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RESUMO 
OLIVEIRA, P.V.L.F. Influência da adição de plasma seminal ao sêmen 
congelado de jumento (Equus asinus) e da lavagem uterina, sobre a 
fertilidade de jumentas. Botucatu – SP. 2015. Dissertação (Mestrado) – 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, 

Universidade Estadual Paulista. 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar se a adição do plasma seminal autólogo ao 

sêmen criopreservado de jumentos, aliado a lavagem uterina pós-inseminação 

artificial influencia nos índices de fertilidade em jumentas. Para isso, dois 

experimentos foram realizados: No experimento I foram analisados os 

parâmetros de cinética espermática pelo método computer assisted sperm 

analysis (CASA), análise da integridade de membrana plasmática e acrossomal 

(MPAI), peroxidação lipídica (PERO) e teor de espécie reativa de oxigênio 

intracelular (EROS) pela técnica de citometria de fluxo, de 15 ejaculados de 3 

jumentos, diluídos em INRA-96®(IC - INRA, IMV Technologies, France) - Rota 

et al., (2012) ou em BotuCrio® (BC - Botupharma, Botucatu, Brasil), com e sem 

adição de plasma seminal (PS) após a descongelação. Os resultados do CASA 

foram semelhantes para os 2 diluentes (P>0,05), no entanto o BC proporcionou 

uma maior integridade de MPAI além da PERO menor que o IC, resultando em 

menor EROS (P<0,05). A adição do PS reduziu os parâmetros do CASA 

(p<0,05), porém sem ação na MPAI e PERO (p>0,05). No experimento II, 

avaliou-se a influência da adição do PS autólogo na pós-descongelação e sua 

associação à lavagem uterina (L) pós-inseminação artificial (IA), na fertilidade 

de jumentas. Foram utilizados 86 ciclos de 33 jumentas, divididas em 8 grupos: 

G1) BC + PS + L e G2) IC + PS + L foram testados mediante inseminações em 

14 ciclos cada; G3) BC + L e G4) IC + L foram testadas em 11 ciclos cada, 

todas as L foram feitas 10 horas após a IA; G5) BC + PS e G6) IC + PS foram 

empregados em 8 ciclos cada, e o G7) BC e G8) IC foram avaliados em 10 

ciclos cada. Verificou-se que o PS não influiu na fertilidade de jumentas (p = 

0,6582) contudo a L,10 h pós-IA, interferiu positivamente na taxa de prenhez (p 

= 0,0097) elevando de 0% (G7 e G8) para 42,9% (G1 e G2). 

 

Palavras chave Equídeos; Sêmen; Teste Fertilidade; CASA; Citômetro de fluxo 
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ABSTRACT 
 

OLIVEIRA, P.V.L.F. Influence of the addition of seminal plasma to jack 
frozen semen (Equus asinus) and uterine lavage, on jenny fertility. 

Botucatu – SP, 2015. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 
The aim of this study was to evaluate whether the addition of autologous seminal 

plasma to frozen donkey semen, coupled uterine flushing after artificial insemination 

influence on fertility rates in jennies. Two experiments were conducted: experiment I, 

the parameters of sperm kinetics were analyzed by using computer assisted sperm 

analysis (CASA), analysis of plasma membrane integrity and acrosome (MPAI), lipid 

peroxidation (PERO) and reactive species content intracellular oxygen (ROS) by the 

technique of flow cytometry, 15 ejaculated 3 donkeys, diluted in INRA-96® (IC - INRA, 

IMV Technologies, France) -. Rota et al, (2012) or BotuCrio® (BC - Botupharma, 

Botucatu, Brazil), with and without addition of seminal plasma (SP) after thawing. The 

results were similar for CASA to 2 extenders (P> 0.05), however BC provided greater 

MPAI integrity beyond smaller PERO than the IC, resulting in lower EROS (P <0.05). 

The addition of PS reduced the parameters of CASA (P <0.05), but no action on the 

MPAI and Pero (P> 0.05). Experiment II, evaluated the influence of the addition of 

autologous SP in post-thaw and its association with uterine lavage (L) pos-IA, in the 

fertility jennies. 86 cycles of 33 jennies were used, divided into 8 groups: G1) BC + SP 

+ Land G2) IC + SP + L, were tested by 14 cycles each; G3) BC+L  and G4) IC+ L, 

were tested on each 11 cycles, all L were made 10 hours after AI; G5) BC + SP and 

G6) IC + SP were used in 8 cycles each, and the G7) BC and G8) IC were evaluated in 

10 cycles each. It was found that the SP, had no effect on fertility jennies (p = 0.6582) 

however L 10 h post-IA, increased pregnancy rate (p = 0.0097) increasing from 0% (G7 

and G8) to 42.9% (G1 and G2). 

 

Keywords: Equideae; Semen; Fertility Test; CASA; Flow Cytometer. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) em 

divulgação da última “Produção da Pecuária Municipal 2012”, informou que o 

rebanho de asininos (Equus asinus) e muares (Equus mulus) teve uma redução 

de 7,4% e 3,8%, respectivamente no total de número de animais em 

comparação ao ano de 2011, sendo a região Nordeste a maior concentração 

desses animais. 

Contudo, segundo o próprio Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), 2014, o agronegócio representa cerca de 1/3 de todo 

Produto Interno Bruto (PIB) do país, e a pecuária representa cerca de 30% de 

todo agronegócio, se tornando um grande destaque pela sua importância na 

economia brasileira. Os eqüídeos assumem sua relevância frente a isso, uma 

vez que Confederação de Agricultura e Pecuária do Brasil (CNA), 2004 relata 

que os animais desse gênero possuem uma correlação de existência de 0,74 

com a espécie bovina. 

Com o propósito de melhorar a situação da espécie asinina (Equus 

asinus), a aplicação de inseminação artificial (IA) com sêmen congelado 

poderia contribuir para a sobrevivência de raças em perigo de extinção. Essa 

ferramenta da biotecnologia é considerada como uma das mais usadas e de 

maior impacto na reprodução animal, possibilitando uma melhor distribuição de 

genes e o desenvolvimento de planos de melhoramento adequados, reduzindo 

os riscos de endogamia excessiva em pequenas populações (Rota et al., 

2008). Outra possibilidade do uso de sêmen congelado é a preservação de 

material genético por um vasto período de tempo, além da gama de benefícios 

a partir da possibilidade de perpetuá-lo, promovendo assim a diversidade 

genética para o futuro (Rota et al., 2008). 

Há diversas pesquisas concluídas e outras em andamento na área de 

biotecnologia reprodutiva na espécie equina (Equus caballus) (Andrade et al., 

2012; Arruda et al., 2011; Guasti et al., 2012; Love 2011). 

No entanto, o processo de criopreservação espermática na espécie 

asinina possui dificuldades (Watson, 2000). Além disso, os relatos unânimes de 

baixos índices de prenhez alcançados nesta espécie com sêmen congelado 

(Oliveira et al., 2006a; Rota et al., 2008; Vidament et al., 2009). Contudo, 

estudos têm tentado melhorar esses parâmetros com adição do plasma 
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seminal e/ou lavagem uterina pós-inseminação (Rota et al., 2012) a fim de 

reduzir a resposta inflamatória pós-inseminação artificial (Sabatini et al., 2014). 

Entretanto, Wildt et al., (1995) afirmaram que a simples transferência de 

tecnologias desenvolvidas em uma espécie para outras, muitas vezes 

produziram em resultados insatisfatórios, pois contrasta com as diferenças 

fisiológicas entre as espécies. 

Em asininos as observações dos efeitos pós-cobertura no endométrio 

são ainda pequenas (Miró et al., 2013; Oliveira 2005; Rota et al., 2012; Vilés et 

al., 2013). Embora Vilés et al., 2013 levanta a hipótese que a resposta 

inflamatória uterina é uma das principais causas da redução da taxa de 

prenhez em jumentas inseminadas com sêmen congelado. 

Assim, pesquisas ligadas ao aperfeiçoamento das técnicas que utilizam 

inseminações artificiais com sêmen criopreservado em asininos devem ser 

incentivadas, no intuito de melhorar e investigar as peculiaridades reprodutivas 

nessa espécie, além de ajudar a sobrevivência de raças em perigo de extinção.  

Objetivo do presente estudo foi avaliar os parâmetros seminais, e os 

índices de fertilidade utilizando-se dois diluentes comerciais com ou sem a 

adição do plasma seminal ao sêmen criopreservado de jumentos. Associado a 

isso, verificar o efeito da lavagem uterina pós-iseminação artificial. 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA: 
 
2.1 Princípios da congelação do sêmen 

 Os processos da criopreservação envolvendo resfriamento, congelação 

e descongelação, causam sérias mudanças prejudiciais ao espermatozóide 

(Watson, 1981). Esses efeitos são causados pela crio-injúria, resultando na 

desestabilização das membranas espermáticas e comprometem a função dos 

espermatozóides (Muiño-Blanco et al., 2008). 

Vários autores relatam resultados insatisfatórios de fertilidade com a 

utilização de sêmen criopreservado na espécie asinina (Trimeche et al., 1998; 

Oliveira et al., 2006a; Rota et al., 2008). Porém, Rota et al., (2012), divulgaram 

índice notável de 61,5% (8/13) de prenhez em jumentas utilizando sêmen 

congelado. 
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 A proporção de células que sobrevivem ao protocolo de criopreservação, 

é determinado pela sensibilidade dos espermatozóides a refrigeração, ao 

estresse osmótico e à adição de crioprotetores, podendo esses fatores serem 

os três principais pontos críticos (Watson, 2000). O primeiro deles é a mudança 

de temperatura, em que o choque térmico induz graves lesões celulares devido 

a uma rápida queda de 18ºC a 7ºC, passando do estado líquido para um 

estado gelatinoso, e ainda pela formação de cristais de gelo (Watson, 2000), 

sendo as lesões causadas por danos nas membranas (Drobnis et al.1993). 

Serres et al., (2002), observaram através de teste hiposmótico, que o 

armazenamento de sêmen de jumento a 4ºC causou mais danos à membrana 

plasmática do que quando armazenados a 15ºC, porém ambas as 

temperaturas não influenciaram nos parâmetros de motilidade total e 

progressiva. 

O segundo ponto crítico é o estresse osmótico e o efeito tóxico causado 

pela exposição às concentrações molares dos crioprotetores, principalmente o 

glicerol (Storey et al., 1998 e Watson, 2000), resultando na utilização de alguns 

outros compostos crioprotetores, não comumente utilizados para crioproteção 

dos espermatozóides, como o dimetil sulfóxido (Storey et al., 1998). 

Por último a formação e dissolução de gelo no meio intracelular, 

causando tanto uma perda na viabilidade espermática, quanto uma diminuição 

da função de espermatozóides sobreviventes constituem o terceiro ponto crítico 

da criopreservação de sêmen (Watson, 2000). No entanto, o mecanismo de 

ação dos crioprotetores não está bem compreendido, Watson (2000) sugere 

que estas substâncias atuem através de propriedade coligativa com a água. 

Uma propriedade coligativa é a diminuição do ponto de congelação de uma 

solução. Estes compostos modificam a característica da molécula da água, 

reduzindo a formação de cristais de gelo, atuando como solvente e diminuindo 

a concentração de solutos no meio externo à célula (Watson 2000). 

 De acordo com Loomis et al. (2008), os princípios básicos da 

criopreservação de células espermáticas incluem: 

1. Mudanças físicas nas membranas celulares quando a célula é 

refrigerada abaixo da temperatura de fase de transição, mudando de um 

estado líquido cristalino para um estado gelatinoso, podendo levar ao 

choque frio e danos de refrigeração. 
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2. Alteração do metabolismo celular com a temperatura, pois o 

metabolismo celular é reduzido pela metade a cada diminuição de 10ºC. 

Portanto, quando o ejaculado do garanhão é reduzido a partir da 

temperatura corpórea (39ºC) para 5ºC, o metabolismo dos 

espermatozóides é reduzido para cerca de 10% do nível original, 

levando ao cessamento do metabolismo quando armazenadas em 

nitrogênio líquido. 

3. Aumento da sobrevivência celular com a adição de crioprotetores, 

protegendo-a dos danos da congelação. Uma vez que crioprotetores 

penetrantes, tais como glicerol, agem tanto como um solvente como um 

soluto no meio; já os crioprotetores não penetrantes, atuam puramente 

como um soluto. No entanto, quando adicionados ou removidos, os dois 

tipos de crioprotetores induzem alterações celulares de volume que 

podem danificar as células. 

