasonographic evaluation of intrauterine fluid. Fertility was
determined by embryo collection and gestational diagnosis. The different
treatments did not significantly alter sperm quality, with conventional changes
such as motility and rapid spermatozoa. However, plasma membrane integrity
showed a higher index in horses (P<0.05). In donkeys, progressive motility
showed greater stability over time (P<0.05). The uterine inflammatory response
showed a similar pattern between the groups, but with significant alterations, with
lower expression observed in group C2 compared to group J2 at the 48-hour time

point (P<0.05). In vivo, donkeys showed higher pregnancy rates (P<0.05), and



the use of donkey seminal plasma in equine semen suggested a beneficial effect
on fertility. These results demonstrate that interspecific physiological differences
influence sperm functionality and reproductive stages, showing the potential of
donkey seminal plasma for optimizing interspecific crosses and hybrid production

strategies.

Keywords: donkeys, endometritis, fertility.
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Os asininos sdo criados e reconhecidos mundialmente, com grande
interesse, principalmente no Brasil, no cruzamento com éguas para a criagao e
comércio de muares (Canisso et al.,, 2010). Esses animais sdo amplamente
empregados em atividades que demandam resisténcia, forgca e rusticidade,
caracteristicas resultantes da combinagdo genética entre equinos (Equus
caballus) e asininos (Equus asinus). O fenbmeno conhecido como vigor hibrido
confere aos muares elevada capacidade de trabalho, adaptacdo a diferentes
condicdes ambientais e maior resisténcia fisica, 0 que explica sua utilizagdo em
atividades rurais, turismo e manejo de rebanhos (Canisso et al., 2019).

Apesar da relevancia desses hibridos, a eficiéncia reprodutiva nos
cruzamentos interespecificos ainda representa um desafio. Interessantemente,
a inseminagao interespécies com sémen fresco de jumento em éguas resulta em
satisfatérias taxas de gestacdo. Porém, os resultados séo significativamente
mais baixos quando o sémen equino é utilizado para inseminagéo de jumentas
(Fanelli et al., 2023). Essas diferengas tém sido atribuidas a particularidades
fisiologicas e imunoldgicas entre as espécies, especialmente relacionadas as
interacdes entre 0 sémen e o ambiente uterino (Allen; Short, 1997).

Entre os fatores que influenciam o sucesso reprodutivo destacam-se as
caracteristicas do sémen, como a qualidade espermatica e a composi¢ao do
plasma seminal. Atualmente, o plasma seminal € reconhecido como um
componente biologicamente ativo, responsavel pela protecdo dos
espermatozoides e pela modulagcdo da resposta inflamatdria uterina. Apds a
inseminagdo, ocorre uma resposta inflamatoria fisioldgica no utero para a
remocao de espermatozoides inviaveis e microrganismos, entretanto, quando
essa reacao nao e resolvida adequadamente, pode evoluir para uma endometrite
persistente pds cobertura, comprometendo a fertilidade. Evidéncias indicam que
essa resposta pode apresentar variagcdes entre espécies, sendo frequentemente
mais intensa ou prolongada em jumentas quando comparada as éguas.

Os motivos causadores dessas baixas taxas de fertilidade de fémeas
asininas quando inseminadas com sémen equino nao sdo completamente

entendidos, apesar de muitas hipoteses serem levantadas na industria equestre.
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5. HIPOTESES E OBJETIVOS
5.1 Hipoteses
¢ A inflamacéao uterina pds-cobertura ndo difere em jumentas inseminadas
com sémen de jumento ou garanh&o.
e O plasma seminal heter6logo (de jumento) no sémen equino pode ser

benéfico para as taxas de fertilidade na reproducao de bardotos

5.2 Objetivos

Caracterizar aspectos reprodutivos (inflamacgao uterina apds cobertura e
fertilidade) em jumentas inseminadas com sémen de garanhao e avaliar o efeito
do plasma seminal homodlogo e heterélogo sobre a qualidade espermatica e a
fertilidade de garanhdes e jumentos utilizados para a produgdo de bardotos,

mulas e jumentos.
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Highlights

+ O plasma seminal de jumento melhora a fertilidade em inseminagdes
interespecificas em jumentas.

* A utilizagdo de plasma asinino pode aumentar as taxas de prenhez em
comparagao ao sémen equino com plasma homaélogo.

* Diferengas interespecificas no plasma seminal influenciam a resposta uterina e
0 sucesso reprodutivo.