4. Danos às células que são congeladas. Quando a água externa congela, 

os solutos se concentram. As células permanecem nestes canais não 

congelados, até quando estes canais são expostos às condições 

hiperosmóticas, causando a perda de água de tal forma que as células 

se desidratam. Quando a temperatura cai suficientemente, os canais 

não congelados vitrificam, ao mesmo tempo em que a maioria dos 

processos bioquímicos e biofísicos cessam, sendo que a velocidade da 

queda de temperatura determina a extensão e duração da desidratação 

celular e a hipertonicidade ao qual as células são expostas. 

5. Retorno da normalidade da osmolaridade e tamanho celular após a 

descongelação. Sendo que a extensão da expansão das células e a 

duração dependem da quantidade do crioprotetor e a taxa de difusão do 

crioprotetor na membrana. 

De maneira geral, o resultado da criopreservação é uma perda na 

viabilidade espermática ou uma diminuição da função dos espermatozóides 

sobreviventes (Watson, 2000).  
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2.1.1 Congelação de sêmen asinino 
Trimeche et al., (1998) demonstraram que o glicerol, o crioprotetor mais 

comumente utilizado para criopreservação de sêmen de cavalos (Equus 

caballus), pode ser tóxico para o sêmen de jumentos, ou exercer um efeito 

negativo na fertilidade dos asininos, também verificado por Vidament et al. 

(2009) e Pace et al., (1975), que observaram este mesmo efeito em sêmen de 

equinos. Parece plausível, a suposição do efeito deletério do glicerol sobre o 

trato genital de jumentas, pois as taxas de prenhez são maiores em éguas 

quando comparadas às jumentas na utilização de IA de sêmen congelado de 

jumentos (Vidament et al., 2009). O estudo de Vidament et al., (2009) 

constatam que o aumento da concentração de glicerol (0; 2,2; 3,5 e 4,8%) 

antes da refrigeração do sêmen de jumento resultou em decréscimo 

proporcional nas taxas de prenhez de éguas (87, 53, 53 e 13%, 

respectivamente), no entanto a adição de 2,2% de glicerol no sêmen 

refrigerado de jumento resultou em nenhuma prenhez em jumentas. Oliveira et 

al. (2006a) observaram resultados satisfatórios de prenhez em éguas (40%) 

quando o glicerol foi usado como crioprotetor em sêmen congelado de asinino. 

Porém, os índices foram insatisfatórios em jumentas na utilização desse 

mesmo crioprotetor (Vidament et al., 2009) ou outros crioprotetores (dimetil 

sulfóxido, dimetilformamida, dimetilacetamida) também foram adotados 

(Oliveira et al., 2006a). Todavia, com o emprego de sêmen resfriado de 

jumento, Vidament et al., (2009) conseguiram 67% de prenhez utilizando 2% de 

dimetilformamida, mas apenas 11% de prenhez com sêmen descongelado 

utilizando o mesmo crioprotetor. 

Rota et al., (2012) avaliaram parâmetros seminais comparando os 

crioprotetores glicerol e etilenoglicol em diferentes concentrações (2,2% e 1,4% 

respectivamente), mas em concentração molar semelhante, aproximadamente 

0,26 M, e não constataram diferença significativa após a descongelação na 

motilidade total, motilidade progressiva e velocidade espermática, constatando 

que ambos os crioprotetores podem igualmente ser utilizados na 

criopreservação de sêmen asinino. Porém, o índice de prenhez em jumentas foi 

maior para o grupo que utilizou glicerol. 

Rota et al. (2008) demonstraram também que a diluição do ejaculado de 

jumento em INRA82 (IMV Technologies, France) com 2% de gema de ovo 
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mantendo-se concentração de 20 x 106 espermatozóides/ml apresentou melhor 

motilidade após 72h quando comparado às amostras em que o plasma foi 

retirado após centrifugação em 700 x g por 10 minutos e ressuspendidos no 

diluente, mantendo-se a mesma concentração. Resultado não repetido, 

posteriormente, pelo mesmo autor (Rota et al., 2012) com sêmen congelado, 

nas quais a re-diluição das doses descongeladas com diluente não 

apresentaram melhoras na cinética espermática, porém sem diferenças 

estatísticas. Neste estudo, também foi observado que logo após a 

descongelação e re-diluição com plasma seminal, houve diminuição da 

motilidade total, motilidade progressiva e velocidade de trajeto, quando 

comparado com grupo descongelado e re-diluição com INRA-96. 

 

2.2 Influência do plasma seminal na qualidade do sêmen 

O plasma seminal de mamíferos é uma secreção fisiológica da rede 

testis, epidídimos e glândulas acessórias do trato reprodutor masculino 

(Troedson et al., 2005), que desempenha um papel importante na maturação 

final dos espermatozóides, através de eventos hormonais, enzimáticos e 

modificação de superfície, funcionando como um veículo para os 

espermatozóides (Mann, 1978). Os componentes orgânicos no plasma seminal 

são essenciais para manutenção do metabolismo, pH e osmolaridade 

espermática e as proteínas são a contribuição mais importante para a função 

desta célula em mamíferos (Maxwell et al., 2007). 

O papel do plasma seminal na função do espermatozóide de mamíferos 

permanece em grande contradição no meio científico. Ambos os efeitos, 

inibitórios e estimulatórios, à função celular foram relatados (Muiño-Blanco et 

al., 2008). Contudo, Muiño-Blanco et al., (2008), afirmaram que a adição de 

proteínas do plasma seminal nos espermatozóides antes e/ou após a 

refrigeração do sêmen, é capaz de minimizar os efeitos da crioinjúria. Esses 

autores observaram que o sêmen de carneiro é um dos mais sensíveis à crio 

temperaturas dentre as espécies domésticas. No entanto, as principais 

proteínas do plasma seminal do carneiro são capazes de proteger e reparar 

danos causados por essas temperaturas, sendo os mesmos achados de 

Maxwell et al. (2007) em que observaram melhoras nos parâmetros de 
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motilidade, viabilidade, integridade acrossomal e atividade mitocondrial, quando 

adicionado plasma seminal de carneiro em amostras de sêmen descongelado. 

Entretanto, a adição de 70% de plasma seminal em amostras 

descongeladas de sêmen de jumento (adição de 350µl de plasma seminal 

autólogo em 150 µl de sêmen a 168 x 106 sptz/ml) promoveu o decréscimo de 

todos os parâmetros de cinética espermática avaliados, e esse efeito prejudicial 

foi observado até 2 horas pós-descongelação (Sabatini et al., 2014). Contudo, 

em outro grupo experimental, os autores relataram que o acréscimo de 20% de 

plasma seminal (172 µl de plasma seminal autólogo em 434 µl de sêmen a 100 

x 106sptz/ml) causou efeitos deletérios na membrana plasmática, gerando 

baixos valores de integridade da membrana plasmática e teste hiposmótico 

(HOS+). 

Aurich et al., (1996) constataram que a adição de 30% de plasma 

seminal de garanhões resistentes ao processo de congelação (motilidade 

progressiva do sêmen descongelado ≥30%), aumentou os parâmetros de 

motilidade progressiva e integridade de membrana de garanhões considerados 

sensíveis à criopreservação de sêmen (motilidade progressiva após 

descongelação ≤ 20%). O contrário também foi constatado, ou seja, a adição 

de 30% de plasma seminal de garanhões sensíveis à criopreservação em 

amostras descongeladas de garanhões resistentes ao processo ocasionou 

piora nos parâmetros de motilidade progressiva, porém não alterou a 

integridade de membrana. 

A centrifugação a 400 x g por 7 minutos com posterior remoção do 

plasma seminal teve um efeito positivo na motilidade e integridade na 

membrana plasmática de espermatozóides de jumentos refrigerados e 

ressuspendidos a 50 x 106 sptz/ml (Serres et al., 2002). 

Troedsson et al., (2005) in vitro concluíram que os componentes do 

plasma seminal desempenham papéis importantes no transporte e na 

sobrevivência de espermatozóides viáveis no trato reprodutivo feminino e na 

eliminação dos espermatozóides não viáveis do útero, sendo o plasma seminal 

responsável pela opsonização do espermatozóide e bloqueio da fagocitose. Já 

Robertson, (2007) afirmou que o plasma seminal não é necessário para a 

fertilização, porém é um meio que facilita as interações entre o útero e os 

gametas masculinos, maximizando assim a probabilidade de concepção. 
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 Apesar de diversos autores relatarem os benefícios proporcionados pelo 

plasma seminal durante a cobertura, sua real função é discutível, uma vez que 

trabalhos utilizando espermatozóides da cauda do epidídimo acrescido ou não 

de plasma seminal não apresentaram diferenças nas taxas de concepção em 

eqüinos (Monteiro, 2013). Ainda, o mesmo autor relatou em seu experimento, 

que os espermatozóides do epidídimo após descongelação apresentaram 

superioridade nos parâmetros de cinética e viabilidade espermática, além de 

melhor fertilidade, em comparação ao ejaculado (Monteiro, 2013). 

Estes resultados contraditórios de diversos trabalhos indicam que o 

plasma seminal é uma mistura complexa que contém uma grande variedade de 

componentes que podem afetar a função espermática, e que a diferença pode 

estar relacionada com a variabilidade que existe na composição do plasma 

seminal entre ejaculados (Muiño-Blanco et al., 2008). 

O estresse oxidativo é uma condição associada com aumento da 

produção de radicais livres de oxigênio, comumente conhecido Espécies 

Reativas de Oxigênio (EROS) e acredita-se que elas estão na base da etiologia 

de inúmeras disfunções celulares, sendo os espermatozóides de mamíferos 

capazes de gerar naturalmente EROS e afetar negativamente a função 

espermática (Agarwal & Saleh, 2002). 

Andrade et al., (2012) descreveram que embora o plasma seminal 

contenha mecanismos antioxidantes que impedem os efeitos nocivos do 

EROS, isto não faz reduzir a peroxidação das membranas espermáticas, uma 

vez que EROS, provavelmente, estão relacionados com o processo de 

criopreservação, sendo que Wang et al., 1997 relataram aumento significativo 

de EROS durante este processo. 

Porém, Andrade et al., (2012), concluiram que, em geral, a peroxidação 

das membranas espermáticas aumentaram durante o período de incubação, 

independentemente se o sêmen é proveniente de garanhão com alta ou baixa 

fertilidade. 

 
2.3 Resposta inflamatória uterina 

A resposta inflamatória uterina é desencadeada pelos espermatozóides 

e outros componentes do sêmen, iniciando-se normalmente dentro de 1 hora 



10 
 

 

da inseminação, atingindo picos em 6-12 horas e, finalmente, diminuindo após 

24-36 h em éguas (Troedsson et al., 2001). Segundo Vilés et al., (2013) a 

resposta inflamatória uterina é hipotetizada como uma das principais causas da 

menor taxa de prenhez em jumentas utilizando-se sêmen congelado.  

Segundo Vilés et al., (2013) quando as células epiteliais do colo uterino 

e do endométrio entram em contato com o sémen, citocinas pró-inflamatórias, 

tais como as prostaglandinas são produzidas, principalmente através da ação 

da enzima Cicloxigenase-2 (COX-2) na síntese da cascata do ácido 

araquidônico. 

Com intuito de observar os efeitos da adição do plasma seminal ao 

sêmen asinino descongelado sobre a reação inflamatória uterina de jumentas, 

Rota et al., (2012) realizaram dois lavados uterinos por ciclo (6 e 10h após as 

inseminações) com 1L de Ringer com Lactato em cada lavado e constataram 

que o grupo inseminado com re-diluição do plasma seminal obteve uma 

concentração maior de polimorfonucleares (PMN’s) em seus lavados 

recuperados, quando comparados com o grupo que não recebeu re-diluição 

alguma após a descongelação. 

Troedsson et al., (2001) sugeriram que a presença de bactérias ou 

produtos inflamatórios é incompatível com a sobrevivência do embrião, 

caracterizado pela ocorrência de um influxo de neutrófilos, no entanto, útero de 

éguas saudáveis devem ser capazes de eliminar espontaneamente a 

inflamação nos cinco primeiros dias após a cobertura. Além dos 

espermatozóides provocarem quimiotaxia de PMN’s, sendo esse 

acontecimento um fato fisiológico e necessário para limpar o útero do excesso 

de espermatozóides e plasma seminal. Contudo, Troedsson et al., (2005), 

observaram que a presença do plasma seminal diminui drasticamente a 

fagocitose de espermatozóides opsonizados. 

Troedsson et al., (2001) também constataram que éguas inseminadas 

com sêmen descongelado, onde praticamente todo o plasma seminal foi 

removido, desenvolveram uma acentuada e prolongada endometrite pós-

cobertura. Com isso, os autores sugeriram que o plasma seminal modula a 

resposta inflamatória uterina e pode, também, diminuir a opsonização do 

espermatozóide, de forma que a inseminação com sêmen congelado pode 

induzir uma maior resposta inflamatória e acúmulo de líquido, quando 
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comparado com coberturas utilizando sêmen fresco ou monta natural. 

Rota et al., (2012) observaram que as jumentas que apresentaram maior 

proporção de PMN’s após inseminação, foi do grupo glicerol ressuspendido 

com plasma seminal. 

 No estudo de Troedsson et al., (2001) avaliando a relação da resposta 

inflamatória pós-cobertura com sêmen contendo ou não plasma seminal 

(substituído por diluente comercial), observaram que ao utilizar o plasma 

seminal na inseminação, a duração da inflamação uterina foi menor após 

inseminação e ocorreu diminuição de PMN’s recuperados do útero 24h após a 

cobertura quando comparados aos momentos 6-12h após inseminação. Essa 

redução da resposta inflamatória não foi observada no grupo contendo 

somente diluente comercial. Fato, no entanto, contrário na espécie asinina, 

demonstrado por Rota et al., (2012) e Vilés et al., (2013) em que no primeiro 

estudo foi observado que o sêmen descongelado re-diluido com diluente 

comercial INRA96®, apresentou concentração estatisticamente menor de 

PMN’s tanto 6 e 10h após a inseminação, quando comparado com o grupo que 

recebeu re-diluição com plasma seminal. No segundo estudo a presença de 

plasma seminal não alterou a quantidade PMN’s quando comparado à 

inseminação com sêmen descongelado sem adição do plasma seminal. 

 Porém, Miró et al., (2013) constataram que a presença do plasma 

seminal em amostras de sêmen fresco de jumentos foi responsável pela 

redução da resposta inflamatória, devido a observações in vitro de supressão 

da ligação dos espermatozóides com PMN’s. Também, Rota et al., (2012) com 

sêmen congelado de asinino, relataram taxas maiores de prenhez (61,5%; 

8/13) na mesma espécie, no grupo inseminado re-diluido com plasma seminal, 

contra o grupo que foi inseminado sem re-diluição (20%). 

 Vilés et al., (2013) observaram grande concentração de COX-2 no útero 

de jumentas inseminadas com sêmen congelado asinino sem adição de plasma 

seminal, quando comparada aos grupos que não foram inseminadas ou que 

foram inseminadas com acréscimo de plasma seminal. Esse resultado sugere 

que em éguas e jumentas, o plasma seminal em vez de exercer um efeito 

direto sobre a infiltração precoce de PMN, apenas encurta o período de 

inflamação por bloquear a síntese de prostaglandinas e a quimiotaxia de PMN, 

reduzindo a amplitude dos sinais primários de inflamação, como ocorre após a 



12 
 

 

administração de inibidores da COX-2. 

Medicamentos ecbólicos e lavados uterinos são tratamentos mais 

comuns para inflamação pós-cobertura em éguas (Leblanc, 2010). Troedsson 

et al., (2005) afirmaram que o plasma seminal de garanhões é responsável por 

contrações uterinas benéficas para os espermatozóides dentro do trato 

reprodutivo da égua, por possuir níveis de Prostaglandina F2α (PGF2α) e PGE 

resultando em contrações do miométrio. Segundo Rota et al., 2012 a lavagem 

uterina em jumentas após as inseminações com sêmen congelado pode ter 

influência nas taxas de prenhez em seu experimento, de forma que novas 

pesquisas são necessárias para confirmar essa hipótese  

 

2.4. Protocolo de inseminação artificial e ovulação nos asininos 

A obtenção de concepto por meio da inseminação artificial com sêmen 

congelado em jumentas é muito mais raro do que em éguas (Vilés et al.,2013). 

Nesta espécie, as boas taxas de prenhez são geralmente obtidas quando 

utilizado sêmen fresco ou refrigerado, mas podem ser muito insatisfatórias com 

o emprego de sêmen criopreservado (Vidament et al., 2009 e Oliveira et al., 

2011). 

Após a inseminação artifiial (IA), o sêmen é exposto a uma série de 

ambientes distintos que alteram significativamente o número e a função 

espermática (Arruda et al., 2011). O protocolo de inseminação artificial com 

sêmen congelado em equinos mais amplamente aceito, com baixos custos e 

bons resultados envolve duas inseminações às 24 e 40h após a indução 

ovulatória com Gonadotrofina Coriônica Humana (hCG) ou acetato de 

deslorelina em éguas com folículos pré-ovulatórios (Loomis et al., 2008). 

Devido à reduzida longevidade espermática no trato genital feminino, Pace et 

al. (1975) recomendaram que a IA em éguas com sêmen criopreservado de 

garanhões deve ser realizada no intervalo ideal em que a fertilidade é 

considerada máxima, 12 horas antes e 6 horas após a ovulação. 

Em jumentos a IA com sêmen congelado tem sido descrita em trabalhos 

nos quais são sugeridos a realização da IA antes (Trimeche et al., 1998) e/ou 

após a detecção da ovulação (Oliveira et al., 2006a), com doses inseminantes 

variando de 500 x 106 sptz (Rota et al., 2012) a 800 x 106 sptz (Oliveira et al., 
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2006). 

A concentração espermática da dose inseminante, para sêmen fresco, é 

fator importante para gestação em jumentas. Para obter taxas de gestações 

semelhantes entre éguas e jumentas, Oliveira et al. (2006b) necessitaram usar 

o dobro de células espermáticas móveis na inseminação de jumentas (1x109) 

quando comparadas às éguas (500x106). Apesar disso, sabe-se que poucos 

espermatozóides (1.000 a 10.000) terão acesso ao oviduto, e esse fato é 

resultado de uma seleção espermática que ocorre durante o transporte uterino 

(PARKER et al., 1975). 

 Em seu experimento, Rota et al., (2012) relataram que a ovulação das 

jumentas foram induzidas quando apresentavam comportamento de estro e 

maior folículo com diâmetro de 32 mm, com 2000 UI de hCG IV, ou com 6,3 mg 

de acetato de buserelina. 

Carluccio et al., (2007) relataram que tanto a indução com hCG, quanto 

como análogo de Hormônio Liberador de Gonadotrofina (GnRH), Lecirelin, 

foram eficazes na indução da ovulação de jumentas e os tempos médios para 

resposta da ovulação foram 43h para o grupo que utilizou análogo do GnRH e 

42h para o grupo que utilizou hCG. Neste último grupo observou-se maior 

eficiência (100%) quando as jumentas foram induzidas com diâmetro de 

folículo entre 36-40 mm. Os mesmos autores também alertaram para o risco de 

diminuição na resposta da indução da ovulação em jumentas com hCG em 

tratamentos sucessivos, devido a possível formação de anticorpos.  
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3. OBJETIVOS: 
3.1- Comparar a eficiência de dois diluentes comerciais, INRA®(IMV 

Technologies, France) e BotuCrio® (Botupharma, Botucatu, Brasil), sobre as 

características seminais de sêmen de jumentos pós-descongelação; 

3.2- Observar os efeitos de plasma seminal autólogo sobre os parâmetros 

espermáticos após a descongelação; 

3.3- Analisar o efeito do acréscimo de plasma seminal após a descongelação 

sobre os índices de prenhez em jumentas; 

3.4- Verificar a influência da lavagem uterina pós-cobertura sobre a taxa de 

prenhez em jumentas 
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EFEITO DE DIFERENTES DILUIDORES AO SÊMEN “in natura” E DO 1 

PLASMA SEMINAL AUTÓLOGO NA PÓS-DESCONGELAÇÃO DE 2 

JUMENTO (Equus asinus)  3 

 4 

Artigo redigido segundo as normas da Animal Reproduction Science, ISSN 5 

0378-4320, ranqueada como A2, pelo QUALIS – CAPES de 2015. 6 

 7 

RESUMO 8 

Apesar da criopreservação espermática apresentar índices satisfatórios de 9 

fertilidade para a espécie equina (Equus caballus), esses  resultados ainda não 10 

foram reproduzidos para a espécie asinina (Equus asinus) com uso dessa 11 

biotecnologia. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar a 12 

criopreservação espermática de jumentos em INRA-96® (INRA, IMV 13 

Technologies, France) modificado por Rota et al., 2012 ou BotuCrio® 14 

(Botupharma, Botucatu, Brasil), com e sem adição de plasma seminal após a 15 

descongelação. Nesta pesquisa, para efeito de avaliação de qualidade 16 

espermática utilizou-se a cinética espermática pelo método de análise 17 

espermática computadorizada (computer assisted sperm analysis, CASA), 18 

integridade de membrana plasmática em microscopia de epifluorescência e 19 

integridade de membrana plasmática e acrossomal (MPAI), peroxidação 20 

lipídica (PERO) e teor de Espécies Reativas ao Oxigênio (EROS) intracelular 21 

pela técnica de citometria de fluxo de 15 ejaculados de 3 jumentos. Nesse 22 

estudo foi constatado superioridade estatística para o diluente BotuSpecial® 23 

(Botupharma, Botucatu, Brasil) nos parâmetros de cinética espermática em MP, 24 

VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR e LIN, e a similaridade entre os diluentes de 25 
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criopreservação BotuCrio® e INRA-96® modificado, porém o BotuCrio® teve 26 

MPAI superior e PERO menor que o outro diluente, além de resultar em menor 27 

EROS. Também foi constatado o efeito deletério dos parâmetros da cinética 28 

espermática, quando adicionado o plasma seminal autólogo nas doses 29 

descongeladas, porém essa adição não foi prejudicial para MPAI e PERO, 30 

segundo a técnica de citometria de fluxo. 31 

 32 

Palavras-chave: CASA, citometria de fluxo, criopreservação, jumento, plasma 33 

seminal, sêmen. 34 

 35 

1. INTRODUÇÃO 36 

Há diversas pesquisas concluídas e outras em andamento na área de 37 

biotecnologia reprodutiva na espécie equina (Equus caballus) (Andrade et al., 38 

2012; Arruda et al., 2011; Guasti et al., 2012; Love 2011). 39 

Resultados satisfatórios com o emprego de sêmen congelado na 40 

espécie eqüina têm sido relatados (Bedford-Guaus, 2007; Loomis et al., 2005; 41 

Avanzi et al., 2015). Entretanto, Wildt et al., (1995) afirmaram que a simples 42 

transferência de tecnologias desenvolvidas em uma espécie para outras, 43 

muitas vezes produziram em resultados insatisfatórios, pois contrasta com as 44 

diferenças fisiológicas entre as espécies. 45 

Além disso, autores relatam baixos índices de prenhez alcançados na 46 

espécie asinina utilizando-se sêmen congelado (Oliveira et al., 2006; Rota et 47 

al., 2008; Vidament et al., 2009). Contudo, estudos têm tentado melhorar esses 48 

parâmetros com adição do plasma seminal e/ou lavagem uterina pós-49 
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inseminação (Rota et al., 2012), a fim de reduzir a resposta inflamatória pós-50 

inseminação artificial (Sabatini et al., 2014). 51 

O processo da criopreservação e descongelação causam sérias 52 

mudanças prejudiciais ao espermatozóide (Watson, 1981). Esses efeitos são 53 

causados pela crio-injúria e resultam na desestabilização das membranas 54 

espermáticas e comprometem a função dos espermatozóides (Muiño-Blanco et 55 

al., 2008). No entando, Rota et al. (2012) divulgaram índice de 61,5% (8/13) de 56 