Resumo

Apesar da eficiéncia reprodutiva entre equinos e asininos na producado de
muares, a fertilidade na geragcédo de bardotos € menor. Este estudo avaliou os
efeitos do plasma seminal homologo e heterdlogo sobre a qualidade
espermatica, a resposta inflamatoria uterina e a fertilidade em jumentas
inseminadas com sémen de jumentos e garanhdes. No experimento in vitro,
ejaculados de jumentos e garanhdes foram submetidos a diferentes tratamentos:
sémen diluido em meio a base de caseinato de sodio e colesterol, com ou sem
adigao de plasma seminal (CT e SP), além da adigdo de plasma homdlogo ou
heterélogo (HOM e HET). Avaliaram-se a cinética espermatica e a integridade

da membrana plasmatica (IMP). No experimento in vivo, 18 jumentas foram
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distribuidas em cinco grupos experimentais (J1, J2, J3, C1 e C2), totalizando 90
inseminacdes com sémen fresco. A resposta inflamatéria uterina foi avaliada por
citologia endometrial, enquanto a fertilidade foi determinada por coleta
embrionaria e diagnodstico gestacional. Nos resultados in vitro, a motilidade
progressiva foi significativamente maior nos tratamentos com sémen asinino
(CT, HOM e HET) (P<0,05). Nos resultados in vivo as taxas de prenhez foram
significativamente mais elevadas nos grupos envolvendo asininos (J1, J2 e J3)
em relagao ao grupo C1 (P<0,05) e a resposta inflamatéria uterina foi menor no
grupo C2 em comparacao ao J2 apos 48 horas (P<0,05). Os resultados sugerem
qgue o plasma seminal de jumentos pode contribuir para melhorar a fertilidade em

cruzamentos interespecificos.

Palavras-chave: asininos, endometrite, fertilidade.

Abstract

Despite the reproductive efficiency of horses and donkeys in mule production,
fertility in hinnies is lower. This study evaluated the effects of homologous and
heterologous seminal plasma on sperm quality, uterine inflammatory response,
and fertility in jennies inseminated with semen from donkeys and stallions. In the
in vitro experiment, ejaculates from donkeys and stallions were subjected to
different treatments: semen diluted in a sodium caseinate and cholesterol-based
medium, with or without the addition of seminal plasma (CT and SP), as well as
the addition of homologous or heterologous plasma (HOM and HET). Sperm
kinetics and plasma membrane integrity (IMP) were evaluated. In the in vivo
experiment, 18 jennies were distributed into five experimental groups (J1, J2, J3,
C1, and C2), totaling 90 inseminations with fresh semen. Uterine inflammatory
response was assessed by endometrial cytology, while fertility was determined
by embryo collection and gestational diagnosis. In vitro results showed
significantly higher progressive motility in the donkey semen treatments (CT,
HOM, and HET) (P<0.05). In vivo results showed significantly higher pregnancy
rates in the donkey groups (J1, J2, and J3) compared to group C1 (P<0.05), and
the uterine inflammatory response was lower in group C2 compared to J2 after

48 hours (P<0.05). The results suggest that donkey seminal plasma may
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contribute to improved fertility in interspecific crosses.

Keywords: donkeys, endometritis, fertility.

1. INTRODUGAO

O interesse pela reproducéo de jumentos e pela producéo de hibridos tem
crescido mundialmente em funcédo da importancia econdmica e funcional desses
animais. A produgdo de muares, especialmente mulas e bardotos, tem
relevancia crescente na atividade equestre, o que reforga a necessidade de
compreender melhor a fisiologia reprodutiva dos asininos. Embora compartilhem
algumas caracteristicas com equinos, os asininos apresentam particularidades
enddcrinas e reprodutivas ainda pouco exploradas, o que dificulta a aplicacéo
direta de protocolos desenvolvidos para cavalos.

O cruzamento interespécies entre éguas e jumentos, que resulta em
mulas ou burros, apresenta taxas de fertilidade comparaveis ou até superiores
as obtidas em cruzamentos intraespecificos. Por outro lado, o cruzamento
envolvendo jumentas e garanhdes exibe fertilidade marcadamente inferior,
conforme descrito por Allen e Short (1997) e reforgado por estudos mais recentes
(Fanelli et al., 2023). Essa assimetria interespecifica representa um desafio
biolégico importante e ainda n&o totalmente compreendido.

Os componentes do plasma seminal tém papel fundamental na
sobrevivéncia e modulagdo da funcdo espermatica no trato genital feminino
(Troedsson et al., 2005). Segundo Podico et al. (2024) o plasma seminal de
jumentos promove uma resposta inflamatéria pds-infusdo significativamente
menor no utero de éguas, quando comparado ao sémen e ao plasma seminal de
cavalo.

Além disso, evidéncias sugerem que diferencas entre o plasma seminal de
garanhdes e jumentos podem influenciar de maneira distinta 0 ambiente uterino
da jumenta, que apresenta uma resposta inflamatéria mais intensa que as éguas
apos o deposito de sémen (Mird et al., 2009). Esse fendbmeno pode ser ainda
mais acentuado quando se utiliza sémen congelado ou sémen de garanhdes,
contribuindo para as baixas taxas de concepgéo relatadas (Rota et al., 2012).

Apesar dessas observacbes, ainda ha escassez de estudos que

investiguem diretamente a interagdo entre o sémen equino e o utero da jumenta,
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especialmente no contexto interespecifico. Essa lacuna limita o avango de
biotécnicas aplicadas a produgao de bardotos e evidencia a necessidade de
caracterizar os mecanismos envolvidos na resposta uterina e na fertilidade das
jumentas quando inseminadas com garanhdes.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo caracterizar aspectos
reprodutivos de jumentas inseminadas com garanhdes, incluindo a resposta
inflamatéria uterina pds-cobertura, a fertilidade e o desenvolvimento embrionario,
visando compreender fatores que possam explicar a baixa eficiéncia reprodutiva

na produgao de bardotos.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido em conformidade com as diretrizes éticas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista, sob protocolo n® 000.266. O ensaio clinico foi executado entre fevereiro
de 2024 e agosto de 2025.

21 Selecgao dos animais

Para este estudo, foram utilizados vinte e oito animais, sendo cinco
jumentos, um garanh&o e nove jumentas oriundos do Centro de Melhoramento
Genético da UniFil, localizado em Londrina, PR, Brasil, bem como dois asininos,
dois garanhdes e nove jumentas provenientes do Departamento de Reprodugéao
Animal da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, SP, Brasil. Os
animais foram alojados individualmente em galpdes, com acesso livre ao pasto,
agua ad libitum e alimentagdo composta por mistura de alfafa e feno de capim,
2 kg de concentrado e suplementacao mineral. Antes do estudo, foi realizado um
exame de aptiddo reprodutiva, que confirmou que todas as fémeas
apresentavam citologia uterina negativa (<5% de PMNs) e fertilidade
comprovada e todos os machos foram avaliados pelo CASA (IVOS 12, Hamilton
Thorne Inc., Beverly, MA) e também tiveram fertilidade comprovada (Brook,
1993).
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2.2 Colheita de sémen

Inicialmente, os animais tiveram trés ejaculados coletados em dias
consecutivos com o objetivo de esgotar os reservatorios epididimarios. As
coletas foram realizadas com a vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma®,
Botucatu, Brasil), utilizando um manequim e a presenca de uma fémea (égua ou
jumenta) em estro para estimulo sexual. Logo apds a colheita, o sémen foi
imediatamente filtrado em filtro de nylon estéril, e os pardmetros seminais
registrados. A concentragdo espermatica foi avaliada em cadmara de Neubauer,
e a motilidade foi analisada por meio do sistema computadorizado CASA (IVOS

12, Hamilton Thorne Inc., Beverly, MA).

2.3 Pool de plasma seminal

Os animais foram coletados, e o sémen foi centrifugado a 600 x g por 10
minutos. O plasma seminal recuperado (sobrenadante) foi novamente
centrifugado a 1.000 x g por 20 minutos, sendo posteriormente filtrado em filtro
de seringa de 45 um e, em seguida, em filtro de 22 ym, para remogéao completa
de debris celulares. O plasma puro foi entdo identificado e armazenado em
congelador em aliquotas de 10 mL. No momento da preparagao dos tratamentos,
os plasmas foram aquecidos a 37 °C em banho-maria e homogeneizados em

proporgdes iguais para formagao dos pools especificos de jumento e de cavalo.

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Delineamento experimental — in vitro

Foram utilizados cinco asininos e quatro equinos para o experimento in
vitro, com quatro ejaculados de cada animal (N=36). Cada ejaculado foi
fracionado em quatro aliquotas iguais e diluido a 50 x 10® espermatozoides/mL
nos seguintes tratamentos: Controle (CT) — sémen diluido em diluente a base
de caseinato de sédio com colesterol (BotuGold®, Botupharma, Brasil),
centrifugado e homgeinizado novamente no sobrenadante; Sem plasma
seminal (SP) — sémen centrifugado e resuspendido em diluente a base de
caseinato de sodio com colesterol (BotuGold®); Plasma seminal homélogo
(HOM) — sémen centrifugado e ressuspendido em plasma da mesma espécie
(equino ou asinino) + diluente a base de caseinato de sédio com colesterol

(BotuGold®); Plasma seminal heterélogo (HET) — sémen centrifugado e
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ressuspendido em plasma de espécie (equino ou asinino) diferente + diluente a
base de caseinato de sddio com colesterol (BotuGold®). Nos tratamentos com
plasma, apos a centrifugagédo, o sobrenadante foi retirado, o sémen foi diluido
em plasma seminal na concentragdo de 200x10%/ml e depois diluido em diluente

a base de caseinato de sddio com colesterol até 50x108/ml.

Delineamento experimental - in vitro

| ;
0

CcT SP / HOM HET
’ (Comr_ole) (Sem plasma) (Plasma Homélogo) (Plasma Heterdlogo)
Sémen gemnfug@do = Sémen centrifugado e Sémen centrifugado e Sé&men centrifugado e
resuspendido em diluente & resuspendido em diluente 3 resuspendido em diluente 3 resuspendido em diluente &
base de Caseina + Cole;tgrol base de Caseina + Colesterol base de Caseina + Colesterol base de Caseina + Colesterol
(100x10%/mL) + homogeinizado (100x10%/mL), sem plasma (100x10°/mL) + Pool de plasma: (100x10%/mL) + Pool de plasma:
novamente no sobrenadante seminal | Homélogo Heterdlogo

FIGURA 1. Delineamento experimental in vitro apresentando os grupos Controle, Sem
Plasma Seminal, Homoélogo e Heterélogo de equinos e asininos avaliados no estudo.