prenhez em jumentas utilizando sêmen congelado e diluído em plasma 57 

seminal. 58 

O plasma seminal de mamíferos é uma secreção fisiológica da rede 59 

testis, epidídimos e glândulas acessórias do trato reprodutor masculino 60 

(Troedson et al., 2005), que desempenha um papel importante na maturação 61 

final de espermatozóides, através de eventos hormonais, enzimáticos e 62 

modificação de superfície, funcionando como um veículo para os 63 

espermatozóides (Mann, 1978). Os componentes orgânicos no plasma seminal 64 

são essenciais para manutenção do metabolismo, pH e osmolaridade 65 

espermática e as proteínas são a contribuição mais importante para a função 66 

desta célula em mamíferos (Maxwell et al., 2007). 67 

O papel do plasma seminal na função do espermatozóide de mamíferos 68 

permanece em grande contradição no meio científico. Ambos os efeitos, 69 

inibitórios e estimulatórios, à função celular foram relatados (Muiño-Blanco et 70 

al., 2008). Contudo, Muiño-Blanco et al., (2008) afirmaram que a adição de 71 

proteínas do plasma seminal nos espermatozóides antes e/ou após a 72 

refrigeração do sêmen, é capaz de minimizar os efeitos da crioinjúria.  73 

No entanto, a adição de 70% de plasma seminal autólogo em amostras 74 
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descongeladas de sêmen de jumento promoveu o decréscimo de todos os 75 

parâmetros de cinética espermática avaliados, e esses efeitos prejudiciais 76 

foram observados por 2 horas pós-descongelação (Sabatini et al., 2014). 77 

Apesar de diversos autores relatarem os benefícios proporcionados pelo 78 

plasma seminal durante a cobertura, sua real função é discutível, uma vez que 79 

trabalhos utilizando espermatozóides da cauda do epidídimo acrescido ou não 80 

de plasma seminal não apresentaram diferenças nas taxas de concepção em 81 

equinos (Monteiro, 2013). Ainda, o mesmo autor relatou em seu experimento, 82 

que os espermatozóides do epidídimo após descongelação apresentaram 83 

superioridade nos parâmetros de cinética e viabilidade espermática, além de 84 

melhor fertilidade quando comprados com os do ejaculado (Monteiro, 2013). 85 

Assim, pesquisas ligadas ao melhor entendimento que levam ao 86 

aprimoramento dos resultados com criopreservação devem ser incentivadas, 87 

no intuito de melhorar e investigar as peculiaridades reprodutivas nessa 88 

espécie. 89 

Os objetivos deste estudo foram comparar a qualidade do sêmen de 90 

asinino “in natura” diluído e congelado: 1) Em dois diluentes comercias, 91 

BotuSpecial® (BS) e INRA96® (IN) para avaliação “in natura”; 2) BotuCrio® 92 

(Botupharma, São Paulo – Botucatu/SP, Brasil) (BC) e INRA96® (INRA, IMV 93 

Technologies, France) modificado (Rota et al., 2012) (IC) para avaliação da 94 

congelação; 3) Analisar os efeitos da adição do plasma seminal autólogo após 95 

a descongelação sobre os parâmetros espermáticos.  96 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 97 

2.1 Aspectos éticos 98 

 O trabalho foi realizado de acordo com os preceitos éticos 99 

recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), 100 

tendo sido aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 101 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual 102 

Paulista, sob protocolo nº 75/2015. 103 

 104 

2.2 Animais 105 

Foram utilizados 3 jumentos raça Pêga de fertilidade comprovada, com 106 

idades entre 6 e 15 anos. Os jumentos foram mantidos com 3,0 kg ração/dia, 107 

feno, água e sal mineral ad libitum. Para estabilização da reserva extra-108 

gonadal, foram realizadas anterior à fase experimental, 8 colheitas seriadas em 109 

dias consecutivos.  110 

 111 

2.3 Colheita do sêmen 112 

As amostras de sêmen foram obtidas de cinco ejaculados de cada um 113 

dos três jumentos. O sêmen foi colhido com auxílio da vagina artificial modelo 114 

Botucatu (Botupharma®, Botucatu, Brasil), após estimulação dos machos pela 115 

presença de jumentas em estro. Posteriormente, o sêmen foi filtrado para 116 

remoção da fração gel e somente aqueles ejaculados que alcançaram 117 

motilidade igual ou superior a 70%, foram utilizados para o processo. Uma 118 

alíquota foi retirada para determinação da concentração espermática por meio 119 

de contagem em câmara de Neubauer.  120 
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2.4 Obtenção e preparação do plasma seminal 121 

As coletas destinadas à obtenção do plasma foram feitas da seguinte 122 

maneira: Logo após a colheita, o ejaculado colhido foi centrifugado a 15.000 x 123 

g, por 30 minutos, a 4ºC, para obtenção do plasma seminal. O “pelet” foi 124 

descartado e o sobrenadante passado em filtro de malha de 0,22 µm 125 

(Botupharma®, Botucatu, Brasil), e então aliquotado em tubos criogênicos 126 

contendo 7 mL cada, que foram mantidos a -20ºC, até as amostras serem 127 

utilizadas. 128 

 129 

2.5 Diluentes para análise “in natura” e de congelação 130 

Para avaliação do sêmen “in natura” utilizou-se os diluentes comerciais 131 

BotuSpecial® (Botupharma®, Botucatu, Brasil) (BS) ou INRA96® (IMV 132 

Technologies, France) (IN), e na congelação os diluentes BotuCrio® 133 

(Botupharma®, Botucatu, Brasil) (BC) ou INRA 96® modificado por Rota et al. 134 

(2012) (IC). Apenas o IC foi preparado no laboratório, utilizando-se INRA96®. 135 

Dos 200 mL que são comercializados, 16 mL foram retirados, sendo 8 mL 136 

desprezados e nos outros 8 mL foram adicionados 10 mL de gema de ovo. 137 

Esta solução de 18 mL foi agitada por 10 minutos, e centrifugada a 600 x g por 138 

10 minutos (FANEN® Ltda, São Paulo, SP). Posteriormente, 16 mL do 139 

sobrenadante foram adicionados aos 184 mL de IN inicial (ROTA et al., 2012). 140 

A solução final foi dividida em duas alíquotas de 100 mL, e cada uma recebeu 141 

4,4 mL de glicerol (Reagentes Sigma®). As soluções foram armazenadas a -142 

20ºC em alíquotas de 10 mL, até o momento do uso.  143 
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2.6 Processamento e avaliação das amostras do sêmen fresco 144 

Após a fase de colheita, o sêmen foi fracionado em duas partes, de 145 

forma que uma foi diluída com Botu-sêmen Special® (BS) e a outra com INRA 146 

96® (IN) a uma concentração de 50 x 106 sptz/mL, para serem submetidas à 147 

análise de cinética espermática pelo método computadorizado CASA 148 

(Computer Assisted Sperm Analysis) (VOS 12®, Hamilton Thorne Research, 149 

Inc. Beverly, MA 01915 USA), utilizando a câmara Mackler® Counting Chamber 150 

(SEFi Medical Instruments Ltda, Irvine Scientific, USA) a 37ºC e as 151 

configurações descritas no Quadro 1. 152 

Os seguintes parâmetros de cinética espermática dos espermatozóides 153 

foram avaliados: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), 154 

velocidade de trajeto média (VAP, μm/s), velocidade linear (VSL, μm/s), 155 

velocidade curvilinear (VCL, μm/s), amplitude lateral de cabeça (ALH, μm), 156 

frequência de batimento de cabeça (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), 157 

linearidade (LIN, %) e espermatozóides VAP acima de 80 μm/s (RAP, %).  158 
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Quadro 1. Ajuste do HTMA – IVOS – 10 para as realizações das análises 159 

seminais em equideos.  160 

Parâmetros Ajuste 

Número de frames examinados 30 

Contraste das células em relação ao campo 60 pixels 

Tamanho mínimo das células  3 pixels 

Contraste para células móveis 30 

Limite inferior para o índice retilíneo 80% 

Referência para velocidade média (VAP)  <70 μm/s 

Referência para velocidade lenta (VCL)  <30 m/s 

Referência para velocidade lenta (VSL)  <20 m/s 

Limite inferior de tamanho  0,62 pixel 

Limite superior de tamanho  2,98 pixel 

Limite inferior de intensidade  0,24 

Limite superior de intensidade  1,19 

Limite inferior de alongamento 0% 

Limite superior de alongamento  100% 

Lentos contados como móveis  Não 

Magnificação 1,95 

 161 

A integridade da membrana plasmática dos espermatozóides (IMP, %) 162 

foi avaliada em microscopia de epifluorescência (Leica® Microsystems –163 

Germany - DMLB, aumento de 400X), Foram contadas 200 células pela 164 

associação das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceína e iodeto 165 

de propídio, seguindo protocolo descrito por Harrison e Vickers (1990).  166 
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2.7 Criopreservação do sêmen  167 

2.7.1 Grupo Botu-Crio® 168 

Após a avaliação, o sêmen foi diluído em BS (1:1) e mantido a 24ºC, 169 

durante 10 minutos e centrifugado a 600 x g por 10 minutos, na temperatura 170 

ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” ressuspendido com 171 

BotuCrio® (BC), na concentração de 200x106 espermatozóides móveis/mL, e 172 

envasados em palhetas de 0,5 mL. 173 

Após o envase as palhetas foram estabilizadas em geladeira automática 174 

digital (Minitüb® – Porto Alegre-Brasil), por 20 minutos a 5ºC. Em seguida, as 175 

palhetas foram criopreservadas em sistema automatizado para congelação de 176 

sêmen TK® 4000C (TK Tecnologia em Congelação Ltda., Uberaba, Brasil), a 177 

uma curva de -60ºC/minuto (de 4ºC a –140ºC). Posteriormente, foram imersas 178 

em nitrogênio líquido e finalmente estocadas em botijão criogênico, 179 

denominando o grupo “BC”. 180 

  181 

2.7.2 Grupo INRA® 182 

Após a avaliação, o sêmen previamente diluído em IN, na proporção de 183 

3:1 (diluente:sêmen) foi criopreservado segundo Rota et al. (2012), sendo 184 

mantido por 10 min a 24ºC e posteriormente centrifugados a 600 x g por 10 185 

min, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” 186 

ressuspendido com o mesmo diluente (IN) na concentração de 336 x 106 187 

espermatozóides/mL. A amostra foi mantida a 4ºC por 45 minutos, em seguida 188 

re-diluída com a solução contendo glicerol (IC) na proporção de 1:1 (IN:IC) e 189 

mantido por mais 15 minutos a 4ºC. Após esse período, as palhetas de 0,5 mL 190 

foram preenchidas e congeladas em máquina automatizada TK® 4000C, 191 
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seguindo a mesma curva de congelação descrita para o grupo “BC”, antes de 192 

serem mergulhadas e estocadas no nitrogênio líquido a -196ºC. 193 

 194 

2.8 Descongelação do sêmen 195 

Nos grupos BC e IC a descongelação foi realizada conforme Rota et al. 196 

(2012), em banho-maria, a 37ºC por 30 segundos. 197 

 198 

2.9 Avaliação espermática do sêmen descongelado 199 

O sêmen descongelado foi avaliado quanto à cinética espermática pelo 200 

método CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), utilizando o equipamento 201 

(VOS 12®, Hamilton Thorne Research, Inc. Beverly, MA 01915 USA), e a 202 

câmara Mackler® Counting Chamber (SEFi Medical Instruments Ltda, Irvine 203 

Scientific, USA). 204 

 Para as análises de citometria de fluxo foi utilizado o equipamento LSR 205 

Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers: 206 

azul 488-nm, 100 mW; vermelho 640-nm, 40 mW e violeta 405-nm, 100 mW. 207 

Após a análise, os dados foram avaliados por programa do mesmo fabricante 208 

BD FACS Diva™ software v6.1, na qual foram também observados a 209 

integridade da membrana plasmática e acrossomal (MPAI), peroxidação 210 

lipídica (PERO) e concentração de espécies reativas de oxigênio total e 211 

íntegros (EROS T e EROS I). 212 

 213 

2.9.1 Avaliação da integridade das membranas plasmática e acrossomal 214 

Para avaliação da integridade de membrana plasmática e acrossomal 215 

foi utilizada a associação de Iodeto de propídio (IP; P4170, Sigma-Aldrich, St. 216 
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Louis, NO, EUA), Hoescht 33342 (H342; 14533, Sigma-Aldrich, St. Louis, NO, 217 