Logo apds a preparagao, as amostras foram submetidas a refrigeracdo a 5
°C e avaliadas nos momentos Oh e 2h. Todas as amostras foram analisadas
quanto a motilidade espermatica pelo sistema computadorizado CASA (IVOS 12,
Hamilton Thorne Inc., Beverly, MA) e quanto a integridade de membrana
plasmatica e acrossémica (IMPA) por citometria de fluxo.

Foram avaliados os seguintes parametros cinéticos: MT (motilidade total),
MP (motilidade progressiva), VAP (velocidade de trajeto), VSL (velocidade
linear), VCL (velocidade curvilinear), ALH (amplitude de deslocamento lateral de
cabecga), BCF (frequéncia de batimento de cauda), STR (retilinearidade), LIN

(linearidade) e RAP (porcentagem de espermatozoides rapidos).

3.2 Design experimental — in vivo

Ao total, 18 jumentas foram submetidas aos cinco grupos experimentais
(N=90). No grupo Cavalo homélogo (C1), as jumentas foram inseminadas com
sémen fresco de equino diluido a 100 milhdes de espermatozoides/mL em

diluente a base de caseinato de sédio com colesterol (BotuGold®) contendo
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plasma seminal homélogo na proporgao 1:1. No grupo Cavalo heterélogo (C2),
as jumentas foram inseminadas com sémen fresco de garanhao diluido a 100
milhdes de espermatozoides/mL em diluente a base de caseinato de sédio com
colesterol (BotuGold®) suplementado com plasma seminal heterélogo (plasma
seminal asinino). No grupo Jumento homodlogo (J1) , as jumentas foram
inseminadas com sémen fresco de asinino diluido a 100 milhdes de
espermatozoides/mL em diluente a base de caseinato de sédio com colesterol
(BotuGold®) suplementado com plasma seminal homélogo. No grupo Jumento
heterélogo (J2), as jumentas foram inseminadas com sémen fresco de asinino
diluido a 100 milhdes de espermatozoides/mL em diluente a base de caseinato
de sédio com colesterol (BotuGold®) e plasma seminal heterélogo (plasma
seminal equino). Por fim, no grupo Jumento Sem Plasma Seminal (J3), as
jumentas foram inseminadas com sémen fresco de jumento diluido a 100 milhdes
de espermatozoides/mL em diluente a base de caseinato de sédio com colesterol
(BotuGold®) sem plasma seminal. Todos os grupos estao descritos na Figura 2.
Para a preparacdo da dose inseminante, o ejaculado foi previamente avaliado,
diluido na prorporcéo de 1:1 em diluente base de leite desnatado (BotuSémen®)
e submetido a centrifugacao a 600xg por 10 minutos para a retirada do plasma
seminal e adicdo dos componentes do grupo selecionado, obtendo ao final a
dose inseminante de 2.000x106.

Jumentas foram monitoradas por ultrassonografia transretal trés vezes por
semana para o acompanhamento do ciclo estral. Quando um foliculo pré-
ovulatério (29-32 mm de didmetro) era identificado, realizava-se a primeira
inseminagdo. Apds 24 horas da primeira inseminagdo, as jumentas foram
induzidas a ovulagdo com acetato de histrelina (500 pg/IM, Strelin®,
Botupharma, EUA) e, 24 horas apés a indugdo, foram novamente inseminadas
com sémen fresco contendo 2 x 10° espermatozoides. O acumulo de fluido
intrauterino foi avaliado por ultrassonografia, e a citologia endometrial foi obtida
utilizando uma escova citolégica no momento da indugao da ovulagao (Oh), e 6,
24,48 h apés a |A.

O diagndstico de gestacéao e a recuperagao embrionaria foram realizados
aos 14 e 8 dias apds a ovulacdo, respectivamente, como forma de avaliacdo da
fertilidade no presente estudo. Para a recuperacdo embrionaria, foram utilizados

quatro litros de solucdo de ringer com lactato. Apds a lavagem uterina ou o
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diagnostico de gestagdo, administrou-se 0,075 mg de cloprostenol por via
intramuscular para indugéo do retorno ao estro. Todas as jumentas passaram
por um ciclo controle entre os tratamentos, durante o qual foram monitoradas por
ultrassonografia transretal, além da realizag&o de citologia uterina para confirmar

a auséncia de alteracdes inflamatérias no utero.

Delineamento experimental - /n vivo

C1

| /& c2
Cavalo (Controle) /N - Cavalo (Tratado
Dose: 2.000x10° R ERiB Lo
Diluente: Caseina + Colesterol | Diluente: Caseina + Colesterol
(100x1 0°(mL) i 2‘ i {100x10%/mL)
Pool de Plasma: Homélogo d 4 | PooldePlasma: Heterdlogo |
z J1 5 J2
Jumento (Controle) Jumento (Tratado)
Dose: 2.000x10® X Dose: 2.000x10%
Diluente: Caseina + Colesterol Diluente: Caseina + Colesterol
(100x10%/mL) ) (100x10%/mL)
Pool de Plasma: Homoélego Pool de Plasma: Heterdlogo
-~ -~ = ~ - ~
X J3
Jumento (Sem Plasma)
A Dose: 2.000x10%
Centrifugado e ressuspendido
) Diluente: Caseina + Colesterol
(100x10%/mL)

- - | Sem Plasma Seminal

FIGURA 2. Delineamento experimental in vivo apresentando os grupos Equino
Homodlogo (C1), Equino Heterdlogo (C2), Asinino Homdlogo (J1), Asinino Heterdlogo
(J2) e Asinino Sem Plasma Seminal (J3) avaliados no estudo.

Citologias uterinas foram colhidas utilizando-se escovas citoldgicas para
éguas (PROVAR®, Brasil), nos momentos DO (inseminacgao) e 6, 24 e 48 horas
apos a IA. Nessa técnica, a canula protetora da escova foi introduzida através
da cérvix e avangada até o lumen uterino utilizando luva estéril, garantindo a
minimiza¢ao de contaminagdo. Em seguida, a escova citoldgica foi exposta por
aproximadamente 30 segundos, sendo efetuados movimentos rotatérios no
sentido horario e anti-horario para a coleta do material endometrial. Apds a
colheita, a escova foi novamente retraida para dentro da canula, removida do
trato reprodutivo da fémea e o material obtido, transferido para lamina de vidro
por meio de movimentos rotatérios, visando a adequada fixagcdo da amostra.

As amostras citologicas foram depositadas em laminas de vidro, secas ao
ar e coradas pelo método Diff-Quick. As laminas foram lidas em microscopia
otica em aumento de 400x. Ao todo 200 células foram contadas para a

determinagao da porcentagem de PMN'’s e células endometriais
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3.3 Acumulo de fluido intrauterino

O acumulo de fluido intrauterino foi avaliado por meio de ultrassonografia
transretal, utilizando transdutor linear de alta frequéncia. A avaliagao foi realizada
com a sonda posicionada em angulo de aproximadamente 30—45° em relacao
ao corpo uterino, permitindo visualizagao nitida da bifurcagcao uterina e dos

Cornos.

3.4 Analise estatistica

A normalidade e distribuigdo dos dados foram avaliadas por meio dos
testes de Shapiro—Wilk e Cramér—von Mises. Os dados paramétricos foram
avaliados utilizando-se modelo misto e bonferroni. Para a variavel PM, que nao
atendeu aos pressupostos de normalidade, foi aplicada uma transformacéo Box—
Cox, sendo o modelo posteriormente ajustado com os dados transformados.

Valores de P inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

4. RESULTADOS
4.1 Experimento in vitro

A Figura 3 ilustra a porcentagem de motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP), espermatozoides rapidos (RAP) e integridade de membrana
plasmatica (IMP) nos grupos (CT, SP, HET e HOM) de jumento e cavalo
avaliados em (CASA) e por citometria de fluxo.

De forma mais detalhada, os resultados indicam que, para a variavel MT,
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre o grupo HET
dentro de cada tempo na espécie asinina (P < 0,05). Porém, ndo houveram
outras diferengas consistentes entre tempos dentro de um mesmo grupo (P >
0,05), o que sugere que os tratamentos avaliados nao influenciaram esse
parametro ao longo do periodo experimental. Da mesma forma, as comparacoes
entre espécies para MT nao revelaram diferengas significativas dentro dos
mesmos grupos e tempos, indicando comportamento semelhante entre asininos
€ equinos para essa variavel.

Em relagcdo a MP, apds a aplicacdo da transformagcao Box—Cox para
atender aos pressupostos de normalidade, verificou-se que houve um efeito
consistente da espécie, com asininos apresentando valores de MP

significativamente mais elevados (P < 0,05) do que equinos em praticamente



54

todos os grupos e tempos avaliados, especialmente nos grupos CT, HOM e SP,
evidenciando um padrao fisioldgico distinto entre as espécies. Além disso, o
grupo SP de asininos apresentou uma diferenga significativa em comparacao ao
grupo HET. Quanto a RAP, os resultados demonstraram estabilidade desse
parametro em asininos e equinos, sem diferengas significativas entre grupos ou
entre tempos (P > 0,05), indicando manutengao da motilidade rapida progressiva

ao longo do tempo experimental.
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FIGURA 3. Parametros de cinética espermatica avaliados no momento 0 e 2 horas nos
grupos CT, HOM, HET e SP de asininos e equinos no experimento in vitro. (A)
Representa a porcentagem de motilidade total (MT), (B) motilidade progressiva (MP),
(C) espermatozoides rapidos (RAP), (D) integridade de membrana plasmatica (IMP).

Os dados de PMI foram transformados por Box—Cox e analisados por
modelo linear misto, considerando grupo, tempo, espécie e suas interagoes
como efeitos fixos, ejaculado como covariavel e macho como efeito aleatério. A
distribuicao dos residuos foi considerada adequada.