EUA) e FITC-PSA (aglutinina de Pisum sativum conjugada a isotiocianato de 218 

fluoresceína, L0770, Sigma-Aldrich, St. Louis, NO, EUA) de acordo com  219 

Freitas-Dell’Aqua et al. (2012). Assim, numa amostra de 200µL de sêmen 220 

diluído em TALP, segundo Parrish et al. (1988) modificado (100mM NaCl, 221 

3,1mM KCl, 25,0mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4, 21,6mM DL-lactato de sódio 222 

60%, 2,0mM CaCl2, 0,4mM MgCl2, 10,0mM Hepes-livre de ácido, 1,0mM 223 

piruvato de sódio, 1,0mg/mL álcool polivinil-PVA e 25µg/mL gentamicina), na 224 

concentração de 10x106 espermatozóides/mL foram adicionados 5µL de H342 225 

(100µg/mL em solução aquosa), 5µL de IP (50µg/mL em TALP) e 0,5µL de 226 

FITC-PSA (1mg/mL em DMSO), e então homogeneizados e incubados por 15 227 

minutos a 37ºC ao abrigo da luz. Os espermatozóides foram classificados em 228 

4 grupos, membrana plasmática lesada e acrossomal íntegra (MPLAI); 229 

membrana plasmática e acrossomal lesadas (MPAL); membrana plasmática e 230 

acrossomal íntegras (MPAI); e, membrana plasmática íntegra e acrossomal 231 

lesada (MPIAL). Para os resultados, foram considerados apenas a 232 

porcentagem de espermatozóides classificados como MPAI. 233 

 234 

2.9.2 Avaliação da Peroxidação Lipídica 235 

Este ensaio foi realizado de acordo com Guasti et al. (2012), utilizando 236 

a sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA). 237 

Assim, uma amostra de 489,5 μL de sêmen diluído em TALP-PVA numa 238 

concentração de 5x106 espermatozóides/mL foi adicionado 0,5 μL de 239 

C11BODIPY581/591 (1 mg/mL em DMSO), 5μL de IP (50 µg/mL),  5μL de 240 

H342 (100 µg/mL) e incubadas por 30 minutos a 37º C. Após a incubação, 241 
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foram realizadas 2 lavagens consecutivas por centrifugação a 300xg por 5 242 

minutos com TALP-PVA e o “pellet” ressupendido em 300μL de TALP-PVA. 243 

 244 

2.9.3 Determinação de EROS intracelular 245 

Para esta análise foi utilizada a sonda 5-(-6)-carboxi-2,7-246 

diclorodihidrofluoresceindiacetate (carboxi-H2DCFDA; Molecular Probes, 247 

Carlsbad, CA, USA) de acordo com Guthrie e Welch (2006). Em 489,5μL de 248 

sêmen diluído em TALP-PVA na concentração de 5x106/mL foi adicionado 249 

0,5μL da sonda DCFDA (concentração final de 20μM, diluída em DMSO), 5μL 250 

de IP (50 μg/mL) e 5μL de H342 (100 μg/mL) e então incubadas por 60 251 

minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. 252 

Para todas as análises no citômetro de fluxo, as leituras foram 253 

realizadas em até 5 minutos após o preparo das amostras e os dados 254 

arquivados para posterior análise. 255 

 256 

2.10 Adição do plasma seminal autólogo após a descongelação 257 

O plasma seminal foi descongelado em banho-maria a 37C. Após a 258 

descongelação e avaliação do sêmen, o conteúdo da palheta foi mensurado 259 

com pipeta automática e foram adicionados 70% de plasma seminal autólogo, 260 

no grupo “BC” e “IC”, formando os grupos “BC+PS” e “IC+PS,” 261 

respectivamente. O sêmen descongelado contendo o plasma seminal foi 262 

avaliado novamente para os mesmos parâmetros. 263 

 264 

2.11 Análise estatística 265 

Os resultados gerados foram analisados através do programa 266 
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computacional (SAS Institute Inc., 1985), sendo anteriormente verificada a 267 

normalidade dos resíduos pelo Teste de SHAPIRO-WILK (PROC 268 

UNIVARIATE) e a homogeneidade das variâncias comparadas pelo Teste QUI 269 

QUADRADO (Comando SPEC do PROC GLM). Os dados foram submetidos à 270 

analise de variância (PROC GLM), onde se avaliou o efeito do meio diluidor 271 

(BC e INRA) e sua interação com a presença de plasma seminal sobre a 272 

cinética, integridade estrutural e estresse oxidativo do sêmen asinino 273 

criopreservado. A comparação dos resultados médios obtidos por cada grupo 274 

experimental foi realizada através do teste de TUKEY. Foi adotado o nível de 275 

significância de 5% para todas as análises realizadas 276 

 277 

3. RESULTADOS 278 

Os parâmetros avaliados no sêmen “in natura” diluído estão descritos na 279 

tabela 1. O qual foi observado o efeito do meio diluidor, sobre os diversos 280 

parâmetros de cinética espermática para sêmen fresco. Pela análise de 281 

variância univariada foi observado diferença (p≤0,05) com superioridade para o 282 

diluente BS nos parâmetros MP, VAP, VSL, BCF, STR e LIN, e vantagem para 283 

o diluente IN nos parâmetros VCL e ALH.  284 
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Tabela 1. Médias ± desvios padrão dos parâmetros integridade de membrana 285 

plasmática e cinética espermática para o sêmen fresco “in natura” diluído em 286 

Botu-sêmenSpecial® (BS) ou INRA 96® (IN). 287 

GRUPO BS IN Valor p 

MT % 91,5±2,9 91,2±3,2 0,81 

MP % 60,1±6,7a 54,3±5,9b 0,02 

VAP μm/s 136,3±7,8a 132,3±10,3b 0,05 

VSL μm/s 114,3±8,4a 106,1±9,8b 0,01 

VCL μm/s 212,1±10,8a 222,7±15,4b 0,03 

ALH μm 6,6±0,4a 7,4±0,5b 0,01 

BCF Hz 33,4±2,6a 31,2±2,5b 0,05 

STR % 82,4±2,3a 75,5±13,0b 0,04 

LIN % 55,2±3,8a 48,4±3,5b 0,01 

RAP % 85,8±4,3 86,1±6,1 0,96 

IMP % 74,6±12,7 73,2±9,9 0,15 

Letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p≤0,05).  288 

MT: motilidade espermática total; MP: motilidade espermática progressiva; 289 

VAP: velocidade de trajeto; VSL: velocidade linear; VCL: velocidade curvilinear; 290 

ALH: amplitude de batimento de cabeça; BCF: frequência de batimento de 291 

cabeça; STR: retilinearidade; LIN: linearidade; RAP: espermatozóides com 292 

movimento rápido; IMP: Porcentagem de espermatozóides com membrana 293 

plasmática íntegra. 294 

Para o sêmen criopreservado comparando diferentes diluidores, BC e 295 

IC, acrescido também de plasma seminal, na qual os resultados dos referidos 296 

grupos para cinética espermática das doses descongeladas de BotuCrio® (BC); 297 

INRA® (IC); BotuCrio® + Plasma seminal (BC+PS) e INRA® + Plasma seminal 298 

(IC+PS), estão representados na tabela 2. 299 
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Foi verificada diferença significante (p≤0,05) entre os dois diluidores, 300 

sem adição do plasma seminal, apenas para o parâmetro Linearidade (LIN) 301 

47,8±2,3ª e 52,1±3,6b (BC e IC) respectivamente. 302 

Porém, a adição do plasma seminal em ambos os diluidores, diminui os 303 

parâmetros de MT, VCL, ALH, STR e RAP e melhorando somente LIN no 304 

grupo BC+PS, em relação ao BC (p≤0,05). Já para o grupo IC+PS, o acréscimo 305 

de plasma seminal foi deletério (p≤0,05) nos parâmetros MT, MP, ALH, STR e 306 

RAP e melhorando somente LIN, em comparação ao BC e ao IC.  307 
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Tabela 2. Médias ± desvios padrão dos parâmetros integridade de membrana 308 

plasmática e cinética espermática das doses descongeladas de BotuCrio® 309 

(BC); INRA® (IC); BotuCrio® + Plasma seminal (BC+PS) e INRA® + Plasma 310 

seminal (IC+PS). 311 

GRUPO BC IC BC+PS IC+PS 

MT % 78,0±9,5a 68,5±18,45ab 58,3±12,8bc 44,1±20,2c 

MP % 45,5±8,5a 42,3±13,6a 36,3±10,7ab 28,7±16,0b 

VAP μm/s 101,8±9,7 105,0±17,1 92,7±12,4 96,3±13,3 

VSL μm/s 83,2±8,7 89,3±14,0 82,9±9,5 83,5±14,3 

VCL μm/s 177,6±16,4a 174,8±28,3a 147,8±21,5b 156,7±18,3ab 

ALH μm 6,4±0,3a 6,0±0,6ab 5,3±0,7c 5,8±0,7bc 

BCF Hz 34,9±3,2 36,5±2,7 36,7±3,1 35,3±6,3 

STR % 80,8±2,1a 83,6±3,2ab 86,6±3,3b 86,6±4,2b 

LIN % 47,8±2,3a 52,1±3,6b 58,2±4,3c 56,0±5,2c 

RAP % 64,6±12,1a 57,0±20,6ab 44,8±14,5bc 34,7±19,1c 

Letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p≤0,05).  312 

MT: motilidade espermática total; MP: motilidade espermática progressiva; 313 

VAP: velocidade de trajeto; VSL: velocidade linear; VCL: velocidade curvilinear; 314 

ALH: amplitude de batimento de cabeça; BCF: frequência de batimento de 315 

cabeça; STR: retilinearidade; LIN: linearidade; RAP: espermatozóides com 316 

movimento rápido. 317 

Estão representados na tabela 3, os resultados da análise pela técnica 318 

de citometria de fluxo, quanto a integridade da membrana plasmática e 319 

acrossomal (MPAI), peroxidação lipídica (PERO) e concentração de espécies 320 

reativas de oxigênio total e íntegro (EROS T e EROS I) das doses 321 

descongeladas.  322 
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Tabela 3. Médias ± desvios padrão da integridade da membrana plasmática e 323 

acrossomal (MPAI), peroxidação lipídica (PERO) e concentração de espécies 324 

reativas de oxigênio total e íntegro (EROS T e EROS I) das doses 325 

descongeladas de BotuCrio® (BC); INRA® (IC); BotuCrio® + Plasma seminal 326 

(BC+PS) e INRA® + Plasma seminal (IC+PS), pela técnica de citometria de 327 

fluxo. 328 

GRUPO MPAI % PERO % EROS I % EROS T % 

BC 20,72±7,45a 27,62±27,73a 26,06±22,47a 12,32±10,68a 

IC 14,03±4,77b 80,63±25,51b 67,46±41,82b 63,43±40,45b 

BC+PS 20,67±7,82a 1,85±1,45c 84,6±31,35b,c 81,88±32,52b,c 

IC+PS 23,31±7,98a 13,89±18,90a,c 93,61±10,73c 95,23±7,51c 

Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística (p≤0,05). 329 

MPAI: Integridade da Membrana Plasmática e Acrossomal; PERO: 330 

Peroxidação Lipídica; EROS I: Concentração de Espécies Reativas de 331 

Oxigênio Íntegro; e EROS T: Concentração de Espécies Reativas de Oxigênio 332 

Total. 333 

 A tabela 3 demonstra que o BC e o acréscimo do plasma seminal 334 

proporcionaram uma melhor integridade de membrana (p≤0,05). A peroxidação 335 

lipídica foi menor para o BC em comparação ao IC (p≤0,05), no entando o 336 

acréscimo do plasma seminal às doses de BC, obtiveram menores valores 337 

significativos para esse parâmetro. As espécies reativas de oxigênio foram 338 

menores (p<0,05) no grupo BC. 339 

 340 

4. DISCUSSÃO 341 

 Arruda et al. (2011) afirmaram que nenhum teste isolado é capaz de 342 

predizer a fertilidade de uma amostra de sêmen, mas o exame de várias 343 
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características pode determinar uma maior fertilidade potencial. Ferreira et al. 344 