Em jumentos, houve efeito do grupo experimental nos tempos 0 e 2, com
maiores valores de PMI nos grupos CT e SP em comparacgao aos grupos HET e
HOM (P < 0,05). Em cavalos, nao foram observadas diferengas entre os grupos
no tempo 0 (P > 0,05). Contudo, no tempo 2, o grupo SP apresentou valores de

PMI superiores aos grupos CT e HET (P < 0,05).
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Nao houve efeito do tempo dentro de cada grupo, independentemente da
espécie (P > 0,05). Na comparagao entre espécies, os cavalos apresentaram
valores de PMI superiores aos jumentos nos grupos HET e HOM em ambos os
tempos (p < 0,05). No grupo SP, essa diferenga foi observada apenas no tempo

2 (P < 0,05), enquanto no grupo Controle nao houve diferenga entre as espécies.

4.2 Experimento in vivo

Em conjunto, os resultados demonstraram que a motilidade espermatica
total (Painel A) e espermatozoides rapidos (Painel C) nao tiveram diferencas
significativas entre os grupos. Entretanto, a porcentagem de motilidade
espermatica progressiva diferiu entre os grupos experimentais, conforme
apresentado na Figura 4. O grupo J1 apresentou motilidade progressiva

significativamente maior do que o grupo J2 com relagédo a MP (P < 0,05).
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FIGURA 4. Parametros de cinética espermatica avaliados nos grupos J1, J2, J3,C1 e
C2 avaliados no experimento in vivo. (A) Representa a porcentagem de motilidade total
(MT), (B) motilidade progressiva (MP), (C) espermatozoides rapidos (RAP).

Além disso, observou-se maior variabilidade entre os grupos, com o0s
grupos J1 e J3 apresentando valores médios superiores aos grupos J2, C1 e C2
(P < 0.05), enquanto alguns grupos n&o diferiram estatisticamente entre si,
conforme indicado pelo agrupamento por letras (AB).

A Figura 5 apresenta a porcentagem de prenhez efetivada entre os
diferentes grupos de jumento e cavalo. Foi observado associagao significativa
entre os grupos J1, J2, J3 e taxa de prenhez elevada e o grupo C1 com a menor
taxa de prenhez.

Os resultados obtidos in vivo indicaram que a taxa de prenhez foi
significativamente influenciada pelo grupo experimental e pela espécie.

Verificou-se associagao significativa entre grupo e prenhez (x> = 17,73; p =
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0,001), sendo o grupo C1 caracterizado pelas menores taxas, enquanto os
grupos J1, J2 e J3 apresentaram maior probabilidade de prenhez. Esses
achados foram corroborados pela analise de regressdo logistica, a qual
evidenciou aumento significativo nas chances de prenhez nos grupos J1 (OR =
9,10), J2 (OR =17,50) e J3 (OR =9,63) quando comparados ao C1, destacando-
se 0 grupo J2 como aquele com maior efeito positivo. As analises de
comparagdes multiplas confirmaram diferenga significativa entre o grupo C1 e os
grupos J, sem diferengas estatisticas entre estes ultimos (P > 0.05).

Quanto a espécie, observou-se efeito expressivo, com 0s jumentos

>
w

A 15018 A
3951
75 1318 1118

—
— n
£ &

~N
] AB g
£
= =
T r 218 L &0 B
s a
@ U
= -
o B =
x
< ud
- ;

25 418 25
0

Asinino Equino

FIGURA 5. Taxas de prenhez obtidas nos diferentes grupos experimentais e a
comparagao entre asininos e equinos do experimento in vivo. (A) Porcentagem de
prenhez efetivada entre os grupos: J1, J2, J3, C1 e C2, (B) Porcentagem de prenhez de
jumentas efetivadas com asininos e equinos.

apresentando taxas de prenhez significativamente superiores as dos garanhdes
(x®2=12,67; P <0,001), além de odds de prenhez aproximadamente 5,75 vezes
maiores nos asininos em relagdo aos equinos. Em relacdo ao fator macho,
embora o teste do qui-quadrado tenha indicado associagao global significativa
(P = 0,013), a regressao logistica e as comparag¢des multiplas nao identificaram
diferengas consistentes entre os individuos apdés os ajustes estatisticos,
sugerindo elevada variabilidade e possivel limitagdo do tamanho amostral.

Em relagéo a presencga de células inflamatorias avaliadas nos tempos 0,6
e 24 horas pos inseminagdo, a Figura 6 destacou que entre os grupos do

experimento, nao houve diferenga estatistica, mas houve uma tendéncia similar
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entre os grupos, que descreve a resposta inflamatéria uterina com um aumento
exacerbado nas primeiras 6 horas e reduz significativamente até as 48 horas.