(1997) concluíram que não se poderia afirmar qual parâmetro gerado pelo 345 

CASA é capaz de predizer a fertilidade ou taxa de fertilização do sêmen 346 

avaliado. 347 

Porém, Matos et al. (2008) e Dorado et al. (2013) concluiram que 348 

algumas variáveis geradas pela análise computadorizada, assim como a 349 

linearidade parecem apresentar maior correlação com fertilidade. No presente 350 

estudo, o BS apresentou maior linearidade para sêmen fresco (55,2 ± 3,8a vs 351 

48,4 ± 3,5b) em comparação com IN, e os grupos que receberam plasma 352 

seminal na descongelação BC+PS (58,2 ± 4,3c) e IC+PS (56,0 ± 5,2c), 353 

respectivamente obtiveram resultado estatisticamente superior para esse 354 

parâmetro. 355 

Entretanto, Love (2011) concluiu que a porcentagem de motilidade total 356 

e a velocidade progressiva foram os dois únicos parâmetros de cinética 357 

espermática, juntamente com a porcentagem de cauda dobrada, os únicos 358 

parâmetros morfológicos, capazes de distinguir altas e baixas taxas de 359 

prenhez. Seguindo essa afirmação, no presente estudo não haveria diferença 360 

de prenhez entre os diluidores de sêmen fresco BS e IN. Contudo, segundo o 361 

mesmo autor, os grupos de diluidores de congelação BC e IC tenderiam ter 362 

maiores taxas de prenhez, pois apresentaram motilidade total (78,0 ± 9,5a vs 363 

68,5 ± 18,45ab) estatisticamente maiores do que as amostras que receberam o 364 

plasma seminal. 365 

Dorado et al. (2013) observaram que valores de amplitude lateral de 366 

cabeça (ALH) foram significativamente altos, e velocidade curvilinear (VCL), 367 

velocidade linear (VSL) e velocidade de trajeto (VAP) foram baixos nos 368 
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ejaculados de jumentos que eram classificados como sub-férteis, com baixas 369 

taxas de fertilidade (taxas de prenhez < 40%). Progredindo nessas 370 

comprovações, o atual estudo constatou que somente no grupo de diluidor de 371 

sêmen “in natura” IN ocorreu essa associação de alto valor de ALH e baixos 372 

valores de VCL, VSL e VAP. Podendo, segundo esses autores, considerar o 373 

diluidor IN com possibilidade de apresentar menor taxa de prenhez quando 374 

comparado com BS. E ainda o mesmo referido trabalho, Dorado et al. (2013),  375 

ainda encontraram altos valores nos parâmetros VCL, VAP e frequência de 376 

batimento de cabeça (BCF) em jumentos considerados férteis (taxas de 377 

prenhez ≥ 60%), nas quais em nosso presente estudo constatou que o diluidor 378 

de sêmen fresco BS e criopreservado BC e IC apresentaram esta associação 379 

de valores dos respectivos parâmetros citados, podendo ter maiores chances 380 

de prenhez, segundo os dados dos autores mencionados. 381 

Dorado et al. (2013) ainda correlacionaram parâmetros de análises 382 

espermáticas com fertilidade de jumento, sendo esses parâmetros e suas 383 

respectivas correlações com a fertilidade: MT (r = 0,37), MP (r = 0,53), VCL (r = 384 

0,44), LIN (r = 0,39), BCF (r = 0,44). Seguindo essa análise, o presente estudo 385 

constatou que os diluidores de criopreservação BC e IC apresentaram 386 

estatisticamente melhores parâmetros para MT, MP e VCL, já os grupos que 387 

foram rediluídos com plasma seminal após a descongelação (BC+PS e IC+PS) 388 

obtiveram desempenho estatístico superior para o parâmetro linearidade (LIN). 389 

Sabatini et al. (2014) relataram no estudo sobre adição de 70% ou 20% 390 

de plasma seminal em amostras descongeladas de sêmen de jumento, que 391 

este processamento promoveu o decréscimo de todos os parâmetros de 392 

cinética espermática avaliados, e esse efeito prejudicial foi observado até  2 393 
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horas pós-descongelação, causando efeitos deletérios na membrana 394 

plasmática, corroborando com os resultados do presente estudo, já que adição 395 

de 70% de plasma seminal autólogo no sêmen descongelado promoveu piora 396 

da MT, VCL, ALH e RAP para o grupo BC+PS, e MT, MP, ALH e RAP para o 397 

grupo IC+PS. Porém, Andrade et al., (2011) constatou que acréscimo de 20% 398 

de plasma autólogo de garanhões com boa qualidade espermática, não alterou 399 

a MT. 400 

No entanto, Maxwell et al. (2007) observaram melhoras nos parâmetros 401 

de motilidade, viabilidade, integridade acrossomal e respiração mitocondrial, 402 

quando adicionado plasma seminal de carneiro em amostras de sêmen 403 

descongelados, fato não observado em nosso estudo com asinino, na qual  404 

observamos apenas melhoras nos parâmetros STR e LIN para ambos os 405 

grupos que receberam adição do plasma seminal. 406 

O estresse oxidativo é uma condição associada com aumento da 407 

produção de radicais livres de oxigênio, comumente conhecido Espécies 408 

Reativas de Oxigênio (EROS) e acredita-se que elas estão na base da etiologia 409 

de inúmeras disfunções celulares, sendo os espermatozóides de mamíferos 410 

capazes de gerar naturalmente EROS e afetar negativamente a função 411 

espermática (Agarwal & Saleh., 2002). Andrade et al. (2012) constataram um 412 

aumento da peroxidação lipídica em sêmen descongelado de garanhões, no 413 

entanto observamos que, adição de 70% de plasma seminal de asinino nas 414 

doses descngeladas diminui a peroxidação.  Segundo Nakamura et al. (2002) 415 

os peróxidos lipídicos são originados a partir das reações de EROS com os 416 

ácidos graxos insaturados da membrana plasmática (fosfolipídios) e com o 417 

DNA do espermatozóide. No entanto, Andrade et al., (2011) verificou que 418 
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acréscimo de 20% de plasma seminal autólogo aumentou a população de 419 

células com boa integridade de membrana plasmática e acrossomal, esses 420 

dados corroboram com nossos dados com plasma de asinino, na avaliação 421 

pela citometria de fluxo. 422 

Fernández-Gago et al. (2013) citam a criocapacitação como mudanças 423 

que ocorrem durante a refrigeração e congelação espermática, modificando 424 

componentes da membrana plasmática além de causar reação acrossomal 425 

precoce, prejudicando a capacidade da célula de interação com o oviduto e 426 

fertilização. Durante esse processo, os radicais livres atuam como segundos 427 

mensageiros, que ativam a capacitação do espermatozóide. Em seu estudo 428 

com suínos, observaram que amostras de sêmen constituídas de 50% de 429 

plasma seminal aumentaram a fluidez e dano na membrana, havendo maior 430 

produção intracelular de EROS, dano ao acrossoma e presença de radiacais 431 

livres na superfície celular, sendo que em nossos dados foi constatado 432 

somente um aumento EROS, porém a integridade de membrana acrossomal 433 

não foi alterada. 434 

Andrade et al. (2012) descreveram que embora o plasma seminal 435 

contenha mecanismos antioxidantes que impedem os efeitos nocivos do 436 

EROS, isto não faz reduzir a peroxidação das membranas espermáticas, uma 437 

vez que EROS, provavelmente estão relacionados com o processo de 438 

criopreservação, sendo que Wang et al., (1997) relataram aumento significativo 439 

de EROS durante este processo.   440 

Decorrente do aumento na concentração de EROS há registro de queda 441 

da motilidade dos espermatozóides, devido à peroxidação de ácidos graxos 442 

poliinsaturados da membrana, gerando queda na disponibilidade de ATP e 443 
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alteração dos sítios de ligação da membrana mitocondrial, segundo Hammadeh 444 

et al. (2006), nesse presente trabalho foi observado que a adição de plasma 445 

seminal nas amostras de ambos os diluentes, não determinou melhora nos 446 

parâmetros de motilidade, mas diversalmente, houve diminuição (p<0,05) na 447 

MT, VCL, ALH, STR e RAP, possivelmente devido ao aumento na 448 

concentração de EROS como descrito e observado no estudo de Hammadeh et 449 

al. (2006). 450 

O plasma seminal é constituído de pequenas partículas que 451 

aparentemente compreendem funções antioxidantes e imunomoduladoras 452 

(Burden et al., 2006), impedindo os eleitos nocivos de EROS (Marques et al., 453 

2002). Esse efeito antioxidante não foi observado no presente estudo com 454 

jumentos, apesar da peroxidação lipídica ter sido significantemente menor no 455 

grupo que recebeu adição de plasma seminal, a quantidade de EROS foi 456 

maior. Contudo, Andrade et al. (2012) não constatou o efeito de proteção do 457 

plasma seminal no ensaio com equinos, pois a peroxidação foi maior no 458 

período de incubação.  459 

Fernández-Gago et al. (2013) averiguaram mudanças na fisiologia 460 

espermática de javali quando adicionado 50% de plasma seminal, em que foi 461 

verificado um aumento de EROS intracelular acompanhado pelo aumento dos 462 

danos na membrana plasmática, igualmente observado nos dados de EROS 463 

apresentados no presente experimento com asinino, porém a integridade de 464 

membrana não teve alteração significativa (p>0,05) no grupo que recebeu 465 

acréscimo de 70% de plasma seminal. 466 

Com isso, observamos que os avanços nos testes laboratoriais 467 

aplicados a avaliação espermática têm obtido grande êxito para excluir 468 
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amostras de sêmen de animais com baixo potencial fecundante, no entanto, 469 

fica como grande desafio apontar, dentre os animais férteis, quais os mais 470 

aptos a proporcionar as maiores taxas de prenhez (Arruda et al., 2011). 471 

Contudo, baseando-se nos atuais resultados comparando com estudos de 472 

cinética espermática já relatada nas espécies asininas e equinas, vimos que 473 

diferentes diluidores, tanto de sêmen fresco “in natura” quanto criopreservado, 474 

associado ou não a adição do plasma seminal, podem aumentar ou diminuir o 475 

potencial de fertilização dos jumentos.  476 

Concluindo a superioridade dos parâmetros de cinética espermática do 477 

diluente BS utilizado no sêmen “in natura” e a similaridade entre os diluentes de 478 

criopreservação BC e IC para os mesmos parâmetros de cinética, contudo a 479 

citometria de fluxo mostrou uma melhor MPAI para o BC. O acréscimo de 70% 480 

de plasma seminal autólogo mostrou-se deletério na cinética espermática, 481 

porém obteve parâmetros satisfatórios na MPAI e PERO, mas degradante para 482 

EROS. Contudo, mais pesquisas relacionadas ao plasma seminal de asinino 483 

devem ser desenvolvidas para melhor elucidar os efeitos sobre as células 484 

espermáticas dessa espécie.  485 
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INFLUÊNCIA DE DIFERENTES DILUIDORES DE CONGELAÇÃO, 1 

DO PLASMA SEMINAL E DA LAVAGEM UTERINA SOBRE A 2 

FERTILIDADE DE JUMENTAS (Equus asinus) 3 

 4 

Artigo redigido segundo as normas da Theriogenology, ISSN 0093-691X, 5 

ranqueada como A2, pelo QUALIS – CAPES de 2015. 6 

 7 

RESUMO 8 

A inseminação artificial é uma importante biotecnologia para o melhoramento 9 

genético das espécies domésticas. Apesar dessa técnica apresentar índices 10 

satisfatórios de fertilidade para a espécie equina (Equus caballus), esses  11 

resultados ainda não foram reproduzidos para a espécie asinina (Equus 12 

asinus). Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar se a adição do 13 

plasma seminal autólogo ao sêmen criopreservado de jumentos e se sua 14 

associação à lavagem uterina pós-inseminação, interfere nos índices de 15 

fertilidade das jumentas, além de observar a taxa de prenhez de dois diluentes 16 

de congelação de sêmen. Para isso, foram utilizados 86 ciclos de 33 jumentas 17 

divididas em 8 grupos descritos a seguir: G1) BotuCrio + Plasma Seminal + 18 

Lavagem uterina (BC + PS + L) e G2) INRA + Plasma Seminal + Lavagem 19 

uterina (IC + PS + L) foram testados mediante inseminações em 14 ciclos cada, 20 

e os grupos G3) Botucrio + Lavagem uterina (BC + L) e G4) INRA + Lavagem 21 

uterina (IC + L) foram testadas em 11 ciclos cada, sendo a lavagem uterina 22 

realizada 10 horas após a IA; nos grupos G5) BotuCrio + Plasma Seminal (BC 23 

+ PS) e G6) INRA + Plasma Seminal (IC + PS) foram inseminadas em 8 ciclos 24 
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cada, e os grupos G7) BotuCrio (BC) e G8) INRA (IC), foram avaliadas em 10 25 

ciclos cada. Foi observado que a adição de plasma seminal no momento da 26 

inseminação, associado à lavagem uterina 10h após, obteve numericamente 27 

melhores índices de prenhez. No entanto, foi concluído que a adição do plasma 28 

seminal, independente do tratamento, não influenciou nas taxas de fertilização 29 