Observou-se aumento significativo da porcentagem de neutrofilos (PMN)

100 o
D -
80
ABc Grupo
x 5 ' E3 J1
= 60 | & 12
= &3 J3
= E3 C1
Q. 40 & c2
20
ddcdd
D{ o dése
-2
Hora (h)

FIGURA 6. Porcentagem de polimorfonucleares (PMNs) em citologia endometrial de
jumentas nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas apds inseminagao artificial nos grupos J1, J2,
J3, C1 e C2 do experimento in vivo.

em todos os grupos as 6 horas, caracterizando o pico da resposta inflamatoria
aguda, sem diferencas estatisticas entre os grupos. Em 24 horas, houve reducao
significativa dos niveis de PMN, indicando inicio do processo de resolugéo
inflamatéria. Em 48 horas, os grupos J2 e C2 apresentaram diferengas
estatisticamente significativas entre si, com uma menor expressao de inflamacéao
no C2, porém todos os grupos apresentaram reducao de polimorfonucleares
comparado as 24 horas, evidenciando padrdes de resolugao da inflamacgao.

A Figura 7 representa a resposta inflamatéria uterina das jumentas
avaliadas no experimento in vivo, onde A apresenta o momento prévio a
inseminagao artificial, com auséncia de polimorfonucleares indicando utero
sadio. A imagem B representa o pico inflamatério no momento 6 horas com maior
indice de células inflamatérias. As imagens C e D representam os momentos 24
e 48 horas respectivamente, e demonstram uma reducéo significativa ao longo
do tempo de PMNSs, elucidando a redug¢ao da resposta inflamatéria uterina.

Na tabela 1, foi observado efeito significativo da hora sobre a
concentracdo de PMN (P < 0,001), independentemente do grupo experimental.

As médias ajustadas (£ erro-padrdo) foram maiores no momento 6 horas (4,35
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+ 0,09), seguidas por 24 horas (3,34 £ 0,09) e 48 horas (2,51 + 0,09), sendo o

momento 0 hora aquele com os menores valores (0,14

+

0,09). Foram

observadas diferengas significativas entre os grupos dentro de um mesmo

periodo apenas entre os grupos J2 e C2 no momento 48 horas (P > 0,05). Com

relacao a presenca de fluido intrauterino, nao houveram diferencgas significativas

entre os grupos avaliados (P < 0,05).

FIGURA 7. Campos em aumento de 40x de lamina de citologia uterina nos momentos
(A) 0 hora, (B) 6 horas, (C) 24 horas e (D) 48 horas apds inseminagéo artificial, com
presenca de células endometriais e polimorfonucleares.

Tabela 1.

Médias

ajustadas

(x erro-padrao)

da concentragdo de

polimorfonucleares (PMNs) nos diferentes grupos experimentais ao longo do
tempo (0, 6, 24 e 48 horas).

Grupo 0
C1
C2
J1
J2
J3

Hora

0,19 £ 0,182
0,20 + 0,182
0,04 + 0,192
0,12 + 0,192
0,14 £ 0,212

6 Horas
4,32 +0,18d
4,30 + 0,18d
4,40 + 0,194
4,35+ 0,18d
4,37 £ 0,21¢c

24 Horas
3,51+0,19¢
3,28 £0,18¢
3,18 £ 0,19¢
3,63 +0,18¢
3,09 £ 0,22

48 Horas
2,52 +0,18b
2,18 £ 0,19b
2,52 +0,19b
2,92 +0,19b
2,39 + 0,220

Médias ajustadas obtidas por modelo linear misto, considerando grupo, hora e sua
interacdo como efeitos fixos, ciclo como covariavel e animal como efeito aleatério. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa entre dias dentro de cada

grupo (P < 0,05).
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5. DISCUSSAO

Os resultados do delineamento experimental in vitro, referentes a
qualidade espermatica avaliada pelos parametros de motilidade total, proporcao
de espermatozoides rapidos e integridade da membrana plasmatica,
demonstraram que, embora os tratamentos nao tenham promovido diferengas
expressivas entre os grupos, foram observadas diferencas interespecificas.
Houve manutencdo da motilidade progressiva ao longo do tempo no grupo de
asininos, enquanto, nos equinos, a integridade de membrana plasmatica teve um
indice maior.

Ao avaliar os parametros de motilidade total dos ejaculados utilizados nos
ciclos das jumentas, nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos, havendo apenas pequenas variagdes entre eles.
Esse resultado corrobora os dados previamente obtidos in vitro, nos quais a
motilidade total dos grupos mostrou-se satisfatéria. Apesar disso, a manutengao
da motilidade progressiva nos asininos pode ter contribuido para as taxas de
fertilidade satisfatorias observadas nesses grupos.

Os resultados obtidos entre os grupos do experimento com relagdo a
fertilidade, corrobaram com os dados ja descritos por Fanelli (2023), no qual o
cruzamento entre garanhdes e jumentas tiveram uma taxa de gestacao
significativamente inferior (16,3%), em relacdo aos embrides de jumentos com
éguas que tiveram uma taxa de gestacédo de (42,9%). As taxas de fertilidade
obtidas no estudo, foram de 36% nas gestagdes de jumentas e garanhdes, e
76% nas gestacdes de jumentas e jumentos.

Ao comparar os grupos J1, J2 e J3 entre si, ndo houveram diferengas
significativas com relagéo a taxa de prenhez. Entretanto, ao comparar os grupos
de cavalos entre si, foi possivel observar que o grupo C2 obteve uma taxa de
fertilidade de 50%, (2,3 vezes maior) que o grupo C1 com taxa de 22%. O que
difere entre os dois grupos é a presenga do plasma asinino no sémen equino do
grupo C2. Em sintese, o plasma seminal € um componente essencial do sémen,
cuja complexa composigao proteica e metabdlica exerce influéncia direta sobre
a qualidade espermatica, a resposta inflamatdria do trato reprodutivo feminino e
as taxas de fertilidade.

Um estudo realizado por Wen et al. (2025), em protedmica permitiu

identificar aproximadamente 2380 proteinas no plasma seminal de cavalos e
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2385 no de jumentos. Sete das 10 proteinas mais expressas foram encontradas
em ambas as espécies e estdo intimamente relacionadas a qualidade
espermatica e a prenhez. Porém, também foram evidenciadas a presenca de
assinaturas protedmicas especificas, com 158 proteinas apresentando
expressao aumentada e 190 com expressao reduzida no plasma seminal de
jumentos em comparagao aos cavalos. Além disso, foram identificadas proteinas
diferencialmente expressas entre as espécies, 59 proteinas especificas em
equinos, e 64 proteinas especificas em jumentos. Esses resultados evidenciam
diferencas relevantes na fisiologia reprodutiva entre as espécies e refletem
variagbes em suas estratégias reprodutivas e adaptacdo ao ambiente
reprodutivo.

Proteinas com peso molecular entre 30 e 100 kDa, foram associadas ao
papel imunomodulador do plasma seminal em um estudo recente feito por Mird
et al. (2021), no qual forneceu as primeiras evidéncias de que nem todas as
proteinas do plasma seminal exercem os mesmos efeitos sobre a funcao
espermatica, a sobrevivéncia e a interagdo espermatozoide-PMN em jumentas.
Dessa forma, sugere-se que a presenga de componentes especificos no plasma
seminal de cada espécie pode estar associada ao efeito exercido sob os
espermatozoides e o processo até a fertilizagao.

Podico et al. (2024) forneceram evidéncias de que o plasma seminal de
jumento exerce efeito imunomodulador benéfico no utero da égua pois
apresentam altas concentragdes de lactoferrina, que possui propriedades
antioxidantes, protegendo os espermatozoides contra a peroxidacao lipidica.
Além disso, também apresentam maiores niveis de prostaglandinas PGE1 e
PGE3 em comparacdo aos equinos, com efeitos anti-inflamatérios e a
modulagao da resposta imune no trato reprodutivo feminino, atuando na inibicao
da quimiotaxia de leucécitos e na modulagdo da producédo de citocinas pro-
inflamatdrias.

Embora nao tenha sido observado diferenga estatistica entre os grupos
com relagdo a resposta inflamatoéria uterina no experimento, um estudo feito por
Mateo-Otero et al. (2022) evidenciou que o plasma seminal de jumentos é
responsavel pela inducéo de NETs (armadilhas extracelulares de neutrdéfilos) em
PMNs de jumentas, que segue um comportamento dependente do tempo e da

concentracdo. As NETs s&o redes de DNA, histonas e proteinas granulares
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liberadas por neutrofilos para aprisionar e destruir patégenos. Em cavalos, uma
proteina do plasma seminal com atividade de Dnase, demonstrou prevenir a
formacgédo de NETs e reduzir a ligagdo espermatozoide-neutréfilo (Alghamdi et
al., 2009). Esse processo pode também representar uma estratégia reprodutiva
pela qual o trato reprodutivo feminino das jumentas selecionam os
espermatozoides.

O que precisa ser levado em considerag¢ao no delineamento desse estudo
€ que as taxas de fertilidade podem ter sofrido variagdo ja que em algumas
jumentas foram realizados a colheita de embrido ao invés do diagnéstico
gestacional por se tratarem de animais comerciais, podendo ocorrer colheitas
falso negativas. Além disso, no que se refere ao sémen utilizado nos grupos do
experimento, o sémen foi proveniente de ejaculados, que foram imediatamente
submetidos a centrifugagéo para a retirada do plasma. Entretanto, esse contato
prévio com o plasma autdélogo ndo descarta uma possivel interferéncia nos
resultados obtidos. Todavia, para que ndo houvesse essa exposi¢cao ao plasma
autologo, seria necessario a realizagdo da colheita dos espermatozoides da
cauda do epididimo, o que torna inviavel esse feito ja que, seria necessario
realizar a castragdo dos machos reprodutores para obter esse material e a
criopreservagao para o armazenamento do sémen, o que ja € descrito como uma

técnica limitada em jumentas.

6. CONCLUSAO

Em conclus&o o presente estudo determinou que o plasma seminal de
jumento pode compor nutrientes que interferem positivamente na fertilidade das
jumentas e que se associa a capacidade espermatica e seu processo até a
fertilizacdo quando este é ressuspendido ao sémen equino na produgao de

bardotos.
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