(p = 0,6582), contudo o efeito de lavar ou não o útero após a inseminação, 30 

independente do tratamento, tem influência positiva na taxa de prenhez (p = 31 

0,0097), demonstrando que esse procedimento de lavagem uterina, 10h após a 32 

inseminação, aumentou em 8,7 vezes a chance de prenhez em jumentas. 33 

Palavras-chave: criopreservação, fertilidade, jumento, lavagem uterina, 34 

plasma seminal, sêmen congelado. 35 

 36 

1. INTRODUÇÃO 37 

A aplicação do processo de criopreservação espermática na espécie 38 

asinina apresenta índice de fertilidade reduzida comparado, com sêmen fresco 39 

[1]. Além disso, autores relatam baixos índices de prenhez alcançados na 40 

espécie asinina utilizando-se sêmen congelado [2,3,4]. Contudo, estudos têm 41 

tentado melhorar esses parâmetros com adição do plasma seminal e/ou 42 

lavagem uterina pós-inseminação [5] a fim de reduzir a resposta inflamatória 43 

pós-inseminação artificial [6]. 44 

A obtenção de concepto por meio da inseminação artificial com sêmen 45 

congelado em jumentas é muito mais difícil do que em éguas [7]. Nesta 46 

espécie, as boas taxas de prenhez são geralmente obtidas quando utilizados 47 

sêmen fresco ou refrigerado [2], mas podem ser muito insatisfatórias com o 48 
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emprego de sêmen criopreservado [3,4,8]. 49 

Contudo, estudos têm tentado melhorar esses índices com adição do 50 

plasma seminal e/ou lavagem uterina pós-inseminação, como os de Rota et al. 51 

[5], que obtiveram índice de 61,5% (8/13) de prenhez em jumentas utilizando 52 

essa técnica. Sabatini et al. [6] ainda relata que a utilização do plasma seminal 53 

na inseminação reduz a resposta inflamatória duradoura pós-inseminação 54 

artificial. 55 

O plasma seminal de mamíferos é uma secreção fisiológica da rede 56 

testis, epidídimos e glândulas acessórias do trato reprodutor masculino [9], que 57 

desempenha um papel importante na maturação final de espermatozóides, 58 

através de eventos hormonais, enzimáticos e modificação de superfície, 59 

funcionando como um veículo para os espermatozóides [10]. Os componentes 60 

orgânicos no plasma seminal são essenciais para manutenção do 61 

metabolismo, pH e osmolaridade espermática e as proteínas são a contribuição 62 

mais importante para a função desta célula em mamíferos [11]. 63 

O papel do plasma seminal na função do espermatozóide de mamíferos 64 

permanece em grande contradição no meio científico. Ambos os efeitos, 65 

inibitórios e estimulatórios à função celular foram relatados [12]. Contudo, 66 

Muiño-Blanco et al. [12], afirmaram que a adição de proteínas do plasma 67 

seminal nos espermatozóides antes e/ou após a refrigeração do sêmen, é 68 

capaz de minimizar os efeitos da crioinjúria. 69 

No entanto, a adição de 70% de plasma seminal em amostras 70 

descongeladas de sêmen de jumento promoveu o decréscimo de todos os 71 

parâmetros de cinética espermática avaliados, e esse efeito prejudicial 72 

permaneceu após 2 horas pós-descongelação [6]. 73 
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A centrifugação com posterior remoção do plasma seminal teve um 74 

efeito positivo na motilidade e integridade na membrana plasmática de 75 

espermatozóides de jumentos refrigerados [13]. Já Robertson [14], afirmou que 76 

o plasma seminal não é necessário para a fertilização, porém é um meio que 77 

facilita as interações entre o útero e os gametas masculinos, maximizando 78 

assim a probabilidade de concepção. 79 

 Apesar de diversos autores relatarem os benefícios proporcionados pelo 80 

plasma seminal durante a cobertura, sua real função é discutível, uma vez que 81 

trabalhos utilizando espermatozóides da cauda do epidídimo acrescido ou não 82 

de plasma seminal não apresentaram diferenças nas taxas de concepção em 83 

equinos [15]. Ainda o mesmo autor relatou em seu experimento, que os 84 

espermatozóides do epidídimo após descongelação apresentaram 85 

superioridade nos parâmetros de cinética e viabilidade espermática, além de 86 

melhor fertilidade [15]. 87 

 A resposta inflamatória uterina é desencadeada pelos espermatozóides 88 

e outros componentes do sêmen, iniciando-se normalmente dentro de 1 h da 89 

inseminação, atingindo picos em 6-12 horas e, finalmente, diminuindo após 24-90 

36h em éguas [9]. Sendo que Vilés et al. [7] afirmaram que a resposta 91 

inflamatória uterina é hipotetizada como uma das principais causas da menor 92 

taxa de prenhez em jumentas utilizando-se sêmen congelado. 93 

Com intuito de observar os efeitos da adição do plasma seminal ao 94 

sêmen asinino descongelado sobre a reação inflamatória uterina de jumentas, 95 

Rota et al. [5] realizaram dois lavados uterinos por ciclo (6 e 10h após as 96 

inseminações) com 1L de Ringer com Lactato em cada lavado e constataram 97 

que o grupo inseminado com re-diluição do plasma seminal obteve uma 98 
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concentração maior de PMN’s em seus lavados recuperados, quando 99 

comparados com o grupo que não recebeu re-diluição alguma após a 100 

descongelação. 101 

Porém, Miró et al. [17] constataram que a presença do plasma seminal 102 

em amostras de sêmen fresco de jumentos foi responsável pela redução da 103 

resposta inflamatória, devido a observações in vitro de supressão da ligação do 104 

espermatozóides com PMN’s. Segundo Rota et al., [5] a lavagem uterina em 105 

jumentas após as inseminações com sêmen congelado pode ter influência nas 106 

taxas de prenhez, de forma que novas pesquisas são necessárias para 107 

confirmar essa hipótese [5]. Uma vez que esses autores obtiveram índices 108 

satisfatórios de prenhez, no grupo inseminado re-diluído com plasma seminal e 109 

realizado lavagem uterina pós-inseminação. Sendo uma crítica dos próprios 110 

autores ao seu estudo, uma vez que todos os grupos receberam lavagem 111 

uterina pós-inseminação, não sendo possível avaliar a influência desse 112 

procedimento sobre os índices de fertilidade. 113 

 Objetivo do presente estudo foi avaliar a influência do lavado uterino 10h 114 

após inseminação, associada ou não à adição de plasma seminal ao sêmen 115 

congelado de jumento influencia nos índices de fertilidade de jumentas. Além 116 

de observar a taxa de prenhez de dois diluentes de congelação de sêmen. 117 

 118 

2. MATERIAL E MÉTODOS 119 

2.1 Aspectos éticos 120 

O trabalho foi realizado de acordo com os preceitos éticos recomendados 121 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), tendo sido 122 

aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 123 
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Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista, sob 124 

protocolo nº 75/2015. 125 

 126 

2.2 Animais 127 

Foram utilizados 2 jumentos machos da raça Pêga de fertilidade 128 

comprovada, com idades entre 5 e 15 anos. Os jumentos foram mantidos com 129 

3,0 kg ração/dia, feno, água e sal mineral ad libitum. Para estabilização da 130 

reserva extra-gonadal, foram realizadas anterior à fase experimental, 8 131 

colheitas seriadas em dias consecutivos. 132 

Foram utilizados 86 ciclos de 33 jumentas fêmeas das raças Pêga e 133 

Nacional, sem histórico de infertilidade e com citologia uterina negativa (≤1% 134 

de Polimorfonucleares por contagem de 100 células), conforme descrito por 135 

Ley et al., [18]. O experimento foi desenvolvido no Departamento de 136 

Reprodução Animal e Radiologia Veterinária – FMVZ – UNESP - Botucatu/SP 137 

(FMVZ). 138 

 139 

2.3 Colheita do sêmen 140 

As amostras de sêmen foram obtidas de cinco ejaculados de cada dois 141 

jumentos, totalizando 10 ejaculados. O sêmen foi colhido com auxílio da vagina 142 

artificial modelo Botucatu (Botupharma®, Botucatu, Brasil). A estimulação dos 143 

machos foi realizada pela presença de jumentas em estro. Posteriormente, o 144 

sêmen foi filtrado para remoção da fração gel e somente aqueles ejaculados 145 

que alcançaram motilidade igual ou superior a 70%, foram utilizados para o 146 

processo. Uma alíquota foi retirada para determinação da concentração 147 

espermática por meio de contagem em câmara de Neubauer. 148 
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2.4 Obtenção e preparação do plasma seminal  149 

As coletas destinadas à obtenção do plasma foram feitas da seguinte 150 

maneira: Logo após a colheita, dos mesmos 2 jumentos, o ejaculado colhido foi 151 

centrifugado a 15.000 x g, por 30 minutos, a 4ºC, para obtenção do plasma 152 

seminal. O “pelet” foi descartado e o sobrenadante passado em filtro de malha 153 

de 0,22 µm (Botupharma®, Botucatu, Brasil), e então aliquotado em tubos 154 

criogênicos contendo 7 mL cada, que foram mantidos a -20ºC, até as amostras 155 

serem utilizadas. 156 

 157 

2.5 Diluentes de congelação 158 

Para congelação foram utilizados os diluentes BotuCrio® (Botupharma®, 159 

Botucatu, Brasil) (BC) ou INRA 96® (IMV Technologies, France) modificado por 160 

Rota et al. [5] (IC). Apenas o IC foi preparado no laboratório, utilizando-se 161 

INRA96®. Dos 200 mL que são comercializados, 16 mL foram retirados, sendo 162 

8 mL desprezados e nos outros 8 mL foram adicionados 10 mL de gema de 163 

ovo. Esta solução de 18 mL foi agitada por 10 minutos, e centrifugada a 600 x g 164 

por 10 minutos (FANEN® Ltda, São Paulo, SP). Posteriormente, 16 mL do 165 

sobrenadante foram adicionados aos 184 mL de IN inicial (ROTA et al., 2012). 166 

A solução final foi dividida em duas alíquotas de 100 mL, e cada uma recebeu 167 

4,4 mL de glicerol (Reagentes Sigma®). As soluções foram armazenadas a -168 

20ºC em alíquotas de 10 mL, até o momento do uso. 169 

 170 

2.6 Criopreservação do sêmen 171 

2.6.1 Grupo Botu-Crio® 172 

Após a avaliação, o sêmen diluído em BS (1:1) foi mantido a 24ºC, 173 
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durante 10 minutos e centrifugado a 600 x g por 10 minutos, na temperatura 174 

ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” ressuspendido com 175 

BotuCrio®, na concentração de 180x106 espermatozóides móveis/mL, e 176 

envasados em palhetas de 0,5 mL. 177 

Após o envase as palhetas foram estabilizadas em geladeira automática 178 

digital (Minitüb® – Porto Alegre - Brasil), por 20 minutos a 5ºC. Em seguida, as 179 

palhetas foram criopreservadas em sistema automatizado para congelação de 180 

sêmen TK® 4000C (TK Tecnologia em Congelação Ltda., Uberaba, Brasil), a 181 

uma curva de -60ºC/minuto (de 4ºC a –140ºC). Posteriormente, foram imersas 182 

em nitrogênio líquido e finalmente estocadas em botijão criogênico (inteirando o 183 

grupo “BC”). 184 

 185 

2.6.2 Grupo INRA® 186 

Após a avaliação, o sêmen previamente diluído em INRA 96®, na 187 

proporção de 3:1 (diluente:sêmen) foi criopreservado segundo Rota et al. [5], 188 

sendo mantido por 10 min a 24ºC e posteriormente centrifugado a 600 x g por 189 

10 min, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” 190 

ressuspendido com o mesmo diluente na concentração de 336 x 106 191 

espermatozóides/mL. A amostra foi mantida a 4ºC por 45 minutos, em seguida 192 

re-diluída com a solução contendo glicerol (IC) na proporção de 1:1 (INRA 96®: 193 

IC) e mantido por mais 15 minutos a 4ºC. Após esse período, as palhetas de 194 

0,5 mL foram preenchidas e congeladas na máquina automatizada TK® 4000C 195 

(TK Tecnologia em Congelação Ltda., Uberaba, Brasil), seguindo a mesma 196 

curva congelação descrita para o grupo “BC”, sendo na sequência 197 

mergulhadas e estocadas no nitrogênio líquido a -196ºC. 198 
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2.7 Acompanhamento folicular e indução da ovulação 199 

Os ciclos reprodutivos das jumentas foram acompanhados diariamente 200 

por avaliação ultrassonográfica (Mindray® DP-2200Vet) do status ovariano e 201 

uterino. Quando o maior folículo atingiu ≥ 31 mm de diâmetro e a jumenta 202 

apresentou sinais de cio (micção frequente, movimentos mastigatórios e 203 

imobilização na presença do macho), a ovulação foi induzida com 1000 µg do 204 

análogo do GnRH, deslorelina, I.M. (Hormônio Liberador de Gonadotrofina, 205 

Botupharma®, Botucatu, Brasil). 206 

 207 

2.8 Descongelação do sêmen 208 

Os grupos BC e IC a descongelação foi realizada conforme Rota et al. 209 

[5], em banho-maria, a 37ºC, por 30 segundos. 210 

 211 

2.9 Adição do plasma seminal ao sêmen descongelado e Inseminação Artificial 212 

No momento da inseminação, o plasma seminal autólogo foi 213 

descongelado em banho-Maria a 37ºC.  214 

A dose inseminante foi de 6 palhetas para ambos os diluidores BotuCrio® 215 

(BC) ou INRA, totalizando aproximadamente 500 x 106 espermatozóides em 216 

alíquota de 3 ml, e acrescida de 7 ml de plasma seminal autólogo 217 

descongelado para os grupos que destinavam esse procedimento, totalizando  218 

um volume inseminante de 10 ml, que após homogeneizado foi depositado no 219 

corpo uterino com auxílio de uma pipeta de inseminação, 37h após a indução 220 

com deslorelina. Os ciclos estrais que não ovularam até 48h da indução com 221 

deslorelina, foram retirados das análises estatísticas. 222 

 223 
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2.9 Lavagem uterina 224 

A lavagem uterina (L), nos animais destinados a este procedimento, 225 

seguiu os critérios de Rota et al. [5]. A lavagem uterina foi realizada com o 226 

volume 1000 mL de Ringer com Lactato infundido no útero das jumentas e 227 

drenado em seguida, com auxílio de cateter nº 28® (Bivona®, Kruuse, Denmark) 228 

para “flushing” de embrião equino. Formando assim os grupos BC+PS+L; 229 

INRA+PS+L; BC+L e INRA+L;  230 

 231 

2.10 Diagnóstico de prenhez 232 

O diagnóstico de prenhez foi realizado aos 14 dias pós-ovulação, com 233 

auxílio do ultrassom com transdutor linear Mindray® (Mindray, DP-2200Vet), e 234 

reconfirmado 3 dias após. Foi considerado positivo quando visualizada vesícula 235 

embrionária. 236 

 237 

2.11 Análise estatística 238 

Os resultados de concepção foram analisados pelo programa Proc GLM 239 

in SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Como os resultados de concepção 240 

das jumentas inseminadas implicam em resposta binária (prenhe ou vazia) foi 241 

realizada a análise de regressão linear múltipla, sendo incluídos no modelo o 242 

efeito do meio diluente, dos tratamentos (lavagem uterina versus plasma 243 

seminal), admitindo-se o nível de significância de 5%.  244 

Uma segunda análise de regressão logística simples foi conduzida 245 

incluindo no modelo estatístico apenas a variável lavagem uterina versus sem 246 

lavagem uterina, sendo que as principais variáveis foram eliminados no modelo 247 

de regressão final (com base no critério de Wald de P> 0,20), de modo que a 248 
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lavagem uterina era o único efeito considerado. E outra análise de regressão 249 

logística simples, incluindo adição de plasma seminal versus não adição do 250 

plasma seminal, sobre o índice de prenhez também foi feita, novamente sendo 251 

que as principais variáveis foram eliminadas no modelo de regressão final (com 252 

base no critério de Wald de P> 0,20), de modo que a adição do plasma seminal 253 

era o único efeito considerado. A razão de possibilidades (odds ratio) foi 254 

calculada para variável lavagem uterina versus taxa de prenhez. Novamente foi 255 

considerado o nível de significância de 5% de probabilidade. 256 

 257 

3. RESULTADOS 258 

 Os resultados dos índices de prenhez dos 8 diferentes grupos testados 259 

estão representados na tabela 1, sendo os respectivos grupos G1) BotuCrio® + 260 

Plasma seminal + Lavagem uterina (BC+PS+L); G2) INRA + Plasma seminal + 261 

Lavagem uterina (INRA+PS+L); G3) BotuCrio® + Lavagem uterina (BC+L); G4) 262 

INRA + Lavagem uterina (INRA+L); G5) BotuCrio® + Plasma seminal (BC+PS); 263 

G6) INRA + Plasma seminal (INRA+PS); G7) BotuCrio® (BC) e G8) INRA.  264 
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Tabela 1. Taxa de prenhez dos grupos G1) BotuCrio® + Plasma seminal + 265 

Lavagem uterina (BC+PS+L); G2) INRA + Plasma seminal + Lavagem uterina 266 

(INRA+PS+L); G3) BotuCrio® + Lavagem uterina (BC+L); G4) INRA + Lavagem 267 

uterina (INRA+L); G5) BotuCrio® + Plasma seminal (BC+PS); G6) INRA + 268 

Plasma seminal (INRA+PS); G7) BotuCrio® (BC) e G8) INRA. 269 

 G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 

Prenhez  
6/14 

42,9%a 

6/14 

42,9%a 

2/11 

20%ab 

3/11 

27,3%ab 

1/8 

12,5%ab 

1/8 

12,5%ab 

0/10 

0%b 

0/10 

0%b 

Letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p≤0,05). 270 

 Nestes resultados, através da análise de regressão linear múltipla, 271 

houve efeito significativo do tratamento sobre a taxa de prenhez (p = 0,0450).  272 

Numa segunda análise por regressão logística simples, o efeito de lavar 273 

ou não o útero após a inseminação, independente do tratamento, apresentou 274 

influência positiva na taxa de prenhez (p = 0,0097), demonstrando que a 275 

lavagem uterina possui influência sobre a fertilidade. Foram utilizados 50 ciclos 276 

de jumentas, as quais tiveram os úteros lavados pós inseminação, resultando 277 

em 17 prenhez (34,0%), e quando o útero não foi lavado (n=36), houve apenas 278 

5,5% de prenhez. Nessa mesma análise foi obtido um Odds ratio (razão de 279 

possibilidade) de 0,1142, demonstrando que o procedimento de lavagem 280 

uterina pós inseminação aumentou em 8,7 vezes a chance de prenhez em 281 

jumentas. 282 

Realizando a mesma análise por regressão logística simples, para se 283 

avaliar a influência da adição do plasma seminal, demonstrou que o mesmo 284 

não influenciou nas taxas de fertilização (p = 0,6582). 285 

 286 
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4. DISCUSSÃO 287 

A resposta inflamatória uterina é uma das principais causas da redução 288 

da taxa de prenhez em jumentas inseminadas com sêmen congelado [7]. 289 

O plasma seminal desempenha um papel importante para células 290 

espermáticas, funcionando como um veículo para os espermatozóides [10]. Já 291 

que todas as inseminações do presente estudo foram realizadas no corpo 292 

uterino, o plasma seminal deve ter contribuído como veículo para as células 293 

germinativas chegarem ao oviduto. No entanto, Robertson [14] diz que o 294 

plasma seminal não é necessário para a fertilização, porém é um meio que 295 

facilita as interações entre o útero e os gametas masculinos, maximizando 296 

assim a probabilidade de concepção. 297 

Mesmo demonstrado estatisticamente (p>0,05) que o plasma seminal 298 

não influenciou nas taxas de fertilização (p = 0,6582), números consideráveis 299 

de concepção para a espécie asinina foram obtidos quando utilizado esse 300 

componente seminal nas inseminações (12,5% e 42,9% quando associado a 301 

lavagem uterina), Andrade et al. [19] descreveram que o plasma seminal 302 

contém mecanismos antioxidantes que impedem os efeitos nocivos do estresse 303 

oxidativo de espécies reativas de oxigênio (EROS), que são capazes de afetar 304 

negativamente a função espermática [20]. 305 

Miró et al. [17] constataram que a presença do plasma seminal em 306 

amostras de sêmen fresco de jumentos foi responsável pela redução da 307 

resposta inflamatória, devido a observações in vitro de supressão da ligação 308 

dos espermatozóides com PMN’s. No entanto, Rota et al. [5] relataram uma 309 

maior reação inflamatória no grupo de jumentas inseminadas com plasma 310 

seminal, uma vez que Troedsson et al. [16] sugeriram que a presença de 311 



65 
 

 

bactérias ou produtos inflamatórios é incompatível com a sobrevivência do 312 

embrião. Observando esses estudos, a lavagem uterina realizada no pico da 313 

reação inflamatória (10h após inseminação), que segundo Troedsson et al. 314 

[16], ocorre entre 6-12h pós inseminação, devem ter contribuído com a 315 

remoção mecânica dos PMN’s através do lavado. No presente trabalho com a 316 

lavagem uterina obteve-se 20% (2/11) e 27,3% (3/11) de prenhez, 317 

respectivamente para BC+L e IC+L, corroborando com os dados de Rota et al., 318 

[5], que foram de 20% (1/5). Ainda, Hammadeh et al. [21] afirmaram que os 319 

efeitos deletérios de EROS também podem impactar no período pós-320 

fertilização, prejudicando a maturação oocitária e desenvolvimento embrionário 321 

normal com aumento da produção de EROS pelo próprio embrião. Portanto, 322 

observa-se no presente estudo a redução das taxas de fertilidade associada a 323 

não lavagem uterina nos grupos G5 e G6 (1/8, 12,5%) e ainda G7 e G8 (0/10, 324 

0%), sendo a lavagem uterina podendo atuar beneficamente na remoção, ou 325 

pelo menos na diminuição de EROS.  326 

Segundo Vilés et al. [7] quando as células epiteliais do colo uterino e do 327 

endométrio entram em contato com o sêmen, citocinas pró-inflamatórias, tais 328 

como as prostaglandinas são produzidas, principalmente através da ação da 329 

enzima COX-2 na síntese da cascata do ácido araquidônico. 330 

Vilés et al. [7] observaram grande concentração de COX-2 no útero de 331 

jumentas inseminadas com sêmen congelado asinino sem adição de plasma 332 

seminal, quando comparadas aos grupos que não foram inseminadas ou que 333 

foram inseminadas com acréscimo de plasma seminal. Esse resultado sugere 334 

que em éguas e jumentas, o plasma seminal em vez de exercer um efeito 335 

direto sobre a infiltração precoce de PMN, apenas encurta o período de 336 
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inflamação por bloquear a síntese de prostaglandinas e a quimiotaxia de PMN, 337 

reduzindo a amplitude dos sinais primários de inflamação, como ocorre após a 338 

administração de inibidores da COX-2. Sendo assim, a remoção mecânica dos 339 

PMN’s no pico imflamatório, e também dos possíveis espermatozóides não 340 

sobreviventes através da lavagem uterina, impediria o acontecimento da 341 

quimiotaxia, e contribuiria para os resultados satisfatórios de concepção para 342 

espécie asinina (6/14, 42,9%). 343 

Contudo, concluímos que foi verificado o efeito de lavar ou não o útero 344 

após a inseminação, independente do tratamento, o resultado obteve influência 345 

positiva na taxa de prenhez (p = 0,0097), demonstrando que a lavagem uterina 346 

possui influência na concepção, e uma razão de possibilidade de 0,1142, 347 

demonstrando que o procedimento de lavagem uterina pós inseminação 348 

aumenta em 8,7 vezes a chance de prenhez em jumentas. No entanto, é 349 

necessário a realização de mais inseminações e pesquisas para verificar a 350 

constância dos resultados e melhorar os índices de fertilidade na espécie 351 

asinina com o uso dessa biotecnologia.  352 
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